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Resumo

As leishmanioses constituem um complexo de enfermidades que
atingem o homem, causadas por protozodrios flagelados intracelulares
obrigatérios que residem predominantemente em células do sistema
mononuclear fagocitario dos hospedeiros vertebrados. Nas Américas, 0s caes
(Canis Lupus familiares) s&o considerados o0s principais reservatorios
domésticos para a leishmaniose visceral (LV) humana. No Brasil, as medidas
preconizadas, referentes ao controle da LV, consideram o diagndstico precoce
e tratamento dos casos humanos; aspersdo de inseticidas residuais, para
combate do inseto vetor, e inquérito sorolégico dos caes, com posterior
eutanasia daqueles soropositivos. Entretanto, a elimincdo dos cées, por muitos,
ndo é aceita por questdes econdmicas, sociais e éticas. O tratamento do céo
infectado, com a terapéutica convencional é discutivel, assim, a utilizacdo de
formulagBes lipossomais carreando farmacos com acao leishmanicida constitui
uma estratégia promissora. Somado a isso, o co-tratamento com farmacos com
acdo leishmaniostatica constituem uma boa estratégia no tratamento da
leishmaniose visceral canina (LVC). Dessa forma, nesse estudo, foram
utilizados quarenta e seis cdes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi, classificados como sintométicos. Esses foram alocados,
aleatoriamente, em seis grupos experimentais: grupo antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos (Ant); grupo lipossomo
vazio (LipV); grupo antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma
associado ao alopurinol (Ant+Alo); grupo lipossoma vazio associado ao
alopurinol (LipV+Alo); grupo alopurinol (Alo) e controle (C), sendo esse ultimo
mantido como controle da infeccdo. O protocolo terapéutico preconizado
consitiu em seis administragdes, a cada 96h, por via endovenosa, de 6,5mg/Kg

de antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos; seis



administracdes, a cada 96h, por via endovenosa, em volume correspondente
de lipossomas nominados vazios; sendo que, metade dos caes, de cada um
dos grupos supracitados, receberam conjuntamente 20mg/Kg de alopurinol,
uma vez ao dia, por um periodo de 140 dias. Outro grupo recebeu apenas o
alopurinol, por um periodo similar ao anterior. Avaliagdes clinicas foram
realizadas antes do inicio do tratamento, nominado tempo (TO) e nos
momentos correspondentes a 50, 80, 110, 140, 170 e 201 dias apos o inicio do
tratamento (T50, T80, T110, T140, T170 e T201). De forma semelhante,
amostras de sangue periférico foram coletadas no momento TO, T60, T140 e
T200. Procedeu-se a imunomarcacdo das células mononucleares do sangue
periférico com anticorpos anti-CD11b, anti-MHCII, anti-TL-2, anti-CD4 e anti-
CD8 avaliados pela técnica de citometria de fluxo. Biopsias de pele, da face
interna da pina direita, foram coletadas nos momentos TO, T60, T140. No T201
amostras de pele, figado, baco e linfonodo cervical superficial foram coletadas
durante a avalicdo necroscopica e processadas para avaliagcdes histoldgicas
rotineiras. Estudos semi-quantitativos das alteracdes histoldgicas e qualitativas
do parasitismo tecidual (imuno-histoquimica) foram realizados utilizando-se

microscopia optica convencional.

O tratamento envolvendo o alopurinol (Alo) principalmente associado ao
antimonial pentavalente encapsulado com lipossomos manométricos (Ant+Alo)
promoveu significativa reducdo do parasitismo tecidual (pele, figado e baco) e
melhora clinica de todos os animais. Entretanto, apesar dessa melhora nao
houve modulacdo da resposta imune do tipo celular (frequéncia da populacao
linfocitaria CD4/CD8) nos caes estudados. Alem disso, a expressao de CR3 e
TLR-2 nos mondcitos CD14", apesar das variagdes observadas ao longo da
cinética do diferentes protocolos de tratamento, ndo apresentaram correlacéo
com o quadro clinico. Esses mesmos grupos (Alo e Ant+Alo) mostraram

remisséo dos sinais dermatoldgicos classicos da LVC; além de diminui¢do das



alteracdes histolégicas na pele caracterizada principalmente pela menor
frequéncia de dermatite cronica. Quando comparado ao grupo LipV, esses
grupos apresentaram peso relativo do figado significamente inferior. Cées
tratados com alopurinol, com as diversas associacfes, e cdes tratados com
antimoniato de meglumina encapsulado com lipossomos manométricos,
quando comparados ao grupo de cdes tratados com lipossomas vazios,
apresentaram diminuicdo no numero de granulomas intralobulares hepaticos
caracterizando uma resolusdo da hepatite crénica. Caes do grupo Ant+Alo
apresentaram peso relativo do baco significamente menor em relagéo ao grupo
Alo e C. O tratamento nas diferentes condicbes experimentais nao interferiu
significativamente nas lesdes esplénicas classicas como a deplecdo da area T-
dependente da polpa branca, evidenciada microscopicamente na maioria dos
animais estudados. Cées do grupo Ant+Alo e Alo apresentaram uma reducéo
significativa da celularidade dos seios medulares em comparacdo ao grupo
LipV, com tendéncia a um menor parasitismo tecidual. Podemos dizer que os
animais sob os diferentes protocolos terapéuticos, apesar da melhora clinica e
parasitolégica, devam ser acompanhados por um maior periodo de tempo, visto
que alteracdes histolégicas como fibrose e degeneracdo foram notadamente
encontradas no figado dos animais tratados com antimoniato associado ao

alopurinol e alopurinol sozinho.



Abstract

Leishmania are intracellular obligate parasites that reside predominantly
in mononuclear phagocyte cells of vertebrate hosts. In the Americas, dogs
(Canis lupus familiaris) are considered the main domestic reservoirs for human
visceral leishmaniasis (HVL). In Brazil, the measures proposed for the LV
control, consider early diagnosis and treatment of human cases, residual
spraying insecticides to combat the insect vector and dogs serological survey,
with following euthanasia of positive animals. However, dog’s euthanasia is not
sustained by economic, social and ethical concerns. The treatment of infected
dog with conventional therapy is questionable thus use of liposomal
formulations with leishmanicidal activity is a promising strategy. Added to this,
the co-treatment with leishmaniostatic drugs represents a good strategy in
canine visceral leishmaniasis (CVL) treatment. In our study, treated dogs were
divided in six groups as follow: Group | composed by eight dogs treated with
meglumine antimoniate encapsulated in liposomes (LMA) associated with
allopurinol (Allop) denominated LMA+Allop; Group Il composed by eight dogs
treated with LMA; Group Il composed by eight dogs treated with allopurinol
(Allop); Group IV composed by eight dogs treated with empty liposome (LEMP)
associated with Allop denominated group LEMP+Allop; Group V composed by
eight dogs treated with LEMP. Group VI composed by twelve dogs treated with
saline solution (SG). The recommended therapeutic protocol consisted in six
administrations every 96h, of 6.5 mg/kg/i.v. LMA; six administrations every 96h,
intravenously, into the corresponding volume of empty liposome; and 20mg/kg
of allopurinol, once daily for a period of 140 days. Clinical assessments were

done before treatment begins, named time (TO) and at moments corresponding



to 50, 80, 110, 140, 170 and 201 days after establishment of treatment (T50,
T80, T110, T140, T170 and T201). Similarly, peripheral blood samples were
collected at time TO, T60, T140 and T200. The procedure was peripheral blood
mononuclear immunostaining cells with anti-CD11b, anti-MHCII, anti-TL-2, anti-
CD4 and anti-CD8 evaluated by the flow cytometry technique. Skin biopsies, of
the inside region of the right pina, were collected at TO, T60, T140. In T200
samples of skin, liver, spleen, superficial cervical lymph nodes were collected
during necropsy, which was processed for routine histological evaluations.
Semi-quantitative and qualitative histologic studies and parasitism evaluation
(immunohistochemistry) were performed using conventional optical microscopy.
The Allop group concerning mainly associated with LMA promoted significantly
reduced parasitis load (skin, liver and spleen) and clinical improvement of all
animals. However, despite this improvement, in dogs studied, was not observed
immune response modulation (CD4/CD8 lymphocyte population frequency).
Furthermore, the TLR-2 and CR3 expression, in CD14+ monocytes, despite
variations observed, along the kinetics of different treatment protocols, did not
correlate with the clinical picture. Allopurinol treated dogs mainly associated
with LMA showed remission of dermatological classic signs of LVC. Those Allop
group, mainly LMA associated showed histological alterations decreased mainly
characterized by a lower chronic dermatitis frequency. Allopurinol treated dogs
and meglumine antimoniate encapsulated in liposomes treated groups showed
significantly lower relative liver weight than in the empty liposomes group.
Allopurinol treated dogs with the various associations and treated dogs with
encapsulated meglumine antimoniate liposomes when compared to empty

liposomes group, showed a decrease of intralobular hepatic granulomas



number and hepatic chronic signs. Meglumine antimoniate encapsulated
liposomes group associated with allopurinol showed significantly lower in
relative weight of the spleen than in the allopurinol-treated group and control.
The treatment in the different experimental conditions did not showed
significantly alteration in conventional splenic lesions as white pulp T-dependent
deplation zone that was observed in most animals studied. The LMA+Allop and
Allop groups showed a significant sinnus medullary cellularity reduction as
compared to the empty liposome group with a lower trend tissue parasitism. We
could say that the animals under different therapeutic protocols, despite the
clinical and parasitological improvement, must be accompanied by a longer
period of time, since histological changes such as fibrosis and degeneration

were mainly found in the liver of LMA + Allop and Allop groups.



Lista de llustracoes

Graéfico 1: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cées antes do
inicio do protocolo terapéutico (TO) com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos associado ao alopurinol..........ccceeveeeiiiiiiiiieeee e 74

Grafico 2: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em caes
submetidos a protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanomeétricos antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliacdes
clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 € T20L1)..iccciciieeeiiieeeeeiee e e eie e stre e e 75

Grafico 3: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em céaes
submetidos a protocolo terapéutico com lipossomas nanométricos vazios antes do
tratamento (T0) e nos momentos das avaliagBes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e

Grafico 4: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em caes
submetidos a protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanomeétricos associado ao alopurinol antes do tratamento (TO) e nos
momentos das avalia¢des clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201)....ccccccevveeerinnnns 77

Gréfico 5: Frequéncia de sinais clinicos relacionados & leishmaniose visceral em cées
submetidos a protocolo terapéutico com lipossomas nanométricos vazios associado ao
alopurinol antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliacdes clinicas (T50, T80,
T110, T140, TL70 € T20L) teeeeeiieeiieeieeee e e ettt e e e e e s et e e e e e e sen e e eeeaesssanntateeeeaeeseannnrennees 78

Grafico 6: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em caes
submetidos a protocolo terapéutico com alopurinol antes do tratamento (TO) e nos
momentos das avaliagfes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 € T201)....c.c.cevvvveeennenn. 79

Grafico 7: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em caes controle
nos momentos das avaliagdes clinicas (TO, T50, T80, T110, T140, T170 e T201)............ 80

Gréafico 8: Cinética de alteracdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relacdo a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) de CD11b/CD18 considerando 0 mesmo grupo experimental de
caes naturalmente infectados com L. chagasi antes do tratamento (TO) e nos momento
das avaliacdes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant +
Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao
alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo:
alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras mindsculas distintas
(a, b e ¢), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis 141

Gréfico 9: Cinética de alteragdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relacéo a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) de TLR-2 considerando o mesmo grupo experimental de cdes
naturalmente infectados com L. chagasi antes do tratamento (TO) e nos momentos das
avaliac@es clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo:


file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921903
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921904
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921904
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921904
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921904
file:///C:/Users/Bela/Desktop/TESE%20de%2013.02.12%20discussão%20lida%20tarde.docx%23_Toc316921904

antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao
alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo:
alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras mindsculas distintas (a
e b), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste T de kruskal wallis. ...... 85

Gréafico 10: Cinética de alteracdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relacéo a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) de MHC classe Il considerando 0 mesmo grupo experimental
de caes naturalmente infectados com L. chagasi antes do tratamento (TO) e nos
momentos das avaliagdes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios
(n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos
associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol
(n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras mindsculas
distintas (a, b e c), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal
WIS . oottt e et e e e et e e e e e e e e e bbb e et e e e e e e b ar e e e e e e e e e e anreaeees 87

Gréfico 11: Porcentagem de linfécitos T CD4" em células mononucleares do sangue periférico
de cédes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes
do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes clinicas (T60, T140 e T200). Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV:
lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos
marcados com letras mindsculas distintas (a e b), diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Kruskal WalliS...............uuuiiiii e 89

Gréfico 12: Porcentagem de linfocitos T CD4" em células mononucleares do sangue periférico,
considerando o mesmo periodo de avaliagdo (TO, T60, T140, T201), entre os caes
naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico. Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV:
lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos
nao apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
KIUSKAI WIS ...t e e e e s e st e e e e e e e e e e annees 90

Gréfico 13: Cinética de alteracdes fenotipicas de linfocitos T em relagdo a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) de CD4 considerando o mesmo grupo experimental de cées
naturalmente infectados com L. chagasi antes do tratamento (TO) e nhos momentos das
avaliac@es clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos associados ao
alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo:
alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras minusculas distintas
(a, b e c), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis... 92

Gréfico 14: Porcentagem de linfécitos T CD8" em células mononucleares do sangue periférico
de cédes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes
do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagdes clinicas (T60, T140 e T200). Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV:
lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado
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em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C:controle (n=11). Grupos
nao apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
KIUSKAI WALS ...eeiiiieiie ettt e e s e e e e e e e st e e e e nbae e e e nnnes 94

Gréfico 15: Porcentagem de linfécitos T CD8" em células mononucleares do sangue
periférico, considerando o mesmo periodo de avaliacdo (TO, T60, T140, T201), entre os
caes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico. Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV:
lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos
nao apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
KIUSKAI WIS, ©.eeiiiieiii ittt e e st e e s et e e e e et e e e e st ae e e e nneeas 95

Gréfico 16: Cinética de alteracdes fenotipicas de linfocitos T em relagdo a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) de CD8 considerando o mesmo grupo experimental de cées
naturalmente infectados com L. chagasi antes do tratamento (TO) e nhos momentos das
avaliac@es clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos associados ao
alopurinol  (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo:
alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras minusculas distintas (a
e b) diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis........... 97

Grafico 17 Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em cées antes do inicio do protocolo terapéutico (TO) .......cccvvrereeeeeiiiiiiieee e e e 99

Grafico 18: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em caes submetidos a protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes
clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 € T201).....cicccieeeeeeeeeeeeeieiieee e e e e e eeeeee e e e e e e eeneeeee s 100

Gréfico 19: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em cdes submetidos a protocolo terapéutico com lipossomas nanométricos vazios antes
do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170
LI 220 RSP RR 101

Grafico 20: Frequéncia de sinais clinicos dermatolégicos relacionados a leishmaniose visceral
em cées submetidos a protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanomeétricos associados ao alopurinol antes do tratamento (T0) e nos
momento das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).....cc.cccccvveeenneen. 102

Gréfico 21: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em cédes submetidos a protocolo terapéutico com lipossomas nhanométricos vazios
associado ao alopurinol antes do tratamento (TO) e nos momento das avaliagdes clinicas
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Gréfico 22: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em cédes submetidos a protocolo terapéutico com alopurinol antes do tratamento (TO) e
nos momento das avaliac@es clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201)................. 104

Graéfico 23: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral
em caes controle antes do tratamento (T0) e nos momentos das avaliac@es clinicas (T50,
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Gréfico 24: Numero de cdes com alteragdes histopatologicas dermatoldgicas relacionadas a
leishmaniose viscera,l submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (T0) e nos
momentos das avaliagdes clinicas (T140 € T201) .....cccociiiiieriieiiiee e 109

Gréfico 25: Grau de infiltrado inflamatério na pele da face interna da pina direita dos cées
naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do
tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes clinicas (T140 e T201). Ant: antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanomeétrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios
associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios
adotados para avaliacdo da intensidade do infiltrado inflamatério: 1- auséncia de infiltrado;
2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos marcados
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.................. 116

Gréfico 26: Determinacdo da presenca de amastigotas imuno-marcadas na pele da face interna
da pina direita de cdes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo
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Gréfico 27: Grau de degenerac¢do hidropica no figado dos cdes naturalmente infectados com L.
chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios
associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios
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de infiltrado; 2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos
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Gréfico 28: Presencga de granulomas intralobulares no figado dos caes naturalmente infectados
com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em
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Gréfico 35: Determinagdo da presenca de amastigotas imuno-marcadas no linfonodo cervical
superficial de cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo
terapéutico no momento T201, pela técnica da estreptoavidina- peroxidade (IHQ). Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV:
lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios
adotados para avaliacdo da positividade pela IHQ: 1- auséncia de infiltrado; 2- presenca
de pelo menos uma amastigota de L. chagasi. Grupos nao diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de kruskal WalliS. ............cooiiiiiiiiiiiiii e 152

Figura 1. Sequéncia representativa da estratégia de andlise de mondcitos obtidos do sangue
periférico (PBMC). O grafico A mostra a dispersdo lateral da luz (SSC) (eixo das
ordenadas) versus a expressdo de CD14 (eixo das abcissas), com sele¢do da regido de
interesse. O grafico B mostra a distribuicdo unimodal do marcador, na populacdo de
mondcitos previamente selecionados. O grafico C mostra uma populacdo de mondcitos
(CD14") previamente selecionados, que apresentam marcacdo para CD11lb e TLR-2,
sendo que o estabelecimento da populacdo, duplamente marcada, foi feito levando-se em
consideragdo o ponto de corte estabelecido pela célula e pelo controle de isotipo
[olo] 12 oo a0 [=T0] (=T PP P PP PP PTPPRO 63

Figura 2: O grafico A mostra a selecdo da regido R1, em gréficos de distribuicdo puntual de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) baseada em aspectos morfométricos da
populacdo celular de interesse. Os linfocitos apresentando-se como FSC""SSC™". O
grafico de pontos B mostra no quadrante superior esquerdo (Q1) a populagdo positiva
para CD4 e negativa para CD8, no quadrante superior direito (Q2) a populagédo
duplamente positiva para CD4 e CD8, no quadrante inferior direito (Q3) a populacéo
positiva para CD8 e negativa para CD4 e no quadrante inferior esquerdo (Q4) a
populacdo duplamente negativa para ambos os marcadores. O grafico C e D mostram a
distribuicdo unimodal do marcador CD4 e CDS8, respectivamente, na populacdo de
linfOcitos previamente SElECIONAUOS ........cooiiuiiiiiiiiiiie e 64

Figura 3: Micrografia da pele de orelha de cdes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi: A) Altera¢cdes epidérmicas podem ser evidenciadas como:
hiperceratose/ortoceratose (asterisco), degeneragdo hidrépica (seta fina); acantose (haste
serifada). Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento 100x; Barra=62um). B) Presenca de
hiperceratose/ortoceratose (asterisco) e hiperceratose folicular (HF) na epiderme.
Podemos observar também, infiltrado inflamatdrio difuso, densamente celularizado
(estrela), na derme superficial (DS) e profunda (DP), o qual se estende até préximo a
cartilagem (Ca). Vaso linfatico (vl), vaso capilar (vc). Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento
100x; Barra=62um). C) Detalhe da fotomicrografia anterior com alteragbes epidérmicas
tais como: hiperceratose (asterisco), hiperceratose folicular (HF), degeneragéo hidrépica
(seta fina) e espongiose (cabeca de seta). Na regido da derme superficial (DS) observar
presenca de infiltrado inflamatério, predominantemente mononuclear (seta larga) com
presenca de amastigotas (seta amarela). Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento 400x;
T =Tt 160 o TP PPRPPP 108
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Figura 4: Micrografia da pele de orelha de caes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi: A) Presenga de hiperceratose/ ortoceratose na face externa da
epiderme (asterisco). Na regido da derme observar infiltrado inflamatério difuso
densamente celularizado (estrela), distribuido na derme superficial (DS) e derme profunda
(DP), principalmente préximo aos foliculos pilosos (FP). Hematoxilia—Eosina (HE)
(Aumento 100x; Barra=62um). B) Detalhe da figura anterior evidenciando:
hiperceratose/ortoceratose  (asterisco), infiltrado inflamatério difuso densamente
celularizado (estrela), disposto predominantemente na derme profunda (DP) ao redor e
abaixo dos foliculos pilosos (FP). Hematoxilina-Eosina (HE) (Aumento 200x; Barra=
32um). C) Infiltrado infamatério cronico (estrela) composto por plasmacitos (seta larga) e
macréfagos (seta fina) na derme profunda (DP) proximo ao foliculo piloso (FP). D)
Observe a plasmocitose (seta larga) e alguns macréfagos (seta fina). Hematoxinlina-
Eosina (Aumento 400x; Barra=16um). E) Presengca de amastigotas de Leishmania no
citoplasma de células mononucleres (seta amarela). Hematoxilia-eosina (HE) (Aumneto
400x; Barra=16um). F) Presenga de amastigotas imunomarcadas (seta amarela). IHQ-
Estreptoavidina-Peroxidase (Aumento 400x; Barra= 16[mM). ......cccceevivirenniiineesiineee e 114

Figura 5: Fragmento de figado de cdes naturalmente infectados com Leshmania Leishmania)
chagasi. Fragmento de figado de caes naturalmente infectados com Leshmania
(Leishmania) chagasi. A) Nessa fotomicrografia podemos evidenciar espaco porta, no qual
podemos verificar ramos da veia porta (VP) e ramo da artéria hepética (AH). Notar
infiltrado inflamatdrio ao redor do espaco porta. No campo direito da figura observar no
I6bulo hepatico presenga de intensa degeneragcdo evidencia pelos hepatdcitos
hipocorados (asterisco). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 100x; Barra: 62um) (B)
Detalhes da figura anterior evidenciando infiltrado inflamatério predominantemente
plasmocitario (seta larga), linfocitos (seta fina) e macréfagos (cabeca de seta). Observar
ao lado intenso processo degenerativo, sendo que os hepatécitos apresentam aspecto
baloniforme e citoplasma hipocorado. Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra:
16um). C) Notar formacao de granuloma intra-lobular constituido por células epitelidides
(seta fina), linfocitos (cabeca de seta) e plasmdcitos (seta fina). Hematoxilina-eosina (HE)
(Aumento: 400x; Barra: 16um). D) Notar a formacdo e localizacdo de um granuloma
envolvendo a veia centro-lobular (VCL). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra:
16um). E) Formagdo de um trombo-émbolo no ramo da artéria hepatica (AH) e na veia
centro lobular (VCL). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 100x; Barra: 62um). F) Detalhe
da figura anterior mostrando trombo-émbolo predominantemente constituiido por rede
eosinofilica (fibrina) Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra: 16um). .............. 123

Figura 6: Fragmento de baco de cdes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania)
chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica evidenciando cpsula espessa (asterisco). Na
regido subcapsular observa-se a presenca de infiltrado inflamatério densamente
celularizado difuso composto por linfdcitos e macréfagos (seta fina). No parénquima
esplénico observar formagfes nodulares (estrela). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento
100x; Barra: 62um). (B) Detalhe da figura anterior com macrofagos de aspecto vacuolado
na regiao subcapsular (seta fina) contendo inimeras formas de Leishmania. Granuloma
evidenciado no parénquima (estrela). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 100x; Barra:
62um). (C) No centro da figura detalhe da formagdo de um granuloma constituido por
células mononuclares. Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 200x; Barra: 32um). (D)
Detalhe da figura anterior, granuloma composto por macrofagos (seta fina), por
plasmécitos (seta larga) e por linfécitos (cabeca de seta), abaixo se observa mega
cariocitos (MC). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 400x; Barra: 16um). (E) Polpa
branca (PB) reativa com hiperplasia e hipertrofia do nédulo linféide, com formacéo de



centro germinativo (CG). Observar também reatividade da bainha peri-arteriolar (BPA), ao
lado da arteriola central da polpa branca (AC). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 400x;
Barra: 16um). (F) Detalhe da figura anterior onde podemos evidenciar ao redor da
arteriola central da polpa branca (AC) grande quantidade de linfécitos. Hematoxilina-
Eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra: 16um). (G) Fotomicrografia da polpa branca (PB) nao
reativa com auséncia de centro germinativo e area T dependente. Hematoxilina-Eosina
(HE). (Aumento: 400x; Barra: 16um). (H) Detalhe da figura anterior, drea T dependente
(BPA) substituida por inumeros plasmécitos (seta larga) e macréfagos (seta fina).
Hematoxilina-Eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra: 16m.,). .....occcoveiiiiiieiniiiiceeiece e 135

Figura 7: Fragmento de linfonodo cervical superficial de cdes naturalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica evidenciando capsula
espessada devido a processo inflamatério intenso (grande barra). Observar limitacdo de
capsula e camada cortical pelas fibras colagenas eosinofilicas (cruz fina). Hematoxilina-
Eosina (HE). (Aumento 20x; Barra = 32um). (B) Detalhe da figura anterior, na regiao da
capsula, mostrando infiltrado inflamatério crénico composto por macréfagos de aspecto
vacuolado contendo inUmeras formas de Leishmania (seta fina), plasmécitos (seta larga) e
por linfocitos (cabeca de seta). Hemtatoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 40X; Barra: 16um).
(C) Observar capsula inflamada (linfadenite capsular) e cortical sem formacao de foliculos
linfoides. Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento de 20x; Barra: 32um). (D) Detalhe da figura
anterior mostrando a substituicdo de linfocitos (setas finas) por macrofagos parasitados
(cabecas de seta) e grande numero de plasmaécitos (setas largas). Hematoxilina-Eosina
(HE). (Aumento 400x; Barra: 16um). (E) Observar hipetrtrofia e hiperplasia dos corddes e
seios medulares Hemtatoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 200x; Barra = 32um). (F) Detalhe
da figura anterior evidenciando cordfes e seios com inumeras células mononucleares
sendo linfécitos (setas finas), macrofagos por vezes parasitados (cabecas de seta) e
grande numero de plasmdcitos (setas largas). Nos seios medulares nota-se a presenca de
edema (cruz fina) e macréfagos abarrotados de pigmentos de coloracéo castanha (flecha).
Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento 400x; Barra: 16um). (G,H) Cortical evidenciando
grande proliferacdo celular em aspecto de céu estrelado Hematoxilina-Eosina (HE).
(Aumento 200x e Barra: 32 ym; Aumento 400x e 16 um, respectivamente). Cap =
Capsula; CC= Camada Cortical; CM= Corddes Medulares; SM= Seios Medulares; TG=
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1.0 INTRODUGCAO

Segundo Lainson e Shaw (1987) os parasitos do género Leishmania
(Ross, 1903) sédo flagelados da Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901;
Woodcock, 1906), Ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963; Vickerman, 1976) e

Filo Protozoa.

Em pacientes humanos, as leishmanioses caracterizam-se por ser um
grupo de doencas causadas por mais de 20 diferentes espécies do género
Leishmania. De acordo com o quadro clinico apresentado e com a espécie
infectante, podem ser classificadas em: leishmaniose tegumentar americana
(LTA), a qual apresenta vasto espectro clinico-imunolégico de apresentacdo e

a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar (WHO, 2012).

Dentro da LTA, a leishmaniose cutanea (LC) se caracteriza pela
presenca de formacdes ulcerativas na pele que variam em numero sendo,
usualmente, auto-limitantes. Nesse caso, 0s pacientes apresentam perfil de
resposta imune celular bem equilibrado. Quando o sistema imune ndo se
mostra capaz de combater a doenca efetivamente pode ocorrer a disseminacao
destas lesbes pelo corpo, assinalando assim o quadro de LC difusa, também
denominado de LC anérgica difusa. Por sua vez, associado ao poélo
imunoldgico hiper-reativo, com presenca de forte hipersensibilidade celular,
com destruicdo de membranas mucosas na regido nasofaringeal, temos a

chamada leishmaniose muco-cutanea (LMC) (Silveira et al., 2009).

A LV é a forma mais grave, sistémica, sendo letal quando n&o tratada.
Eventualmente, pode ocorrer uma condicdo caracterizada pela presenca de
noédulo na pele, sendo denominada dermatite pés-calazar (WHO, 2012).
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As leishmanioses constituem um grave problema de Saude Publica, com
prevaléncia global estimada em 12 milhdes de casos e incidéncia anual de 1,5-
2,0 milhdes de casos, sendo 1,0 a 1,5 milhdes de LC e 500.000 de LV
(Desjeux, 1996; Palatnik-de-Souza e Day, 2011). Segundo Nieto et al. (1999)

um terco da populacdo mundial reside em areas endémicas.

No contexto mundial, a LV é observada em algumas regifes da india,
Bengala Ocidental e extremo sul; norte da China e Indochina. Na Europa,
aparece disseminada no sul da Russia e em todo o litoral da Bacia do
Mediterraneo, com focos endémicos importantes na Grécia, sul da Itélia,
Franca e Espanha. Na Africa, essa afeccdo ocorre ao norte, Regido do
Mediterraneo, em Marrocos e na Argélia e também ao sul do continente, em
paises como Suddo e Quénia. Nas Américas tem sido assinalada no Brasil,
Paraguai, Argentina, Bolivia, Venezuela, Coldmbia, Peru, Guatemala e México

(FIOCRUZ, 1997).

A emergéncia da LV como um problema de Saude Publica se atribui,
principalmente, a fatores demogréaficos e ecolégicos (Desjeux, 2002). No Brasil
observa-se nitido processo de transicdo epidemiolégica da doenca, com
incidéncia crescente nos Ultimos anos nas areas onde ocorria tradicionalmente,
expansdo geografica para os Estados ao sul do pais e também um franco
processo de urbanizacdo em cidades localizadas em regides distintas como o
Nordeste e o Sudeste (Alves e Bevilacqua, 2004). Em revisdo de literatura,
Lainson e Rangel (2005) citam que a distribuicdo da LV no Brasil inclem os
Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba,

Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Roraima, Sergipe,
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Sédo Paulo e Tocantins. Segundo os dados do Ministério da Saude, no periodo
entre 2003 e 2009, foram registrados 34.583 casos de LV no pais, sendo que,
no ano de 2009, a regido Nordeste contribuiu com 47,5% dos casos, seguida
pelas regidbes Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste (7,4%) e Sul
(0,2%). Atualmente, a LV encontra-se distribuida em 21 Unidades Federadas,

atingindo as cinco regifes brasileiras (Ministério da saude, 2011).

No ambito de Belo Horizonte, desde 1992, sua regido metropolitana tem
sofrido expanséo da LV causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi, com
crescente numero de casos humanos e caninos, introduzida a partir do
municipio de Sabara (Michalick et al., 1993). Visando o controle da LV a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a eutanasia dos caes
soropositivos, associada ao tratamento dos casos humanos e combate ao
vetor, embora reconheca as limitagoes do primeiro procedimento (WHO, 1990).
De fato, a eutanasia dos caes geralmente ndo € aceita por questbes éticas e
sociais (Moreno e Alvar, 2002; Ribeiro et al., 2008); assim, pesquisas com 0
objetivo de buscar drogas que possam determinar cura completa para os caes
infectados continuam um dos grandes desafios para o controle da doenca

(Baneth, 2002; Schettini et al., 2003; Ribeiro, 2008).
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2.0 LITERATURA CONSULTADA

2.1 Ciclo bioldgico da leishmaniose visceral

A Leishmania (Leishmania) donovani constitui o agente etiologico da LV
na india, Paquistdo, China Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Quénia; a L.
(L.) infantum na Regido do Mediterraneo e L. (L.) chagasi no Novo Mundo
(Guerin et al, 2002). As duas Ultimas espécies sao consideradas
coespecificas, dentro do complexo L. donovani, segundo estudos utilizando

técnicas bioquimicas e moleculares (Mauricio et al., 1999).

