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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do tratamento com multiplas doses de antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas (LMA) nas alteragbes histolégicas e em aspectos
imunoldgicos, em caes naturalmente infectados com L. chagasi, Os caes receberam 4 doses
intravenosas (IV) de LMA (6,5 mg Sb/kg, N=12), ou lipossomas vazios (dose proporcional ao
grupo tratado, N=12). Um terceiro grupo de animais nao foi tratado (N=12). O sangue periférico
foi coletado 30 e 60 dias apds o tratamento. As promastigotas de L. chagasi foram marcadas com
CFSE e a interagdo Leishmania-monécitos foi realizada na presenga e na auséncia de soro
deficiente do fator cinco do complemento (C5-/-). As células mononucleares foram marcadas com
anticorpos monoclonais anti-CD11a,b,c, anti-MHC classe Il, anti-CD14, anti-CD4 e anti-CD8 e
analisados por citometria de fluxo. 150 dias apds o término do tratamento todos os animais foram
eutanaziados e amostras do bago, figado, linfonodo cervical, medula éssea e pele (orelha) foram
coletadas durante a necropsia e fixadas em solugdo de formol tamponado (10%) para estudos
histopatolégicos e parasitologicos. Outros fragmentos dos o6rgdos foram congelados e
processados para caracterizagdo dos antigenos CD11a,b,/CD18 nos tecidos. Analises semi-
quantitativas das alteragdes histopatologicas e quantitativas da carga parasitaria e da expressao
de CD11a e CD11b tecidual foram realizadas utilizando microscopia 6ptica. Nossos resultados
mostram que a diminuicdo da expressdo de CD11b, na superficie dos mondcitos, observada
apos interagdo in vitro com L. chagasi, especialmente na presengca de soro C5-/-, sugere a
importancia deste receptor na interagdo L. chagasi-mondécitos caninos. Em relagdo ao tratamento
com LMA, este aumentou a expressdao de CD11b na superficie dos mondcitos, 60 dias apds
término do protocolo experimental. Entretanto, esse aumento ndo se correlacionou com maior
adesdo de L. chagasi aos mondcitos caninos, in vitro. O tratamento com LMA nao alterou a
expressao de MHC da classe Il e CD14 nos monécitos caninos e a frequéncia de linfécitos T
CD4", mas manteve a frequiéncia de linfécitos T CD8" por um periodo mais prolongado, indicando
que o tratamento foi capaz de estimular uma resposta imune celular. Nas analises teciduais
constatou-se que a carga parasitaria dos animais tratados com LMA foi estatisticamente menor
em relagao ao grupo controle, exceto na medula dssea e na pele. O baco dos caes tratados
mostrou maior reatividade (hiperplasia da polpa branca) com preservagdo das areas T
dependentes. Por outro lado, no figado, os animais tratados mostraram alteragbes menos
intensas que os animais controle, que apresentaram maior numero de granulomas intralobulares
e maior intensidade do processo inflamatério nos espaco porta hepaticos. Nao houve diferenga
na expressao de CD11a,b/CD18 entre os diferentes grupos. Esses resultados mostram que este
protocolo de tratamento foi capaz de alterar a resposta imunoldgica, aumentando a expresséo de

CD11b, diminuindo a adesdo das promastigotas de L. chagasi aos mondcitos caninos in vitro e
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mantendo os niveis de linfocitos T CD8" no sangue circulante. Esta formulagdo proporcionou
reducao significativa da carga parasitaria no bacgo, figado e linfonodo cervical, mas ainda nao foi
capaz de reduzi-la na medula 6ssea e na pele. Adicionalmente, alteragbes histopatologicas
distintas foram observadas no bago e figado dos grupos analisados, sugerindo que este protocolo