No Brasil, a LV representa uma doenc¢a zoonotica sendo transmitida pela
picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae e género Lutzomyia, cujo principal vetor é Lu. longipalpis.
Entretanto, sabe-se que no ano de 1998 a Lu. cruzi foi identificada como um
vetor na cidade de Corumba, Mato Grosso do Sul, e evidéncias de transmisséo
da LV por essa mesma espécie foram descritas na cidade de Jaciara, Mato
Grosso (Maia-Elkhoury et al., 2008). As fémeas destes flebotomineos, assim
como outros dipteros hemat6fagos, possuem um carater oportunista e por
ocasidao de seu repasto sanguineo uma ampla variedade de vertebrados faz
parte de sua alimentacdo no ambiente antrépico (Desjeux, 2002; Dias et al.,

2003).

Na epidemiologia da LV, o cdo (Canis lupus familiaris) constitui o
principal reservatorio doméstico do parasito, o que Ihe confere potencial
importancia na manutencdo da LV no ambiente domiciliar (Deane e Deane,
1962). No ambiente silvestre, os principais reservatérios sdo também canideos,
destacando-se as raposas Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus (Shaw, 2003).

32



No Novo Mundo, gambas - Didelphis marsupialis (Corredor et al., 1989; Zulueta
et al., 1999) e ratos — Rattus rattus (Zulueta et al., 1999) foram encontrados
naturalmente infectados por L. chagasi, sendo também incriminados como
reservatorios silvestres da LV. Portanto, a presenca peridomiciliar de animais
domésticos e sinantrépicos possui uma grande importancia na manutencao da

Lu. longipalpis (Desjeux, 2002; Dias et al., 2003).

A L. chagasi é um parasito digenético e seu ciclo biologico se inicia no
momento em que fémeas de Lu. longipalpis realizam o repasto sanguineo em
um hospedeiro infectado. Nesse momento, pode ocorrer a ingestao de formas
amastigotas do parasito, existentes nos vacuolos de células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF), principalmente macréfagos, na derme,
juntamente com componentes do repasto sanguineo. Uma vez no intestino
médio do fleb6tomo, essas formas amastigotas se diferenciam nas chamadas
promastigotas prociclicas que sdo moéveis, capazes de se aderir ao epitélio do
tubo digestivo e se multiplicar por divisdo binaria. Essas possuem uma camada
de moléculas de glicoconjugados, lipofosfoglicanos (LPG), em sua superficie,
consistindo de um nucleo glicana, uma ancora lipidica altamente conservada e
unidades varidveis de oligossacarides. Interacbes envolvendo LPG com
lectinas e moléculas tipo lectinas presentes no intestino do inseto impedem que
as formas promastigotas prociclicas sejam eliminadas juntamente com o bolo
alimentar. Extensa modificacdo estrutural, durante a metaciclogénese,
envolvendo o tamanho e a expressao de acucares de LPG, transformam essas
formas em promastigotas metaciclicas. A expressdo de grande quantidade de
LPG, bem como de outros glicoconjugados, como a metaloprotease - gp63, na

superficie do parasito é capaz de protegé-lo da acdo das enzimas hidroliticas
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presentes no intestino do flebotomineo (killick-kendrick, 1990; Alexander et al.,
1999). As promastigotas metaciclicas apresentam reduzida afinidade de
ligacdo as lectinas, levando ao desligamento do epitélio intestinal e migracao
para a probdscida do inseto. Em nova alimentagdo, as formas promastigotas
metaciclica infectantes sdo depositadas na derme do préximo hospedeiro, junto
a saliva do inseto, sendo internalizadas por macrofagos, processo esse,
mediado por receptores (Cunningham, 2002; de Almeida, 2003). As
promastigotas se diferenciam em formas amastigotas, nos fagolisossomas.
Dentro das células do SMF, as amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria,
até rompimento da célula hospedeira, com posterior infec¢cdo de novas células.
O flebotomineo, ao realizar nova hematofagia, ingere os macréfagos

infectados, perpetuando, assim, o ciclo bioldgico.

2.2 Leishmaniose visceral canina

2.2.1. Quadro clinico

Segundo Alvar et al. (2004) e Grima (2005), o periodo de incubacéo e a
apresentacdo clinica da leishmaniose visceral canina (LVC) variam
intensamente nos animais acometidos, partindo de total auséncia até graves
sinais clinicos. Na LVC, assim como em outras doencas parasitarias, fatores
especificos dependentes do hospedeiro e do parasito determinam o
desenvolvimento dos mecanismos patogénicos da doenca, das lesbes e, em
dltima analise, dos sinais clinicos dos animais acometidos. Tais processos
patogénicos tém como fator comum a presenca do parasito e como fator de
distincdo as reacOes organicas, sejam elas de resposta imune ou nao, de

34



efetividade e intensidade distintas (Ezquerra, 2001). Desta forma, apdés a
inoculacdo de formas promastigotas na pele pelo inseto vetor, a resposta
imune que ocorre no hospedeiro modula a apresentacdo clinica da afeccao

(Gama et al., 2004).

Pesquisas afirmam que a maior parte dos cédes infectados pela L.
chagasi sdo susceptiveis e acabam por desenvolver a doenca patente,
enquanto uma pequena porcentagem se mostra resistente compreendendo um
grupo em que nao ha manifestacdo dos sinais ou, caso ocorra, ha espontanea
remissdo destes. A apresentacdo mais evidente da doenca nos cées é a
leishmaniose viscero-cutanea, onde se observam alteragcdes do tegumento,
renais, hepaticas, esplénica e oculares (Nieto et al., 1992; Garcia-Alonso et al.,

1996).

O periodo inicial da infec¢do, geralmente cursa como uma sindrome
geral inespecifica, que pode passar despercebida, sendo caracterizada por
discreta perda de peso, apatia e ocasionalmente episodios de febre (Grima,
2005). Os sinais posteriores, mais evidentes, sao lesdes de pele, com alopecia
e intensa descamacgdo seca, ndo pruriginosa e usualmente aparecendo na
cabeca e se estendendo por todo o corpo; onicogrifose; perda de peso
progressiva muitas vezes acompanhada de anorexia; linfoadenopatia local ou
generalizada; lesdes oculares, como blefarite e ceratoconjuntivite bilaterais;
epistaxe; anemia; faléncia renal, em consequéncia a deposicdo de
imunocomplexos e diarréia, onde exames endoscoOpicos e espécimes para
bidpsia evidenciaram colite ulcerativa e inflamacao granulomatosa da mucosa

intestinal (Genaro, 1993; Ferrer, 1999; Grima, 2005).
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Avaliando o quadro clinico-patologico de cdes natural e
experimentalmente infectados por L. infantum, Martinez-Moreno et al. (1995)
observaram que os sinais clinicos encontrados no grupo experimentalmente
infectado consistiam em perda de peso, apatia, discreta linfoadenopatia,
alopecia na face e extremidades; ao passo que, no grupo nhaturalmente
infectado além dos achados anteriores foram observados outros como astenia,
lesGes ulcerativas, onicogrifose, conjuntivite e rinite. Nos dois grupos, a
Leishmania foi isolada e identificada através de exames microscopicos de
fragmentos retirados do baco, linfonodos, figado, rins, pele e sistema
reprodutivo. Tendo como objetivo também o acompanhamento da evolucdo
clinico-patoldgica da LVC, Nieto et al. (1999) avaliaram quatro cées infectados
experimentalmente em um periodo de 343 dias. Os dados revelaram que aos
75 dias apdés a infeccdo formas amastigotas podiam ser observadas nos
linfonodos popliteos de todos os animais infectados, sendo que, o primeiro
sintoma observado foi a linfoadenomegalia. Em um cédo, a infeccdo se
manifestou de forma latente com presenca de dermatite e onicogrifose. Dois
animais desenvolveram a forma patente ou sintomatica da LVC, ou seja, perda
de peso, adenopatia, onicogrifose e dermatite esfoliativa e ulcerativa na cauda,
orelhas e extremidades. Inversamente, em um cdo houve remissao dos
sintomas aos 200 dias, com subsequente citologia negativa de aspirado de

linfonodo.
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2.2.2 Resposta Imune

A resposta imune contra antigenos de natureza protéica, como as
formas de Leishmania, é regulada, em grande parte, por células T CD4" ou
linfécitos T auxiliares (Th) que tém a capacidade de produzir uma grande

variedade de citocinas em resposta a estes antigenos (London et al., 1998).

Pesquisas anteriores demonstraram que clones de células T CD4", em
modelo murino, poderiam ser divididos em dois subtipos, fundamentados no
perfil de citocinas secretadas em resposta a um antigeno. O subtipo de células
T, denominado de Th-1, secretava interleucina (IL)-2, interferon (IFN)-y, fator
de necrose tumoral (TNF)-a e linfotoxina (LT); enquanto o subtipo Th-2

secretava IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 (Mosmann et al., 1986; Fiorentino et al. 1989).

Segundo Abbas et al. (2002), o IFN-y constitui a principal citocina do
subtipo Th-1 que atua na ativagéo e incremento da atividade microbicida de
macréfagos e estimula a producdo de IgG fixadora de complemento. Além
disso, as citocinas produzidas por esta populacdo promovem a diferenciacao
de linfocitos T CD8" em células citotdxicas e ativacdo de neutréfilos e células
“natural killer”. Desta forma, as citocinas produzidas pela populacdo Th-1
estimulam a fagocitose de microorganismos e eliminagdo de patdgenos

intracelulares (London et al. 1998).

Estudo realizado por Jaffe (1999), com o objetivo de se verificar o perfil
da resposta imunolégica na LV, observou no modelo murino que os animais
apresentavam cura quando desenvolviam resposta predominantemente celular
do tipo Th-1. Os fatores que determinam o desenvolvimento patente das
manifestacbes clinicas da LV ndo estdo completamente identificados. A
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deficiente producéo de IFN-y, ap0s a exposi¢cao ao antigeno Leishmania, é um
fator relatado normalmente e esta associado com incremento de células T
CD4" expressando um perfil de citocinas Th-2, com a produgéo de IL-4 e IL-10,

mas néo de IL-2 ou IL-12 (Gama, 2004).

Segundo Pinelli et al. (1994), em cdes a infeccdo sintomatica esti
associada com a crescente producdo de anticorpos e imunorregulacdo
negativa da resposta imune celular periférica, associada a decrescente
producéo de IL-2, IFN-y e FNT-a com ineficiente eliminacdo do parasito. Desta
forma, cées sensiveis a LV tendem a desenvolver resposta imune
predominantemente humoral caracterizada por hipergamaglobulinemia
policlonal, enquanto que, 0s resistentes apresentam expressiva resposta
celular (Ferrer et al., 1995). Entretanto, até o momento, o exato papel das
citocinas do subtipo Th-2, em cées portadores de LV, ndo est4d completamente
definido. Enquanto ha uma correlacdo positiva entre patologia e incremento da
producdo de IL-10 em humanos, o envolvimento desta citocina em caes
portadores de LV ainda € controverso. Com o intuito de verificar o perfil tecidual
de citocinas em cées naturalmente infectados com LV, Quinnell et al. (2001)
mensuraram o0s niveis de RNAm para IFN-y, IL-4, IL-10, IL-13 e IL-18 em
aspirados de medula éssea. Os niveis de IFN-y mostraram-se mais elevados
nos caes com LV em comparacdo aos cades sadios. Observou-se, também,
correlacdo positiva significativa entre a presenca de RNA-m para IFN-y e os
niveis de IgG1 anti-Leishmania. Contrariamente, n&o houve correlagdo com os

niveis de 1gG2, 1gG4 e resposta linfoproliferativa ao antigeno Leishmania.

As descricbes das respostas celular e humoral, em caes

experimentalmente infectados, foram feitas por Martinez-Moreno et al. (1995)
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durante um periodo de 110 dias. A avaliagdo humoral foi realizada através de
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoensiméatico (ELISA)
e a responsividade das células T foi avaliada através da reacéo intradérmica
(IDR) e ensaio linfoproliferativo in vitro. A resposta das células T ao antigeno de
Leishmania foi negativa tanto na IDR quanto no ensaio in vitro, conjuntamente
houve producéo especifica de anticorpos IgG anti-Leishmania. Esta auséncia
de resposta celular foi considerada especifica uma vez que, no ensaio in vitro,
quando submetida ao mitégeno concavalina-A houve linfoproliferacdo. Desta
forma, as observacbes dos parametros imunoldgicos, nas primeiras semanas
pés-infeccdo, sugerem que fatores responsaveis por esta resposta anérgica se
manifestam muito rapidamente e que o desenvolvimento da doenca nos cées
esta relacionado com a perda da imunidade celular especifica e com uma
consideravel, mas inefetiva resposta do tipo humoral. Estes resultados
coincidem com dados anteriores de Martinez-Moreno et al. (1993), que revelam
ineficiente resposta imune mediada por células em cées portadores da forma
sintomética de LV com presenca precoce de anticorpos especificos anti-

Leishmania.

A LVC esté associada tanto com a ativacdo policlonal das células B, por
componentes antigénicos do parasito, quanto a efetiva resposta clonal
especifica com producédo de imunoglobulinas (Ig) anti-Leishmania (Quinnell et
al. 2003). Martinez-Moreno et al. (1993), em pesquisa avaliando a atividade de
linfécitos T e B em cées infectados por LV, concluiram que a presenca da
Leishmania leva a ativacdo dos linfécitos B com posterior transformacéo destes
em plasmaocitos. A resposta humoral especifica da LVC caracteriza-se pela

producdo de elevados niveis de IgG anti-Leishmania, permitindo ampla
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utilizacdo do diagnostico soroldgico (Canadvate et al., 2005). Assim sendo,
técnicas sorologicas constituem importantes ferramentas no diagnostico e
estudo da doenca, estando fundamentadas na deteccdo de anticorpos

especificos anti-Leishmania (Gradoni, 2002).
2.2.3 Tratamento

No ano de 1912, coube a um cientista brasileiro, Gaspar Vianna, a

vanguarda na utilizacdo de um composto antimonial trivalente (Sb"

), O tartaro
emético, para o tratamento da leishmaniose. A importancia desta descoberta foi
viabilizar o tratamento da LMC, com repercussdes inclusive fora do Brasil
(Vianna, 1912). Entretanto, em razdo de seus graves efeitos colaterais, 0s
complexos Sb trivalentes foram substituidos, a partir do ano de 1945, pelos
antimoniais pentavalentes (Sb"), os quais passaram a constituir as drogas de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses (Frezard, 2001,
Demicheli et al., 2002). Segundo os dois ultimos autores, existem dois modelos
propostos para 0os mecanismos de acdo dos antimoniais pentavalentes. O
primeiro seria que o Sh" se comportaria como uma pré-droga, sendo reduzido
por tiéis a Sb" , no organismo hospedeiro. Essa hipétese considera que o Sb"
seria a forma ativa e toxica do antiménio. A biomolécula glutationa, que contém
o grupamento sulfidrila e é o tiol predominante no meio intracelular, seria um
forte candidato a agente redutor de Sb¥Y a Sbh". Tem sido sugerido que nos
meios biolégicos o Sh" interagiria com grupos sulfidrilas de certas proteinas,
resultando em perda de sua funcéo. A outra hipotese foi formulada a partir da
demonstracdo em que o SbY forma complexos com ribonucleosideos (Sb"-
ribonucleosideo) e que essa interacdo poderia ter implicacdes no mecanismo

de acao dos antimoniais.
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Existem comercialmente duas formas de apresentacdo dos antimoniais
pentavelentes: o antimoniato de N-metil-D-glucamina (Glucantime®, Rhodia),
na América Latina e Africa, e o estibogluconato de sédio (Pentostam®,
Welcome), nos EUA e Europa (Lima et al., 2007). Dentre os farmacos de
segunda escolha podemos citar: o isotiocianato de pentamidina, que consiste
em uma diamidina que se une ao DNA do cinetoplasto do parasito, com o
mecanismo de acdo primario desconhecido; o desoxicolato sédico de
anfotericina B (e formulac¢des lipossomais), antibiético polieno que interage com
o ergosterol da membrana celular capaz de formar poros que alteram a
permeabilidade celular e o balango idnico, causando morte celular. Além disso,
podemos citar os imunomoduladores como o interferon-gama (IFN-y) e o fator
de crescimento de colbnias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) (Ministério

da Saude, 2004).

Quando consideramos o tratamento da LVC, os farmacos comumente
utilizados podem ser reunidos em dois grupos: 0s que apresentam acédo direta
sobre o parasito quer seja pela acdo leishmanicida, quer seja como
leishmaniostatico (impedindo sua replicacdo), e 0s grupos capazes de modular
0 sistema imune como o levamizol, citocinas e vacinas (Ribeiro, 2007).
Segundo Baneth (2002), as publicacdes referentes ao tratamento de animais
com LVC avaliam a eficicia do protocolo terapéutico sob dois pontos principais:
melhora dos sinais clinicos dos cdes ou mudancas do padrdo imunoldgico e
soroldgico. Outro importante aspecto parasitoldgico, entretanto abordado em
menor escala, consiste na avaliagdo da capacidade infectante dos caes junto
ao inseto vetor, quando da realizacdo do xenodiagndstico. Entretanto, as

drogas anti-leishmanicidas usadas com sucesso na terapia em humanos tém
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se mostrado de eficacia controversa no tratamento da LVC. Muitas das vezes,
os farmacos induzem uma remissdo temporaria dos sinais clinicos, nem
sempre previnem a ocorréncia de recidivas e, frequentemente, causam Varios
efeitos colaterais. Adicionalmente, tém efeito limitado na infectividade de céaes
junto ao inseto vetor, levando ao risco de selecionar parasitos resistentes as

drogas utilizadas (Baneth, 2002; Baneth e Shaw, 2002; Noli e Auxilia, 2005).

Devido ao risco de desenvolvimento de resisténcia do parasito aos
antimoniais, no Brasil, em parecer n°® 0299/2004 da Advocacia Geral da Uniéo,
o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®, Rhéne Mérieux, Lyon, Franca) teve
sua distribuicdo e uso restrito ao servico publico de saude, destinado ao
tratamento humano, ndo podendo ser utilizado em nenhuma condi¢do para o
tratamento de cdes com LV. Em medida semelhante, no ano de 2008, o
ministério da Saude juntamente com o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento publicaram em Portaria Interministerial n°® 1.426, Art. 1°, a
proibicdo, em todo o territério nacional, do tratamento de cédes infectados com
LV ou doentes com produtos de uso humano ou néo registrados no Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Ministério da Saude, 2009).

Considerando que a estratégia adotada no Brasil, com relacdo ao
controle da LV, esta fundamentalmente dirigida verticalmente no: 1) diagnéstico
e tratamento precoce dos casos humanos; 2) asperséo de inseticidas de acéo
residual para combate do inseto vetor e 3) eutanasia de cées, apos inquérito
sorologico (Ministerio da Saude, 2004), medida pouco aceita por questdes
éticas e sociais (Moreno e Alvar, 2002; Ribeiro et al., 2008), a utilizacdo de
farmacos carreados em lipossomas representam uma estratégia promissora, ja

que esse sistema carreador aumenta consideravelmente a eficacia dos
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antimoniais contra a LVC em estudos prévios (Frezard, 1999; Schettini, 2003;
Costa Val, 2004; Schettini, 2005; Schettini, 2006; Moura, 2007; Ribeiro, 2007;
Ribeiro et al., 2008). Somado a isso, existe uma literatura internacional que
considera a associagdo de antimoniato de meglumina e alopurinol, uma das
terapias mais eficazes no tratamento da LVC (Alvar et al., 1994; Denerolle e
Bourdoiseau, 1999; Baneth e Shaw, 2002; Noli e Auxili, 2005; Torres et al.,

2011).
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3.0 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral (LV) constitui uma das chamadas doencas
tropicais negligenciadas, estando no Brasil, incluida na categoria 3, segundo a
Organizacdo Pan Americana de Saude/ Organizacdo Mundial de saude
(OPAS/OMS), uma vez que, o campo da saude publica ndo possui ferramentas

efetivas para o controle avancgado.

O Ministério da Saude (MS), em conjunto com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) elaboraram e publicaram apés o
| Férum de discussdo sobre LV canina em Brasilia/ DF, com a presenca de
expertos, a Portaria Interministerial n® 1.426, de 11 de julho de 2008, a qual:
“... proibe o tratamento da LVC com produtos de uso humano ou néo registrado

no MAPA”.

Considerando essa medida, varias ac¢des foram impetradas contra a
Unido, juntamente com a Acado Civil Puablica movida no Estado de Minas
Gerais, onde foram apresentados pelos requerentes informacoes
fundamentadas em pesquisas sobre avancos nos estudos da LVC. Com o
objetivo de avaliar essas acdes, outro Férum de discussdo (Il Forum) sobre

tratamento da LVC foi realizado em Brasilia/DF concluindo que:

“... a recomendacdo desse forum € de que seja mantida a proibicdo do
tratamento da LVC pelos Ministérios da Saude e da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, conforme a Portaria IM n° 1.426 (2008) que regulamenta o

Decreto n® 51.838 (1963)".
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A comunidade cientifica internacional tem apresentado algumas
alternativas para o controle do vetor, assim como propostas de intervencéo
junto aos reservatérios domesticos como: uso de coleiras impregnadas por
inseticidas a base de piretréides, tratamentos quimioterapicos e vacinas. Nesse
contexto, um grupo de pesquisadores, pertencentes a diferentes unidades da
UFMG, desde o ano de 1999, avaliam novos medicamentos e novas
formulagbes para os medicamentos contra as leishmanioses, em diferentes
modelos experimentais. Em conjunto, a linha de pesquisa de nosso laboratério
estd fundamentada no estudo da interacdo Leishmania-macrofagos peritoneais
caninos, in vitro, assim como avaliacdo da expressdo desses receptores da
familia das B2-integrinas em mondcitos, macrofagos peritoneais e teciduais.

Desta forma, torna-se importante avaliar o impacto do tratamento
utilizando formulacdo de antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos associacdo ao alopurinol, na expressdao de
receptores de superficie de monécitos em cdes naturalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) chagasi, bem como a frequéncia de linfécitos TCD4 e
TCD8 no sangue periférico, somado as avaliagBes clinica e histopatoldgica.
Portanto, a proposta do atual trabalho se justifica, pois além do céo ser bom
modelo de estudo da doenca LV, o conhecimento da resposta clinica,
imunoldgica e histopatologica desses, apds o tratamento quimioterapico, é

relevante.
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4.0 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Centro de Controle de zoonoses
Ribeirdo das Neves/ Minas Gerais/ Brasil

CAES |

- ambos 0s géneros

sem idade definida

(n=46)

Exame clinico

Método
parasitolégico

—  sem raca definida

*Antes do inicio do tratamento - TO
*ApGs o inicio do tratamento — T50, T80, T110, T140, T170 e T201
*Puncédo de medula-6ssea — PCR convencional — TO

*Bidpsia de pele - IHQ — TO, T60, T140 e T201

*Antes do inicio do tratamento — TO
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| | I I

Pele da face
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direita superficial
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5.0 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da associacdo terapéutica de antimoniato de

meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos e alopurinol em

parametros imunoldgicos, histologicos e parasitologicos em cées naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi.

5.1 Objetivos especificos

Avaliar a expressao dos receptores do tipo TLR-2; CD11b/CD18 (CR3);
CD14; MHC de classe Il; antigenos CD4 e CD8 em células
mononucleares do sangue periférico, antes do inicio do tratamento (TO)
e aos 60 (T60), 140 (T140) e 200 (T200) dias apo6s o inicio do

tratamento.

Avaliacdo anatomopatolégica de fragmentos de pele obtidos da face
interna da pina direita, antes do inicio do tratamento (TO) e aos 140

(T140) e 201 (T201) dias apés o inicio do tratamento.

Avaliar qualitativamente a presenca formas amastigotas de Leishmania
(Leishmania) chagasi, em fragmentos de pele obtidos da face interna da
pina direita, antes do inicio do tratamento (TO) e aos 60 (T60), 140

(T140) e 201 (T201) dias apés o inicio do tratamento.

Avaliacdo anatomopatolégica e parasitologica do figado, baco,
linfonodos cervical superficial aos 201 (T201) dias apds o inicio do

tratamento.
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6.0 METODOLOGIA
6.1. Animais

Foram utilizados, inicialmente, cinquenta e dois caes, sem raca e idade
definidas, de ambos os géneros provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Ribeirdo das Neves, Regido Metropolitana de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, sendo esses previamente diagnosticados com
leishmaniose visceral pelos testes de reacdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI - Kit Biomanguinhos®) e destinados a eutanasia.

Antes de iniciado os procedimentos referentes a metodologia
experimental, o projeto foi submetido a avaliacdo pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/

UFMG), sendo aprovado com numero de processo n° 211/2007 (ANEXO 1).

Durante o periodo de quarentena, todos os cdes foram submetidos a
novos exames soroldgicos: RIFI e ensaio imunoenzimatico (ELISA),
empregando o antigeno soluvel de Leishmania (SLA) para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania. Esses foram realizados no Laboratério de
Sorologia, do Departamento de Parasitologia, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Exame
parasitologico, PCR convencional de aspirado de medula éssea, foi realizado
no Laboratério de Biologia de Leishmania, do Departamento de Parasitologia
(ICB/UFMG). Quando da positividade em todos os inquéritos realizados esses
cdes foram classificados como naturalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) chagasi.
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Os cées foram submetidos a exame clinico detalhado e os dados foram
anotados em fichas individuais (ANEXO 2). Para melhor identificacdo, cada cé&o
recebeu implante subcutaneo, na regiao dorsal, de transponder (ISO, FDX-B,
134,2 Khz) compativel com as normas ISO 11784, 11785 e NBR 14766,
encapsulado em biovidro 8625, com dimensbes de 2,2 mm x 12,2 mm (modelo
ATO1, Animall Tag®, S&do Carlos, SP) préximo & regido do musculo trapézio
cervical. A leitora utilizada foi do modelo ATO1 (Animall Tag®, S&o Carlos, SP).
O transponder foi implantado com aplicador descartavel acoplado a agulha
esterilizada de 2,6 mm de diametro, 2,2 mm (furo) e 32 mm de comprimento.
Para a realizacdo do procedimento, os animais foram sedados com 1,0mg/Kg
de Cloridrato de Xilazina (2%) (Anesedan®, Vetbrands, Brasil) e 10mg/Kg de
Cloridrato de Cetamina (10%) (Ketamina Agener®, Agener Unido, Brasil), por
via intramuscular; sendo realizada assepsia prévia com tintura de iodo a 20%.
O tempo necesséario para a execucdo desse procedimento foi aferido em

segundos.

Quando da primeira avaliacdo clinica (TO), todos os cées foram
classificados clinicamente como sintomaticos por apresentarem pelo menos um
sinal sugestivo da doenca. Os principais sinais clinicos pesquisados, para essa
classificacao, foram: linfoadenopatia local ou generalizada, alopecia local ou
generalizada, hiperceratose, onicogrifose, dermatite, condicdo corporal abaixo

da esperada, ulceras na pele e lesGes oculares.
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6.1.2. Manuseio dos animais

Os cées foram mantidos no canil do Departamento de Parasitologia
(ICB/ UFMG), onde receberam agua e alimentacao industrializada ad libitum.
Esses foram distribuidos em baias coletivas, respeitando a lotacdo de cinco
animais/baia, sendo essas diariamente higienizadas com hipoclorito de sédio a
1%. Com o objetivo de se obter grupos experimentais mais homogéneos, 0s

animais foram estratificados de acordo com o género e porte fisico.

Durante o periodo de “quarentena”, cada cido recebeu uma dose de
vacina séxtupla Vanguard® e uma dose de vacina anti-rabica Defensor®
(Pfizer®, Brasil), bem como medicacdo anti-helmintica oral de amplo espectro
com pamoato de pirantel (144mg), praziquantel (50mg) e febantel (660mg) para
cada dez quilos de peso (Helfine cdes®, Agener Unido, Brasil) em dose Gnica.
Estes permaneceram no canil por um periodo de acompanhamento de 201
dias, sendo que, obrigatoriamente todos os procedimentos pertinentes ao

estudo foram conduzidos nas dependéncias do canil.

6.2 - Sinteses dos Farmacos

6.2.1 — Antimoniato de meglumina

A sintese do antimoniato de meglumina (AM) foi realizada no
Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB/ UFMG, pelo professor Raul Rio
Ribeiro, sob supervisdo do professor Frédéric Jean Georges Frézard, e de
acordo com metodologia descrita por Demicheli et al. (2003). Foram utilizadas
quantidades equimolares de N-metil-D-glucamina e pentacloreto de antimonio
(Sigma Aldrich Inc., EUA). ApOs precipitacdo em agua destilada e posterior
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centrifugacéo, o precipitado formado a partir do pentacloreto de antimonio foi
colhido em béquer de 2L de capacidade com agua destilada. Acrescentou-se a
esse precipitado, N-metil-D-glucamina em p6, na relacdo molar antimoniato
pentavalente (Sb°*) : N-metil-D-glucamina de 1/1, e a mistura resultante foi
mantida sob agitacdo a 60°C em pH7, até se tornar limpida, quando foi
adicionado um volume de acetona (Merck, Alemanha) correspondente a trés
vezes o volume da mistura inicial. A preparagdo permaneceu em temperatura
ambiente por 24h para decantar, descartando-se o sobrenadante ao final deste
periodo. O precipitado foi retomado com acetona e colocado para secagem, a
temperatura ambiente, por trés dias. O composto produzido foi submetido a
dosagem de Sb>" por espectroscopia de absorcdo atdmica com forno de grafite
(AAB00, Perkin Elmer) no Laboratério de Biofisica de Sistemas
Nanoestruturados (Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG), sendo

caracterizado quimicamente como AM e com teor de Sb>* de 28% (m/m).

6.2.2 — Antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma hanométrico

A producdo de lipossomas foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Schetinni et al. (2006) com modificacGes. Lipossomas liofilizados
vazios do tipo SUV (vesiculas unilamelares pequenas), também chamados de
“freeze-dried empty liposomes” (Frézard et al., 2000), foram formados a partir
da composicéao lipidica que se segue: diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) (Lipoid,
Alemanha), colesterol (CHOL) e dicetilfosfato (DCP) (Sigma Aldrich Inc., EUA),
utilizando a razdo molar de 5:4:1 e concentracao final de lipideo de 55g/L. Foi

adicionada a suspensédo de SUV, sacarose na relacdo de 3g de acucar por g
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de lipideo, como criopreservante (Zadi e Gregoriadis, 2000). Apos a adicao de
sacarose foi realizado o congelamento dos lipossomas em nitrogénio liquido e
subsequente liofilizagdo durante 72h (Liofilizador modelo FreeZone 4.5,

Labconco Corp., EUA).

Os lipossomas liofilizados foram reidratados em solugédo de AM (80g de
Sb**/L de &gua destilada) na razdo Sb**/Lipideo de 0,58:1 m/m para
administragdo nos animais experimentais. Esta mistura permaneceu incubada
a 55°C, durante 30min, e foi adicionada solu¢do salina tamponada (PBS: NaCl
150mM, fosfato 10mM, pH 7.2), em volume igual ao utilizado de solucdo de
AM. Ocorreu nova incubacéo por 30min a 55°C. O AM encapsulado em
lipossoma foi separado daquele ndo encapsulado por centrifugagcdo por 30min
a 25.000g (Centrifuga Jouan MR 23i, St-Herblain, Franca). O sedimento,
formado pelo AM encapsulado em lipossoma, foi lavado duas vezes com
solucdo salina estéril (Solucdo de NaCl 0,9% Sanobiol, Laboratério Sanobiol
LTDA., Brasil). Desta suspenséo foram retiradas aliquotas que foram utilizadas
para a determinacdo da taxa de encapsulacdo de Sb, por meio de
espectroscopia de absorcdo atbmica com forno de grafite (AA 6000, Perkin
Elmer, EUA). Outras aliquotas foram usadas para a determinacao do diametro
hidrodindmico médio das vesiculas de lipossomas na suspensao, por meio de
espectroscopia de correlagdo de fétons, com um angulo de espalhamento de
90°, usando um analisador de particulas (Malvern Zetasizer 3000, Malvern
Instruments LTD, Reino Unido). Assim, o diametro hidrodindmico médio das
vesiculas foi de 350 £ 58 nm com um indice de polidisperséo de 0.30 + 0.07

(Malvern Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, UK). Por fim, o sedimento
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foi ressuspendido em solugdo salina estérii em volume suficiente para a

obtencdo de uma concentracéo final de Sb°* de 10g/L.

6.2.3 — Lipossoma na auséncia de Sb°* - Lipossoma “vazio”

Os lipossomas liofilizados foram reidratados na auséncia de Sb**, de
acordo com protocolo acima descrito, utilizando-se para isso solucdo de N-
metil-D-glucamina em pH7. Esses lipossomas sdo chamados de “lipossomas
vazios” e possuem diametro hidrodinamico médio semelhante ao do lipossoma

contendo AM.

6.2.4 — Alopurinol

O alopurinol utilizado neste trabalho foi adquirido de um laboratério de
manipulacdo de medicamentos veterinarios (Vetfarma, Brasil) e a forma de
apresentacdao foram frascos contendo 140 capsulas gelatinosas em
concentracdo de 20mg/ kg de peso vivo, de acordo com o peso individual dos
cdes que pertenciam aos grupos em que seria administrado o alopurinol

durante o periodo experimental.

6.2.5 — Protocolos de tratamento

Apbs a identificacdo inicial dos animais, foi realizada a distribuicdo dos

cdes em cada grupo experimental. Esta distribuicdo foi aleatéria, por meio de
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sorteio. Os grupos formados foram submetidos aos protocolos de tratamento

descritos abaixo:

GRUPOS I el

Oito caes em cada grupo que receberam, a cada 96h, uma aplicacéo por
via endovenosa lenta, de antimoniato de meglumina (AM) encapsulado em
lipossoma nanométrico, em dose equivalente a 6,5mg de Sb>/kg p.v.,

totalizando seis aplicacées.

GRUPOS lll e IV

Oito caes em cada grupo que receberam, a cada 96h, uma aplicacéo por
via endovenosa lenta de lipossomas nominados ‘lipossoma vazio”, pela
substituicdo do AM por solucéo de N-metil-D-glucamina em pH 7.0, totalizando

seis aplicacoes.

GRUPOS Ve VI

Oito caes em cada grupo que receberam, a cada 96h, uma aplicacéo por
via endovenosa lenta, de um volume de solucéo fisiolégica correspondente ao
volume/kg p.v. da solucdo de AM encapsulado em lipossomas nanoméetricos,
calculado para o grupo I, totalizando seis aplicacdes.

No dia da aplicacdo do AM encapsulado em lipossoma nanomeétrico,
nominado dia 1, os animais dos grupos Il, IV e V receberam, por via oral,
alopurinol na dose de 20mg/kg p.v., s.i.d., por 140 dias. A partir do dia 141 foi
interrompido o uso do alopurinol. Todos os animais permaneceram no canil por

mais 60 dias, totalizando um periodo de acompanhamento de 201 dias.
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O grupo VI permaneceu como controle da infecgéo, para avaliacdo da
capacidade de cada protocolo intervir na evolugcdo da doenca no animal

(Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos 52 animais nos grupos experimentais, apés sorteio, de acordo com o género e peso médio.

Grupo Protocolo N"de  Machos Femeas FeSOmedio
cdes (kg)
| (Ant) AM encapsulado em 8 4 A 0.7 43,89

lipossomas nanométricos

AM encapsulado em
Il (Ant + Alo) lipossomas nanométricos 8 3 5 9,38+ 2,08
associado ao alopurinol

Il (Lip V) Lipossomas “vazios” 8 6 2 8,12 + 2,87

Lipossomas “vazios” +

ipV + +
IV (LipV + Alo) Alopurinol 8 7 1 8,77 £ 1,91
V (Alo) Alopurinol 8 5 3 19,78 + 3,57
VI (C) Controle 12 7 5 15,95 + 3,22
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6.3 Colheita e preparacdo de material para anélise

Para a coleta dos materiais propostos pelo estudo todos os animais
foram anestesiados com associacdo de 1,0mg/Kg de Cloridrato de Xilazina
(2%) (Anesedan®, Vetbrands, Brasil) e 10mg/Kg de Cloridrato de Cetamina
(10%) (Ketamina Agener®, Agener Uni&o, Brasil), por via intramuscular. Cinco
minutos apos a inducdo anestésica foi administrado 0,5mg/Kg de diazepan
(ampolas de 10 mg/ 2 mL) (Diazepan®, Uni&do Quimica, Farmacéutica Nacional

S/A, Brasil) por via endovenosa, administradas em bolus.

6.3.1. Coleta de amostra de sangue e soro

Vinte e cinco mililitros de amostras de sangue periférico foram coletados,
de cada céo (n= 52), por venopuncédo da jugular apos tricotomia e anti-sepsia
local, através de seringas 10cc acopladas a agulha estéril 21G1 (0,80mm X
25mm). Posteriormente, 10 ml de sangue foram transferidos para tubos
contendo o composto organico quelante acido etilenodiamino tetra-acético
(K3EDTA) para a realizacdo da técnica de citometria de fluxo, sendo que, a
amostra de plasma foi coletada e armazenada a -20°C para dosagem de Oxido

nitrico (NO).

Dez mililitors de sangue foram divididos em tubos, com e sem
anticoagulante, e enviados para o Laboratorio de Diagnostico TECSA Pet (Belo
Horizonte, MG, Brasil) para analises hematoldgicas e bioquimicas,
respectivamente. O perfil hematolégico, de todos os caes, foi obtido pela

realizacdo de hemograma completo. As investigagdes bioquimicas consistiram
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das seguintes andlises: provas de funcdo hepatica, avaliada por meio da
determinacdo sérica de fosfatase alcalina (FA), alamina amino-transferase
(ALT) e aspartato amino-transferase (AST), além da avaliacdo das
concentracbes de albumina; prova de fungcdo renal, avaliada pelas
determiacdes seéricas de uréia e de creatinina e finalmente, dosagem de
proteinas totais, dosagem de globulina, a qual possibilitou o estabelecimento
da razdo albumina/ globulina. Os valores de referéncia adotados, para a
avaliagdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, estdo descritos nos

ANEXQOS 3 e 4.

Amostras de sangue, sem anticoagulante, foram obtidas e
encaminhadas ao laboratério de sorologia do Departamento de Parasitologia

(ICB/UFMG), para a realizacdo dos ensaios sorolégicos - RIFI e ELISA.
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6.4. Obtencéo e analise dos dados por citometria de fluxo

Como descrito anteriormente, 10 ml de sangue foram coletados através
de venupuncéo da jugular, transferidos para tubos contendo K3EDTA, para a
realizacdo da técnica de citometria de fluxo para a imunofenotipagem das

células mononucleares do sangue periférico (PBMC).

Para isolar as PBMC dos cées infectados, o sangue foi gentilmente
sobreposto em Ficoll-Hypaque (Histopaque® 1,077 - Sigma, EUA) na propor¢éo
de 1 Ficoll : 2 sangue (1/2) e centrifugado (300 xg, 40 min, 14°C). O anel de
células mononucleres formados na interface ficoll/ plasma foi coletado e
transferido para outro tubo estéril. O volume foi ajustado para 15 ml com PBS-
W (0,15M; 8g/L de NaCl; 2g/L de KCI; 2g/L de KH,PO4 e 1.15g/L de Na,HPOy,,
pH 7,2 com 0,5%p.v de albumina bovina sérica, InLab® e 0,1 Na3N%) e
centrifugado a 300xg por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartados e 5 ml
de solucéo de lise (8,299 de NH4Cl; 1g de KHCO3. 37,2mg Na,EDTA; 800 ml
H.O milli-Q; pH 7,2) foi adicionado ao sedimento, seguido de incubacdo por
cinco minutos em temperatura ambiente. O volume foi ajustado para 15 ml com
PBS-W seguindo nova centrifugacéo e lavagem com PBS-W. Finalmente, apés
descarte do sobrenadante, adicionou-se 1 ml PBS-W, sendo a concentracéo
ajustada para 1 x 10" células/ ml. Em placas de 96 pocos com fundo em “U”
(Biomedicals Limbro®, Aurora, OH, EUA) foram adicionados 20ul da suspenséo
de leucdcitos, sendo esses incubados a 4°C por 30min no escuro € na
presenca de 20ul de anticorpos monoclonias (mAbs), de superficie, diluidos a
seu titulo em PBS (Tabela 2). Anticorpos, ndo marcados previamente, foram

conjugados usando o kit Zenon tricolor (Molecular Probes - Z- 25080),
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conforme descrito pelo fabricante; sendo utilizados os fluorocromos: FITC
(Isotiocianato de fluoresceina — mensurada a 530 + 30 nm), R-PE (Ficoeritrina
— mensurada a 585 + 26 nm) e/ ou PE-Cy-5.5 (Ficoeritrina conjungada com
cianina — mensurada acima de 630 nm). Isso nos permitiu utilizar marcacdes
duplas ou triplas por tubo.

Apés o periodo referente a incubacéo, as placas foram lavadas com
NasN 0,1% em PBS, fixadas com 200ul de formaldeido a 2% em PBS,
transferidas para tubos proprios de leitura, sendo mantidas a 4°C até que se
procedesse a aquisicdo dos dados no citdbmetro de fluxo (FACSVantage,

Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA).
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Tabela 2: Painel de Anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de imunofenotipagem celular.

Anticorpos monoclonais  Isotipo Clone Fluorocromo Diluicdo Célulaalvo

Anti-CD11b canino mouse IgG1 MCA 1777S (AbD Serotec) FITC* 1/30 Leucécitos

Anti-CD14 canino mouse IgG1 61D3 (SourthernBiotech) PE-Cy5.5 1/50 Mondcitos

Anti-MHC Il canino mouse IgG1 MCA2037S (Serotec) PE* 1/20 Células mononucleadas

Anti- CD4 canino mouse IgG1 MCA1038PE (AbD Serotec) Cy* 1/40 Linfécitos T auxiliares

Anti-CD8 canino mouse IgG1 MCA1039F (AbD Serotec) PE 1/40 Linfdcitos T supressores e/ ou citotoxicos
Anti - TLR-2 humano Mouse 1gG2a 2B4A1 (SourthenBiotech) PE 1/20 Leucdcitos

Mouse lIgG2a Isotype control mouse |gG2ai HOPC-1 (IMGENEX) PE 1/20 Inespecifico

Mouse 1gG1 Isotype control Mouse 1gG1 MOPC-31C(SourthenBiotech) FITC*PE*/Cy*  1/40 Inespecifico

* anticoporpos marcados com Kit Zenon Tricolor.
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6.4.1. Obtencéo e analise dos dados no citbmetro de fluxo

A leitura das amostras foi realizada em citbmetro de fluxo FACSVantage,
(Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA) o qual € equipado com laser de
argobnio que possibilita a emissdo de comprimentos de ondas de 438nm. Esse
tipo de laser possibilita a excitacdo dos fluorocromos: FITC, PE e PE/CY5.5,
sendo que, sua deteccado foi feita em escala logaritmica. A difracdo (foward
scatter — FSC) e refracdo/ reflexdo (side scatter — SSC) do raio laser
possibilitam, sem a necessidade de um fluorocromo, a caracterizacdo de
aspectos morfométricos das células como: tamanho e granulosidade/
complexidade interna, respectivamente; sendo que, sua mensuracéao foi feita

em escala linear.

Durante a fase do experimento nominada aquisicdo utilizou-se,
inicialmente, um grafico de dispersdo lateral (SSC) versus dispersdo frontal
(FSC) de luz para identificacdo das populacdes de leucdcitos. A partir disso, foi
possivel estabelecer a regido R1 de células mononucleares, caracterizadas por
tamanho intermediario e baixa granulosidade para os mondcitos e dimensao
reduzida com auséncia de granulosidade para os linfocitos. A partir desse R1
foram criados trés outros graficos de pontos “Dotplot” utilizando a combinacgéo
simples dos trés fluorocromos utilizado no experimento (FITC, PE e PE/CY5.5).
Para cada amostra, foram adquiridos 50.000 eventos que correspondem a

50.000 células, uma vez que um evento significa uma célula.

Os dados obtidos foram avaliados usando o programa de andlises

FlowJo® (Three Star. Inc., Ashland, OR, EUA).
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Inicialmente, para a avaliacdo dos mondcitos, foram utilizados aspectos
imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo de pontos.
Nesses, os dados correspondentes a dispersédo lateral da luz (SSC) foram
posicionados no eixo da ordenada, ao passo que, a imunomarcacao CD14/FL3
foi posicinada no eixo correspondente a abcissa. Isso possibilitou a
identificacdo da populacdo de mondcitos como células SSC™e™ediario cpg4*+hioh
(Figura 1A), minimizando assim a contaminagao da regido selecionada por
linfécitos e neutrdfilos. Em seguida, nessa populagdo de mondcitos
previamente selecionada, foram determinadas a intensidade de fluorescéncia
média (IFM) dos imunomarcadores CD11b/CD18, MHCII e TLR-2 através da
construcdo de histogramas, como exemplificado na Figura 1B. O perfil
fornecido pela emissédo das fluorescéncias, nas células marcadas, foi também
delimitado em quadrantes, obtendo-se quatro divisbes acompanhadas de uma
andlise quantitativa dos dados. Esta andlise € fundamentada na percentagem
de células marcadas com cada tipo de fluorescéncia, sendo que, o ponto de

corte para avaliagcdo dessa populacéo foi feito a partir do controle de isotipo

(Figura 1C).
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Figura 1: Sequéncia representativa da estratégia de analise de mondcitos obtidos do sangue periférico (PBMC). O
grafico A mostra a dispersédo lateral da luz (SSC) (eixo das ordenadas) versus a expressdo de CD14 (eixo das
abcissas), com selecdo da regido de interesse. O grafico B mostra a distribuigdo unimodal do marcador, na
populagdo de mondcitos previamente selecionados. O grafico C mostra uma populacdo de mondcitos (CD14")
previamente selecionados, que apresentam marcacdo para CD1lb e TLR-2, sendo que o estabelecimento da
populagao, duplamente marcada, foi feito levando-se em consideragdo o ponto de corte estabelecido pela célula e
pelo controle de isotipo correspondente.

Para a avaliacdo da populagdo de
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linfocitos TCD4" e TCDS8",

procedemos, inicialmente, com a selecdo da populacéo de linfécitos a partir de
critérios morfométricos. Assim, a selecdo da regido R1 (linfocitos) foi feita em
graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC)
0 que possibilitou a selecdo da populacdo celular de interesse — linfécitos
apresentando-se como FSC'"SSC™" (Figura 2A). Em seguida, foram
construidos gréaficos de pontos “DotPlot” FL2/CD8 versus FL3/CD4, permitindo

a identificacdo de 2 subpopulacdes de interesse: CD4'CD8 e CD4CDS8"



(Figura 2B). Finalmente, dentro de cada populagéo positiva para seu marcador,

foi determinado a IFM de CD4 e CD8, com a construcdo de gréficos do tipo

histograma (Figura 2C).
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Figura 2: O gréafico A mostra a selegdo da regido R1, em gréficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) baseada em aspectos morfométricos da populagdo celular de interesse. Os linfocitos
apresentando-se como FSC*“SSC"". O gréfico de pontos B mostra no quadrante superior esquerdo (Q1) a
populacdo positiva para CD4 e negativa para CD8, no quadrante superior direito (Q2) a populagéo
duplamente positiva para CD4 e CD8, no quadrante inferior direito (Q3) a populagéo positiva para CD8 e
negativa para CD4 e no quadrante inferior esquerdo (Q4) a populagdo duplamente negativa para ambos os

marcadores. O grafico C e D mostram a distribuicdo unimodal do marcador CD4 e CD8, respectivamente, na
populacao de linfécitos previamente selecionados.
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6.5. Exames parasitologicos

6.5.1 Obtencéo e preparo das bidpsias obtidas da face interna da pina direita

Biopsias de pele, obtidas da face interna da pina direita, foram coletadas
de todos os animais com o auxilio de um “punch” de cinco milimetros de
diametro (Punch para biépsia®, Kolplast ci LTDA, Brasil) nos periodos de TO,
T60, T140 e T201, sendo que, todas foram retiradas de area néo lesionada.
Posteriormente, cada fragmento obtido foi seco em papel filtro e imediatamente
fixado em solugéo de formalina tamponada a 10%, pH 7,2, sendo mantidos sob
fixacdo por até 48h. Apl6s essa etapa, as amostras ja fixadas foram
processadas em equipamento histotécnico automatico seguindo-se das etapas
de: desidratacéo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina,
contendo os fragmentos, foram cortados em microtomo na espessura de 3 ym
e montados em laminas previamente desengorduradas, com alcool-éter, e em
laminas, também desengorduradas, mas que foram banhadas em solucdo
gelatinosa de fixagdo — ANEXO 5. Em cada uma das laminas foram colocados
trés cortes. Posteriormente, esses cortes foram corados pelas técnicas
rotineiras de Hematoxilina e Eosina (H&E) (ANEXO 6), para andlise das
alteracdes histologicas e foram submetidos ao método imuno-histoquimico
(IHQ) da Estreptoavidina-biotina-peroxidade (Tafuri et al., 2004), para a

visualizagéo das formas amastigotas.
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6.5.2 Imunoistoquimica — Técnica da estreptoavidina - peroxidase para
deteccgéo de formas amastigotas

As laminas gelatinizadas, contendo cortes parafinados de tecidos, foram
desparafinadas em xilol por 30min, hidratadas em solucdo de alcoois
decrescentes (alcool absoluto, 90°, 80° e 70° respectivamente), por 3min, e
submetidas a um banho em PBS (Solugcdo de Tampédo Fosfato - pH 7,2,
0,01M). Em seguida, realizou-se o blogueio da peroxidase endogena,
adicionando-se ao banho de PBS o peréxido de hidrogénio (30 volumes
diluidos a 4% em PBS), por 30min a temperatura ambiente. Posteriormente, as
laminas foram submersas em solucdo de bloqueio (12g de leite em po6
desnatado diluido em 200 ml PBS) e incubadas por 30 min a temperatura
ambiente. Logo apds, o anticorpo primario, soro de céo infectado com L.
chagasi, na diluicdo de 1/100 em BSA-soro albumina (0,01%), foi adicionado
em quantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as laminas
incubadas por 18 a 24 horas em camara Umida a 4° C. Adicionou-se entdo o
anticorpo secundério biotinilado (anti-soro de coelho biotinilado anti-
camundongo 1gG1- Peroxidase- KO675 -DAKO- LSAB 2 System, EUA), sendo
as laminas novamente incubadas em camara Uumida por 30min a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se o complexo estreptoavidina peroxidase e
incubou-se por 30min, em camara Umida, a temperatura ambiente. A reacao foi
revelada utilizando-se solugdo de diaminobenzina (DAB) a 0,024% em PBS,
acrescida de solucdo de peroxido de hidrogénio (30 volumes a 0,16% em
PBS), por 5min a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram contra-
coradas com Hematoxilina de Harris e lavadas em agua corrente por 30min. As

laminas foram entdo desidratadas em alcoois crescentes, diafanizadas em xilol
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e montadas utilizando o meio de montagem répida entellan® (Entellan®,
107960 - Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Para cada bateria de 20 laminas
utilizou-se um controle positivo. Com o intuito de potencializar o diagnéstico,

todos os campos da lamina foram examinados com objetiva de 40X.

6.6. Protocolo de eutanasia

A eutanéasia dos animais ocorreu 201 dias ap0s o inicio do tratamento e
cumpriu a Resolucdo n° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria, que Dispbe sobre os Procedimentos e Métodos de

Eutanasia em Animais e d& outras providéncias.

Assim, foram administrados 1,0 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (2%)
(Anesedan®, Vetbrands, Brasil) associado a 10mg/kg de Cloridrato de
Cetamina (10%) (Ketamina Agener®, Agener Unido, Brasil) e por via
intramuscular. Apés, foi administrado 20mg/kg de p.v. de tiopental sodico
(Thiopentax® 1g, Cristalia, Brasil) até obtencéo do estado de anestesia geral,
com subsequente aplicacdo, por via endovenosa, de uma associacdo de
embutamida, mebenzénio e tetracaina (T-61%, Invervet Schering-Plough Animal
Health, EUA) na dose letal de 0,33 ml/kg de p.v., para a obtencédo de parada

cardiorrespiratdria.

67



6.7. Avaliacdo anatomopatoldgica e parasitologica dos 6rgdos

6.7.1 — Histopatologia

Durante o exame necroscopico foi feito, inicialmente, a avaliacdo
macroscopica, a vista desarmada, dos linfonodos cervical superficial, baco e
figado, com posterior pesagem (em balanca de precisdo) para determinacao
dos pesos relativos. Todas as observacOes relevantes foram anotadas em

fichas individuais de necropsia (ANEXO 7).

Os fragmentos de 6rgaos, obtidos durante a necropsia, foram fixados em
formalina tamponada a 10%, pH7,2, e submetidos as preparagdes rotineiras
para andlise histopatologica e parasitolégica como descrito no item 6.5.1 e
6.5.2. A principal finalidade da avaliacdo histopatologica foi a de avaliar a
integridade tecidual dos fragmentos representativos dos 6rgaos relevantes —
pele, linfonodo cervical superficial, baco, figado - associada as principais

alteracdes histopatoldgicas (Tabela 3).

Tabela 3: Principais alterac8es histopatoldgicas avaliadas na pele, nos linfonodos cervical superficial, baco e figado.

Alteracdes histopatoldgicas avaliadas

Ulcera; hiperceratose superficial e folicular; ortoceratose; acantose;
paraceratose; degeneracgéo hidropica e hialina; necrose; granulomas e
células gigantes; inflamacao; papilomatose e espongiose.

Pele de
orelha

Linfonodo Espessamento e inflamacdo da céapsula; inflamacdo dos seios
cervical subcapsulares; hiperplasia e hipertrofia dos nédulos linfoides e dos
superficial macrofagos, congestédo e presenca de hemossiderina.

Espessamento e inflamacdo da capsula; hiperplasia e hipertrofia da
Baco polpa branca e da polpa vermelha; deplecdo de areas T dependentes
na polpa branca; congestdo e deposicdo de hemossiderina.

Espessamento e inflamacdo da cépsula; fendmenos degenerativos;
Figado inflamagé&o portal;, granulomas; hipertrofia e hiperplasia das células de
Kupffer; congestéo sinusoidal e deposi¢do de hemossiderina.
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Essas alteracdes foram classificadas de forma semi-quantitativa,
levando em consideragcdo a intensidade de acometimento dos fragmentos
avaliados, que variou de: Discreta - quando menos de 25% do fragmento se
apresentava acometido; Moderada - quando até 50% do fragmento se
apresentava acometido e em Acentuada - quando mais de 50% do fragmento
apresentava-se acometido. Para maximizar os resultados, todos os campos do

corte foram examinados com objetiva de 40X.

Quanto ao célculo final do peso relativo dos 6rgaos, esse foi realizado,
para cada animal, dividindo-se o peso de cada 6rgdo (em gramas), pelo peso
corporal de cada animal (em gramas), obtidos no dia da necropsia.
Posteriormente, essa razao foi multiplicada por 100. O resultado foi entdo

expresso em gramas/100g de peso vivo (g/100g p.v).

6.8. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, de acordo com
a natureza dos dados, pelos testes que mais se aplicaram a cada caso, com 0
auxilio dos programas de pacotes estatisticos GraphPad® Instat 5 (GraphPad
Software Inc, EUA). Todos os resultados, relacionados a citometria de fluxo,
assumiram distribuicdo ndo paramétrica, ou seja, dados que apresentavam um
comportamento nado Gaussiano, ou distribuicdo nao-normal. Assim,
primeiramente, o teste Kruskal-Wallis foi aplicado, seguido pelo teste de
comparacdes multiplas Dunn’s. As diferengas foram consideradas significativas

guando p<0,05.
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O teste de Fisher foi utilizado para verificar diferencas entre a propor¢cao
de alteracbes dermatoldgicas histopatolégicas entre os individuos de um
mesmo grupo aos 140 e aos 201 dias, em relacdo a proporcdo obtida antes do

tratamento.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Resultados referentes ao primeiro artigo intitulado:

Toll Receptors Type-2 and CR3 Expression of Canine Monocytes and Its
Correlation with Immunohistochemistry and Xenodiagnosis in Visceral
Leishmaniasis

O objetivo do trabalho foi avaliar a expresséo de TLR-2 em mondcitos do
sangue periférico de cdes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) infantum, além de avaliar a correlacdo com a expressdo de
CD11b/CD18 (CR3) e o0 potencial de cdes como fonte de infeccdo para o
flebotomineo, usando o0 xenodiagndstico. Quarenta e oito caes foram
sorologicamente diagnosticados com L. infantum através da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenziméatico (ELISA). Exames
parasitologicos de aspirado de medula 6ssea foram positivos pela analise de
PCR convencional. Todos os cdes foram clinicamente classificados como
sintomaticos. Amostras da pele da face interna da pina direitra foram obtidas
para avaliacdo da presenca de formas amastigotas pela técnica da imuno-
histoquimica (IHQ). Somado a isso, foi realizada a técnica de xenodiagndstico
(XENO), na mesma regido onde se coletou a bidpsia de pele, com o intuito de
avaliar o potencial destes cdes como fonte de infec¢do para os flebotomineos.
A citometria de fluxo, realizada em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), utilizou anticorpos monolonais anti-CD14, anti-CD11b, anti-TLR-2 e

anti-MHCII.
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Como resultados, observamos que houve correlacdo positiva (r=0,5373)
entre a positividade parasitaria tecidual avaliada pela IHQ e a infectividade
junto ao inseto vetor. Caes que apresentavam elevada intensidade média de
fluorescéncia (IMF) para o marcador CD11b, dentro da populacdo de
mondcitos CD14", foram representados por cdes sem carga parasitaria no
tecido da orelha e que também nado foram capazes de infectar flebotomineos
(IHQ/XENO). Ao passo que, aqueles com menor expressao de IMF de CD11b,
dentro dos mondcitos CD14", foram aqueles em que foi possivel evidenciar
amastigotas na pele de orelha, conjuntamente a capacidade de infectar
flebotomineos (IHQ*/XENQO®) (p = 0,0032). Resultados similares foram obtidos
para IMF de MHCII (p=0,0054). Além disso, considerando a frequéncia da
populacdo de CD11b'TLR-2" e CD11b*MHCII*, as maiores médias foram
observadas nos cédes com IHQ/XENO™ quando comparados aos cédes com
IHQ/XENO" (p=0,01, p=0,0048; respectivamente). Estes dados, juntamente
aos resultados dos ensaios de o6xido nitrico (NO), que também foram
superiores nos cdes IHQ/XENO', levam a conclusédo de que os cdes negativos
para as duas avaliagbes parasitolégicas sdo mais resistentes ou podem
modular a resposta imunolégica celular essencial para a eliminacdo da

Leishmania.
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7.2 Resultados relacionados ao protocolo terapéutico

Antes do inicio do tratamento, cada grupo experimental tratado e o grupo
controle eram compostos por oito e doze caes, respectivamente, totalizando
inicialmente 52 cées. Ao longo do curso do experimento foram totalizados seis
Obitos por motivos de brigas, entre os cées, sendo um representante do grupo
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas de tamanho
nanomeétricos (Ant); dois do grupo lipossomas vazios (LipV); dois do grupo
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos

associado ao alopurinol (Ant + Alo) e um do grupo controle (C).

by

Os resultados referentes a avaliacdo dermatolégica dos cées serdo
apresentados separadamente, considerando sua importancia junto aos sinais
sugestivos que compdem a LVC conjuntamente a elevada frequéncia de sua

manifestacao.
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7.3. Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cées
antes do inicio do protocolo terapéutico (T0)

Antes do inicio do tratamento, grande parte dos sinais clinicos,

relacionados a LVC, apresentavam-se presentes nos animais que seriam

posteriormente alocados, aleatoriamente, nos grupos que receberam o0s

tratamentos preconizados (Gréfico 1).
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Grafico 1: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cées antes do inicio do protocolo
terapéutico (TO) com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado ao

alopurinol.

74



7.3.1. Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em
cdes submetidos a protocolo terapéutico

Quando comparamos cada grupo, ao longo do tempo, podemos verificar
que para 0 grupo antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomos
nanométricos (Ant) (n=7) a caquexia foi observada em dois cées (28,6%),
antes do tratamento (TO0); ao passo que, um cao (14,3%) apresentou
emaciacdao em T50. Com relagdo ao exame das mucosas oculares e oral,
essas se apresentaram hipercoradas, em pelo menos um cédo (14,3%), até o
momento T170. De forma semelhante, observou-se comprometimento
oftdlmico até o periodo T170 em um animal (14,3%). Apesar da relativa
melhora do quadro de linfoadenopatia, de ambos os linfonodos, ao longo das
avaliacbes (TO a T201), essa alteracdo continuou presente até o Ultimo

momento de avaliacdo (T201) (Gréfico 2).
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Grafico 2: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo
terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos antes do tratamento
(TO) e nos momentos das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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Quando consideramos o0 grupo tratado com lipossomas nominados
vazios (LipV) (n=6), podemos observar que o0s sinais clinicos de caquexia,
linfadenopatia dos linfonodos cervical superficial e popliteo, mucosas ocular e
oral hipercoradas e comprometimento oftalmolégico estiveram presentes tanto
no primeiro momento de avaliacdo (TO) quanto em T201, com aumento da

frequéncia de acometimento para o quadro de linfoadenopatia.

Outros sinais clinicos como emaciagéo e palidez das mucosas oculares
e oral se manifestaram ao longo do experimento, mantendo-se presentes até

T201 (Gréfico 3).
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Grafico 3: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo
terapéutico com lipossomas nanométricos vazios antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagdes
clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).

76



Considerando ao grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol
(Ant + Alo) (n=6), foi observada melhora expressiva em cinco dos seis sinais
clinicos inicialmente identificados até os 170 dias apds o inicio do tratamento.
Sendo que, dessas alteracdes, emaciacdo ndo foi identificada na primeira
avaliacdo ap0s o inicio do tratamento (T50), adenopatia do linfonodo popliteo
somente foi identificada até o0 momento T80 e adenopatia do linfonodo cervical
superficial e palidez das mucosas oral e ocular somente foram observadas até

140 dias ap06s o inicio do tratamento.