de tratamento pode estar estimulando uma resposta imune érgao-especifica.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the impact of a multiple dose regimen of a liposomal
formulation of meglumine antimoniate (LMA), in some histological, immunohistochemical and
immunological features, in dogs naturally infected with Leishmania chagasi. Dogs received 4
intravenous doses of either LMA (6.5 mg Sb/kg body weight, N = 12), or empty liposomes (at the
same lipid dose as LMA, N = 12) at 4-day intervals. A third group of animals was untreated (N =
12). Peripheral blood was collected 30 and 60 days after treatment. The interaction between
canine monocytes and L. chagasi promastigotes “in vitro”, stained with the fluorescent dye CFSE,
were carried out in the presence or absence of exogenous serum. After, cells were stained with
monoclonal antibodies anti-CD11a,CD11b, CD11¢, MHC class I, CD14, CD4 e CD8 antigens and
analyzed by flow cytometry. After 150 days of the treatment with LMA, all animals were
euthanized and samples of spleen, liver, cervical lymph nodes, bone-marrow and skin (ear) were
collected during necropsy and fixed in 10% formalin solution for histological and parasitological
studies. Other tissue samples were frozen and processed for CD11a,b/CD18 antigens
characterization. A semi-quantitative study of histological alterations, a quantitative study of
parasite load and CD11b expression by histo-morphometric method were carried out under optical
microscope analysis. Our results indicate that the decrease of CD11b expression after infection in
vitro with L. chagasi, especially in the presence of C5 deficient serum, suggests the importance of
these receptors in the L.chagasi-monocyte interaction in canine model. The treatment with LMA
had influence in CD11b expression in monocytes surface. Peripherical cells CD11b expression
was more highly expressed by monocytes from treated animals only before the Leishmania
interaction in vitro. However, after this interaction, the treatment with LMA inhibited adhesion
opsonized promastigotas and canine monocytes. The treatment with LMA did not alter the MHC
class Il and CD14 expression of canine monocytes from peripherical blood and CD4 expression of
canine lymphocytes, but maintain CD8 positive cells for a long term period after treatment indicate
that the treatment was able to maintain an effective immune cellular response A parasite load was
statistical lower than controls in all organs, excepted in the bone marrow and skin. The spleens of
treated dogs showed more reactive, however, treated animals showed less histological alterations
than controls in the liver. We did not find any statistical difference related of the parasite load and
CD11a,b expression in all organs. These results showed that this treatment protocol is able to
alter the immune response, increasing CD11b expression, reducing the adhesion opsonized
promastigotas and canine monocytes and maintain CD8 positive cells for a long term period after
treatment. This formulation reduced tissues parasite load in the spleen, liver and cervical limph

nodes, except bone marrow and skin. In addition, distinct histopatological alterations observed in
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the spleen and liver suggest that treatment protocol might provoke an organ-specific immune

response.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Leishmanioses

As leishmanioses sao doencas infecto-parasitarias causadas por protozoarios
pertencentes a ordem Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania
(ROSS, 1903; SUNDAR & RAI, 2002). Esses parasitos possuem ciclo de vida digenético
(heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados, na forma amastigota e em
insetos vetores - dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia —
no Novo Mundo e Phlebotomus — no Velho Mundo, na forma promastigota (LAINSON et al.,
1987; KILLICK-KENDRICK, 1990).

O ciclo biologico do parasito inicia-se no momento em que fémeas do inseto vetor, ao
fazerem o repasto sangiineo em um hospedeiro vertebrado infectado, ingerem macréfagos-
mondcitos contendo amastigotas. Essas amastigotas, na luz do trato digestivo, diferenciam-se em
formas flageladas denominadas promastigotas prociclicas. As formas promastigotas multiplicam-
se por divisdo binaria no trato digestivo do inseto e possuem uma camada de moléculas de
lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie, consistindo de um nucleo glicana, uma ancora lipidica
altamente conservada e unidades variaveis de oligossacarides. Interagdes 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. Durante a
metaciclogénese, essas formas sofrem uma extensa modificagdo estrutural, envolvendo o
tamanho e a expressao de agucares de LPG, transformando-se em promastigotas metaciclicas. A
expressao de grande quantidade de LPG, bem como de outros glicoconjugados, como a
metaloprotease - gp63, na superficie do parasito € capaz de protegé-lo da agdo das enzimas
hidroliticas 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 migracéo para a probdscida do inseto. Durante o
préoximo repasto sangliineo, a forma infectiva € passada para o hospedeiro vertebrado, sendo
entdo internalizada pelos macréfagos, processo este, mediado por receptores (CUNNINGHAM,
2002; De ALMEIDA, 2003). As promastigotas se diferenciam em formas amastigotas nos
fagolisossomas. Dentro das células do sistema monocitico-mononuclear (SMM) as amastigotas
multiplicam-se por divisdo binaria. O processo ininterrupto de divisdo rompe, eventualmente, o
macrofago infectado liberando as amastigotas, que sdo capazes de infectar novas células. O
flebotomineo, ao fazer novo repasto sangliineo, ingere os macrofagos infectados, perpetuando,

assim, o ciclo.



As leishmanioses sao consideradas endémicas em 88 paises de ambos, Velho e Novo
Mundo. S&o causadas por diferentes espécies de Leishmania e constituem-se
predominantemente zoonoses de animais silvestres, incluindo roedores, marsupiais,
desdentados, canideos e o homem.

A Organizagdo Mundial de Saude estima que a incidéncia anual da doencga seja em torno
de 12 milhdes de casos em todo o mundo e que 350 milhdes de pessoas apresentam o risco de
adquirir uma das formas da doenca. Por esta razao, as leishmanioses encontram-se entre as seis
doencas infecciosas tropicais de grande importancia na Saude Publica (DESJEUX, 2004).

Em humanos, a infecgdo causada por Leishmania resulta em doenca de amplo espectro
dependendo da espécie envolvida e da eficiéncia da resposta imune do hospedeiro contra o
parasito (TURK & BRYCESON, 1971). O quadro clinico da leishmaniose compreende formas
cutaneas localizadas ou difusas, cutidneas disseminadas, mucocutidneas e formas viscerais.
Entre as reconhecidas formas clinicas de apresentacao, a Leishmaniose Visceral (LV) é a mais
grave, progressiva e quase sempre fatal quando nao tratada (BRYCESON, 1996).