O Unico sinal que se manteve presentes até o Ultimo momento de
avaliacdo foi a oftalmopatia. Entretanto, é importante ressaltar que, apenas um
animal (16,7%) se encontrava acometido em T201, diferentemente dos cinco

animais (83,33%) acometidos antes do inicio do tratamento (TO) (Gréfico 4).
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Grafico 4: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo
terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado ao
alopurinol antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e
T201).
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Quanto ao grupo tratado com lipossomas vazios associados ao
alopurinol (Ant + Alo) (n=8), cinco dos oito sinais clinicos investigados foram
observados em TO, sendo que desses, trés continuaram presentes até T201,
com reducdo da frequéncia para todos. Os outros dois sinais observados,
mucosas hipercoradas e emaciagcdo, se manifestaram ap0s o0 inicio do
tratamento, mas sofreram remissdo completa até o Ultimo momento de

avaliacao (Grafico 5).
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Grafico 5: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo
terapéutico com lipossomas nanométricos vazios associados ao alopurinol antes do tratamento (T0) e nos
momentos das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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O grupo tratado somente com alopurinol (Alo) (n=8), apresentou
expressiva melhora quando consideramos 0s sinais de caquexia, alteracdo da
coloragdo das mucosas, comprometimento osteomuscular e oftdlmico; uma vez
que, na pendltima avaliagdo (T170), essas alteragcbes nao foram mais
observadas.

Os Unicos sinais clinicos, ainda presentes na ultima avaliagcdo, foram a
linfoadenopatia de ambos os linfonodos avaliados. Entretanto, observou-se

reducdo da incidéncia quando comparamos T201 com TO (Grafico 6).
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Grafico 6: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo
terapéutico com alopurinol antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagdes clinicas (T50, T80,
T110, T140, T170 e T201).
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Quando consideramos o grupo controle (C) (n=11), seis das oito
alteracdes clinicas avaliadas, durante o experimento, permaneceram presentes
em pelo menos um animal (9,1%) ao longo de todo o experimento. A
comparacao entre o ultimo momento de avaliacdo (T201) e TO, indicou que:
trés desses sinais - emaciagdo, adenopatia do linfonodo cervical superficial e
oftalmopatia - apresentaram frequéncia superior em T201; outros trés
apresentaram frequéncia similar - alteracdo da coloragdo das mucosas e
comprometimento osteomuscular - e apenas um sinal apresentou frequéncia

inferior, adenopatia do linfonodo popliteo (Grafico 7).
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Grafico 7: Frequéncia de sinais clinicos relacionados a leishmaniose visceral em cdes controle nos momentos das
avaliag6es clinicas (TO, T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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7.4 Citometria de fluxo

Para avaliacdo dos aspectos imuno-fenotipicos das células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram adotadas duas estratégias:
a primeira avaliou a frequéncia da populacdo de interesse, ou seja, “o valor
percentual (%)” das células expressando um determinado marcador fenotipico
na populacéo celular de interesse, ao passo que, a segunda estratégia avaliou
a ‘“intensidade média de fluorescéncia” (IMF), ou seja, a densidade de
expressdo de um determinado marcador fenotipico na populacdo celular de
interesse.

A primeira abordagem possibilita a quantificacdo dos fenoétipos celulares
qgue apresentam distribuicdo bimodal, ou seja, fenotipos positivos ou negativos
para determinado marcador referente a uma populacdo. Sendo que, em nosso
trabalho, foi considerada a frequéncia percentual da subpopulacdo celular
expressando o marcador fenotipico de interesse. Na segunda abordagem, foi
utiizada uma analise semi-quantitativa da expressdo de marcadores
fenotipicos que possuem distribuicdo unimodal, ou seja, verificou-se em toda a
populacao celular de interesse a expressdo do referido marcador fenotipico.
Nesse ultimo tipo de avaliacdo, deslocamento da populacéo celular ao longo do
eixo da IMF caracteriza alteracdes na densidade de expressdo do referido
marcador. Nesse caso, 0s resultados foram expressos como IMF obtida em
escala logaritmica.

As analises fenotipicas dos mondcitos foram realizadas a partir da
selecdo da regido de interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos e

imunofenotipicos em graficos de distribuicdo pontual de SSC versus CD14/FL3.
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Avaliacdo da IMF de CD11b/CD18 na populacédo de mondcitos CD14+

A partir dessa selecao inicial, foi avaliada a expressdo de CD11b/CD18
(CR3). Assim, o grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas de tamanho nanométrico (Ant) apresentou aumento significativo da
expressdo de CD11b/CD18, na populacdo de mondcitos CD14", do momento

anterior ao inicio de tratamento (TO) (X = 11,93 + 4,16) quando comparado a

T140 (X = 24,88 + 3,28; p < 0,0001). Analisando esse primeiro momento de
intervencdo, o grupo C (Controle) também apresentou aumento significativo
das médias de IMF de TO (X =12,14+3,52) a T60 (X = 16,94+ 1,97; p <
0,001). Contrariamente, os grupos lipossomas “vazios” (LipV); lipossomas
“vazios” associados ao alopurinol (LipV + Alo) e alopurinol (Alo) apresentaram
variagbes na expressdo de CD11b/CD18, nesse mesmo periodo avaliado (TO-
T140), mas sem diferenca estatistica entre os tempos.

No tempo T200, os grupos Ant (X = 11,40 + 1,82); LipV (X = 10,78 +
1,21); LipV + Alo (X = 10,12+ 1,26) e Alo (X = 9,978 + 1,49) apresentaram
significativa reducdo das médias de IMF de CD11b quando comparadas com
as observadas em T140 (X = 24,88+ 3,28, p <0,0001; X =24,93+3,67, p <
0,0001; X = 18,43+ 3,10, p < 0,001; X = 16,08 + 3,17, p < 0,01, respectivamente).

Quando comparamos o primeiro (TO) e o ultimo momento (T200) de
avaliacdo nao foi observada diferenca estatistica dentro dos grupos

experimentais (Grafico 8).
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Gréfico 8: Cinética de alteragdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relagéo & intensidade média de fluorescéncia
(IFM) de CD11b/CD18 considerando o mesmo grupo experimental de cées naturalmente infectados com
L. chagasi antes do tratamento (TO) e nos momento das avaliagbes clinicas (T60, T140 e T200). Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas
nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol
(n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com letras mintsculas distintas (a, b e c),
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

Ant[TOX = 11,93 + 4,16; T60X = 17,68 + 3,70; T140 X = 24,88 +3,28; T200 X = 11,40 +1,82];

LipV [TOX = 17,58 + 11,51; T60 X = 15,24 + 2,34; T140 X = 24,93 + 3,67; T200 X = 10,78 + 1,21];

Ant +Alo [TOX = 18,75 + 13,27; T60 X = 14,77 + 3,52; T140 X = 17,52 + 6,3; T200 X = 11,63 + 2,17];
LipV + Alo [TO X = 15,32+ 9,10; T60 X = 17,24+ 1,85; T140 X = 18,43 + 3,10; T200 X = 10,12 + 1,26];
Alo [TOX =15,51+6,7; T60 X = 16,18 + 3,37, T140 X = 16,08 + 3,17, T200 X = 9,97 + 1,49];

C[TOX = 12,14 + 3,52; T60 X = 16,94 + 1,97; T140 X = 15,53 + 1,73; T200 X = 11,82 + 3,01].
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Avaliacdo da IMF de TLR-2 na populacdo de mondcitos CD14+

Quando consideramos a IMF de TLR-2, verificou-se que os grupos Ant
(X =27,30+6,5) e LipV + Alo (X = 28,18 + 4,65), no T140, apresentaram
aumento significativo da expressao de TLR-2 quando comparada as médias
observadas em TO (X =16,09+4,56;p < 0,01 eX = 17,40 + 6,61;p <
0,0001, respectivamente). O grupo Ant + Alo apresentou decréscimo inicial da
média de IMF em T60 (X = 12,89 + 1,68), quando comparada & média em TO
(X = 28,02 + 16,11, p < 0,01), com posterior restabelecimento em T140, sem
diferenca estatistica entre os momento TO e T140.

Em T200, os grupos Ant (X = 14,87 +3,96), LipV + Alo (X = 18,63 +
3,63) e Alo (X = 15,27 + 2,76) apresentaram reducéo significativa dos valores
de IMF guando comparados aqueles observados em T140 (X = 27,30+ 6,5,p <
0,0001; X = 28,18 + 4,65, p <0,001le X = 21,55+ 4,98, p < 0,01, respectivamente).

Quando comparamos o primeiro e ultimo momento de avaliacdo (TO e
T200), foi observada diferenca estatistica somente para o grupo Ant + Alo

(TOX =28,02 + 16,11 e T200 X = 14,43 +3,92; p < 0,01) (Grafico 9).
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Grafico 9: Cinética de alteragdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relacdo a intensidade média de fluorescéncia (IMF)
de TLR-2 considerando o mesmo grupo experimental de cdes naturalmente infectados com L. chagasi antes do
tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo:
lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com
letras minusculas distintas (a e b), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste T de kruskal wallis.

Ant [TOX = 16,09 + 4,56; T60 X = 10,97 + 2,91; T140 X = 27,30 + 6,5; T200 X = 14,87 + 3,96];

LipV [TO X = 27,70 + 20,20; T60 X = 13,46 + 3,77; T140 X = 23,40 + 4,73; T200 X = 14,79 + 3,21];
Ant+ Alo [TOX = 28,02 +16,11; T60 X = 12,89 +1,68; T140 X = 19,77 + 5,26; T200 X = 14,43 + 3,92];
LipV + Alo [TOX = 17,40 + 6,61; T60 X = 15,98 + 2,80; T140 X = 28,18 + 4,65; T200 X = 18,63 + 3,63];
Alo [TOX =19,65+5,8;, T60 X = 16,12+ 1,69; T140 X = 21,55 + 4,98; T200 X = 15,27 + 2,76];

C[TOX = 19,54+ 9,64; T60X = 15,61 + 3,79; T140 X = 22,51 +4,27; T200 X = 25,90 + 11,55].
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Avaliacdo da IMF de MHC classe Il na populacdo de mondcitos CD14+

Quando consideramos a avaliacdo da IMF do complexo de
histocompatibilidade principal do tipo Il (MHCII), o grupo Ant ndo apresentou
diferenca estatistica entre os tempos TO a T140. Contrariamente, no tempo
T60, observou-se reducédo significativa dos valores de IMF de MHCII para os
grupos Ant + Alo (X = 10,57 £ 2,5), LipV + Alo (X = 14,78 + 4,83), Alo (X =
17,58 + 4,25) e C (X = 17,27 + 4,55), quando comparados aqueles verificados
em TO (X = 53,48+ 50,25,p < 0,01; X = 41,87 + 25,04, p < 0,01; X =71,11+
52,0, p<0,0001e X = 56,45 + 44,70, p < 0,01, respectivamente). Entretanto,
para esses grupos, as médias observadas no periodo T140 ndo se
diferenciaram daquelas observadas em TO.

Somente o grupo tratado com Ant apresentou diferenca estatistica entre
0s momentos T140 (X = 24,10 + 8,60) e T200 (X = 11,88 + 5,02) com p<0,01.

A cinética entre os tempos TO e T200 apresentou-se semelhante, com
reducdo significativa das médias de IMF no dltimo tempo avaliado, para os
grupos Ant (T0X = 26,37 +17,01; T200 X = 11,88 £ 5,02; p < 0,01), Ant + Alo
(TO X= 53,48+50,25; T200 X=10,73+3,17; p<0,01), LipV + Alo (TOX = 41,87 +
25,04; T200 X = 18,24 £ 6,08; p < 0,001), Alo (TOX = 71,11 £ 52,0; T200 X =
18,24 +7,52; p < 0,01) e C (TOX = 56,45 + 44,70; T200 X = 20,11 + 3,26; p <

0,01) (Grafico 10).

86



Ant LipV

80+ = 150
@ 2
8 =]
2 60 e
— = Cc
= £ a 5 5 100-
L3 2
ST a s
> O 407 2 O
k"] k<R
o ab b w
s = = % 501
=3 20- 0
< <
a a
8 ®
O T T T T 0 T T T T
Q \) Q Q Q Q Q Q
R &(O &,\P‘ «q/Q Q &b «,»V '\(19
Ant + Alo LipV + Alo
150+ 100+
5] @
%] %]
Qo a Qo
] a 801
551004 T 55
I % % % 60
9 e ab
© e
%] » 404
sz 501 ¢ s x ¢ b
=0 b b =0 c
3 b a S 20-
® ®
0 -l- T T T 0 T T T T
<O S ® NN <O S ® NN
A X £ A < <P
Alo ©
200+ 150
5] o]
1] %]
5 5 a
.2150{ a B
) o © 100+
o -
2 O 1007 2 O
-0 S 0
w9 w v
s = ab b S = 507 ab
O 50+ b o b b
< <
— -
® ®
0 T T T T O T T T T
Q Q Q Q Q Q Q Q
< N A S

Gréfico 10: Cinética de alteracdes fenotipicas de mondcitos CD14" em relagéo & intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de MHC classe Il considerando o mesmo grupo experimental de caes naturalmente infectados com
L. chagasi antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagBes clinicas (T60, T140 e T200). Ant:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos
vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao
alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C:
controle (n=11). Grupos marcados com letras mindsculas distintas (a, b e c), diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

Ant[TOX = 26,37 +17,01; T60X = 12,58 + 3,66; T140 X = 24,10 + 8,60; T200 X = 11,88 + 5,02];

LipV [TO X = 40,25 +37,69; T60 X = 16,19 + 4,59; T140 X = 21,38 + 2,06; T200 X = 10,61 + 3,91];
Ant+Alo [TOX = 53,48 + 50,25; T60 X = 10,57 + 2,50; T140 X = 15,28 + 2,92; T200 X = 10,73 + 3,17];
LipV + Alo [TO X = 41,87 + 25,04; T60 X = 14,78 + 4,83; T140 X = 30,89 + 7,79; T200 X = 18,24 + 6,08];
Alo [TOX = 71,11 + 52,0; T60 X = 17,58 + 4,25; T140 X = 26,44 +9,71; T200 X = 18,24 + 7,52];
C[TOX = 56,45 + 44,70; T60 X = 17,27 + 4,55; T140 X = 27,27 + 6,13; T200 X = 20,11 + 3,26].
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Avaliacao da frequéncia de linfocitos T CD4

A frequéncia da populacido de linfécitos T CD4'/CD8’, ao longo do

experimento, considerando 0 mesmo grupo de tratamento, somente apresentou
diferenca no grupo Alo. Nesse, a média observada em T60 (X = 0,267 + 0,060)

foi significativamente inferior aquela observada em T200 (X = 0,342+
0,038; p < 0,01). Sendo que, para os demais momentos avaliados ndo houve

diferenca estatistica (Gréafico 11).
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Grafico 11: Porcentagem de linfécitos T CD4" em células mononucleares do sangue periférico de cdes naturalmente infectados
com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagfes clinicas
(T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas
nanomeétricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados
ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle

(n=11). Grupos marcados com letras minusculas distintas (a e b), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
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kruskal wallis.
Ant[TOX = 0,329 + 0,096; T60 X = 0,339 + 0,102; T140 X = 0,386 +0,089; T200 X = 0,350 + 0,087];

LipV [TO X = 0,345 + 0,020; T60 X = 0,295 + 0,018; T140 X = 0,329 +0,055; T200 X = 0,327 + 0,031];

Ant + Alo [TO X = 0,343 + 0,086; T60 X = 0,318 + 0,087; T140 X = 0,341 + 0,069; T200 X = 0,382 + 0,090];
LipV + Alo [TO X = 0,328 + 0,158; T60 X = 0,299 + 0,082; T140 X = 0,327 + 0,061; T200 X = 0,352 + 0,080];
Alo [TOX = 0,323+ 0,121; T60 X = 0,267 + 0,060; T140 X = 0,319 + 0,051; T200 X = 0,342 + 0,038];
C[TOX = 0,403 + 0,085; T60 X = 0,342 + 0,110; T140 X = 0,355 + 0,112; T200 X = 0,368 + 0,127].
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Quando consideramos a avaliacdo da frequéncia da populacdo de

linfocitos T CD4*/CD8’, entre 0s grupos experimentais, considerando o mesmo

periodo de avaliacdo (TO, T60, T140 e T200), ndo foi observada qualquer

diferenca estatistica entre os grupos (Grafico 12).
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Grafico 12: Porcentagem de linfocitos T CD4" em células mononucleares do sangue periférico, considerando o
mesmo periodo de avaliagdo (TO, T60, T140, T201), entre os cdes naturalmente infectados com L. chagasi

submetidos a protocolo terapéutico. Ant:

antimoniato de meglumina encapsulado em

lipossomas

nanomeétricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios
associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos n&do apresentaram diferenga
estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
TO[Ant X = 0,329 + 0,096; LipV X = 0,345 + 0,020; Ant + Alo X = 0,343 + 0,08;LipV + Alo X = 0,328 + 0,158;Alo X =,324 + 0,122; CX =
0,403 + 0,086]. T60[AntX = 0,339 + 0,102; LipV X = 0,295 + 0,018; Ant + Alo X = 318 + 0,087 LipV + Alo X = 0,299 + 0,082; AloX = 0,267 + 0,060;
CX=0,343 £ 0,110]. T140[AntX = 0,380 + 0,089; LipV X = 0,329 + 0,055; Ant + Alo X = 0,342 + 0,069; LipV + Alo X =,327 + 0,06; AloX = 0,319 +
0,05;CX = 0,355 + 0,13]. T200[AntX = 0,350+ ,087;LipV X = 0,327 + 0,031; Ant + Alo X = 0,382 + 0,09;LipV + Alo X = 0,3521 + 0,08;Alo X =,342 +

0,038;CX =10,368 £ 0,127].
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Avaliacdo da IMF de CD4 na populacdo de linfécitos T CD4 de um mesmo
grupo experimental

A avalicdo da IMF de CD4 na populacao de linfécitos T CD4, ao longo
dos periodos de avaliacdo, considerando o mesmo grupo experimental,
demonstrou que no tempo T140 os grupos Ant (X =301,2 +51,80), LipV
(X =241,34+9581), Alo (X=2478+4541) e C (X=2350+53,73)
apresentaram médias de IMF estatisticamente superiores quando comparadas
aquelas observadas antes do inicio do tratamento (T0) (X = 154,5 + 50,43,p <
0,0001; X = 119,3 + 93,09, p < 0,01; X = 119,7 +89,98,p < 0,001; X = 128,6 +
86,75,p < 0,001, respectivamente).

Considerando a avaliacdo desse mesmo periodo (TO a T140), o grupo

tratado com LipV + Alo apresentou diminuicéo significativa da média de IMF em
T60 (X = 103,1 + 43,97) quando comparada a observada em TO (X = 175,4 +
64,63;p < 0,01). Entretanto, o valor obtido em T140 (X =227,6+51,42)
apresentou-se estatisticamente superior ao obtido em T60 (X =103,1+
43,97;p < 0,0001).

As médias obtidas em T200 foram significativamente inferiores aquelas
observadas em T140 para os grupos Ant (T140 X = 301,2 + 51,80; T200 X =
102,2 + 19,94;p < 0,0001), LipV (T140 X = 241,3 +95,81; T200 X = 104,7 +
26,74;p < 0,001), LipV + Alo (T140X =227,6 +51,42; T200 X = 146,5 +
20,58;p < 0,01), Alo (T140X = 247,8 + 45,41; T200 X = 164,8 + 23,38;p <

0,01) e C (T140 X = 235,0 + 53,73; T200 X = 165,3 + 21,41; P < 0,01). (Grafico 13)
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Grafico 13: Cinética de alteragdes fenotipicas de linfécitos T em relacédo a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de

CD4 considerando o mesmo grupo experimental de cdes naturalmente infectados com L. chagasi antes do
tratamento (TO) e nos momentos das avaliacdes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanomeétricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo:
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo:
lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos marcados com
letras minusculas distintas (a, b e c), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

Ant[TOX = 154,5 + 50,43; T60 X = 133,7 +20,01; T140 X = 301,2 + 51,80; T200 X = 102,2 + 19,94];

LipV [TO X = 119,3 + 93,09; T60 X = 98,76 + 8,68; T140 X = 241,3 + 95,81; T200 X = 104, 7 + 26,74];

Ant + Alo [TO X = 128,2 + 89,13; T60 X = 94,68 + 35,55; T140 X = 178,3 + 54,07; T200 X = 128,7 + 39,27];

LipV + Alo [TO X = 175,4 + 64,63; T60 X = 103,1 + 43,97; T140 X = 227,6 + 51,42; T200 X = 146,5 + 20,58];

Alo [TOX = 119,7 + 89,98; T60 X = 114, 0 + 20,58; T140 X = 247,8 + 45,41; T200 X = 164, 8 + 23,38];

C[TOX = 128,6 + 86,75; T60 X = 139,4 + 26,13; T140 X = 235,0 + 53,73; T200 X = 165,3 + 21,41].
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Avaliacao da frequéncia de linfocitos T CD8

A frequéncia da populacdo de linfécitos T CD4/CD8", considerando o
mesmo grupo de tratamento, ndo apresentou diferenca estatistica ao longo do

experimento (Grafico 14).
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Gréafico 14: Porcentagem de linfocitos T CD8" em células mononucleares do sangue periférico de cdes naturalmente
infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos
momentos das avaliagbes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo:
lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C:controle (n=11). Grupos n&o
apresentaram diferencga estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

Ant[TOX = 0,332 + 0,142; T60 X = 0,326 + 0,163; T140 X = 0,325 +0,148; T200 X = 0,299 + 0,115];

LipV [TO X = 0,332 + 0,017; T60 X = 0,324 + 0,078; T140 X = 0,305 +0,056; T200 X = 0,328 + 0,064];
Ant+Alo [TOX = 0,307 + 0,080; T60 X = 0,272 + 0,108; T140 X = 0,265 + 0,094; T200 X = 0,256 + 0,1065];
LipV + Alo [TO X = 0,243 + 0,165; T60 X = 0,3018 + 0,1585; T140 X = 0,287 + 0,142; T200 X = 0,293 + 0,134];
Alo [TOX = 0,408 + 0,161; T60 X = 0,318 + 0,134; T140 X = 0,252 + 0,103; T200 X = 0,261 + 0,0925];

C[TOX = 0,298+ 0,069; T60 X = 0,264 + 0,091; T140 X = 0,274 + 0103; T200 X = 0,289 + 0,108].
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Quando consideramos a avaliacdo da frequéncia da populacdo de
linfocitos T CD8'/CD4", entre 0s grupos experimentais, considerando o0 mesmo
periodo de avaliacdo (TO, T60, T140 e T200), ndo foi observada também

qualquer diferenca estatistica entre os grupos (Gréafico 15).

Frequéncia da
populagdo C8+C4
o

Frequéncia da
populagéo C8+C4-

00 T T T T T T 0'0 T T T T T T
X Q& 3 ) o o

& \.>Q4 X\O X\O O o & o x\ x\ X ¢

R & D

v N v \§2

T200
T140
0.6

. T o3 7
) <70
© & 04~ o 8 ]
(1] o S
29 53 =
(g l% o = <Gg)- I% @ﬂ
gZ [ 05 0.2 e
2% 02 EE £ 302 1 l -
- 1 )

0.0

T T T T T T 0.0 T
™ Y o o o
S W ©
X X Q
¥ \',\QA EONIRN

Gréafico 15: Porcentagem de linfocitos T CD8" em células mononucleares do sangue periférico, considerando o
mesmo periodo de avaliagdo (TO, T60, T140, T201), entre os cdes naturalmente infectados com L. chagasi
submetidos a protocolo terapéutico. Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Grupos n&o
apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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Avaliacdo da IMF de CD8 na populacdo de linfécitos T CD8 de um mesmo
grupo experimental

A avalicdo da IMF de CD8 na populacéo de linfocitos T, ao longo dos

periodos de avaliagdo, considerando o mesmo grupo experimental, demonstrou
que no tempo T60 os grupos LipV + Alo (X = 65,16 + 24,47) e Alo (X = 79,10 +
16,90) apresentaram meédias de IMF estatisticamente inferiores quando
comparadas aquelas observadas antes do inicio do tratamento (TO) (X =

112,8 + 36,10,p < 0,01 e X = 106,3 + 14,23, p < 0,01; respectivamente).

As médias obtidas em T200 foram significativamente inferiores aquelas
observadas em T140 somente para o grupo Ant (T140X = 1350+

31,20; T200 X = 72,32 + 13,60; p < 0,001) (Gréfico 16).
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Grafico 16: Cinética de alteragbes fenotipicas de linfécitos T em relagdo a intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de CD8 considerando o0 mesmo grupo experimental de cées naturalmente infectados com L. chagasi
antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliacdes clinicas (T60, T140 e T200). Ant: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (n=7); LipV: lipossomas nanométricos vazios (n=6);
Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados ao alopurinol
(n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle
(n=11). Grupos marcados com letras minGsculas distintas (a e b) diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de kruskal wallis.

Ant[TOX = 96,54 + 17,69; T60 X = 113,6 + 34,37; T140 X = 135,0 + 31,20; T200 X = 72,32 + 13,60];

LipV [TO X = 113,4 + 41,58; T60 X = 110,0 + 11,43; T140 X = 118,0 + 37,09; T200 X = 76,47 + 9,07;
Ant+Alo [TOX = 100,1 + 27,20; T60 X = 98,17 +42,26; T140 X = 80,17 + 26,63; T200 X = 94,10 + 15,07];
LipV + Alo [TOX = 112,8 + 36,10; T60 X = 65,16 + 24,47; T140 X = 98,95 + 22,58; T200 X = 70,76 + 10,59];
Alo [TOX = 106,3 + 14,23; T60 X = 79,10 + 16,90; T140 X = 99,84 + 17,19; T200 X = 84,00 + 19, 94];
C[TOX =101,4 + 26,71; T60 X = 88,65 + 19,98; T140 X = 88,55 + 16,64; T200 X = 76,51 + 18,19].
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7.5 — Andlises Histopatoldgicas

TEGUMENTO

7.5.1. Alteracdes anatomopatologicas da pele da face interna da pina direita
antes do inicio do tratamento

O exame dermatolégico foi realizado em todos os cées antes do
inicio da administracdo do protocolo terapéutico (T0), sendo que, 0s aspectos
abordados foram: dermatite esfoliativa, hiperceratose, alopecia, hipotricose,
seborreia seca e Umida, Ulcera, vasculite de ponta de cauda e orelha, hiper-

pigmentacéo e onicogrifose.

Antes do inicio do tratamento, sinais como dermatite esfoliativa,
hiperceratose, seborreia seca e Umida, Ulcera e onicogrifose foram observados
em pelo menos um animal, que seria posteriormente direcionado a seu grupo
experimental. Destaca-se nesse contexto, o quadro referente a seborreia seca,
gue se manifestou em pelo menos 50% dos caes que formariam cada grupo

experimental (Grafico 17).
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Grafico 17 Frequéncia de sinais clinicos dermatolégicos relacionados & leishmaniose visceral em cées antes do inicio

do protocolo terapéutico (TO).
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7.5.2. Frequéncia de sinais clinicos dermatolégicos relacionados a
leishmaniose visceral em cdes submetidos a protocolo terapéutico com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas de tamanho
nanometricos associados ao alopurinol, antes do tratamento e nos momentos
da avaliacao clinica

No grupo de cées tratados com Ant (n=7), antes do inicio do tratamento
(TO), nove das onze altera¢cdes dermatoldgicas investigadas encontravam-se
presentes em pelo menos 28,6% dos cdes (n=2). Ao longo das avaliacfes
sequenciais observou-se que sinais como a hipotricose e dermatite esfoliativa
nao foram mais evidenciadas apés 50 (T50) e 140 dias (T140) de tratamento,
respectivamente. Assim, quando comparamos o ultimo (T201) com o primeiro
momento de avaliacdo (T0), cinco sinais clinicos dermatolégicos ainda
permaneciam presentes, tais como: hiperceratose, alopecia, Ulcera e vasculite
de ponta de orelha e onicogrifose. Desses sinais, trés ndo apresentaram
diferenca quando comparamos a T0, apesar de apresentarem modificagcdes em

sua frequéncia ao longo do experimento (Gréafico 18).

Ant
Onicogrifose 42 9% 28.6% 28.6% “14.30%
Hiper-pigmentagao ’
Vasculite de ponta de orelha 28.6% 28.6% 28.6% 42.9% 28,60  M98'605

Vasculite de ponta de cauda

Ulcera 42.9% 14.3% 286% 14.3% 14.3% 42.9% 2860
Seborréia imida 14,3%
Seborréia Seca 28.6% 57.1% 28,6%  14.3%
Hipotricose 57.1% 14.3%
Alopecia 42.9% 14,3% 14.3%"14,3% 28.6% [ ]

Hiperceratose 28.6% 42.9% 28.6% 28.6% S286%

Dermatite esfoliativa 28,6% 14,3% 14,3%

ETO mT50 T80 mT110 mT140 mT170 mT201
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No grupo de cées tratados com LipV (n=6), antes do inicio do tratamento
(TO), seis das onze alteracbes dermatoldgicas investigadas encontravam-se
presentes em pelo menos um dos animais (16,6%). Ao longo das investigagdes
posteriores, apenas duas dessas alteracdes dermatoldgicas, seborreia seca e
onicogrifose, ndo foram mais observadas quando consideramos o Ultimo
momento de avaliagdo. Desta forma, quatro dos sinais evidenciados em TO
ainda puderam ser identificados em T201, somados a esses, outras quatro
alteracOes - alopecia, hipotricose, vasculite de ponta de orelha e vasculite de
ponta de cauda — desenvolvidas ao longo do experimento foram observadas

conjuntamente em T201 (Grafico 19).

LipV

Onicogrifose 16,7%

Hiper-pigmentagéo

Vasculite de ponta de orelha 16.7% 6,7%
Vasculite de ponta de cauda 16.7% 16.7% 6,7%
WSC 16.7% 16.7% 16,7% 16,7% - 33,3% 66,7% S500%
Seborréia tmida 16,7% 16,7% 16,7% C18T7%
Seborréia Seca 66,7% 16,7% 16,7% 16,7%
Hipotricose 16.7% 6,7%
Alopecia 16.7% 16,7% 6.7%
Hiperceratose |[MlRA/ SN 33,3% 50,0% 16,7% 16,7% “16.7%
Dermatite esfoliativa 33,3% 16,7% 16,7% 1. 7% .

EBTO mT50 mT80 mT110 mT140 mT170 mT201

Grafico 19: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral em cées submetidos a
protocolo terapéutico com lipossomas nanométricos vazios antes do tratamento (TO) e nos momentos das
avaliages clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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Quando consideramos o grupo tratado com a associacéo de Ant + Alo
(n=6), em TO, oito dos onze sinais dermatologicos investigados encontravam-
se presente entre os cdes, sendo que, excetuando-se a seborreia Umida que
acometeu um animal (16,7%), os outros sinais contemplavam, pelo menos,
50% dos cées (n=3). Desses sinais, trés, tais como: dermatite esfoliativa,
seborreia Umida e onicogrifose apresentaram completa remissdo antes da
primeira avaliacdo apds o inicio do tratamento (T50). Ao passo que, o quadro
de hipotricose, seborreia seca e Ulcera somente puderam ser evidenciados até
T50 e T170, respectivamente. Quando consideramos o Ultimo momento de
avaliacdo (T201), dois dos sinais inicialmente presentes ainda foram
observados (hiperceratose e alopecia), entretanto, em todos eles observou-se
diminuicdo expressiva de sua frequéncia quando comparada aquela observada
em TO, com apenas um cdo acometido (16,7%) para cada alteracao (Grafico

20).

Ant + Alo

Onicogrifose 66.7%
Hiper-pigmentagéo
Vasculite de ponta de orelha

Vasculite de ponta de cauda

Ulcera 50.0% S 187%
Seborréia umida 16,7%
Seborréia Seca 83.3% 16.7% 933306 16.7% ~ 33.3% 33305
Hipotricose 50.0% 16,7%
Alopecia 83.3% 16.7% " 16.7% “16.7% S167%"
Hiperceratose 66.7% 16,7% “16.7% " 16,7% 133306 NG 06N
Dermatite esfoliativa 83.3%

ETO mT50 mT80 mT110 mT140 mT170 mT201

Grafico 20: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral em cées submetidos a
protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associados
ao alopurinol antes do tratamento (T0) e nos momento das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e
T201).
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O grupo tratado com LipV + Alo (n=8) apresentou, antes do inicio do
tratamento (TO), dez dos onze sinais dermatologicos avaliados. Desses, trés
como: hipotricose, vasculite de ponta de orelha e hiper-pigmentacdo somente
foram identificados até T50. Quando analisamos T201, todos 0s cinco sinais
ainda presentes - dermatite esfoliativa, hiperceratose, seborreia seca, seborreia
Uumida e onicogrifose - apresentaram reducdo expressiva de suas frequéncias
guando comparadas aquelas observadas em TO. Destaca-se nesse contexto o
quadro de seborreia seca, 0 qual estava presente em 100% dos caes antes do
inicio do tratamento (TO) e apenas pode ser identificada em um céo (12,5%) no

fim do experimento (T201) (Gréfico 21).

LipV + Alo
Onicogrifose 37.5% 12500 112.5% 25.0% 12.5% 25.0% 12506
Hiper-pigmentagao 12.5% 12 5%
Vasculite de ponta de orelha 12.5% 12 5%

Vasculite de ponta de cauda

Ulcera 25.0% 12,50
Seborréia tmida 25.0% [ ]
Seborréia Seca 100.0% 37.5% 25.0% 12.5% 25.0% *25.0% 12.5%
Hipotricose 62.5% 12.5%
Alopecia 62.5% 12,50 “12.5% 25.0%
Hiperceratose 50.0% 12.5% 25.0% 12.5% 25.0% 12506

Dermatite esfoliativa 50,0% C195%

ETO mT50 mT80 mT110 mT140 mT170 mT201

Grafico 21: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados & leishmaniose visceral em cées submetidos a
protocolo terapéutico com lipossomas nanométricos vazios associado ao alopurinol antes do
tratamento (TO) e nos momento das avaliagées clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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O grupo tratado somente com alopurinol (Alo) (n=8) apresentou melhora
de sete dos dez sinais inicialmente observados em TO até os 170 dias apds o
inicio do tratamento (T170). Dois (dermatite esfoliativa e seborreia imida) e
trés (hiperceratose, vasculite de ponta de orelha e vasculite de ponta de cauda)
sinais somente puderam ser evidenciados até TO e T50, respectivamente. Dos
trés sinais ainda presentes em T201, dois apresentaram sua frequéncia

diminuida quando comparada ao primeiro momento de avaliagéo (Gréfico 22).

Alo

Onicogrifose 25.0% 12.5% 25,0% 25.0% 25.0% 50%
Hiper-pigmentagao
Vasculite de ponta de orelha 25,0% 25,0%
Vasculite de ponta de cauda 12, 5% 12.5%
Ulcera 25,0% 12,5%

Seborréia Umida 12,5%

Seborréia Seca 62,5% 37,5% 125% 250%  12,5%12,5%12,5%

Hipotricose 25,0% 12,5%

Alopecia 37,5% 12,5% 25,0% C125%
Hiperceratose 87.5% 12,5%
Dermatite esfoliativa 25,0%

ETO mT50 mT80 mT110 mT140 mT170 mT201

Grafico 22: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral em cées submetidos a
protocolo terapéutico com alopurinol antes do tratamento (TO) e nos momento das avalia¢des clinicas (T50,
T80, T110, T140, T170 e T201).

Os cées do grupo controle (n=11) apresentaram no primeiro momento
de avaliacdo (T0), nove dos onze sinais dermatolégicos investigados e
contrariamente aos grupos anteriores, nenhum desses apresentou completa

remissdo quando consideramos o0 Ultimo momento de avaliacdo (T201).

104



Entretanto, observou-se reducdo da frequéncia de: dermatite esfoliativa,
hiperceratose, alopecia, hipotricose, seborreia seca, seborreia Umida e Ulcera

quando comparada ao percentual presente em TO (Gréfico 23).

C

Onicogrifose 27.3% 27.3% 18,206 18.2% 9.1% 18,205 SNN7306
Hiper-pigmentacao
Vasculite de ponta de orelha 27.3% 27.3% 9.1% 27.3% 9.1% 45 5%

Vasculite de ponta de cauda

Ulcera 45 5% 18.2%18.2% 54 5% 45,5% 54.5% 18 2%

Seborréia imida 27.3% 9.1% 9.1% 91% ~91%
Seborréia Seca 72.7% 36,4%  18.2% 45 5% 36,4%  18.2%“27:3%
Hipotricose 36.4% 9.1% 18.2% 9.1% 9.1% “9.1% “9:906~
Alopecia 36,4% 18.2% 9.1% 27.3% 27.3% 27.3% 9.1%
Hiperceratose 72.7% 27.3% 27.3% 36.4% " 36.4% 72.7% - 5450
Dermatite esfoliativa 45,5% 27,3% 182% ' 18,2% 27,3% 18,2% “182%

EBTO mT50 mT80 mT110 mT140 mT170 mT201

Grafico 23: Frequéncia de sinais clinicos dermatoldgicos relacionados a leishmaniose visceral em cées controle
antes do tratamento (T0) e nos momentos das avaliagdes clinicas (T50, T80, T110, T140, T170 e T201).
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7.5.3. Alteracdes histopatolégicas da pele da face interna da pina direita

Foram avaliadas, nas bidpsias de pele obtidas nos tempos TO, T140 e
no fragmento obtido em T201 as seguintes alteracbes histopatologicas:
acantose, hiperceratose superficial/ ortoceratose, paraceratose, degeneracao
hidropica e hialina, papilomatose, espongiose, necrose, Ulcera, pérolas
corneas, exsudato inflamatério, plasmocitose, presenca de granulomas e

células gigantes (Figura 3).

Quando comparamos as alteracdes histopatoldgicas supracitadas, foi
observada diferenca estatistica, em alguns grupos submetidos ao protocolo
terapéutico, quando consideramos o0 curso do experimento. Assim, 0S caes
tratados com LipV + Alo apresentaram diferenca estatistica entre os tempos TO
e T140, quando consideramos o quadro de degeneracdo hidropica epitelial,
com reducdo de cinco cdes acometidos em TO para apenas um em T140
(p<0,0163). De forma semelhante, foi observada reducdo desse mesmo
processo patolégico nos caes tratados somente com alopurinol (Alo), sendo
que, os cinco cades afetados em TO ndo mais apresentavam essa alteracdo em
T140 (p<0,0256). No mesmo grupo tratado com Alo houve melhora do quadro
de hiperceratose superficial/ folicular e espongiose, com reducdo de sete caes
acometidos em TO para trés em T201 (p<0,050), no caso da hiperceratose, e
com completa remissdo do quadro de espongiose em T140 (P<0,0385)
mantendo-se até T201 (P<0,0385). No grupo controle, o quadro de acantose
apresentou incremento, partindo de um cdo acometido em TO para cinco em

T140 (p<0,0317) e seis em T201 (p<0,0317) (Gréfico 24).
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Figura 3: Micrografia da pele de orelha de cdes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi: A) Alteracdes epidérmicas podem ser evidenciadas como:
hiperceratose/ortoceratose (asterisco), degeneracdo hidropica (seta fina);
acantose (haste serifada). Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento 100x; Barra=62um).
B) Presenca de hiperceratose/ortoceratose (asterisco) e hiperceratose folicular
(HF) na epiderme. Podemos observar também, infiltrado inflamatério difuso,
densamente celularizado (estrela), na derme superficial (DS) e profunda (DP), o
gual se estende até proximo a cartilagem (Ca). Vaso linfatico (vl), vaso capilar (vc).
Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento 100x; Barra=62um). C) Detalhe da
fotomicrografia anterior com alteracdes epidérmicas tais como: hiperceratose
(asterisco), hiperceratose folicular (HF), degeneracdo hidropica (seta fina) e
espongiose (cabeca de seta). Na regido da derme superficial (DS) observar
presenca de infiltrado inflamatério, predominantemente mononuclear (seta larga),
com presenca de amastigotas (seta amarela). Hematoxilia—Eosina (HE) (Aumento
400x; Barra=16um).
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Grafico 24: Numero de cdes com alteragbes histopatoldgicas dermatoldgicas relacionadas a leishmaniose visceral submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagcbes
clinicas (T140 e T201).
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7.5.3.1 Caracteristicas do exsudato inflamatério

O processo inflamatério foi avaliado para cada grupo experimental,
considerando os tempos TO, T140 e T201, sendo que essa classificacado se
fundamentou no grau de acometimento do infiltrado inflamatorio, o tipo celular
presente e sua distribuicdo ao longo da derme superficial e profunda (Tabela

04).

Em geral, em todos os grupos, observou-se dermatide cronica variando
de discreta a intensa sendo o exsudato celular predominantemente composto
de mononucleares (plasmécitos, macrofagos e linfocitos) localizado
preferencialmente ao redor de vasos e anexos da derme profunda. Quando
intenso, 0 exsudato apresentava-se difuso acometendo todas as camadas da

derme (Figura 4).
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Tabela 4: Avaliagdo do perfil inflamatério da pele da face interna da pina direita em cées naturalmente infectados com Leishmania chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos
momento da avaliagéo clinica (T140 e T201)

ANTIMONIATO DE MEGLUMINA ENCAPSULADO EM LIPOSSOMAS NANOMETRICOS (n=7)
TO T140 T201
Grau do Tipo Distribuicéo Grau do Tipo Distribuicao Grau do Tipo Distribuicao
infiltrado infiltrado infiltrado

L H P LHP M Df MF DS DP L H P LHP M Dif MF DS DP L H P LHP M Dif MF g E
Ausente 0 - - - - - - - - - 0 - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - -
+ 5 4 - 5 - - 3 2 1 5 4 4 - 4 - - 3 1 1 4 2 2 - 2 - - 1 1 1 2
++ 2 1 - 1 1 - 1 1 2 2 1 1 1 - - - 1 - 1 1 2 - - - 2 - - 2 -2
+++ 0 - - - - - 0 0 0 0 2 1 - 1 1 - 2 - 2 2 2 -1 1 1 - 1 1 2 2

Total 7 7 7

LIPOSSOMAS NANOMETRICOS VAZIOS (n=6)

Ausente 0 - - - - - - - - - 0 - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - -
+ 5 5 - 5 - - 3 2 4 3 1 1 - 1 - - - 1 1 - 2 1 1 2 - - 1 1 2 2
++ 1 1 - 1 - - 1 - 1 1 3 2 - 2 1 - 2 1 2 3 2 -1 1 - 1 1 1 2 2
+++ 0 - - - - - - - - - 2 - - - 1 1 2 - 2 2 1 - - - - - 1 - 1 1

Total 6 6 6
Ausente 0 - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 2 - - - - - - - - -
+ 2 2 - 2 - - 2 - 1 2 3 3 - 3 - - 3 - 2 3 3 - 2 3 - - 1 2 3 3
++ 4 3 - 3 1 - 3 1 3 4 1 - - - 1 - 1 - - 1 1 -1 - - - - 1 1 1
o+ 0 - - - - - - - - - 1 - - - 1 - 1 - 1 1 0 - - - - - - - - -

Total 6 6 6

Grau do infiltrado: (+) discreto; (++) moderado; (+++) intenso. Tipo: L (linfocitario); H (histiocitario); P (plasmocitario); LHP (linfohistioplasmocitario); M (misto). Distribui¢do: Dif (difusa); MF (multi-focal); DS (derme-superficial); DP (derme profunda).

111



Tabela 5: Avaliagdo do perfil inflamatério da pele da face interna da pina direita em cées naturalmente infectados com Leishmania chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos
momento da avaliacéo clinica (T140 e T201)

LIPOSSOMAS NANOMETRICOS VAZIOS associado ao ALOPURINOL (n=8)

TO T140 T201

Grau do Tipo Distribuicao Grau do Tipo Distribuicao Grau do Tipo Distribuicao
infiltrado P LHP Dif MF DS pp  nfrado o p ey Dif MF DS pp  nilrado P LHP M Dif MF DS DP
Ausente 2 - ..o 0 e .o 2 - -
+ 3 3 - 3 - 2 2 2 e 2 - - 2 4 3 1 - 3 1 2 a4
++ 0 - Lo 6 3 - 4 2 - 2 4 2 & 1 R -1 11
-+ 3 -2 3 - 3 3 0 e . . L 1 1 - - -1 11

Total 8 8 8

Ausente 1 - - - - - - 2 - - - - - - - - - 3 - - - - - - -

+ 3 3 - 2 1 - 3 4 3 1 3 - - 3 1 - 4 4 3 - - 1 3 1 4

++ 2 - - 2 - 2 2 2 1 - 1 1 - - 2 2 2 1 1 - - 1 - - 1

+Ht+ 2 1 1 2 - 2 2 0 - - - - - - - - - 0 - - - - - - -
Total 8 8 8

CONTROLE (n=11)

Ausente 3 - - - - - - 1 - - - - - - - - - 2 - - - - - - -

+ 5 5 - 3 2 2 5 3 1 - 1 2 - 2 1 - 3 2 1 - - - 2 - 2

++ 2 1 1 2 - - 2 3 -1 1 2 - 1 2 - 3 1 1 - - 1 - 1 1

+++ 1 - 1 1 - 1 1 4 2 2 - 1 1 4 - 1 3 6 5 - 1 3 3 4 6
Total 11 11 11

Grau do infiltrado: (+) discreto; (++) moderado; (+++) intenso. Tipo: L (linfocitario); H (histiocitario); P (plasmaocitario); LHP (linfohistioplasmocitario); M (misto). Distribuigao: Dif (difusa); MF (multi-focal); DS (derme-superficial); DP (derme profunda).
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Figura 4
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Figura 4: Micrografia da pele de orelha de cédes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi: A) Presenca de hiperceratose/ ortoceratose na face externa da
epiderme (asterisco). Na regido da derme observar infiltrado inflamatério difuso
densamente celularizado (estrela), distribuido na derme superficial (DS) e derme
profunda (DP), principalmente préoximo aos foliculos pilosos (FP). Hematoxilia—
Eosina (HE) (Aumento 100x; Barra=62um). B) Detalhe da figura anterior
evidenciando: hiperceratose/ortoceratose (asterisco), infiltrado inflamatério difuso
densamente celularizado (estrela), disposto predominantemente na derme profunda
(DP) ao redor e abaixo dos foliculos pilosos (FP). Hematoxilina-Eosina (HE)
(Aumento 200x; Barra= 32um). C) Infiltrado infamatdrio crénico (estrela) composto por
plasmacitos (seta larga) e macrofagos (seta fina) na derme profunda (DP) préximo ao
foliculo piloso (FP). D) Observe a plasmocitose (seta larga) e alguns macréfagos
(seta fina). Hematoxinlina-Eosina (Aumento 400x; Barra=16um). E) Presenca de
amastigotas de Leishmania no citoplasma de células mononucleres (seta amarela).
Hematoxilia-eosina (HE) (Aumento 400x; Barra=16um). F) Presenga de amastigotas
imunomarcadas (seta amarela). IHQ-Estreptoavidina-Peroxidase (Aumento 400x;

Barra= 16um).
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Quando avaliamos o perfil inflamatério descrito na tabela anterior
(Tabela 4), ao longo do tempo, dentro do mesmo grupo experimental,
verificamos que houve diferenca estatistica para os grupos LipV; Ant + Alo; Alo
e C. Os grupos LipV e C apresentaram incremento do grau de inflamacéao;
sendo que, para o grupo LipV, a média obtida no momento T140 (x = 3,167 +
0,752; p < 0,029) foi estatisticamente superior a média obtida em TO (x =
2,167 + 0,408), para o grupo controle (C) essa diferenca ocorreu no momento
T201 (x = 3,00 + 1,265; p < 0,043) quando comparado a média obtida em TO
(x = 2,090 £+ 0,943). Contrariamente a essa tendéncia, os grupos Ant + Alo e
Alo apresentaram decréscimo do grau de inflamac&o ao longo do experimento;
sendo que, para ambos as médias obtidas em T201 (Ant + Alox = 1,830 +
0,752; Alox = 1,750 + 0,707; p < 0,034), foram inferiores as observadas no
primeiro momento de avaliagdo (TO) (Ant + Alox = 2,667 +0,516; Alox =

2,650 + 1,060).

A avaliacdo entre os grupos, no mesmo periodo de tempo, demonstrou
que, no periodo T140, o grupo tratado somente com alopurinol (Alo) (x =
2,00 + 0,755) apresentou grau de infiltrado inflamatorio, na pele da pina direita,
estatisticamente inferior quando comparado ao perfil apresentado pelos grupos
LipV (x =3,167 £0,752;p < 0,0071); LipV + Alo (x =2,750+0,462; p <
0,0215) e C (x = 2,909 + 1,040; p < 0,0260). Considerando o ultimo momento
de avaliacdo (T201), o grupo Alo (x = 1,750 £+ 0,707) manteve a diferenca em
relacio ao grupo C (x =3,00+1,265; p <0,021) e apresentou média
estatisticamente inferior quando comparada a obtida para o grupo Ant (x =

2,714 + 1,113;p < 0,031). De forma semelhante, o grupo Ant + Alo (x =
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1,833 + 0,752; p < 0,002) apresentou grau de inflamacdo reduzido quando

comparado ao obtido para o grupo controle (C) (x = 3,00 £ 1,265) (Grafico 25).
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Grafico 25: Grau de infiltrado inflamatério na pele da face interna da pina direita dos cdes naturalmente infectados
com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e nos momentos das avaliagbes
clinicas (T140 e T201). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV:
lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8);
Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliagdo da intensidade do infiltrado
inflamatorio: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso.
Grupos marcados diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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7.5.3.2 Avaliacdo da positividade parasitaria

A avaliacdo da positividade parasitaria, na pele da face interna da pina
direita, foi avaliada pelo método imuno-histoquimico (IHQ) da Estreptoavidina-
biotina-peroxidade antes do inicio do tratamento (TO) nos momentos T60, T140
e T201. Somente houve diferenca estatistica nos grupo Ant + Alo e LipV + Alo,
sendo que, quando consideramos o Ultimo momento de avaliacdo (T201)
somente houve diferenca em relacdo a TO, no grupo tratado com a associagcéo

de Ant + Alo (Gréfico 26).
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Grafico 26: Determinagédo da presenga de amastigotas imuno-marcadas na pele da face interna da pina direita de

cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico antes do tratamento (TO) e
nos momentos das avaliagdes clinicas (T60, T140 e T201), pela técnica da estreptoavidina-peroxidade (IHQ)
Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8);
Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliacdo da positividade pela IHQ: 1-
auséncia de infiltrado; 2- presenca de pelo menos uma amastigota de L. chagasi. Grupos marcados com letras
minusculas distintas (a e b), diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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FIGADO

7.6. Peso relativo (g/ 1009 p.v)

Quando avaliamos o peso relativo do figado, nos cées experimentais,
observamos que as médias obtidas para 0s grupos tratados com antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (Ant) e somente com
alopurinol (Alo) apresentaram-se estatisticamente inferiores ao valor obtido

para o grupo LipV (p<0,041 e p<0,020, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 05: Peso relativo (g/100g p.v.) do figado de caes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania)
chagasi submetidos ao protocolo terapéutico.

Grupos PESO RELATIVO DO FiIGADO (g/100g)
Ant 3,06 +/- 0,492 °

LipV 4,018 +/- 0,957 @

Ant + Alo 3,075 +/- 0,648 *°

LipV + Alo 3,602 +/- 0,622 *

Alo 2,937 +/- 0,437 "

C 3,285 +/- 0,882

Ant (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos) n=7; LipV (lipossomas nanométricos
denominados vazios) n=6; Ant + Alo (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado
ao alopurinol) n=6; Lip V + Alo (lipossomas nanométricos denominados vazios associado ao alopurinol) n=8; Alo
(alopurinol) n=8; C (controle) n=11. Diferenca estatistica, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), entre as médias do
peso relativo do 6rgdo, entre os grupos, sdo identificadas por letras mindsculas (a, b, c) através do teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis.
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7.6.1 — Macroscopia

As principais alteracdes macroscépicas observadas no figado foram o
aumento de peso e volume do 6rgao configurando hepatomegalia. Por vezes,
se apresentava tumefeito, de coloracéo vermelho escura, deixando fluir grande
guantidade de sangue ao corte configurando o quadro de congestdo. O exame
da superficie do 6rgdo também se encontrava, por vezes, com presenca de
areas de coloracdo brancacenta, difusamente distribuidas na superficie do

orgédo sugerindo fibrose (Tabela 6).

Tabela 06: Alteracdes macroscopicas no figado de caes naturalmente infectados com Leishmania Leishmania chagasi
submetidos ao protocolo terapéutico.

ALTERACOES MACROSCOPICAS DO FIGADO
Q ©
Pt e () o
= © © us o
GRUPOS o - > " 8 o o S g |28¢
o < T %) = S 7 o =
o E £ ° 8 o e o J] 9] 25w
€ 5 S o =3 8 @ S S = n D D
o 2 < o S i g 38 > s |2g¢g
] o3 © S 5] O F o
< T < @)
Ant 42,8% - - 14,3% - 14,3% 28,5% -
LipV 50% 16,6% 16,6% | 16,6% - 16,6% 16,6% -
Ant + Alo 83,3% - - - - 16,7% - -
LipV + Alo 12,5% - - 25% - 37,5% 50% 12,5%
Alo 37,5% - - 12,5% | 12,5% | 25,0% 12,5% -
C 54,5% 9,09% 9,09% - - 27,2% 18,2% -

Ant (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos) n=7; LipV (lipossomas nanométricos
denominados vazios) n=6; Ant + Alo (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado
ao alopurinol) n=6; Lip V + Alo (lipossomas nanométricos denominados vazios associado ao alopurinol) n=8; Alo
(alopurinol) n=8; C (controle) n=11.
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7.6.2 — Microscopia

As alteracbes histopatoldgicas avaliadas no figado foram: espessura
capsular; congestdo sinusoidal e dos grandes vasos da Triade Portal;
hiperplasia e hipertrofia das células de Kupffer; exsudato inflamatorio sub-
capsular, portal e intra-lobular, fenbmenos degenerativos e deposicao do

pigmento hemossiderina associado ao exsudato celular.

O exsudato celular era predominantemente constituido por células
mononucleares (plasmocitos, macréfagos e linfécitos) e localizados, como
descrito, nos espaco-porta e no lobulo hepatico. Entretanto, no lI6bulo hepatico,
0 exsudato formava arranjos especiais em noédulos que na literatura sao

nominados granulomas intralobulares (Figura 5).
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Figura 5: Fragmento de figado de cdes naturalmente infectados com Leshmania
(Leishmania) chagasi. Fragmento de figado de cdes naturalmente infectados
com Leshmania (Leishmania) chagasi. A) Nessa fotomicrografia podemos
evidenciar espaco porta, no qual podemos verificar ramos da veia porta (VP) e
ramo da artéria hepatica (AH). Notar infiltrado inflamatoério ao redor do espago
porta. No campo direito da figura observar no lobulo hepético presenca de
intensa degeneragdo evidencia pelos hepatocitos hipocorados (asterisco).
Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 100x; Barra: 62um) (B) Detalhes da figura
anterior evidenciando infiltrado inflamatério predominantemente plasmocitario
(seta larga), linfocitos (seta fina) e macréfagos (cabeca de seta). Observar ao
lado, intenso processo degenerativo, sendo que os hepatécitos apresentam
aspecto baloniforme e citoplasma hipocorado. Hematoxilina-eosina (HE)
(Aumento: 400x; Barra: 16um). C) Notar formacdo de granuloma intra-lobular
constituido por células epitelidides (seta fina), linfocitos (cabeca de seta) e
plasmécitos (seta fina). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra:
16um). D) Notar a formacéo e localizagdo de um granuloma envolvendo a veia
centro-lobular (VCL). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 400x; Barra: 16um).
E) Formagé&o de um trombo-émbolo no ramo da artéria hepatica (AH) e na veia
centro lobular (VCL). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 100x; Barra: 62um).
F) Detalhe da figura anterior mostrando trombo-émbolo predominantemente
constituiido por rede eosinofilica (fibrina) Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento:

400x; Barra: 16um).
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Antimoniato (n=7)

Congestéao sinusoidal foi observada em cinco cées (71,42%), sendo que
trés apresentaram quadro discreto e dois apresentaram manifestacéo
moderada. Inflamacéao intralobular e portal, discreta, foram verificadas em dois
cées (28,57%), respectivamente; ao passo, que outro cao (14,28%) apresentou
moderada hiperplasia e hipertrofia do sistema mononuclear fagocitario (SMF),
representada principalmente pela células de Kupffer. Granulomas
intralobulares foram observados em quatro casos (42,85%), sendo trés de
forma discreta e outro moderada. Degeneracéo hidropica discreta a moderada
foi verificada em um (14,28%) e trés (42,85%) caes, respectivamente; sendo

que, outro cao apresentou degeneracao gordurosa discreta.

Lipossomas vazios (n=6)

Congestéao sinusoidal foi observada em cinco cées (83,33%), sendo que
trés apresentaram quadro discreto e dois apresentaram manifestacao intensa.
Inflamacéo intralobular e portal foram observadas em todos os cdes (100%),
sendo que, quatro apresentaram manifestacdo discreta e dois grau moderado a
intenso. Granulomas intralobulares foram observados em todos os cées
(100%), de forma discreta a intensa, sendo que, em quatro evidenciou-se nitida
hiperplasia e hipertrofia do SMF. Degeneracdo hidropica variou de discreta a

intensa em quatro caes (66,66%).
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Antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos

associado ao alopurinol (n=6)

Em trés cées (50%), observou-se reforco da parede celular devido a
deposicao de fibras colagenas na parede dos capilares sinusoidais e ao redor
de hepatdcitos sugerindo a fibrose difusa descrita por Rogers em 1906 no
Kalazar indiano e no céo por Tafuri et al. (1996). Nesses cées, conjuntamente
foi observado quadro de congestdo moderada, degeneracdo baloniforme
intensa e difusa promovendo compressao dos sinusoides (sinusoides
exangues). Granulomas intralobulares foram observados de forma discreta em
dois animais. Areas multifocais de necrose de coagulacdo foram observadas

em um destes animais.

Outros trés cées (50%) apresentaram congestdo discreta, com areas
multifocais de infiltrado inflamatério misto, tanto na regido portal quanto no
espaco intra-lobular. Este foi discreto em dois animais e intenso e coalescente

em outro, com areas multifocais de necrose de coagulacao.

Lipossomas vazios e alopurinol (n=8)

Congestédo sinusoidal foi observada em sete dos oito cées (87,5%),
sendo que desses, seis apresentaram grau moderado e um grau intenso de
apresentacdo. Exsudato inflamatorio sub-capsular e portal, moderado, foram
observados em um (12,5%) e trés (37,5%), respectivamente. Raros
granulomas, nao confluentes, foram identificados em quatro cédes (50%), ao
passo que em outro animal do grupo a manifestacdo ocorreu de forma

moderada. Degeneracdo celular hidrépica discreta, moderada e intensa, foi
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observada em um (12,5%), dois (25,5%) e um céo (12,5%), respectivamente.

Sendo que, em um desses cades observou-se esteatose associada.

Em um cé&o, observaram-se mudancas no padrdo reticular com reforgo

da parede celular dos hepatdcitos, sugerindo a fibrose de Rogers.

Alopurinol (n=8)

Congestéao sinusoidal foi observada em seis (75%) dos oito caes, sendo
que desses, um apresentou quadro discreto, ao passo que 0 restante
apresentou quadro moderado. Quando consideramos a presenca de
inflamacé&o, essa foi observada em um céao (12,5%) situado na regido sub-
capsular, de forma discreta, e em dois cées (25%) no espaco porta, também de
forma discreta. Hipertrofia do SMF, discreta a moderada, foi evidenciada em
cinco animais (62,5%). Presenca de granulomas, no Iimen sinusoidal, foi
observada em dois cdes (25%) de forma moderada. Degeneracdo celular
hidropica ou baloniforme foi notada em seis animais do grupo (75%), com grau
de manifestacdo moderada em quatro e intenso em dois cédes. Quatro desses
cdes também apresentaram esteatose associada, e outros dois céaes

apresentaram apenas a degeneragcao gordurosa.

Controle (n=11)

Congestéo sinusoidal foi observada em oito (72,72%) dos onze caes
avaliados. Quando consideramos sua intensidade de manifestacdo, essa

variou de discreta, em um cdo, moderada em seis e intensa no outro.
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Hiperplasia e hipertrofia do SMF foram observadas, de forma moderada a
intensa, em quatro cées (36,36%). Inflamacéo portal foi identificada em cinco
dos onze caes (45,45%), variando de discreta em um a intensa no restante.
Raros granulomas foram notados em trés cées (27,27%), enquanto em dois
esses se manifestaram de forma intensa (18,18%). Degeneracdo hidrépica
difusa discreta, moderada e intensa foi observada em dois (18,18%), um
(9,09%) e dois cédes (18,18%), respectivamente. Dois caes apresentaram, no
interior, dos capilares sinusoidais, assim como na luz de grandes vasos portais
e centrolobulares, deposicdo de grumos e/ ou filamentos réseos de fibrina em
varias direcdes, entre as hemécias, estando aderidos a parede endotelial,

sugestivo de formacdo de trombos. Um cdo ndo apresentou quaisquer das

alteracdes supracitadas.

Degeneracao hidropica

Considerando que o quadro de degeneracéo hidrépica esteve presente
em muitos grupos e em alguns de forma intensa, fez-se necessario avaliar as
médias obtidas para cada grupo. A andlise das médias fornecidas pela
avaliacdo semi-quantitativa do quadro de degeneracao hidropica revelaram que
os cées tratados com Alo, assim como os tratado com a associagédo Ant + Alo
apresentaram as maiores médias x=275+165e€
x = 2,66 + 1,50; respectivamente; ao passo que, o grupo C e o grupo tratado
somente com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas

nanomeétricos (Ant) apresentaram as menores médias (x = 1,90+ 1,22ex =
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2,00 £+ 1,00; respectivamente). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica

entre os grupos (Grafico 27).
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Grafico 27: Grau de degeneracéo hidropica no figado dos cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos
a protocolo terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétrico (n=7); LipV: lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios
associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol  (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para
avaliagdo da intensidade da degeneragao hidrépica no figado: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado
discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de kruskal wallis.
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Granulomas intralobulares

Considerando que houve a formacao de granulomas intralobulares na
grande maioria dos cédes analisados, formando nédulos isolados, por vezes
confluentes, e também por vezes obliterando a luz dos sinusoides, fez-se

necessario avaliar as meédias obtidas para cada grupo.

A analise das médias fornecidas pela avaliagdo semi-quantitativa do
namero de granulomas revelou que o grupo LipV apresentou médias
superiores (x = 3,167 + 0,752) quando comparada aquelas verificadas para 0s
demais grupos ((Antx = 1,714+ 0,755; Ant + Alo x = 1,66 + 0,516; LipV +
Alox = 1,75+ 0,70; Alox = 1,50 + 0,925; C x = 1,81 + 1,16), com p<0,01.