A LV ocorre em vastas areas tropicais e subtropicais do globo, distribuida em todos os
continentes, a excegdo da Oceania e Antartica onde apresenta aspectos epidemioldgicos
variados (WHO, 2004). A LV humana (LVH) também conhecida como calazar pode ser causada
por trés espécies do parasito. A espécie L. (Leishmania) donovani (LAVERAN & MESNIL, 1903) é
responsavel pela doenga na india, Paquistdo, China Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Kénia.
Nestas regides o homem atua como reservatério do parasito tendo a doenca um perfil
antropondtico (TAVARES et al., 2003). Ja a espécie L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908), agente
etiolégico da leishmaniose visceral na Asia Central e sudoeste, nordeste da China, norte da
Africa e Europa Mediterranea tem carater zoonético. No Novo Mundo a espécie L. (L) chagasi
(CUNHA E CHAGAS, 1937) é o agente da LV que apresenta, também, carater zoondtico.
Estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e L. infantum
como sendo uma Unica espécie (MAURICIO et al., 2000). Shaw (2007) sugere o uso do nome
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi para o agente etiolégico da leishmaniose visceral
americana. Como nao exite ainda um consenso a respeito desse assunto, neste trabalho optou-
se pela denominagdo L. chagasi ao parasito em questao, por se tratar de estudo realizado no
Brasil.

As estimativas mundiais, em relagao a LV, indicam que cerca de 200 milhdes de pessoas
encontram-se sob risco de adquirir a infecgdo e que 500 mil pessoas se infectam a cada ano. No
ano de 2000 foram estimadas, na populacdo mundial, 41 mil mortes causadas pela doenca
(GUERIN, et al., 2002). Aproximadamente 90% dos casos mundiais de LVH estéo notificados em
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo (GUERIN, et al., 2002; WHO, 2004).



A emergéncia da LV, como um crescente problema de Saude Publica, deve-se
principalmente a fatores demograficos e ecologicos. Na América Latina a leishmaniose visceral
esta presente em locais onde anteriormente ndo ocorria. Na América do Sul, especialmente no
Brasil, Colédmbia e Venezuela, a migragdo e urbanizagdo contribuem fortemente para o aumento
da doenga. As precarias condi¢des sanitarias e nutricionais da populagdo migrante, a presenca
de animais domésticos, atuando como reservatorios do parasito além de fonte alimentar para os
flebotomineos, no domicilio e peridomicilio e a capacidade de adaptacao do vetor ao ambiente
urbano sao fatores fundamentais no estabelecimento e expansao da doenca (WHO, 2004).

No Brasil, a incidéncia de LVH aumentou de 1977 casos em 1998 para 3624 casos em
1999 chegando a 4858 casos em 2000. Entretanto, apds este periodo, observou-se uma
diminuicdo na incidéncia de LVH no pais, com 3203 casos em 2005. A leishmaniose visceral tem
maior taxa de incidéncia nas regides Nordeste e Norte, tendo crescido em todas as regides (com
excecao da regido Nordeste) no periodo de1990 a 2005, o que sugere que a doencga encontra-se
em expansao. Em numero de casos, a regido Nordeste concentrou, na década de 90, quase 90%
dos casos do Brasil. Esta participagao tem diminuido na década atual, chegando a 55% de casos
da doenga, seguida pelas regides Sudeste (21,5%) e Norte (15,9%), em 2005. O aumento do
numero de casos nas demais regides tem limitado a queda das taxas nacionais. (BRASIL-
Ministério da Saude, 2006).

Em Belo Horizonte — Minas Gerais, o numero de casos de leishmaniose vem crescendo a
cada ano (MARGONARI et al., 2006). Em 2006 foram relatados 113 casos de LVH com 10 dbitos
e 8000 casos de leishmaniose visceral canina (LVC) (Secretaria Municipal de Saude - Belo
Horizonte, 2007).

1.2 - Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Estudos pioneiros realizados por CHAGAS et al. (1937 e 1938), na regido Norte do Brasil,
mostraram a existéncia de caes naturalmente parasitados, em paralelo a infeccao humana.
Todavia, a leishmaniose canina no Brasil so teve relevancia quando foi estudada em uma area de
grande endemicidade: o nordeste brasileiro. No Ceara, DEANE (1955), em estudo comparativo
entre a infecgdo humana e canina, encontrou o parasito na pele de 16,3% dos individuos e em
77,6% dos caes naturalmente infectados. Além disso, verificou que a infecgao experimental de
flebotomineos era mais frequente e intensa quando os insetos se alimentavam em caes (75%) do
que em humanos (28,5%). Estas observagbes, bem como as de outros trabalhos que tém
estudado a doencga canina em areas endémicas de LVH, mostram o cao como a principal fonte

de infeccao para os flebotomineos. Isto se deve a alta prevaléncia da doenga no animal nessas



regides e a presenca do parasito na pele do cdo, o que favorece a infec¢do do inseto vetor e,
consequentemente, a transmissdo ao homem (BRENER, 1957; ALENCAR, 1959; DEANE &
DEANE, 1962; IVERSSON et al., 1983; MARZOCHI, et al., 1985).