(Gréfico 28).
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Gréafico 28: Presenca de granulomas intralobulares no figado dos cdes naturalmente infectados com L. chagasi
submetidos a protocolo terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo:
lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios
adotados para avaliagéo da intensidade da degeneracao hidrépica no figado: 1- auséncia de infiltrado;
2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos marcados com letras mindsculas
distintas (a e b) diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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7.7.3 — Avaliacao da carga parasitaria

A avaliacdo da presenca de formas amastigotas imuno-marcadas no
figado dos cées, através da IHQ, demonstrou que no grupo tratado com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (Ant) e
no grupo tratado com alopurinol (Alo), somente um e dois cées
apresentaram-se positivos, respectivamente. Ao passo que, no grupo Ant +
Alo nenhum dos cées avaliados apresentou positividade pela IHQ (Grafico

29).
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Gréfico 29: Determinacéo da presenca de amastigotas imuno-marcadas no figado de cies naturalmente infectados
com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201, pela técnica da estreptoavidina-
peroxidade (IHQ). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV:
lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8);
Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliagdo da positividade pela IHQ: 1-
auséncia de infiltrado; 2- presenca de pelo menos uma amastigota de L. chagasi.
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BACO

7.8. Peso relativo do baco (g/ 100g p.v)

Quando avaliamos o peso relativo do baco (Tabela 7), nos céaes
experimentais, observamos que a média obtida para grupo duplamente tratado
com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos
associados ao alopurinol (Ant + Alo) foi estatisticamente inferior quando
comparada ao grupo Alo e controle (C), com p<0,0424 e p<0,0282,
respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica entre os outros grupos

(Tabela 7).

Tabela 07: Peso relativo (g/100g) do baco de cées naturalmente infectados com Leishmania Leishmania chagasi
submetidos ao protocolo terapéutico.

Grupos PESO RELATIVO DO BAGCO (g/100g)
Ant 0,508 +/- 0,218 *
LipV 0,738 +/- 0,411 *
Ant + Alo 0,392 +/- 0,122°
LipV + Alo 0,617 +/- 0,260 *
Alo 0,678 +/- 0,245 2
C 0,709 +/- 0,238 @

Ant (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos) n=7; LipV (lipossomas nanométricos
denominados vazios) n=6; Ant + Alo (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado
ao alopurinol) n=6; Lip V + Alo (lipossomas nanométricos denominados vazios associado ao alopurinol) n=8; Alo
(alopurinol) n=8; C (controle) n=11. Diferenca estatistica, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), entre as médias do
peso relativo do 6érgdo, entre os grupos, sao identificadas por letras mindsculas (a, b, ¢, d) através do teste néo
paramétrico de Kruskall-Wallis.
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7.8.1 — Macroscopia

A hipertrofia foi avaliada pela analise macroscopica baseada no
tamanho do 6rgdo considerando nossa experiéncia comparativa ao grupo
controle. Este resultado pode ser confirmado pelo peso relativo descrito
anteriormente. Aspecto rugoso caracterizado por superficie irregular, sempre
associado a hipertrofia e espessura da capsula, denunciada pela cor
brancenta e opaca na superficie do 6rgdo. Hipertrofia de polpa branca
evidenciada pela presenca de numerosos pontos brancacentos distribuidos,
difusamente, pelo parénquima. Congestdo foi evidenciada pela coloracdo
vermelho escuro do 6rgédo, deixando fluir sangue na superficie de corte (Tabela
8).

Tabela 8: Alteragdes macroscopicas no bago de cdes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi
submetidos ao protocolo terapéutico.

ALTERACOES MACROSCOPICAS DO BACO

0 © (R TR
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GRUPOS £ (5 S & g 288 | 385 b
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2 2 °=| ££8 ©
Ant 28,57% 28,57% - 57,14% 28,57% 14,28% 42,85%
LipV - 50,0% 16,6% 100% 50,0% 50% 16,6%
Ant + Alo 60% 20% 20% 40% 20% 20% 20%
LipV + Alo 25% 12,5% 12,5% 75% 12,5% 12,5% 12,5%
Alo 25% 50% 37,5% 62,5% 50% 37,5% 37,5%
C 9,09% 54,54% 9,09% 45,45% 54,54% 9,09% 45,45%

Ant (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos) n=7; LipV (lipossomas nanométricos
denominados vazios) n=6; Ant + Alo (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado
ao alopurinol) n=6; Lip V + Alo (lipossomas nanométricos denominados vazios associado ao alopurinol) n=8; Alo
(alopurinol) n=8; C (controle) n=11.
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7.8.2 — Microscopia

As alteragBes histopatologicas no baco de todos os casos foram:
espessamento capsular, assim como exsudato inflamatorio capsular e sub-
capsular; alteragdes do volume e numero dos constituintes da polpa branca,
reatividade da zona B dependente; espessamento dos corddes de Billroth;

congestéo sinusoidal (Figura 6).
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Figura 6: Fragmento de baco de cédes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica evidenciando cépsula
espessa (asterisco). Na regido subcapsular observa-se a presenca de
infiltrado inflamatdrio densamente celularizado difuso composto por linfécitos
e macrofagos (seta fina). No parénquima esplénico observar formacgbes
nodulares (estrela). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento 100x; Barra: 62um).
(B) Detalhe da figura anterior com macréfagos de aspecto vacuolado na
regido subcapsular (seta fina) contendo inUmeras formas de Leishmania.
Granuloma evidenciado no parénquima (estrela). Hematoxilina-Eosina (HE).
(Aumento: 100x; Barra: 62um). (C) No centro da figura detalhe da formacéao
de um granuloma constituido por células mononuclares. Hematoxilina-Eosina
(HE). (Aumento: 200x; Barra: 32um). (D) Detalhe da figura anterior,
granuloma composto por macréfagos (seta fina), por plasmdcitos (seta larga)
e por linfécitos (cabecga de seta), abaixo se observa mega cariocitos (MC).
Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 400x; Barra: 16um). (E) Polpa branca
(PB) reativa com hiperplasia e hipertrofia do nédulo linféide, com formacgé&o de
centro germinativo (CG). Observar também reatividade da bainha peri-
arteriolar (BPA), ao lado da arteriola central da polpa branca (AC).
Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 400x; Barra: 16um). (F) Detalhe da
figura anterior onde podemos evidenciar ao redor da arteriola central da polpa
branca (AC) grande quantidade de linfécitos. Hematoxilina-Eosina (HE)
(Aumento: 400x; Barra: 16um). (G) Fotomicrografia da polpa branca (PB) ndo
reativa com auséncia de centro germinativo e area T dependente.
Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 400x; Barra: 16um). (H) Detalhe da
figura anterior, area T dependente (BPA) substituida por inumeros
plasmécitos (seta larga) e macrofagos (seta fina). Hematoxilina-Eosina (HE)

(Aumento: 400x; Barra: 16um,).
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Antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos

Espessamento da capsula foi observado em dois (28,57%) dos sete
cdes, sendo que, em um desses também se observou infiltrado inflamatério
do tipo mononuclear, densamente celularizado, disposto de forma difusa.
Deplecdo de polpa branca, especificamente na regido correspondente a
area T dependente, foi observada em cinco animais (62,5%), quanto a
intensidade de apresentacdo trés apresentaram grau moderado de
deplecdo, ao passo que, outros dois apresentaram intensa deplegdo. A
regido correspondente a area B apresentou-se intensamente reativa em
apenas um dos animais (14,28%), enquanto que, nos outros seis (85,71%)
nao se observou qualquer evidéncia de centro germinativo. Todos os cées
(100%) apresentaram hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha variando
de discreta a moderada. Granulomas constituidos por macréfagos de
cromatina frouxa, citoplasma vacuolizado e hipocorado, ndo raro parasitados
com amastigotas de Leishmania (granuloma de “Wirchow”), foram
observados em cinco (71,42%) animais variando de discreta a moderada.
Plasmdcitose, por vezes formando verdadeiros corddes na polpa vermelha
foram observados em um animal (14,28%). Muitas vezes a formacao dos

chamados Corpusculos de Russell (degeneracao hialina) caracterizados

pela eosinofilia do citoplasma dos plasmacitos eram observados.

Lipossoma vazio

Espessamento capsular foi observado em dois (33,3%) dos seis caes,
sendo que todos os animais do grupo (100%) apresentaram periesplenite de

intensidade moderada a intensa, multi-focal a difusa, do tipo mononuclear.
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Associado a esse quadro, areas multifocais, sub-capsulares, de agregados
de macrofagos vacuolados, vesiculosos, com limites pouco precisos foram
observados em trés (50%) animais, muitos dos quais apresentavam em seu

interior amastigotas de L. chagasi.

Deplecdo da polpa branca, area T, foi observada em todos (100%) os
animais variando de discreta, moderada a intensa em um, quatro e um cao,
respectivamente. Dois desses caes (33,3%) apresentaram moderada
reatividade da zona B dependente. Hiperplasia e hipertrofia dos corddes de
Billroth com presenga de granulomas “frouxos” do tipo Wirchowiano foi
observado em todos os caes (100%) de forma discreta a intensa. Corddes
de plasmdcitos, ao longo do parénquima esplénico, foram notados em dois
(33,33%) animais. Em um animal (16,66%) evidenciou-se area focal de

necrose de coagulagéo.

Antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos

associados ao alopurinol (n=6)

Espessamento capsular focal foi observado em um animal (16,66%),
sendo que éarea focal de inflamacdo do tipo mononuclear, discreta, foi
observada em trés caes (50%). A deplecédo da area T dependente da polpa
branca foi discreta em quatro (66,6%) dos seis cdes e moderada em dois
caes (33,33%). Associado ao primeiro grupo observou-se discreta e
moderada reatividade da zona B em trés cdes e um céo, respectivamente.
Polpa vermelha apresentou-se hiperplasica a hipertréfica em todos os cées

variando de discreta a moderada, sendo que em todos se observou
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formagbes granulomatosas do tipo Wirchowiano. Plasmocitose foi

evidenciada em um animal (16,66%) de forma moderada.

Lipossoma vazio associado ao alopurinol (n=8)

Periesplenite capsular foi observada em quatro (50%) dos oito caes
variando de discreta a intensa e focal ou difusa. Em geral, quando discreta
esta se apresentava de forma focal ou multifocal, ao passo que quando
intensa esta se apresentava de forma difusa. Deplecédo da area T da polpa
branca foi evidenciada em todos os caes (100%), variando de discreta,
moderada a intensa em dois, cinco e um cao, respectivamente. Auséncia de
reatividade da zona B da polpa branca foi observada em cinco caes (62,5%),
enquanto reatividade discreta e intensa foi observada em dois e um céo,
concomitantemente. Hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha, foi
ressaltada em todos os cées, variando de discreta a intensa. Trabéculas
esplénicas, irregularmente espessadas, por incremento do tecido conjuntivo

intersticial foi observado em um animal (12,5%).

Alopurinol (n=8)

Capsula espessada associada a exsudato inflamatério do tipo
mononuclear, discreto e multifocal foi observada em dois (25%) dos oito
cdes. Deplecao linfocitaria da area T foi observada sete cées (87,5%), sendo
gue um, cinco e outro cao apresentaram intensidade variando de discreta,
moderada e intensa, respectivamente. Contrariamente a essa lesdo de

hipoplasia linfoide observou-se reatividade da &rea B da polpa branca em
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sete cées, sendo essa, de forma discreta em um, moderada em quatro e
intensa em dois cédes. Hiperplasia dos corddes de Billroth foi observada em
seis cades variando de discreta a intensa apresentando, conjuntamente,
granulomas. Trabéculas esplénicas, irregularmente espessadas, por
incremento do tecido conjuntivo intersticial foram observadas em quatro

animais (50%).

Um céo ndo foi observado qualquer alteracéo histologica (12,5%).

Controle (n=9)

Cépsula espessada foi observada em um (11,1%) dos nove cées, sendo
que periesplenite moderada, difusa e constituida predominantemente por
células mononucleares foi evidenciada em trés caes (33,33%). Hipoplasia
linfoide da area T foi observada em todos os cées (100%), a qual variou de
moderada, em sete cdes, a intensa no restante. Todavia, ndo foi observado
nenhum caso com reatividade da area B dependente (formacdo de centros
germinativos). Polpa vermelha hipertrofica e hiperplésica foi observada em
todos os caes (100%), se manifestando de forma discreta em dois animais;
moderada em quatro e intensa em trés. Células plasmaticas com formacao

dos Corpusculos de Russel foram observadas em trés cées (33,33%).
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Deplecéo da érea T dependente no baco

Considerando que o quadro de deplecdo da area T dependente no baco
esteve presente em muitos cdes, de forma moderada a intensa, torna-se

necessaria a avaliacdo das médias obtidas para cada grupo.

A analise das médias fornecidas pela avaliagdo semi-quantitativa do
quadro de deplecdo da area T dependente, na polpa branca, revelaram que os
cdes do grupo Ant + Alo, Ant e Alo apresentaram as menores médias (x =
2,667 +1,033; x = 2,714 + 1,254 e x = 2,750 + 0,886; respectivamente).
Contrariamente, os grupos LipV e controle (C) apresentaram as maiores
meédias indicativas de deplecdo (x = 3,00+ 0,632 e x = 3,364 + 0,5045; respectivamente).

Entretanto, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos (Gréfico 30).
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Gréfico 30: Grau de deplegdo da area T dependente no baco dos cdes naturalmente infectados com L. chagasi
submetidos a protocolo terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas
vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para
avaliacdo da intensidade da degeneracéo hidropica no figado: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado
discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de kruskal wallis.
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7.8.3 — Avaliacao da densidade parasitaria no baco

A avaliacdo da presenca de formas amastigotas imuno-marcadas no
baco dos cdes demonstrou que no grupo tratado com Alo, somente um
animal se apresentou positivo, enquanto no grupo Ant + Alo nenhum dos
cdes avaliados apresentaram positividade pela IHQ. Ambos o0s grupos
guando comparados ao controle (C) apresentaram diferenca estatistica com

p< 0,0378 (Gréfico 31).
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Gréfico 31: Determinacédo da presenca de amastigotas imuno-marcadas no baco de cdes naturalmente infectados
com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201, pela técnica da estreptoavidina-
peroxidade (IHQ). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV:
lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8);
Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliagdo da positividade pela IHQ: 1-
auséncia de infiltrado; 2- presenca de pelo menos uma amastigota de L. chagasi. Grupos marcados com letras
minusculas distintas (a e b) diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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LINFONODO CERVICAL SUPERFICIAL

7.9 Peso relativo (g/ 1009 p.v)

Quando consideramos a relacdo do peso do linfonodo cervical
superficial/ peso corporal por 100g de peso vivo (peso relativo g/100g p.v.)
verificamos que 0s grupos tratados com Ant + Alo; LipV + Alo e Alo
apresentaram médias dos pesos relativos inferiores aquelas observadas para
0S outros grupos experimentais. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica

entre os grupos (Tabela 9).

Tabela 9: Peso relativo (g/100g) do linfonodo cervical superficial de caes naturalmente infectados com Leishmania
Leishmania chagasi submetidos ao protocolo terapéutico.

Grupos PESO RELATIVO DO LINFONODO CERVICAL SUPERFICIAL (g/100g)
Ant 0,018 +/- 0,012
LipV 0,029 +/- 0,029
Ant + Alo 0,009 +/- 0,005
LipV + Alo 0,012 +/- 0,005
Alo 0,012 +/- 0,005
C 0,020 +/- 0,011

Ant (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos) n=7; LipV (lipossomas nanométricos
denominados vazios) n=6; Ant + Alo (antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos associado
ao alopurinol) n=6; Lip V + Alo (lipossomas nanométricos denominados vazios associado ao alopurinol) n=8; Alo
(alopurinol) n=8; C (controle) n=11. Diferenca estatistica, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), entre as médias do
peso relativo do 6rgdo, entre os grupos, sao identificadas por letras mindsculas (a, b, ¢, d) através do teste ndo
paramétrico de Kruskall-Wallis.
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Lima et al. (2004), avaliando a histopatologia dos linfonodos cervical
superficial e popliteo, em cédes com LV, concluiram que o0s primeiros
apresentavam-se mais acometidos. Considerando isso, nesse trabalho
somente avaliamos as alterac6es histopatolégicas dos linfonodos cervical
superficial.

Os linfonodos cervicais superficias de todos os animais infectados eram
facilmente palpaveis; entretanto, em 18 animais (39,13%) a avaliagdo
contralateral dos mesmos apontou o quadro de linfadenomegalia. Durante a
necropsia, a superficie de corte dos mesmos apresentava-se lisa e brilhante e
deixavam fluir liquido de coloracdo brancacenta (aspecto leitoso), sugerindo
edema do tipo exsudato. Além disso, a camada cortical do érgéo era notavel e
de féacil discernimento da camada medular, devido a presenca de formacdes
nodulares, de coloragdo branco-amarelada, sugerindo hiperplasia folicular.
Esses nodulos, por sua vez, podiam ser confluentes originando areas mais

extensas.

7.9.1 — Microscopia

As alteracbes histopatologicas avaliadas nos linfonodos cervicais
superficiais foram: espessamento da capsula, em geral, associado a
presenca de infiltrado inflamatério crénico (linfadenite capsular); hipertrofia e
hiperplasia da regido cortical e paracortical, considerando a presenca de
foliculos secundarios (nédulos linfoides com centro germinativo); hipertrofia
e hiperplasia das células dos cordoes e seios medulares e
consequentemente aumento dos mesmos. Os tipos celulares predominantes
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eram: plasmdécitos, macrofagos e seus derivados (células epitelibides e
células gigantes) e linfocitos (linfoblastos). Outras alteragcbes observadas
foram congestdo (vasos medulares); edema (presenca de ultra-filtrado
plasmatico de aspecto amorfo, acelular e eosinofilico) geralmente nos
corddes e seios medulares e ndo raro no espaco subcapsular e presenca de

pigmentos de hemossiderina (Figura 7).
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Figura 7
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Figura 7: Fragmento de linfonodo cervical superficial de cdes naturalmente infectados
com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica
evidenciando cépsula espessada devido a processo inflamatério intenso
(grande barra). Observar limitagdo de capsula e camada cortical pelas fibras
colagenas eosinofilicas (cruz fina). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento 20x;
Barra = 32um). (B) Detalhe da figura anterior, na regido da capsula, mostrando
infiltrado inflamat6rio crénico composto por macréfagos de aspecto vacuolado
contendo inimeras formas de Leishmania (seta fina), plasmécitos (seta larga) e
por linfécitos (cabeca de seta). Hemtatoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 40X;
Barra: 16um). (C) Observar capsula inflamada (linfadenite capsular) e cortical
sem formagédo de foliculos linfoides. Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento de
20x; Barra: 32um). (D) Detalhe da figura anterior mostrando a substituicdo de
linfécitos (setas finas) por macrofagos parasitados (cabegas de seta) e grande
namero de plasmoécitos (setas largas). Hematoxilina-Eosina (HE). (Aumento
400x; Barra: 16um). (E) Observar hipetrtrofia e hiperplasia dos corddes e seios
medulares Hemtatoxilina-Eosina (HE). (Aumento: 200x; Barra = 32um). (F)
Detalhe da figura anterior evidenciando corddes e seios com inUmeras células
mononucleares sendo linfécitos (setas finas); macréfagos, por vezes
parasitados (cabegas de seta), e grande niumero de plasmacitos (setas largas).
Nos seios medulares nota-se a presenca de edema (cruz fina) e macréfagos
abarrotados de pigmentos de coloracdo castanha (flecha). Hematoxilina-
Eosina (HE). (Aumento 400x; Barra: 16um). (G,H) Cortical evidenciando grande
proliferacdo celular em aspecto de céu estrelado Hematoxilina-Eosina (HE).
(Aumento 200x e Barra: 32 uym; Aumento 400x e 16 pm, respectivamente). Cap
= Capsula; CC= Camada Cortical, CM= Cordbes Medulares; SM= Seios
Medulares; TG= Tecido Gorduroso.
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Grupos Ant, LipV, Ant + Alo, LipV + Alo, Aloe C

Considerando a similaridade entre as manifestacdes histopatolégicas

observadas, entre 0s grupos, os resultados foram analisados conjuntamente.

Infiltrado inflamato6rio capsular e sub-capsular, predominantemente
mononuclear (plasmohistiolinfocitario), configurando o quadro de linfadenite
capsular esteve presente em todos os grupos avaliados. Sua prevaléncia
variou de 42,85% caes acometidos no grupo Ant a 83,33% de casos no
grupo LipV. O grau de apresentacdo variou de discreto a intenso, com
distribuigdo focal, multi-focal ou intensa. Por varias vezes, conjuntamente a
esse quadro de linfadenite capsular foi possivel identificar espessamento
capsular, caracterizado pela deposicdo de tecido conjuntivo, regular,
eosinofilico. O padrao de acometimento discreto a moderado prevaleceu,
entretanto, em um cao do grupo controle esse se produziu de forma intensa.
Quando avaliamos estatisticamente essas alteracdes, inflamagcédo e
espessamento capsular, ndo foi possivel observar diferenca entre os grupos

avaliados (Gréfico 32).
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Gréafico 32: Grau de espessamento e inflamagdo da capsula do linfonodo cervical superficial dos cdes naturalmente
infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201.
Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico
associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol
(n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliacdo da intensidade da degeneragéo hidropica no
figado: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis

Outras alteracdes, encontradas na capsula, merecem destaque como: a
presenca de células gigantes do tipo Langhans em trés caes, sendo dois do
grupo LipV e outro do grupo LipV + Alo. Assim como, a deposi¢cao sub-capsular

de intensa quantidade de hemossiderina em um animal do grupo Ant + Alo.

Nos casos estudados, a hiperplasia da camada da cortical foi
caracterizada pela presenca de numerosos nodulos linfoides, porém sem a
necessidade de formacdo de nédulos com centros germinativos. A hiperplasia
da paracortical (camada entre a cortical e medular), por sua vez, foi
considerada em conjunto com a hiperplasia da cortical, sendo esta
caracterizada pelo aumento da celularidade (linfocitos) com expansdo em
direcdo a camada medular. Dessa forma, a hiperplasia e hipertrofia da camada
cortical estiveram presentes em todos os grupos avaliados. O percentual de

caes acometidos, por grupo, foi de pelo menos 50%, como observado no grupo
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alopurinol (n=4). O padr&o de acometimento variou de: discreto a moderado, no
grupo Ant; moderado a intenso nos grupos Ant + Alo e LipV + Alo e discreto a

intenso nos grupos LipV, Alo e controle (C).

Foliculos linfoides reativos foram identificados, também, em todos os
grupos estudados. Porém como descrito anteriormente, a hiperplasia da
camada cortical ndo configurava sempre com a presenga de foliculos
secundéario, desta forma, em geral, esses ocorreram em menor intensidade. O
padrao variou de discreto a moderado nos grupos LipV, Ant + Alo, LipV + Alo
ou de discreto a intenso nos grupos Ant, Alo e controle (C). A avaliacdo das
médias semi-quantitativas, referentes aos valores de hiperplasia cortical e
reatividade dos foliculos linfoides, ndo identificaram diferenca entre os grupos

(Gréfico 33).
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Gréfico 33: Grau de hiperplasia cortical e reatividade folicular do linfonodo cervical superficial dos cdes naturalmente
infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201.
Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico (n=7); LipV: lipossomas
nanomeétrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico
associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol
(n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliacdo da intensidade da degeneragéo hidropica no
figado: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4 — infiltrado intenso. Grupos néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.
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Somadas a essas alteracdes, em um cdo do grupo LipV foi possivel
observar, areas multifocais de macrofagos e células gigantes de Langhans
contendo amastigotas de Leishmania. No grupo LipV + Alo, observou-se em
um céo, na camada cortical, mais precisamente no foliculo linfoide, a presenca
de células maiores e claras, que contrastam com as demais, propiciando em
menor aumento o aspecto “em céu estrelado”. Estas células apresentavam
citoplasma abundante contendo restos nucleares fagocitados, provenientes,

provavelmente, de células que sofreram apoptose.

Hiperplasia e hipertrofia dos cordbes medulares, foi evidenciada em
todos os grupos, estando presente na maioria dos caes avaliados. O tipo
celular presente variou, no geral, dentro do padrdo mononuclear supracitado. O
grau de intensidade foi de discreto a intenso, nos grupos Ant, Alo e C;
moderado, no grupo Ant + Alo e moderado a intenso nos grupos LipV e LipV +
Alo. Sendo importante ressaltar que, o grau de manifestacdo moderada a
intensa, em muito dos casos se manifestava com presenca de formacdes
nodulares coalescentes, que praticamente obliteravam a luz do seio medular.
Essas formacdes nodulares, por vezes, apresentavam foliculos linfoides

secundarios.

Na maioria dos casos, houve correspondéncia entre a hiperplasia e
hipertrofia das células que constituem os cordfes medulares com o incremento
da celularidade observada no seio medular. Entretanto, as avaliacdes das
médias referentes a inflamacéo no seio medular assinalaram valores inferiores
para os grupos Ant + Alo (x = 2,00+ 1,09) e Alo (x = 2,00+ 1,19) quando

comparados ao grupo LipV (x = 3,33 + 1,21) (p<0,033) (Grafico 34).
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Grafico 34: Grau de hiperplasia e hipertrofia das células dos corddes medulares e celularidade dos seios medulares
do linfonodo cervical superficial dos cé@es naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo
terapéutico no momento T201. Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométrico
(n=7); LipV: lipossomas nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios associados ao
alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliacao da intensidade
da degeneracdao hidrépica no figado: 1- auséncia de infiltrado; 2- infiltrado discreto; 3 — infiltrado moderado; 4
— infiltrado intenso. Grupos marcados com letras mindsculas distintas (a e b) diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

Exsudacédo plasmaética foi observada em cinco, quatro e cinco cades dos
grupos LipV, LipV + Alo e controle (C), sendo que no ultimo, observou-se

associado a deposicao de pigmento de hemossiderina.

Em um céo, do grupo Ant + Alo, ndo foram observadas quaisquer das

alteracdes histopatoldgicas supracitadas.
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7.9.2 — Avaliacao da densidade parasitaria no linfonodo cervical superficial

A avaliacdo da presenca de formas amastigotas imuno-marcadas no
linfonodo cervical superficial dos caes demonstrou que no grupo tratado com
Ant + Alo e no tratado somente com Alo, um e dois caes se apresentaram
positivos. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos

avaliados (Gréfico 35).
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Gréafico 35: Determinacdo da presenca de amastigotas imuno-marcadas no linfonodo cervical superficial de cies
naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a protocolo terapéutico no momento T201, pela
técnica da estreptoavidina-  peroxidade (IHQ). Ant: antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanométrico (n=7); LipV: lipossomas  nanométrico vazios (n=6); Ant + Alo: antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométrico associados ao alopurinol (n=6); LipV + Alo: lipossomas vazios
associados ao alopurinol (n=8); Alo: alopurinol (n=8) e C: controle (n=11). Critérios adotados para avaliacao
da positividade pela IHQ: 1- auséncia de infiltrado; 2- presenca de pelo menos uma amastigota de L.
chagasi. Grupos néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de kruskal wallis.

152



8.0 DISCUSSAO

Historico e discusséo sobre o protocolo terapéutico preconizado

A presenca ou a auséncia de animais, como reservatorios para 0
parasito Leishmania, no contexto da leishmaniose visceral (LV), conduzem a
duas possibilidades quanto aos ciclos epidemiolégicos que podem ser
nominados de: zoondtico (LVZ) e antroponético (LVA), respectivamente

(Palatnik-de-Souza et al., 2001).

Quando se considera o ciclo da LVA, o homem, por apresentar intenso
parasitismo no sangue e tegumento, associado ao carater antropofilico do
vetor, torna-se o proprio reservatério da doenca. Esse tipo de afeccdo, que
possui como agente etiolégico protozoarios do género Leishmania do complexo
Leishmania donovani, esta presente na india, Bangladesh, Nepal, Bihar além
de paises da regido leste do Continente Africano como Quénia, Sudao, Uganda
e Etiopia (Palatnik-de-Souza e Day, 2011). Por outro lado, a LVZ, que ocorre
em paises da Bacia do Mediterraneo, Asia, Norte da Africa e América do Sul,
apresenta o cao doméstico, Canis Lupus familiaris, como reservatorio para a
doenca humana. Postula-se que, para a manutencdo do ciclo epidemiolégico
da LVZ, a participagdo do homem seja irrelevante, entretanto, pesquisas
recentes questionam seu verdadeiro papel epidemioldgico. De fato, Fichoux et
al. (1999) avaliando o sangue de doadores, em &rea endémica da Franca,
verificaram a ocorréncia de parasitemia em pacientes assintomaticos

portadores de LV. Somado a isso, Molina et al. (1999) avaliaram, através da
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técnica do xenodiagnostico, a infectividade de fémeas de Phlebotomus
perniciosus em pacientes portadores de LV co-infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana. Os resultados revelaram que todos o0s pacientes

apresentaram capacidade infectante, durante o repasto sanguineo.

Para o controle da LVZ, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda como estratégia de controle o seguinte: (1) tratamento adequado
dos casos humanos; (2) inquérito sorolégico dos caes; (3) eutanasia dos caes
soropositivos e (4) controle do vetor através do uso de inseticidas de acao

residual (Tesh, 1995).

Segundo Ribeiro et al. (1999), a doenca canina, do ponto de vista
epidemioldgico, € considerada mais importante que a doenca humana, pois
além de ser mais prevalente, os animais infectados apresentam elevado
parasitismo cutaneo, tornando-os a principal fonte de infeccdo para o inseto
vetor. Seguindo esse raciocinio, o Ministério da Saude (2004) relata que a
proporcao de casos de humanos infectados comparada aos casos caninos, nos
diferentes focos, € muito variavel, embora a enzootia canina tenha sempre
precedido a infeccdo no homem apresentando prevaléncia mais elevada.
Entretanto, o processo de expansdo geografica e urbanizacdo da LV tém

levado a necessidade de se estabelecer medidas mais eficazes de controle

(Alves e Bevilacqua, 2004; Palatnik et al., 2011).

Contudo, apesar da recomendacdo da OMS sobre a eutanasia dos caes
portadores da infeccdo ser preconizada, esta é pouco aceita por questdes
éticas, emocionais e econdmicas. Além disso, estudos realizados em paises

onde a eutanasia é adotada como medida de controle mostram resultados
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pouco satisfatérios (Palatinik-de-Sousa et al., 2001; Ashford et al., 1998).
Braga et al. (1998) citam a participacdo de mais de dois milhdes de cées em
triagem sorolégica, culminando em 160.000 eutandsias, as quais ndo tiveram
efeito sobre a reducdo da incidéncia da LV humana a niveis aceitaveis. Essa
pratica, portanto, conduz a diminuicdo da transmissdo da LV na area de
cobertura com duragdo apenas de médio prazo, sendo que algum tempo apés
sua interrupgao, a incidéncia e a prevaléncia da infeccdo voltam a atingir os
antigos niveis (Moreno et al., 2002). Entretanto, sabe-se que o controle da LVZ
€ realizado com diferentes estratégias em diferentes paises. Sendo que,
quando consideramos a realidade dos paises das Américas, 0 controle dessa

afeccdo tem se mostrado um desafio.