O espectro patolégico da LVC € muito diverso devido as diferengas na relagao parasito-
hospedeiro em conseqliéncia das variagdes na resposta imune individual do hospedeiro. Os
sinais clinicos e o tempo de aparecimento da doencga sao variaveis oscilando entre auséncia total
de sinais até sindrome clinica severa. Sao sinais de LVC: febre, descamagao e eczema,
principalmente no focinho e orelha, pélo opaco e ulceracbes leves localizadas frequientemente
nas orelhas, focinho, cauda e articulagdes, Ulcera de decubito. Com grande freqliiéncia observa-
se, nas fases mais adiantadas da doenca, esplenomegalia, alopecia generalizada, ulceragdes
mais acentuadas na pele, onicogrifose, ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarréia, melena ou
hematoquesia, edema das patas, vOmito, além do aparecimento de areas de hiperqueratose
especialmente na ponta do focinho. Na fase final da infecgao ocorrem, em geral, paraparesia,
caquexia, inanigao e o6bito do animal (DEANE & DEANE, 1955; ALENCAR, 1959; SLAPPENDEL
& GREENE, 1990; GENARO, 1993; CIARAMELLA, 1997; ALVAR, 2004; COSTA VAL et al,,
2004).

As principais lesdes da LV, observadas em caes no Velho e Novo Mundo, ocorrem nos
orgaos mais ricamente parasitados como baco, figado, linfonodos, medula éssea e a pele.

O baco pode apresentar tamanho normal, discretamente aumentado ou hipertrofiado
(FAURE-BRAC, 1933; DONATIEN & LESTOQUARD, 1935; ALENCAR, 1959). Neste 6rgao
ocorre diminuigdo do numero de linfocitos e proliferacdo de macréfagos na bainha linféide
periarteriolar, hiperplasia folicular e aumento da polpa vermelha com agregados de macrofagos e
células plasmaticas (KEENAN et al., 1984; GENARO, 1993; TAFURI et al.,1996).

No figado, observa-se infiltrado plasmo-linfocitario e hiperplasia das células de Kupffer.
Pode ocorrer uma reacao inflamatéria exsudativa com infiltrado linfo-plasmocitario nos espacos
portais e interlobulares, além da presenga de granulomas intralobulares, com células epitelidides,
parasitados ou ndo (GENARO, 1993; TAFURI et al., 1996; TAFURI et al., 2001).

Nos linfonodos, o aumento do numero e tamanho dos foliculos linféides e a marcante
hipertrofia e hiperplasia dos macréfagos medulares (corddes e seios) justificam a linfadenopatia
observada clinicamente (LIMA et al., 2004).

A medula éssea encontra-se hiperplasica, devido a hiperplasia da série monocitica e
hipoplasia da série granulocitica (KEENAN et al., 1984).

Na pele, observa-se processo inflamatério plasmohistiolinfocitario com graus variados de
intensidade podendo apresentar-se distribuido ao redor dos anexos ou difusamente na derme
(SANTOS et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2006). Acantose,



hiperceratose com presenca ou ndo de pérolas corneas, paraceratose e degeneragdes celulares
sdo alteracdes histopatolégicas comumente observadas na leishmaniose visceral canina.

O envolvimento renal, glomerulonefrite causada pela deposicdo de imunocomplexos, é
freqlente e os sinais clinicos apenas se tornam evidentes quando a lesao renal ja € grave. Em
alguns casos a insuficiéncia renal € o unico sintoma observado e nestes casos o ébito pode
ocorrer em poucos dias (MARCUSSEN et al., 1989; NIETO et al., 1992; TAFURI et al., 1996;
FONT & CLOSA, 1997; CIARAMELLA et al., 1997).

Nos pulmdes ocorre pneumonite intersticial crénica com espessamento dos septos inter-
alveolares (TRYPHONAS et al., 1977; ANDERSON, 1980; DUARTE et al., 1986; GONCALVES,
2003).

No intestino a hiperplasia linféide das placas de Payer, associada ou ndo ao parasitismo,
pode ocorrer nos intestinos delgado, jejuno e ileo, grosso, ceco e colon (TOME, 1956; BRENER,
1957; KEENAN et al., 1984; SILVA et al., 2001).

1.3 - Interacéo Leishmania hospedeiro vertebrado

A interagdo Leishmania-macréfago envolve mecanismos complexos, dependentes de
fatores multiplos dos hospedeiros vertebrados e invertebrados, bem como do préprio parasito. O
sucesso da infeccdo em ambos os hospedeiros ndo ocorre ao acaso. De acordo com Killick-
Kendrick (1979), os vetores dos parasitos do género Leishmania séo especificos, bem definidos e
variagdes nas moléculas de superficie dos protozoarios facilitam o sucesso da infecgao no vetor
apropriado (SCHLEIN, 1993). O hospedeiro vertebrado, por sua vez, possui mecanismos de
defesa que sado ativados na presenca do parasito. Sabe-se que os macréfagos sado as células
hospedeiras primarias das promastigotas, o que significa que esses parasitos possuem
mecanismos de adaptagdo aos fatores hostis do hospedeiro, antes, durante e apds sua
internalizacao na célula (RUSSEL & TALAMAS-ROHANA, 1989; OLIVIER et al., 2005).

Durante o repasto sangiineo, a fémea hematdfoga (vetor) introduz a proboscida no
hospedeiro vertebrado dilacerando proteinas estruturais da matriz intersticial, inclusive atingindo
a parede de pequenos vasos saglineos, promovendo lesbes hemorragicas. A formagao dessas
lesbes decorre tanto da acdo mecanica da proboscida, quanto da agédo da saliva do inseto. De
fato, componentes da saliva como maxadilan - potente agente vasodilatador e imunomodulador,
adenosina, prostaglandinas, dentre outros, auxiliam o vetor na aquisicdo do sangue. Por outro
lado, ocorre a ativacdo de mecanismos de defesa natural, no hospedeiro, como o sistema do

complemento, trombina, plaquetas, anticorpos naturais, fagécitos, dentre outros (RIBEIRO et al.,



1987; GILLESPIE et al., 2000). A sobrevivéncia do parasito, na sua forma infectante, é
fortemente influenciada pelos elementos presentes nesse microambiente tecidual.

Leishmania é capaz de ativar o complemento, tanto pela via classica quanto pela via
alternativa (PEARSON & STEIGBIGEL, 1980; MOSSER & EDELSON, 1985; PUENTES et al.,
1989). Entretanto, o complemento ndo consegue lisar o parasito devido a presenga de moléculas
de LPG e gp63 na superficie das promastigotas metaciclicas que impedem, por agao espacial, a
insercdo do complexo litico C5-9 (HALL & JOINER, 1991). Porém, os fatores soroldgicos do
complemento apresentam grande importancia na interagdo parasito-hospedeiro. Os produtos de
clivagem do complemento (C3a, C5a) sao potentes fatores quimiotaticos. Bray (1983) observou
que a promastigota por si s6 nao faz quimiotaxia para macréfagos, mas sim indiretamente, pela
acao do complemento (C5a). Este é capaz de atrair monécitos-macréfagos ao foco inflamatorio
provocado pela picada do flebotomineo. Entretanto, ha que se ressaltar o papel das opsoninas,
especialmente C3 e seus produtos de clivagem, C3b, C3bi e C3dg. Estes, ao opsonizarem o
parasito, facilitam o processo de fagocitose mediada por receptores especificos, presentes na
superficie dos macréfagos (ROSS, 1980; ROSS & MEDOF, 1985; LAMBRIS, 1988,; KANE &
MOSSER, 2000).

Os macrofagos contém, em sua superficie, um complexo arranjo de receptores capazes
de mediar a ligacdo de uma ampla diversidade de ligantes. Dentre eles destacam-se os
receptores pertencentes a familia das integrinas 2 que parecem ter importancia fundamental na
interagdo Leishmania-macrofagos (TALAMAS-ROHANA et al., 1990; MOSSER & ROSENTHAL,
1993; CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN & BULLEN, 2002; De ALMEIDA et al., 2003).

As integrinas sdo moléculas de adesao cujas fungdes envolvem interagdes célula-célula
ou célula-matriz extracelular, fundamentais para a ativacdo leucocitaria (SPRINGER, 1990;
PATARROYO et al., 1990). As integrinas B2 especificas de leucdcitos (CD11/CD18), consistem
de trés heterodimeros com cadeias a especificas (CD11a,b,c) e uma cadeia § comum (CD18).

A integrina CD11a/CD18, também conhecida como antigeno 1 associado a fungé&o do
linfécito (LFA-1) é encontrada principalmente em leucécitos mononucleares. Inicialmente o LFA-1
foi caracterizado em linfécitos T, mas também se encontra presente em linfocitos B, exercendo
papel importante na apresentagdo de antigeno (SPRINGER, 1990; BACHMANN et al., 1997;
NICOLLS & GILL, 2006). A ligagdo de LFA-1 com moléculas de adeséo intercelulares, ICAM-1,
aumenta a eficiéncia da apresentagdo de antigenos para os linfécitos B devido principalmente a
ativagcdo de linfécitos T (HOWARD et al.,, 1986; MOY & BRIAN, 1992). LFA-1 é a principal
integrina envolvida na migragdo transendotelial de leucécitos, tanto na recirculagdo normal de
linfécitos pelos linfonodos quanto na resposta de células linfociticas e mieldides a sinais

inflamatérios. O bloqueio de LFA-1 altera a capacidade de migragcao dos linfécitos através da



superficie endotelial. Em camundongos deficientes de LFA-1, neutréfilos e linfécitos T ativados
apresentaram-se inabeis em atravessar a barreira de células endoteliais em resposta a um
gradiente de quimiocinas (ANDREW et al., 1998). Esse receptor também tem um importante
papel na sinapse imunolégica que se forma entre linfocitos T e células apresentadoras de
antigenos durante a resposta imunolégica (HOGG et al., 2002; PEREZ et al., 2003; NICOLLS &
GILL, 2006).