Os complexos organoantimoniais pentavalentes (Sb*®), no qual estdo
incluidos o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sédio, constituem
a primeira linha de medicamentos utilizados no tratamento de todas as formas
de leishmanioses, apresentando, no homem, elevada taxa de cura (Marsden,
1985). Entretanto, sua administracdo em cédes com LV é controversa, uma vez
gue, somada as desvantagens relacionadas a elevada toxicidade (Fusai et al.,
1995), existe um rapido clearance renal com presenca de 80% da droga livre
na urina, nas primeiras 6h apds a administracédo por via endovenosa (Tassi et
al., 1994); associado a rapida reducéo das concentracfes plasmaticas a niveis
inferiores aos considerados inibitérios (Valladares et al., 1996) e meia vida
plasmatica de apenas 10h (Schettini et al., 2006). Somado a isso, existe a
necessidade de administracbes periddicas, uma vez que, recidivas nos caes
com LV sdo comuns (Slappendel e Teske, 1997) o que pode induzir ao

surgimento de cepas de Leishmania resistentes (Carrio e Portus, 2002).
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Considerando isso, uma alternativa eficaz no tratamento da LV, tanto para o
homem quanto para o cdo, consiste na utilizacdo de quimioterapicos anti-
Leishmania empregando sistemas carreadores coloidais. Uma vez que, 0s
grandes laboratérios farmacéuticos investem pouco no desenvolvimento de
novas moléculas ativas. Desta forma, esses sistemas nanoestruturados de
liberacdo de farmacos constituem alternativa para incremento da eficacia

farmacolodgica.

Pesquisadores, pertencentes a diferentes unidades da UFMG, compdem
o Grupo de Pesquisa de Desenvolvimento de Medicamentos Leishmanicidas.
Este grupo atua na promocdo do estudo de novos medicamentos e novas
formulagbes para os medicamentos contra as leishmanioses, em diferentes
modelos experimentais, desde o ano de 1999. Assim, Demicheli et al. (1999)
sintetizaram o antimoniato de meglumina através de dois processos diferentes:
a partir de SbCLs ou a partir do KSb(OH)s. Enquanto, Frézard et al. (2000)
realizaram seu encapsulamento, em lipossomas convencionais, usando novos
métodos mais simples e eficientes. Apds avaliacdo em hamsters infectados por
L. chagasi, a preparacdo administrada em dose Unica induziu o decréscimo
médio de até 50 vezes da carga parasitaria no baco e figado dos animais
(Frézard et al., 2000). Schettini et al. (2003) avaliaram a biodistribuicdo de 3,8
mg/Kg de antiménio (Sb*®) encapsulado em lipossomas (LMA) de 2,37um de
didmetro hidrodindmico, em caes sadios, 3, 48 e 96h e sete dias ap6s a
administracdo Unica, por via endovenosa. Os dados mostraram que as maiores
concentracdes de Sb*™, na medula éssea, ocorreram 3h apds a administracdo
do LMA, ao passo que, no figado e baco isso foi demonstrado 48h apds a

administragcdo. Posteriormente, Schettini et al. (2005) avaliaram a
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farmacocinética da LMA em cdes com LV. Para isso, 0s animais receberam
6,5mg Sb/Kg em lipossomas de 1,2um de diametro hidrodinamico ou
receberam lipossomas nominados “vazios”, em quatro doses a cada quatro
dias, por via endovenosa. O terceiro grupo permaneceu como controle positivo.
Os niveis farmacocinéticos do Sb™ foram determinados em aspirados de
medula 0ssea dos cédes tratados, sendo observado um aumento significativo
das concentrac¢des partindo de 0,76ug/g do 6rgdo, quatro dias apds a primeira
administracdo, para 2,07ug/g quatro dias ap6s a quarta dose. Apesar do
incremento da concentracdo de Sb na medula 6ssea significar um dado
animador, quando comparado aos resultados anteriores, houve falha na
eliminacdo da Leishmania da medula éssea. Os autores concluiram que essa
falha pode ser decorrente da utilizacdo de lipossomas de diametro superior a

1um, os quais possuem uma biodisponibilidade limitada sobre a medula dssea.

Esforcos, na tentativa de se reduzir o didmetro hidrodindmico desse
carreador coloidal, foram realizadas. Deste modo, foi feita modificacdo do
método de desidratacdo-reidratacdo, fundamentado na utilizacdo de um acgucar
como agente criopreservante, o qual permitiu a obtencédo de lipossomas mais
homogéneos e de diametro hidrodinAmico reduzido, em torno de 410nm
(Schettini et al., 2006). Esses autores avaliaram a farmacocinética na medula
Ossea de caes naturalmente infectados por L. chagasi. Os resultados indicaram
biodisponibilidade até trés vezes superior, junto a medula-6ssea, quando
comparada aquela fornecida pela formulacdo de antimoniato de meglumina em
lipossomas de diametros micrométricos, desenvolvida por Schettini et al.,

(2005).
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A avaliagdo de aspectos histopatologicos e imunolégicos de caes
naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a tratamento com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (Schettini
et al.,, 2006) foram realizados por Moura (2007). O protocolo terapéutico
consistiu na administracdo de doses de 6,5 mg de Sb*™kg, pela via
endovenosa, em quatro aplicagdes com intervalos de 96 h. Os resultados
indicaram reducdo da carga parasitaria no baco, figado e linfonodos,

contrariamente aos resultados observados na medula 6ssea e pele.

Desta forma, considerando a evolugdo dos Medicamentos
Leishmanicidas, desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa da UFMG (Demicheli
et al.,, 1999; Frézard et al., 2000; Schettini et al., 2003; Costa Val, 2004;
Schettini et al., 2005; Schettini et al., 2006; Moura, 2007; Ribeiro et al., 2008),
o atual trabalho propde a utilizagdo de lipossomas de diametro hidrodinamicos
de 350 £+ 58 nm com um indice de polidispersao de 0.30 + 0.07, em dose

correspondente a 6,5mg/Kg p.v., a cada 96h, em um total de seis aplicacdes.

A velocidade de liberacdo do principio ativo pode ser controlada pela
manipulacdo tanto da composi¢cdo da membrana (influenciando a velocidade
de degradacdo dos lipossomas), quanto do tamanho dos lipossomas
(influenciando a eficiéncia de captura pelos macrofagos). Portanto, lipossomas
pequenos permanecem por mais tempo na circulagcdo sanguinea, garantido
uma liberacdo mais prolongada do farmaco, em relacdo aos lipossomas de
maior didmetro. Associado a isso, torna-se importante a investigacdo da
associacado desse quimioterdpico com o alopurinol no tratamento de caes com
LV. Uma vez que, a literatura internacional aponta para protocolos terapéuticos
que utilizem associagcdes de drogas leishmanicidas e leishmaniostaticas na
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rapida remissao dos sinais clinicos e cura da LVC (Baneth e Shaw, 2002; Noli e

Auxilia, 2005).

Influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas de tamanho nanométricos na expressédo de CD11b/CD18, MHCII e

TLR-2 em monécitos CD14"

O sistema imune do hospedeiro apresenta papel central no
estabelecimento da infeccdo e na avaliacdo do éxito de um protocolo

terapéutico (Pinelli et al., 1994).

As Leishmanias sé@o parasitos intracelulares obrigatorios que residem
quase exclusivamente dentro de células mononucleares fagocitarias de seus
hospedeiros vertebrados (Chang, 1983). Varios componentes da resposta inata
participam de mecanismos de defesa contra protozoarios, mas, embora as
promastigotas de Leishmania sejam sensiveis ao complemento, in vitro, as
formas infectantes resistem a sua acdo. O processo de internalizacdo das
formas metaciclicas infectantes pode ser mediado por receptores presentes na
superficie de células do SMF, entre os quais, os receptores da porcao Fc
(Woelbing et al., 2006), receptores de manose fucose (Blackwell et al., 1985),
receptores TLR-2 e TLR-3 (Flandin et al., 2006) e receptores do complemento

do tipo 3 (CD11b/CD18 ou CR3) (Mosser e Edelson, 1985).

Pesquisas anteriores, desenvolvidas por Moura (2007), avaliaram
imunologicamente o tratamento de cées naturalmente infectados com L.
chagasi (protocolo semelhante, porém sem a pesquisa do efeito do alopurinol).
A expressdo de CD11b/CD18 na populacdo de mondcitos, avaliada pela

técnica de citometria de fluxo, ndo apresentou diferenca estatistica 30 e 60 dias
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apos o inicio do tratamento, para qualquer dos grupos experimentais, apesar

dos valores observados em T60 serem inferiores aqueles verificados em T30.

Em nosso experimento, a avaliacdo da expressado da intensidade média
de fluorescéncia (IMF) de CD11b/CD18 (CRS3), na populacdo de mondcitos

CD14", apresentou aumento significativo da expressdo do receptor CR3 no
grupo Ant, de TO (X = 11,93 + 4,16)(X = 11,93 + 4,16) quando comparado a

T140 (X = 24,88 + 3,28; p < 0,0001). Quando comparado aos outros grupos
experimentais, somente esse grupo apresentou essa tendéncia crescente de
expressdo de CR3 ao longo dos tempos TO, T60 e T140. De fato, a anéalise dos
grupos tratados com alopurinol, sozinho, ou em associacdo nao revelou
diferenca estatistica ao longo dos tempos TO a T140. Esses grupos que
utilizaram o alopurinol apresentaram cinéticas semelhantes entre si, o que
talvez mostre algum efeito na resposta imune envolvendo a expressédo de
CR3. O CR3 é descrito como um receptor capaz de potencializar a
internalizacdo e sobrevida de formas amastigotas de Leishamia opsonizadas
com a fracdo C3bi do complemento (Mosser e Edelson, 1985). Carter et al.
(2009), trabalhando com camundongos experimentalmente infectados com L.
major, verificaram que camundongos BALB/c CD11b-deficientes apresentaram
lesbes intermediarias, quando comparadas as apresentadas pelos
camundongos BALB/c selvagens e os camundongos C57BL/6, os quais
desenvolveram progressiva e localizada lesdo, respectivamente. Gongalves et
al. (2005) e Sampaio et al. (2007) descreveram a importancia, in vitro, de CR3
na interagdo de monacitos circulantes caninos com L. chagasi. De Amorim et
al. (2011), em estudos in vivo, verificaram que os caes naturalmente infectados

com L. chagasi com resultado de IHQ e xenodiagndéstico negativos
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apresentaram, em monocitos CD14" do sangue periférico, maior IMF de
CD11b/CD18 e MHCII quando comparados aos valores observados em caes
que apresentaram-se positivos nos dois exames parasitolégicos. Os autores
discutem a participagcdo dos mondcitos circulantes como células efetoras na

LVC.

Quando correlacionamos os dados de CD11b/CD18 aos resultados
encontrados na avaliacdo do parasitismo da pele, pela técnica da IHQ, nos
tempos TO, T60, T140 e T201, observou-se que aqueles grupos que
apresentaram todos os cées negativos pela IHQ, em algum momento da
avaliacdo, foram aqueles que apresentaram niveis constantes de CD11b/CD18
ao longo do tempo. Corroborando essa hip6tese, podemos ressaltar que no
caso do grupo tratado com associagdo de Ant + Alo ndo houve modificacbes
significativas da expressao de CD11b/CD18, mesmo quando consideramos o
altimo momento de avaliacdo (T200), sendo o0 Unico grupo gque manteve niveis
constantes ao longo de todas as avaliacdes. Portanto, a efetiva eliminacdo de
parasitos pode se tornar possivel a partir do momento em que mondcitos
CD14" expressem de forma continua e progressiva a integrina CD11b/CD18

(CR3).

Os chamados lipossomas convencionais, utilizados em nosso estudo,
formados de fosfatidlicolina ou de surfactantes n&o i6nicos e de colesterol,
guando administrados por via endovenosa, sofrem o processo de opsonizagao
que ocorre logo apods seu contato com componentes do sangue. Esse processo
facilita a posterior captura por células do SMF principalmente do figado, baco e
da medula 6ssea. ApoOs a fagocitose, os lipossomas sofrem degradacéo pelas

fosfolipases lisossomais, favorecendo a liberacdo do farmaco encapsulado
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para o citosol ou liberacdo desse para 0 meio extracelular (Schettini et al.,
2005). Conjuntamente, os lipossomas, que também podem ser usados como
adjuvantes imunologicos, sdo habeis em estimular a resposta mediada por
células, uma vez que apOs sua degradacdo, podem se combinar com
moléculas MHCII (Frézard, 1999). Moura (2007), entretanto, ndo encontrou
diferenca significativa na expressao de MHC classe Il, na populacdo de
mondcitos do sangue periférico, entre os grupos Ant, LipV e C, nos tempos 30
e 60 dias apos o inicio do tratamento. Alexandre-Pires et al. (2010) também
avaliaram o perfil imunofenotipico de leucocitos do sangue periférico de caes
naturalmente infectados com L. chagasi, sintomaticos e assintomaticos; caes
sadios nao infectados e caes naturalmente infectados submetidos a protocolo
terapéutico de 100-200mg/Kg de antimoniato de meglumina, via subcutanea ou
intramuscular, por 20 dias associado ao alopurinol (10mg/Kg, per 0s). Esses
autores verificaram que a avaliacdo da frequéncia de MHCII, na populacao de
mondcitos do sangue periférico, ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos experimentais. De forma semelhante, em nosso trabalho, néo
encontramos incremento na expressao da molécula de MHCII, dentro de cada
grupo ao longo de TO a T200. Apesar de verificarmos uma oscilacdo de sua
expressdo, em nenhum dos momentos, apds o inicio do tratamento, esses
valores referente a IMF de MHCIlI se apresentaram superiores aqueles

conferidos em TO.

O lipofosfoglicano (LPG), presente na superficie de formas
promastigotas de Leishmania, possui participacdo no reconhecimento inicial
desses protozoarios por macrofagos do hospedeiro vertebrado (Handman e

Bullen, 2002); sendo que, a acao desses glicoconjugados, junto a receptores
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da resposta inata, como os receptores TLR, tem sido investigada (de Veer et
al., 2006, Kavoosi et al., 2010). Dessa forma, com a finalidade de pesquisar o
papel do TLR-2 e TLR-3 no curso da infeccdo com L. major, Kavossi et al.
(2010) avaliaram a producéao de o6xido nitrico (NO) por macréfagos in vitro apés
estimulo com LPG, na presenca e auséncia de anticorpos anti —-TLR-2 e TLR-3.
Os resultados indicaram que o LPG era capaz de induzir a produgao de NO via
TLR-2, uma vez que na presenca de anticorpos especificos anti-TLR-2 esse
producdo foi reduzida a niveis semelhantes ao do grupo controle.
Contrariamente, o grupo tratado com anticorpos anti-TLR-3 n&o apresentou
modificacdo quanto a producdo de NO. Os autores concluem que TLR-2
apresenta importante papel no curso da doenca por promover ativagéo do fator

de transcricdo NF-kB e indugéo final de NO.

Nossos resultados demonstraram que o perfil desenvolvido do periodo
TO a T140 apresentou cinética semelhante quando consideramos o grupo Ant e
o grupo LipV + Alo, os quais apresentaram um incremento significativo da
expressdo de TLR-2 no momento T140, quando comparado a TO e T60. Esse
perfil semelhante, quanto a expressao de TLR-2 na superficie dos mondcitos
CD14", néo prediz o possivel perfil parasitologico dos cdes, pois o0 grupo Ant
em nenhum dos momentos avaliados apresentou negatividade para a IHQ, ao
passo que o grupo LipV + Alo apresentou em dois momentos (T60 e T140)
resultados negativos para IHQ. Quando consideramos essa analise, a
avaliacdo do grupo Ant + Alo se torna necessaria, pois esse apresentou IHQ
negativa em T60, positividade em T140, em apenas um c&o, e novamente
negatividade em T201 para todos os animais. Comparando esses dados, com

a cinética de TLR-2, esse grupo apresentou um decréscimo significativo da
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média de IMF, em T60, quando comparada a média em TO, com posterior
restabelecimento em T140, sem diferenca estatistica entre os momentos TO e
T140. Quando comparamos as médias de TO e T200 houve uma reducdo
significativa da expressao de TLR-2 em T200, sendo esse o Unico grupo que
apresentou diferenca estatistica entre o primeiro e o Ultimo momento de
avaliacdo. Portanto, podemos dizer que o tratamento € capaz de modular o
receptor TLR-2, uma vez que, principalmente nos grupos Ant e LipV + Alo
observamos modificagfes, estatisticamente significativas, quanto a cinética de
apresentacao desse receptor. Além disso, a reducdo da IMF de TLR-2 pode
indicar provavel envolvimento no sitio de ligagdo do parasito no momento da

endocitose, estando esse localizado no fagossomo intracelular.

Influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas de tamanho nanométricos nas subclasses de linfécitos T CD4" e

CD8", no sangue periférico

Locksley e Louis (1992) citam que a resolucdo da infeccdo por
Leishmania depende basicamente da habilidade do hospedeiro em articular
uma resposta imune mediada por células com predominio de linfécitos T CD4"
e CD8". Sabe-se que a resposta mediada pelas células T é extremamente
efetiva no mecanismo de defesa contra agentes intracelulares como
protozoarios. Suas acfes sdo decorrentes da secrecdo de citocinas que vao
ativar macréfagos para destruir os agentes intracelulares ou através da

citotoxicidade mediada por células CD8". A importancia dos linfocitos T CD4"
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na resolucdo da LVC vem sendo investigada por varios grupos de pesquisa
(Alvar et al., 2004; Moura, 2007; Reis et al., 2009). Assim, observou-se que
caes naturalmente infectados com L. chagasi, que apresentavam manifestacao
ativa da doenca, apresentavam significativa reducdo da percentagem de
linfocitos T CD4", no sangue periférico, quando comparado aos niveis
verificados para os caes normais (Bourdoiseau et al., 1997; Alvar et al. 2004).
Alvar et al. (2004) relatam que a diminuicdo da populacéo de linfécitos T CD4"
esta diretamente relacionada a progressdo da doenca e infectividade junto a
Lu. Longipalpis, uma vez que, existe uma real incapacidade do hospedeiro em

controlar a disseminacédo do parasito.

A avaliacdo da resposta ao tratamento quimioterapico demonstrou que
houve correlagdo direta entre a melhora clinica e os niveis séricos de linfocitos
T CD4" (Alvar et al., 2004). Entretanto, Moura et al. (2007) utilizando protocolo
terapéutico semelhante ao utilizado em nosso projeto, como ja descrito, expds
que a porcentagem de linfocitos T CD4" encontrados no grupo tratado com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos nao
diferiram dos valores obtidos no grupo controle. Nossos resultados corroboram
os achados de Moura (2007), uma vez que, quando consideramos a frequéncia
da populacio de linfocitos T CD4" ndo houve diferenca dentro de um mesmo
grupo experimental ao longo do tempo de experimento, assim como, em um
mesmo periodo considerando todos 0s grupos experimentais conjuntamente. E
contrariamente aos dados obtidos por Alvar et al. (2004), ndo houve
correspondéncia entre a positividade pela IHQ, em bidpsias de pele obtidas ao
longo do experimento, e a evolugdo dos sinais clinicos dos cées junto ao

percentual de linfocitos TCD4*. Em detalhe podemos descrever que o grupo
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controle que apresentou progressdo da frequéncia de sinais clinicos, assim
como positividade pela IHQ em todos os momentos de avaliagdo de TO a T201,
ndo apresentaram oscilagdo no percentual de linfécitos T CD4". Considerando
esse mesmo raciocinio, o grupo Ant + Alo que apresentou progressiva
remiss@o dos sinais clinicos, conjuntamente a negatividade pela IHQ na pele,
baco e figado, também ndo apresentou modulagédo da populagéo de linfocitos
TCD4". Dessa forma, podemos concluir que o tratamento ndo foi capaz de
modular a resposta celular do tipo CD4, entretanto, essa néo influenciou a

resolucao dos sinais clinicos e parasitolégicos nos caes do grupo Ant + Alo.

Perfil semelhante foi observado para o percentual de linfécitos T CD8",
uma vez que nao houve diferenca entre a frequéncia da populagdo dentro de
um mesmo grupo, ao longo dos momentos de avaliacdo, e tampouco entre 0s
grupos em um Unico momento. Esses resultados sao discordantes dos
observados por Moura (2007), a qual observou uma diminuicdo do numero de
linfocitos T CD8", tanto no grupo LipV quanto no grupo controle, e uma
manutencdo do percentual de CD8", no grupo antimonio lipossomal, ao longo
dos momentos de avaliacdo. Esses autores concluiram que o tratamento foi
capaz de modular a resposta imune mantendo o nivel de linfocitos T CD8" no
sangue circulante. Ribeiro (2007), também avaliando esses mesmos cdaes
observou que no momento correspondente a 30 dias ap6s 0 inicio do
tratamento houve um melhora clinica dos caes pertencentes ao grupo
antimonial, entretanto, em nova avaliagdo (T90), houve uma piora clinica dos
mesmos. Quando comparamos os dois trabalhos, podemos conjecturar que
mesmo o percentual de linfocitos T CD8" terem se mantido constantes, nos

dois momentos de avaliacdo, ndo houve correspondéncia quanto a estabilidade
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clinica. Retomando os dados referentes ao percentual de CD8 verificamos o
mesmo raciocinio descrito para os linfécitos T CD4", uma vez que, os valores
séricos obtidos n&o influenciaram os achados clinicos e parasitoldgicos
evidenciados pela IHQ. Continuando esse pensamento, nossos resultados
discordam daqueles obtidos por Reis et al. (2009). Esses autores, apos
avaliagdo das caracteristicas imunofenotipicas dos leucdcitos circulantes,
atraves da técnica de citometria de fluxo, em cées naturalmente infectados com
L. chagasi concluiram que os niveis séricos de linfécitos T CD8", poderiam ser

considerados como biomarcadores do perfil assintomaticos da LVC.

Em nosso experimento, a avaliagdo da IMF de CD4 na populagdo de
linfécitos T demonstra uma oscilacdo da expresséo, ao longo das avaliagdes,
em todos os grupos avaliados. Sendo que, o grupo Ant + Alo foi 0 Unico que
apresentou os valores obtidos em T200 semelhantes aqueles observados em
T140 e TO. As moléculas CD4 e CD8 sao proteinas das células T que se ligam
as regides nao polimorficas das moléculas de MHC e transduzem os sinais
gue, juntamente com os sinais liberados pelo complexo TCR, iniciam a ativacao
das células T (Teva, 2010). Desta forma, os valores mais constantes relativos a
intensidade ou densidade de expressao do marcador CD4, observado no grupo
Ant + Alo, pode indicar que esse tratamento foi capaz de modular a expresséo
desse co-receptor. Entretanto, a avaliacdo da IMF de CD8 nao indica esse
perfil, pois os grupos LipV, Ant + Alo e controle (C) apresentaram cinética

semelhante de expressao, sem diferenca estatistica entre os tempos avaliados.
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CLINICA e TEGUMENTO

Os sinais clinicos sugestivos de LVC, assim como o tempo de
manifestagcéo, variam entre os caes acometidos, assim podemos verificar dois
polos de apresentacdo que partem de uma total auséncia de sinais até a
manifestagdo da doencga patente (Ciaramella et al., 1997). Essa diversidade
pode ser consequéncia de interacbes complexas entre o parasito e a resposta
imune do hospedeiro (Santos-Gomes et al.,, 2002). Diante desta gama de
apresentacoes clinicas, Manciante et al. (1988) propuseram que 0s cdes com
LV fossem classificados em: assintométicos, quando da auséncia de sinais
clinicos; oligossintoméaticos, aqueles com linfoadenopatia, perda de peso e/ou
pelo opaco e em sintomaticos, aqueles cdes que apresentassem varios sinais
clinicos como alteracbes cutaneas, onicogrifose, emagrecimento e
comprometimento oftdlmico. Nosso critério de classificacdo clinica, entretanto,
considera que o cao deva ser nominado como sintomatico quando apresentar
pelo menos um sinal clinico sugestivo de LV (de Amorim et al., 2010), apoiado
em critérios anteriores de inclusdo tais como: sorologia e parasitologia
positivos. Dessa forma, todos os cdes avaliados foram inicialmente
classificados como sintomaticos (Amorim et al., 2011). Visto que a condicao
clinica é importante na determinacdo da resposta ao tratamento (Ribeiro,
2007), a participacdo igualitaria das diferentes manifestacdes clinicas
presentes nos caes antes do inicio do tratamento possibilitou que as

formulagfes terapéuticas atuassem sobre o0 mesmo universo de apresentacdes

clinicas, sendo essa a realidade observada na clinica veterinaria.

Ribeiro (2008) utilizando protocolo de antimonial veiculado em sistema

de transporte, semelhante ao utilizado nesse trabalho, observou que o grupo
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tratado apresentou melhora clinica principalmente 30 dias apds o inicio do
tratamento, entretanto, verificou progressiva piora até os 150 dias. Nossos
resultados também demonstram relativa melhora dos sinais clinicos, em geral,
até os 170 dias ap6s o inicio do tratamento. Entretanto, os sinais clinicos
avaliados apresentaram uma remissdo mais notavel naqueles grupos que
utilizaram o alopurinol sozinho ou em associagdo. Nesse contexto, merece
destaque o grupo Ant + Alo que apresentaram remissdo da maior parte dos

sinais clinicos, inicialmente evidenciados em TO, até o momento T140.

No contexto dos sinais clinicos sugestivos de LVC, o tegumento dos
cdes representa grande importancia no ciclo epidemiolégico da LV, uma vez
que, além de ser um dos 6rgdos mais acometidos clinicamente no curso da
doenca (Ferrer, 1989; Xavier, 2006; Sarodomichelakis et al., 2007), constitui
primeiro local em que se instala uma resposta imune no hospedeiro além, é
claro, de representar o sitio de contato entre o parasito e o vetor Lu. longipalpis
(Sarodomichelakis et al., 2007). Na verdade, apesar da reconhecida natureza
viscerotrépica do protozoario, a importancia da pele como fonte de infeccdo
para o inseto vetor vem sendo descrita ha muito tempo. No Brasil, Deane
(1956) relatou a presenca de formas amastigotas na pele de 77,6% dos caes

naturalmente infectados com L. chagasi no Estado do Ceara.

Segundo Ferrer (1989), a sintomatologia cutanea apresentada pelo céo
é diferente daquela manifestada no homem acometido por LV; sendo que, no
altimo, existe uma inflamacdo local e as alteracdes histopatologicas
permanecem restritas a regido acometida. Ao passo que no cao, a pele é

afetada durante a progressao da doenca para 0s 6rgaos internos.
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Ferrer at al. (1988) propuseram quatro padrées dermatoldgicos para a
LVC: padrédo alopécico-descamativo; ulcerativo; nodular e pustular estéril. Os
outros sinais cutaneos frequentemente encontrados s&o hiperceratose
nasodigital e onicogrifose (Koutinas et al., 1993). Saridomichelakis et al. (2007)
em estudo avaliando a densidade parasitaria na pele de diferentes regibes do
corpo de cdes com LV, sintomaticos, verificaram que os sinais dermatolégicos
presentes foram dermatite esfoliativa, hiperceratose, onicogrifose e ulceragao.
De forma semelhante, Koutinas et al. (2010) ao avaliarem o quadro
histopatologicos desenvolvido no leito ungueal de 40 cdes naturalmente
infectados com L. chagasi citam que as alteragcbes dermatolégicas mais
frequentes, além da onicogrifose, foram: dermatite esfoliativa, seguida de
ulceracdo e hiperceratose. Os principais sinais dermatolégicos evidenciados,
nesse estudo, foram: seborreia seca com escamas do tipo micaceas e/ ou
furfuraceas, de cor branca a prateada (n=35; 76%), hiperceratose (n=26;
56,52%), alopecia (n=20; 43,47%), dermatite esfoliativa (n=20; 43,7%),
hipotricose (n=18; 39,13%), ulcera (n=16; 34,78), onicogrifose (n=16; 34,78%),
seborreia umida (n=9; 19,56%), vasculite de ponta de orelha (n=8; 17,39%),
vasculite de ponta de cauda (n=1; 2,17%) e hiper-pigmentacdo (n=1; 2,17%).
Dessa forma, as frequéncias referentes as alterac6es dermatoldgicas estédo de
acordo com 0s autores anteriores, uma vez que 0s sinais descritos por eles
configuram entre as cinco principais alteracfes observadas em nosso estudo.
Sob a otica da classificacédo de Ferrer et al. (1988), o padrdo nodular e pustular

estéril ndo foram observados durante as avaliagdes sequenciais.

Avaliando o perfil exsudativo das lesbes descamativas e ulcerativas da

pele em caes com LV, Neto et al. (2008) observaram que essas se
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caracterizavam por um infiltrado inflamatério constituido por macrofagos
epitelidides, poucos linfocitos e variavel numero de plasmdcitos. De forma
semelhante, Figueiredo e colaboradores (2010) analisando a histopatologia e a
parasitologia da pele de orelha de cées naturalmente infectados com L.
chagasi, provenientes da regido metropolitana de Belo Horizonte, observaram
que a dermatite crbnica foi observada em 51 dos 55 cées (92,7%),
caracterizada por um infiltrado celular no intersticio composto principalmente
por células mononucleares (macrofagos, plasmécitos e linfocitos). Em geral, o
exsudato celular era difuso na derme superficial e focal ao redor de vasos,
glandulas e foliculos pilosos na derme profunda. Em nosso experimento, de
forma equivalente, observamos que antes do inicio do tratamento (TO) a pele
de cada um dos cées apresentou elevado percentual de inflamacé&o (dermatide
cronica), sendo que, esse esteve presente em 40 dos 46 caes (86,95%)
avaliados. De forma detalhada, 23 dos 40 cées apresentaram perfil discreto
(57,5%), onze perfil moderado (27,5%) e seis perfil intenso (15%) de
acometimento, com padrdao de distribuicdo difuso (n=31), localizado
predominantemente na derme profunda (n=37) e composto principalmente pelo
tipo celular plasmohistiolinfocitario (n=30). De forma simultdnea, os outros
achados histopatologicos verificados antes do inicio do tratamento foram:
hiperceratose/ ortoceratose (n=31; 67,39%), degeneracdo hidropica epitelial
(n=23; 50%), acantose (n=9; 19,56%), plasmocitose (n=9; 19,56%), espongiose
(n=7; 15,21%), papilomatose (n=3; 6,25%), necrose (n=1; 2,17%) e presenca
de células gigantes (n=1; 2,17%). A frequéncia desses sinais, em cades com LV,
sdo confirmados pelos autores Solano-Gallego et al. (2009) que citam a

hiperceratose/ ortoceratose, acantose e ulceracdo e por Figueiredo et al.
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(2010) que acrescentam a paraceratose, papilomatose, espongiose e
degeneracdo epidérmica como as principais alteragdes histopatologicas da

epiderme.

Quando consideramos a evolugdo dos sinais clinicos dermatolégicos, ao
longo do protocolo terapéutico, dentro de cada grupo experimental, pudemos
constatar melhora significativa nos caes tratados com LipV + Alo, Ant + Alo e
Alo. E importante ressaltar que, desses grupos citados, o Ant + Alo apresentou
acentuada melhora em todos os sinais evidenciados em TO, sendo que,
quando consideramos o ultimo momento de avaliacao (T201), apenas dois dos
sinais inicialmente presentes foram observados — hiperceratose e alopecia —
com diminuicdo expressiva de sua frequéncia quando comparada aquela
observada antes do inicio do tratamento. De forma semelhante, os cées
tratados com Ant + Alo e Alo apresentaram significativa reducao do infiltrado
inflamatorio em T201 quando comparado a TO. Reducdo significativa das
alteracdes histopatoldgicas, ao longo do tratamento, também foram observadas
nos grupos LipV + Alo e Alo. Sendo que, o grupo LipV + Alo apresentou
melhora do quadro de degeneracao hidropica epitelial, no periodo de TO a
T140 e o grupo Alo apresentou melhora do quadro de degeneracao,

hiperceratose e espongiose de TO a T201.