A integrina CD11b/CD18, conhecida como receptor para o terceiro fator do complemento
(CR3) ou MAC-1, é um receptor heterodimérico expresso em mondcitos, macrofagos, neutréfilos
e células natural killer. A fungdo do CR3 foi inicialmente descrita como a habilidade de se ligar a
forma inativa do complemento C3bi, mediando desta forma, a fagocitose e lise de eritrocitos
opsonizados com este fator, além de aumentar a atividade das células natural killer contra células
alvos opsonizadas com C3bi (ROTHLEIN & SPRINGER, 1985; RAMOS et al., 1988).

CR3 interage com moléculas de ICAM-1, mediando interagbes célula-célula e célula-
matrix extracelular, importantes na adesao e migracao de células para o foco inflamatério. Este
receptor pode interagir também com varios ligantes soluveis incluindo moléculas como
fibrinogénio, fator X da cascata da coagulacdo; sacarideos e polissacarideos presentes na
superficie de varios microorganismos (ARNAOUT et al., 1983; WRIGHT et al., 1983; WRIGHT &
JONG, 1986 RUSSEL & WRIGHT, 1988; WRIGHT et al., 1988; ALTIERI & EDGINGTON, 1988;
WRIGHT et al., 1989; ALTIERI et al., 1990; TALAMAS-ROHANA et al., 1990; DIAMONT et al.,
1991). CR3 esta envolvido em varias fungcdes de mondcitos e macrofagos incluindo a adeséo
transmigracional e fagocitose (CUNNINGHAM, 2002; De ALMEIDA et al., 2003; OLIVIER et al.,
2005). Marth & Kelsall (1997) demonstraram a habilidade dos ligantes naturais de CR3 em
suprimir a produgdo de interleucina 12 (IL-12). Essa supressdo parece estar relacionada com a
indugdo de uma cascata de sinalizagbes que regulam negativamente as vias de transcrigdo e
transdu¢cdo (McDOWELL & SACKS, 1999).

A opsonizacgao do parasito com C3b e, principalmente com C3bi que se liga ao receptor
CRa3, parece ser o principal meio de ligagao entre as promastigotas metaciclicas e os macréfagos
do hospedeiro. A internalizagdo do parasito via CR3 aumenta sua sobrevida no macréfago, uma
vez que CR3 promove fagocitose de Leishmania sem induzir a explosao respiratéria (MOSSER et
al,, 1985; MOSSER & ROSENTHAL, 1993; GONCALVES et al., 2005). Outro beneficio da
utilizacdo desse receptor € a inibigdo da imunidade celular mediada por IL-12, que leva a
protecao da promastigota (CUNNINGHAM, 2002).

A integrina CD11¢c/CD18, conhecida, também, como p150,95 ou CR4, é encontrada em
macrofagos. Os ligantes para este receptor ndo sdo bem conhecidos. Sabe-se que CD11¢/CD18

se liga ao fibrinogénio e a forma inativa do terceiro fator do complemento (C3bi) sendo, portanto,



considerada um receptor para o complemento, embora seu aspecto funcional ndo esteja ainda
totalmente elucidado (MYONES et al., 1988; POSTIGO et al., 1991).

A ligacdo Leishmania-macréfagos pode se dar, portanto, de maneira direta ou indireta,
envolvendo moléculas especificas, j4& mencionadas, presentes na superficie de ambos, que
estimulam o processo de internalizacdo (CHANG, 1979).

Na interacdo direta, moléculas do parasito ligam-se aos receptores presentes na
superficie dos macréfagos: LPG liga-se aos receptores CR3 e CR4 (TALAMAS-ROHANA et
al.,1990); gp63 liga-se ao receptor CR3 (RUSSEL & WRIGHT, 1988) e alguns carbohidratos
ligam-se aos receptores de manose e fucose (MOSSER, 1993; BASU & RAY, 2005).

Na interag&o indireta, a opsonizagéo do parasito, com os elementos presentes no soro do
hospedeiro como imunoglobulinas, fibronectina e fatores do complemento, facilita sua
internalizacao, através da ligacdo com receptores especificos presentes no macrofago, mediando
assim, a sobrevivéncia da Leishmania. Dentre os receptores macrofagicos deve-se ressaltar
aqueles pertencentes a familia das integrinas 2, em especial o receptor CR3 (MOSSER, 1993).
A importancia destes receptores na ades&do promastigota-macréfago depende da espécie de
Leishmania envolvida. De acordo com Mosser e Rosenthal (1993), para a interacdo de
promastigotas de L. major e L. enrietti sdo necessarios componentes do complemento, enquanto
L. amazonensis adere eficientemente a macréfagos de camundongo na auséncia do soro. Na
adesdo da L. donovani a macréfagos humanos, os receptores macrofagicos para manose sao
importantes (JENEFER et al., 1985; WILSON & PEARSON, 1988).

A natureza dos macrofagos pode ser outro fator importante nessa interagdo com o
parasito. Mosser & Rosenthal (1993) consideram, em geral, que macréfagos humanos derivados
de mondcitos interagem pouco com promastigotas ndo opsonizadas, quando comparados a
macrofagos peritoneais murinos. Além disso, macréfagos de camundongos obtidos da medula
Ossea aderem aos parasitos de maneira ainda mais intensa.

Existem ainda poucos estudos sobre a importancia dos receptores, pertencentes a familia
das integrinas B2, na leishmaniose visceral canina (TAFURI et al., 1996; SANCHEZ et al., 2004).
Gongalves et al. (2005) demonstraram a importancia do CR3 na interacdo parasito-hospedeiro
em macrofagos peritoneais. Recentemente, Sampaio et al (2007) obtiveram resultados
semelhantes ao estudarem monécitos e macréfagos derivados de mondcitos de cées
naturalmente e experimentalmente infectados. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios
para o melhor entendimento do papel dos receptores CD11a,b,c/CD18 nessa interagcdo, bem
como a influéncia do tratamento na expressdo destes receptores nos mondcitos-macréfagos

caninos.



1.4 — Resposta imune

Na leishmaniose a resposta imune protetora € mediada pela imunidade celular. A
resposta imune humoral do hospedeiro ndo é competente para eliminar o parasito, pois esse se
encontra dentro dos fagolissosomas dos macréfagos. Os fagocitos mononucleares constituem
importantes componentes da imunidade mediada por células. Dentre suas fungbes podemos citar
a producado de enzimas proteoliticas e outras substancias que exibem efeitos microbicidas, a
producdo de mediadores soluveis (citocinas) que possuem efeito imunorregulador e o
processamento e apresentagdo de antigenos para os linfocitos T CD4", associados as moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal da classe Il — MHC classe Il (CUNNINGHAM,
2002).

A habilidade para processar os antigenos e apresenta-los na superficie celular € um
importante aspecto da imunidade inata no combate a infeccado (MURRAY, 2000; GOMES-
PEREIRA, 2004). Em geral, antigenos presentes no compartimento endo/fagocitico sao
apresentados juntamente com MHC classe Il aos linfécitos T CD4", ao passo que, antigenos
presentes no citoplasma sao levados ao reticulo endoplasmatico e apresentados, na superficie
da célula, juntamente com MHC classe | aos linfécitos T CD8*. Entretanto, observou-se que
alguns patogenos intracelulares, inclusive Leishmania, estimulam uma resposta imune, mediada
por linfécitos T CD8*, dependente de MHC classe |, processo este denominado apresentacdo
cruzada (RODRIGUES et al., 2003; BASU & RAY, 2005). Alguns estudos tém mostrado que a L.
donovani inibe a apresentagao de antigenos através da inibicdo da expressado de genes de MHC
classe Il (REINER et al.,1987; De ALMEIDA et al., 2003). Por outro lado, macroéfagos infectados
com L. amazonensis expressaram niveis normais de MHC classe Il (LANG et al., 1994).

A resisténcia as infecgbes causadas por Leishmania esta associada a capacidade dos
linfocitos T CD4" de produzir interferon gama (IFN-y), que ativa os macréfagos, estimulando o
aumento da producdo de reativos intermediarios de oxigénio, responsaveis pela morte
intracelular do parasito (LIEW et al., 1989; ROSA, 2006). Adicionalmente, existem estudos que
afirmam o papel dos linfécitos T CD8" na resisténcia a infecgédo por Leishmania (HILL et al., 1989;
MULLER et al., 1991). Estas células tém sido implicadas no controle da LV por participarem da
resposta imune adquirida especifica desenvolvida pelo hospedeiro (GOMES-PEREIRA et al.,
2004).

Na leishmaniose ocorre diminuicdo da resposta imune celular especifica, devido, em
parte, a queda do numero de linfocitos T CD4", responsavel pela patogénese e progressdo da
doenca. Bourdoiseau et al. (1997) observaram que caes naturalmente infectados com doenca
ativa apresentavam percentual de linfocitos T CD4" significativamente menor do que os cées ndo

infectados. Reis (2001) ao estudar as diferentes formas clinicas da infec¢ao natural observou que
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caes sintomaticos apresentaram diminuicdo nas subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8",
sugerindo deficiéncia de resposta celular antigeno-especifica.

A importancia dos linfécitos T CD4" na LVC também foi constatada por Alvar et al. (2004)
ao observarem correlagdo direta entre os niveis de linfocitos T CD4" e a resposta ao tratamento
quimioterapico, em caes naturalmente infectados. Outro aspecto importante do papel decisivo
dos linfécitos T CD4" no controle do parasito, &€ a observagéo de que a diminuigéo destas células
se correlaciona com o aumento da capacidade infectiva dos caes para os flebotomineos durante
a evolugao da doenga (GUARGA et al., 2002).