Noli e Auxilia (2005) em revisao de literatura sobre o tratamento de cées
com LV, considerando a utilizagdo concomitante de antimoniato de meglumina
(via sub-cuténea, intra-muscular ou endovenosa) e alopurinol (via oral);
consideraram que a melhora clinica expressiva observada nos cées
provavelmente foi decorrentes da a¢ao do antimoniato de meglumina, uma vez

gue, os resultados obtidos nos grupos tratados somente com antimoniato foram
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similares aqueles obtidos pela associacdo quimioterapica. Nossos resultados
nao estdo de acordo com essa proposicao, pois os caes que foram tratados
com alopurinol ou com associacdo apresentaram melhora tanto dos sinais
clinicos gerais, quanto das alterac6es dermatologicas e histoldgicas, assim
como, reducdo do infiltrado inflamatério e da positividade na IHQ, quando
comparados aos outros cées. Entretanto, considerando particularmente o
grupo tratado com antimoniato, é importante ressaltarmos que os trabalhos
descritos pelos autores Noli e Auxilia (2005) utilizaram uma dosagem de 100mg
Sb/Kg, por dia, por pelo menos trés semanas, a0 passo que em NOSSO
experimento utilizamos uma dose de 6,5mg/Kg, a cada quatro dias, totalizando
seis aplicagbes. Assim, mesmo considerando que os antimoniais pentavalentes
encapsulados em lipossomas sao mais eficazes do que a forma livre talvez
seja necessario reavaliar o protocolo terapéutico administrado. Essa idéia &
reforcada pela comparacgéo aos achados de Moura (2007), que néo utilizaram a
associacdo com o alopurinol e que estdo de acordo como 0S NOSSOS
resultados. A autora descreve que a intensidade das manifestacdes
histopatoldgicas observadas no tegumento dos cdes analisados, assim como o

grau de parasitismo, nao sofreram influéncia do tratamento com antimoniato de

meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos.

Atualmente, a farmacoterapia que utiliza a combinagcéo de antimoniato
de meglumina e alopurinol é considerada a mais eficaz no tratamento de caes
com LV (Denerolle e Bourdoiseau, 1999; Baneth e Shaw, 2002; Noli e Auxilia,
2005; Torres et al., 2011). Essa indicacdo procede, uma vez que 0S cées

pertencentes ao grupo Ant + Alo apresentaram remissdo da maior parte dos
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sinais clinicos inicialmente identificados, assim como resultado negativo para

IHQ em dois momentos de avaliacéo.

FIGADO, BACO e LINFONODO
FIGADO

De acordo com koutinas et al. (2001) os objetivos propostos pelos
tratamentos sado multiplos, variando desde a melhora clinica dos animais
sintométicos até a propria prevencao do aparecimento desses sinais clinicos,
naqueles cées assintomaticos, sendo que o intuito em comum €é a cura
parasitolégica, a qual evita, por si so, futuras recidivas. Na LV humana, ocorre
o desenvolvimento de uma reposta imune 6rgéo-especifica em dois principais
orgdos alvos da infecgdo: o baco e o figado (Stanley e Engweda, 2007), sendo
descrita, de forma semelhante, no estudo do cdo com LV (Lima et al., 2007;

Reis et al., 2009).

Segundo Keenan et al. (1984) e Tafuri et al. (2001) as lesGes
anatomopatolégicas observadas em cées infectados com Leishmania séo
semelhantes em muitos aspectos, para aquelas descritas na leishmaniose
visceral humana. Keenan et al. (1984) constataram que, as lesdes mais
evidentes observadas durante a necrépsia de cées experimentalmente
infectados com L. chagasi foram a esplenomegalia e linfadenomegalia, sendo
gue, nao foi observado nenhum cdo com hepatomegalia. Nossos resultados
concordam parcialmente as descricOes desses autores, pois realmente, quando
consideramos a avaliacdo do figado quanto ao seu aumento de tamanho

(hepatomegalia) esse somente foi observada em dois cées. Entretanto, mesmo
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a olho desarmado, algumas lesbes, ndo descritas pelos autores acima,
merecem destaque em nosso trabalho como: areas brancacentas distribuidas
aleatoriamente na face parietal convexa e face visceral concava do 6rgdo em
cinco caes; presenca de congestdo em dez cdes e areas sugestivas de

degeneracdo em onze caes.

Sabe-se que a lesdo béasica na LV ocorre devido a um envolvimento
inicial dos macréfagos (Keenan et al., 1984), sendo que, essas lesdes estdo
relacionadas ao status imune do hospedeiro, uma vez que a doenca aponta
para um quadro histopatolégico caracterizado pela hipertrofia e hiperplasia de
células do SMF (Tafuri et al., 2001). Assim, em um estudo histopatolégico do
figado de um c&o com LV, proveniente de area endémica de LVZ no Brasil, 0s
aspectos histopatolégicos apontavam para presenca de granulomas intra-
lobulares constituidos por macréfagos, por vezes parasitados. Além disso,
puderam-se observar células epitelidides, pequeno numero de linfécitos,
plasmdcitos e raros neutréfilos. Outras lesdes notadas foram: hipertrofia e
hiperplasia das células de Kupffer, intensa congestdo dos sinusoides e
moderado infiltrado inflamat6rio mononuclear ao redor dos espacos-porta com

trombose hialina dos vasos (Tafuri et al., 2001).

De forma assertiva, esses resultados corroboram nossos dados, pois em
todos os grupos avaliados foi identificado algum tipo de inflamag&o crénica
granulomatosa. Somados a isso, em dois cdes do grupo controle pudemos
observar formagdes sugestivas de trombose assim como descrito por Tafuri et
al. (2001). Entretanto, acrescidos a esses aspectos histopatolégicos, merece
destaque, em nossos resultados, o quadro de degeneracdo hidropica. Esse

tipo de degeneragdo esteve presente em pelo menos 45,45% dos cées de
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cada grupo chegando a atingir a frequéncia de 75% no grupo tratado com
alopurinol (Alo). Nossos resultados também indicaram que, apesar de nédo
observarmos diferenca estatistica entre 0os grupos em relacdo a esse processo
degenerativo, pudemos verificar que o grupo tratado com Alo, assim como o
tratado com a associagdo Ant + Alo apresentaram-se mais acometidos, tanto
por maior prevaléncia de casos, quanto por médias mais elevadas referentes a
intensidade de manifestagcdo. Assim, considerando que as alteracbes mais
expressivas ocorreram nos grupos Alo e Ant + Alo, em relacdo ao processo
degenerativo; acrescido de um processo fibrosante no grupo Ant + Alo e grupo
LipV + Alo, podemos ponderar que essas alteracdes podem ser decorrentes
da acédo do alopurinol e ndo do antimoniato, uma vez que, 0 grupo Ant nao
apresentou quadro de degeneracgéo tao significativo e tdo pouco o de fibrose.
Apoiando nossos resultados, em relacdo a acdo do antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos sobre o tecido hepético, Moura
(2007) nao descreve essas alteracdes degenerativas e fibrosantes nos caes de

seu experimento.

O alpurinol (4-hydroxypyrazolol [3,4-d] pirimidina) foi desenvolvido em
1956 (Robins, 1956); sendo que, descricBes sobre seus efeitos colaterais, no
homem, apareceram logo apds seu lancamento, com primeira morte
diretamente relacionadas a sua utilizacdo em 1970 (Kantor, 1970). Segundo
Singer e Wallace (1986), os efeitos nocivos do alopurinol tém sido atribuidos a
toxicidade (supressdo da medula Gssea), hipersensibilidade (lesdo hepdtica,
lesdo renal, eosinofilia, leucocitose), interacdes medicamentosas com
ampicilina e reacdes idiopaticas (ictiose e lesbes da retina). Entretanto, até o

momento ndo foram descritos efeitos colaterais nos cdes devido a sua
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utilizagdo. Mesmo em experimentos como o de Sasanelli et al. (2007), os quais
adotaram um protocolo terapéutico que se fundamentava na administracao de

20mg/Kg/12h per os de alopurinol.

Antes e ap6s o inicio do tratamento, nés avaliamos o perfil bioquimico
hepético de todos os cades. Segundo Lassen (2004), os parametros usados
para avaliar o figado podem ser divididos em testes de enzimas séricas que
detectam lesdo de hepatdcitos ou colestase e testes funcionais. Sendo que, as
primeiras compreendem: as aminotransferases ALT e AST,; sorbitol
desidrogenase (SD), lactato desidrogenase isoenzima 5 (LD5) e a glutamato
desidrogenase (GLDH), ao passo que, aquelas que avaliam a colestase
compreendem: a fosfatase alcalina (FA) e a gama-glutamiltransferase (GGT).
Os testes funcionais incluem as substancias produzidas no figado (proteinas
totais, albumina, globulina, uréia, fatores de coagulacédo e glicose), bem como
as substancias que dependem de processamento metabdlico ou excrecao
(bilirrubinas, &cidos biliares, amoénia, colesterol e o0s pigmentos). Como
demonstrado em nosso trabalho, os valores observados antes do inicio do
tratamento apenas foram alterados quando consideramos a FA (Amorim et al.,
2011). Embora as alteracbes degenerativas observadas ao exame
histopatolégico do figado dos animais tratados com associacdo com alopurinol
fossem intensas, as enzimas de avalicdo da funcdo desse oOrgdo aqui
estudadas nao apresentaram modificacbes ao longo do tratamento,
condizentes a esse quadro. Asssim, segundo da Siva (2011), que avaliou os
aspectos bioquimicos desses cédes, dentre outros, observou que os valores
séricos de FA diminuiram, ao longo dos momentos de avaliacdo, para 0s

grupos Ant, Ant+Alo e Alo; enquanto houve um incremento no grupo LipV. Os
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valores referentes & AST, no tempo 200, apresentaram-se estatisticamente
inferiores nos grupos Ant+Alo e LipV+Alo quando comparados aos dos grupos
controle (C) e LipV, enquanto o grupo Alo apresentou valores inferiores

comparado ao do grupo controle (C), com p<0,05.

A presenca de formagOes granulomatosas indicou, assim como 0s
resultados de Moura (2007), numeros estatisticamente inferiores no grupo Ant
(x = 1,714 + 0,755) quando comparados a média observada para o grupo LipV
(x = 3,167 £ 0,752). Contrariamente, ndo observamos diferenca entre o grupo
Ant e controle (C). De forma semelhante, os caes tratados com Alo (x = 1,50 +
0,952), Ant + Alo (x=1,667+0,516) e Lipv + Alo (x=1750+
0,700) apresentaram médias estatisticamente inferiores quando comparadas
aguela obtida para o grupo LipV. Os nossos resultados que apontam para
diminuicdo do perfil inflamatério em caes tratados com alopurinol s&o
confirmados por Sasanelli et al. (2007). Esses autores avaliaram as proteinas
de fase aguda em cédes naturalmente infectados com L. infantum durante e
apos tratamento com alopurinol. O esquema terapéutico preconizado
empregou a administracdo de alopurinol, 20mg/Kg/gl2h per os, até remissao
completa dos sinais clinicos e normalizacdo dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos dos cdes. Os resultados indicaram que, conjuntamente a
remissao desses sinais, houve uma reducao significativa dos valores referentes

a proteina C-reativa e a haptoglobulina.

Segundo Murray (2001), a eficacia e intensidade da resposta
granulomatosa €é determinada tanto por fatores do parasito quanto do
hospedeiro. Giunchetti et al. (2008) ao estudarem caes naturalmente infectados

com L. chagasi observaram que a intensidade das alteracdes inflamatoérias
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estava associada com maior carga parasitaria. Assim sendo, a auséncia de
formas amastigotas avaliada pela técnica da IHQ no grupo tratado com Ant +
Alo, assim como a presenca de apenas um cao positivo para o grupo Ant e
dois para o grupo Alo, provavelmente estéo relacionadas com uma diminuicao
do estimulo inflamatério e consequentemente com a presenca de menor
namero de granulomas. Apoiando esses dados, 0s pesos relativos
apresentaram-se inferiores nesses grupos com perfil inflamatoério mais discreto

e com menor estimulo parasitario.

BACO

A recuperacdo de uma infeccdo requer a geracdo de uma resposta
imunoldgica eficiente que pode eliminar, ou pelo menos controlar, 0 patégeno
infectante. No entanto, a inducéo da resposta imunolégica também poderia ser
responsavel pelo desenvolvimento de patologias que acompanham a infeccao

independente do patégeno (Fiocruz, 2012).

O baco constitui 0 segundo maior 6rgao linfoide secundario do corpo,
sendo de grande importancia no controle da LV. Durante o curso da doenca, o
baco representa um importante sitio de interacdo entre o sistema imunoldgico
do hospedeiro e o parasito Leishmania; sendo que, todos os participantes
obrigatérios contra o parasito estdo presentes em larga escala. Esses incluem
0 préprio parasito, viavel ou debris, células apresentadoras de antigenos e

linfocitos.

Segundo Keenan et al. (1984), o quadro de esplenomegalia constituiu a

alteragdo necroscopica mais notavel, em cées experimentalmente infectados
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com L. chagasi e L. donovani. Moura (2007), avaliando cdes submetidos a
protocolo terapéutico, cita que os achados macroscépicos esplénicos mais
evidentes foram o aumento de volume do 6rgdo, aspecto rugoso da cpsula e
congestdo. De forma confirmatéria, em nosso experimento, a esplenomegalia
nao soO esteve presente em pelo menos um animal de cada grupo experimental,
como também apresentou maior prevaléncia quando comparada a
hepatomegalia. Assim, podemos citar que grupos como o LipV e o controle (C)
apresentaram pelo menos 50% dos animais comprometidos com essa leséo, e
como critério confirmatério seus respectivos pesos relativos foram os mais
elevados. Moura (2007) ainda avaliando o peso relativo do baco, entre os
grupos experimentais, verificou relativa melhora no grupo lipossomal (Ant).
Nossos resultados reproduzem esses dados, pois 0 grupo Ant apesar de néo
ter mostrado diferenca estatistica em comparagdo aos outros grupos,

apresentou melhora dessa alteracao.

A polpa branca, formada por tecido linfoide, representa o compartimento
imunologicamente ativo do baco. Histologicamente, trés regides principais sao
identificaveis: a bainha linféide periarteriolar (PALS), os foliculos linfoides,
contidos nas PALS e a zona marginal esplénica, que separa a polpa branca da
polpa vermelha (Van Ewijk e Nieuwenhuis, 1985). A zona marginal contém
grande quantidade de células B pré-ativadas, sendo que o fluxo sanguineo
significantemente reduzido, devido ao sinus, permite intimo contato entre o
antigeno e a célula efetora; ap6s estimulo antigénico, as células B ativadas
podem migrar para o foliculo primario, iniciando o processo de formacdo do
centro germinativo; enquanto, o0s linfécitos T sédo encontrados

predominantemente na PALS (Zandvoort e Timens, 2002).
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Em todos os grupos avaliados, algum tipo de comprometimento
histopatologico foi observado, sendo que, as alteragfes fundamentais foram
deplecdo da bainha linfoide periarteriolar; hiperplasia e hipertrofia dos corddes
de Billroth e presenca de granulomas do tipo Wirchowianos caracterizados pela
presenca de macréfagos hipocorados (cromatina frouxa e citoplasma amplo) e
vacuolizados, parasitados ou ndo com formas amastigotas de Leishmania. A
presenca de foliculos linfoides secundarios, demonstrando resposta do tipo
humoral a antigenos, foi mais expressiva, tanto em prevaléncia quanto em
intensidade nos grupos Alo e Ant + Alo, quando comparados aos demais.
Quando avaliamos a deplecdo da area T dependente verificamos que o0s
grupos Ant , Ant + Alo e Alo obtiveram as menores médias indicativas da
deplecdo dos linfocitos T quando comparados aos outros grupos, apesar da
auséncia de diferenca estatistica. Assim, embora em todos 0s grupos houvesse
a presenca de granulomas ditos Wirchowianos, o estudo morfolégico indica
uma relativa melhora quanto a capacidade de estimular uma resposta imune do
tipo celular principalmente quando consideramos o grupo Ant + Alo; uma vez

gue somado a isso, esse grupo nao apresentou positividade na IHQ.

Strauss-Ayali et al. (2007) avaliando a resposta imune esplénica em seis
cdes experimentalmente infectados com L. infantum, 8.6 x 10® amastigotas por
via intravenosa, tratados por trés meses com alopurinol (20mg/Kg pv/dia),
observaram que a carga parasitaria esplénica, avaliada por RT-PCR, reduziu
significativamente, quando comparada aos resultados anteriores. Em nosso
trabalho, a avaliacdo da positividade em amostras de bago, pela técnica da
IHQ, revelou que apenas um animal apresentou formas amastigotas no grupo

tratado somente com alopurinol; ao passo que, nao foi possivel detectar
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amastigotas nas amostras obtidas do grupo tratado com a associagao de
antimoniato e alopurinol (Ant + Alo). Contrariamente a esses resultados, trés
animais (50%), pertencentes ao grupo do antimonial pentavalente encapsulado
em lipossomas nanométricos (Ant), apresentaram-se positivos pela IHQ.
Mancianti et al. (1988), Liste e Gascin (1995) e Denerolle e Bourdoiseau (1999)
corroboram esses dados com a descricdo da falha na cura parasitolégica em
cdes com LV tratados somente com os antimoniais pentavalentes livre (Sb*).
Entretanto Moura (2007), utilizando formulacdo lipossomal, indica em seus

resultados que o protocolo de tratamento foi capaz de reduzir a carga

parasitaria no baco quando comparado aos outros grupos.

LINFONODO

A linfoadenopatia generalizada € um achado clinico frequentemente
descrito na LVC (Ciaramella et al., 1997; Ferrer et al., 2002; Lima et al. 2004;
Costa Val, 2004; Moura et al., 2007; Toplu, 2011). Como descrito por esses
autores, essa alteracdo constituiu um dos achados clinicos mais frequentes,

em varios momentos de avaliacéo, ao longo do nosso experimento.

A avaliacdo do peso relativo do linfonodo cervical superficial néo
demonstrou diferenca estatistica entre os grupos avaliados. Entretanto,
devemos considerar que houve uma influencia positiva, quanto a diminui¢ao
dos pesos relativos, nos grupos Ant + Alo, LipV + Alo e Alo. Da mesma forma,
Moura (2007) também néo verificou reducdo do peso, do mesmo linfonodo, no
grupo antimoniato. Assim, podemos atribuir ao alopurinol essa influéncia

positiva sobre o peso relativo dos mesmos.
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Confrontando os achados histopatolégicos com os de Keenan et al.
(1984) e Toplu et al. (2011) pudemos identificar tantos pontos em comum
qguanto divergentes. Inicialmente, Toplu e colaboradores (2011) descrevem que
todos os linfonodos, cervical superficial e popliteo, avaliados nos cdes com LV
(n=22), apresentavam inflamac&o capsular crénica associada a fibroplasia. Em
nosso estudo, de forma semelhante, encontramos linfadenite capsular em pelo
menos 40% dos caes de cada grupo experimental, sendo que, em grande parte
essa se apresentava associada a proliferacdo de tecido fibroso. Avaliando a
regido cortical do linfonodo, de cdes também com LV, Keenan et al. (1984)
ressaltam a presenca de centro germinativo evidentes com moderada deplecao
da regido paracortical. Por outro lado, Toplu et al. (2011) descrevem a
presenca de hiperplasia folicular estando essa associada ou ndo a presenca de
centro germinativos em 12 caes (54,54%). Nossos resultados reafirmam os
estudos de Toplu et al. (2011), quanto a presenca de uma hiperplasia folicular
difusa, na regido cortical e paracortical, sem a necessidade da presenca do
ndédulo linfoide secundario. Além disso, a manifestacdo de deplecdo da regiao
paracortical, descrita por Keenan et al. (1984), somente foi evidenciada em um
cdo do grupo do grupo LipV. A avaliagdo da regido medular evidenciou a
presenca de hiperplasia e hipertrofia de plasmdcitos, linfocitos, linfoblastos e
macrofagos, que constituem os corddes medulares, em 18 dos 22 caes (Toplu
et al., 2011). Assim como descrito por esses autores, ndés encontramos pelo
menos 81,81% dos cées, de cada grupo experimental, com padrdo semelhante

a esse.

Avaliando as principais altera¢des histopatoldgicas no linfonodo de cées

com LV, com ou sem expressdo clinica da doenca, Lima et al. (2004)
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descreveram que a hiperplasia/ hipertrofia das zonas cortical e medular foram
as mais frequentes. Esses autores sugerem que a condi¢cdo imunopatolégica
presente no linfonodo constitui um reflexo da inflamag&o cronica difusa
promovida na LVC e independe da sintomatologia clinica dos céaes.
Contrariamente, Giunchetti et al. (2008) descrevem que a hipertrofia/
hiperplasia da zona cortical estavam presentes nos cades assintoméaticos e
oligossintomaticos, enquanto o quadro de atrofia da cortical foi evidenciado no
cdes sintomaticos. Nossos resultados, assim como os de Lima et al. (2004) ndo
apontam modificacdo do padrédo histopatol6gico em relagdo a condicao clinica
do animal. Somado a isso, encontramos uma ténue influencia em relacdo a
diminuicdo da celularidade nos seios medulares dos caes tratado com Ant +
Alo e Alo; sendo que, os outros aspectos investigados ndo apresentaram
modificacdo do padréo histopatolégico em relacdo ao protocolo de tratamento
utilizado. Corroborando nossos dados, Moura (2007) ndo encontrou melhora
das alteracbes histopatolégicas no grupo tratado com antimoniato. Entretanto,
apesar dessa autora descrever diminuicdo da densidade de parasitos nesse
grupo, nossos resultados sédo discordantes, jA que o grupo Ant apresentou
positividade semelhante aos grupos LipV e controle (C). Contrariamente, aos
resultados relativos a IHQ da pele, figado e baco, o grupo Ant + Alo apresentou
positividade em um cdo na avaliagdo parasitologica do linfonodo cervical

superficial.
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9.0 CONCLUSOES

O tratamento envolvendo o alopurinol, principalmente associado ao
antimonial pentavalente encapsulado com lipossomos nanomeétricos,
promoveu significativa reducédo do parasitismo tecidual (pele, figado e
baco) e melhora clinica de todos os animais ;

O tratamento nas diferentes condicbes experimentais, apesar da
melhora clinica, ndo foi capaz de modular a resposta imune do tipo
celular (frequéncia da populacdo linfocitaria CD4/CD8) nos caes
estudados;

A expressdo de CR3 e TLR-2 nos mondcitos CD14" apesar das
variacGes observadas ao longo da cinética dos diferentes protocolos de
tratamento ndo apresentaram correlagdo com a melhora clinica dos
animais;

Caes tratados com alopurinol, principalmente associado ao antimonial
pentavalente encapsulado com lipossomos nanométricos, mostraram
uma melhora clinica evidente caracterizada principalmente pela
remissao dos sinais dematoldgicos classicos da leishmaniose visceral,
Caes tratados com alopurinol principalmente associado ao antimonial
pentavalente encapsulado com lipossomos nanométricos mostraram
diminuicAo das alteragcbes histoloégicas na pele caracterizada
principalmente pela menor frequéncia de dermatite crbnica;

Caes tratados somente com alopurinol e cées tratados com antimoniato

de meglumina encapsulado com lipossomos nanométricos
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apresentaram peso relativo do figado significamente menor em relagéo
ao grupo tratado com lipossomos nanometricos vazios;

Caes tratados com alopurinol com as diversas associacbes e caes
tratados com antimoniato de meglumina encapsulado com lipossomos
nanométricos, quando comparados ao grupo de cdes tratados com
lipossomas vazios, apresentaram diminui¢do no niamero de granulomas
intralobulares hepaticos caracterizando uma resolusdo da hepatite
cronica;

Caes tratados com antimoniato de meglumina encapsulado com
lipossomos nanométricos associado ao alopurinol apresentaram peso
relativo do bago significamente menor em relagéo ao grupo tratado com
alopurinol e controle;

O tratamento nas diferentes condicbes experimentais néo interferiu
significativamente nas lesGes esplénicas classicas como a deplecao da
area T-dependente da polpa branca evidenciada microscopicamente na
maioria dos animais estudados;

Caes tratados com antimoniato de meglumina encapsulado com
lipossomos nanométricos associado ao alopurinol e cées tratados
somente com o alopurinol apresentaram uma reducgao significativa da
celularidade dos seios medulares em comparagdo ao grupo com
lipossomo vazio com tendéncia a um menor parasitismo tecidual;
Postula-se que os animais sob os diferentes protocolos terapéuticos,
apesar da melhora clinica e parasitologica, devam ser acompanhados,
por um maior periodo de tempo, visto que alteracdes histologicas como

fibrose e degeneracdo foram notadamente encontradas no figado dos
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animais tratados com antimoniato associado ao alopurinol e alopurinol

sozinho.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 211/2007, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacdo imunoldgica e histopatoldgica de c3es naturalmente infectados
com Leishmania (Leishmania) chagasi, tratados com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos e alopurinol’, que
tem como responsavel Wagner Luiz Tafuri , estd de acordo com os Principios
Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
12/ 03/2008.

Este certificado expira-se em 12/ 03 / 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 211/2007, related to the project entitled
“Immunological and histopathological evaluation of dogs with visceral
leishmaniasis submitted to treatment with liposome-encapsulated
meglumine antimoniate and allopurinol’, under the supervision of Wagner
Luiz Tafuri, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in March 12, 2008.

This certificate expires in March 12, 2013.
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. LLUEL(Z
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Coordenador do CETEA/U
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Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4516
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ANEXO 2

Data: ___ /__/
FICHA CLINICA INDIVIDUAL

Nome: Baia:

Ntimero do chip:
Grupo de Tratamento:

EXAME FISICO

Peso: Kg/PV Temperatura: °C Hidratacio:
Estado Geral[] Hiperatividade O Normal O Apatia a Depressao
Cond. Corporal: O obesidade O Normal O Emaciagao Oc aquexia

Linfoadenopatia: [ Submandibulares [ Pré-escapulares I Popliteos
Mucosas: [JNormal [0 Hipocorada [J Hipercorada [J Outra

Exame Dermatolégico:

ODermatite Esfoliativa (DE) O Hiperce}'atose (HO) DAl'opecia (AL) O Hipotricose (HI)
[ Seborréia Seca (SS) O Seborréia Umida (SU) [ Ulcera (UL) [ Onicogrifose (ON)

Mapeamento das lesdes

i\gij%/j \\g’%/ é\\ﬁ
N =

Outras Alteracdes:

[ Osteomuscular (OM) [ S. Nervoso (ON) O TGI(TG) O Geniturinario(GU)
O oftalmopatias (OF) [ Cardiorrespiratério (CR) [ ()

CLASSIFICACAO CLINICA:

[ Assintomatico [ Oligossintomatico [ Sintomatico

Comentarios:
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ANEXO 3

QUADRO 1
Valores hematologicos de referéncia do hemograma para cédes segundo Bistner et al. (2002).
Parametro (unidade) Valores normais para caes
Hemacias (x 10%/puL) 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 12-18
Hematdcrito (%) 37-55
Leucdcitos totais (x 10%/uL) 5,5-16,5
Neutréfilos segmentados (x 10%/uL) 3,5-12,5
Linfécitos (x 10%/uL) 1,5-5,0
Mondcitos (x 10%/pL) 0,1-1,2
Eosindfilos (x 10%/uL) 0,1-1,2
Plaquetas (x 10°/uL) 1,5-5,0
ANEXO 4
QUADRO 2
Valores bioquimicos de referéncia para cédes segundo Bistner et al. (2002).
Parametro (unidade) Valores normais para caes
ALT (UI/L) 10-88
AST (UI/L) 10-88
Fosfatase alcalina (UlI/I) 10-80
Bilirrubina total (mg/dL) 0,1-0,6
Proteinas totais (g/dL) 5,30-7,80
Albumina (g%) 2,3-3,8
Globulinas (g%) 2,3-5,2
Creatinina (mg/dL) 0,5-1,5
Uréia (mg/dL) 10-25
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ANEXO 5

Gelatina Especial

Para o preparo dessas laminas, elas devem estar limpas. Enquanto se prepara
a solucdo de gelatina, deixe-as em &agua destilada. Preparo da solucao:
aguecer a agua destilada e acrescentar a gelatina deixando-a dissolver. Uma
sugestdo é usar o agitador magnético com aquecimento. Adicionar o sulfato de
cromo e potassio (PA), obtendo uma solugdo verde-azulada. Filtrar essa
solucdo, ainda morna, utilizando um algoddo, esperar a solucdo esfriar,
adicionar as laminas e deixar por 30 minutos. Escorrer bem e secar por 24
horas, cobertas. Ap0s esse periodo, as laminas estdo prontas para serem

usadas ou guardadas.
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ANEXO 6
Hematoxilina e Eosina

Solugdes: Hematoxilina de Harris, Eosina, Xilol, Alcool 70, 80, 90 e 100%

Agua corrente.

Técnica: As laminas foram desparafinadas em xilol por 10 minutos. Em seguida
foram hidratadas em solu¢cfes de alcoois decrescentes (100, 90, 80 e 70%) e
lavadas em agua corrente por cinco minutos. Logo apdés, foram coradas em
hematoxilina por 50 segundos e novamente lavadas em agua corrente por 20
minutos. Em seguida foram coradas pela eosina por um minuto e meio e entéo
banhadas em agua corrente, desidratadas em solucdes de alcool crescente
(70, 80, 90, 100%) e posteriormente diafanizadas em xilol e montadas com

EntelamTM®.
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ANEXO 7
FICHA DE NECROPSIA

Data: / /

Nome do animal: Grupo:

ACHADOS MACROSCOPICOS

Estado geral do animal (Condigdo clinica, estado nutricional)

Cavidades naturais e mucosas (Palpebras, conjuntiva e olhos, narinas, boca, pavilhdo
auricular, anus e genitais)

Tegumento (pele, pélos, unhas, mamas, bolsa escrotal)

Peso (Kg)

Ventral Dorsal

Incisdo primadria - regido axilar e inguinal — e longitudinal mediana (gordura subcutanea,
musculatura)

Linfonodos superficiais (aspecto, volume, cor, forma, consisténcia ) e peso(g):

Submandibulares Cervicais superficiais Popliteos

Cavidades corpdreas (Toracica e abdominal) (distopias; aderéncias e fluidos - quantidade/ mL,

coloragdo e tipo)

205



1. Primeiro conjunto (bago e epiplon - aspecto, volume, cor, forma, consisténcia)

Bago

Peso(g):

2. Segundo conjunto (diafragma, figado e vesicula biliar; pancreas e inicio do duodeno -
aspecto, volume, cor, forma, consisténcia)

Figado

Peso(g):

3. Terceiro conjunto (estdmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon reto, anus e linfonodos -
aspecto, volume, cor, forma, consisténcia)

4. Quarto conjunto - Sistema geniturindrio (macho: pénis, prepucio e testiculos; fémea:
vagina, corpo e cornos uterinos, tuba uterina e ovarios; rins, ureteres, bexiga, uretra - aspecto,
volume, cor, forma, consisténcia)

Rim (cm) E D
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5. Quinto conjunto (Lingua, faringe, laringe, estfago, traquéia, pulmdes e coragdo - aspecto,
volume, cor, forma, consisténcia)

Sistema respiratério (traquéia, brénquios, linfonodos)

Pulmdo(g) E D

Ventriculo Direito  Ventriculo Esquerdo Fluxo Adrtico
Comparar o didametro
longitudinal com o transversal

Pericardio, epicardio,
miocardio, endocardio,
valvulas, vasos coronarios
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