O papel dos linfécitos T CD8" na LVC ainda nio esta tdo bem estabelecido como no
modelo murino. Neste modelo, sua importancia depende da espécie estudada. Em camundongos
BALB/c os linfécitos T CD8" sdo de grande importancia no controle da doencga, entretanto em
camundongos C57BL/6, embora ativados, parecem nao ter papel relevante no controle do
parasito (TSAGOZIS et al. 2005).

1.5 — Tratamento da LVC

O tratamento da leishmaniose visceral canina vem sendo estudado por varios
pesquisadores, desde a descoberta de que as leishmanioses humana e canina sao causadas
pelo mesmo agente. Entretanto, as drogas antileishmanicidas usadas com sucesso na terapia em
humanos, como os antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e miltefosine, tém se
mostrado de eficacia controversa no tratamento da LVC. Em cées, as drogas induzem uma
remissdo temporaria dos sinais clinicos, nem sempre previnem a ocorréncia de recidivas e,
freqientemente, causam varios efeitos colaterais. Adicionalmente, tém efeito limitado na
infectividade de flebotomineos, levando ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas
utilizadas (BANETH & SHAW, 2002; OLIVA et al., 2004).

Os compostos antimoniais pentavalentes sao os principais medicamentos usados na
terapia humana e canina. A dosagem de antimoniais utilizada no tratamento canino é
aproximadamente 10 vezes maior que o recomendado para o tratamento humano. O mecanismo
de agdo dessas drogas ainda nao esta totalmente esclarecido, no entanto, sabe-se que elas
atuam na inibicao seletiva de enzimas do parasito, requeridas na via glicolitica e na oxidagao de
acidos graxos.

Devido ao risco de desenvolvimento de resisténcia do parasito aos antimoniais, a
Organizacado Mundial de Saude, nao recomenda a terapia antimonial convencional. No Brasil, o
Ministério da Saude proibe o uso de N-metil glucamina no tratamento canino conforme parecer n°
0299/2004 da Advocacia Geral da Uniao.
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Diante deste contexto, a obtengdo de novas drogas ou novas formulagdes para drogas
que possam determinar cura completa para os caes infectados continua sendo um dos grandes
desafios para o controle da doenga (SCHETTINI et al., 2003). Neste sentido, os lipossomas
representam uma estratégia promissora, pois, esse sistema carreador de farmaco aumenta

consideravelmente a eficacia das drogas.

Os lipossomas sao vesiculas artificiais compostas por bicamadas concéntricas lipidicas
separadas por compartimentos de agua. Essas bicamadas sao compostas por moléculas como
fosfatidil-colina, colesterol e diesteroil-fosfatidil-glicerol contendo uma porgao hidrofilica e outra
hidrofébica (BAGNHAM, 1992). Os lipossomas podem diferir em tamanho (didmetro de 20 nm, 1
um ou maiores), composi¢cdo e organizagdo estrutural (vesiculas: uni, oligo ou multilamelares).
Os solutos podem ser encapsulados no compartimento aquoso (solutos polares) ou no
compartimento lipidico (solutos lipofilicos) (FREZARD, 1999)

As propriedades dos lipossomas, e sua subseqliente aplicabilidade dependem de suas
caracteristicas fisicas e das caracteristicas fisicoquimicas da membrana lipossomal (FREZARD,
1999). Grande parte do conhecimento a cerca da atividade dos lipossomas “in vivo” foi obtido
utilizando-se injegdes intravenosas. Os lipossomas administrados intravenosamente normalmente
interagem com dois grupos distintos de proteinas plasmaticas: as lipoproteinas de alta densidade
e as chamadas opsoninas que, por adsorverem-se na superficie das vesiculas, medeiam sua
endocitose pelos macrofagos. A taxa de desaparecimento dos lipossomas do sangue circulante
depende da habilidade de ligagdo das opsoninas com a superficie do lipossoma (GREGORIADIS,
1990); das caracteristicas da superficie dos lipossomas, bem como, do tamanho das vesiculas
(LIU & LIU, 1996).

Os lipossomas representam um grande avango no tratamento das doengas parasitarias,
especialmente daquelas de etiologia intracelular que incidem sobre os componentes do sistema
monocitico mononuclear (SMM), como € o caso da leishmaniose visceral. Estudos pré-clinicos
realizados em animais experimentais demonstraram que o antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas foi 200 vezes mais ativo que a droga livre. O aumento espetacular
da eficiéncia dos antimoniais, apds sua administracdo na forma encapsulada em lipossomas, foi
atribuido ao fato desse sistema de transporte ser rapidamente removido do compartimento
vascular por células do SMM, mediante fagocitose (ALVING, 1986).

Frézard et al. (2000) desenvolveram um novo método para encapsulagdo do antimoniato
de meglumina em lipossomas. Esse método permitiu a encapsulagdo do composto com maior
eficiéncia que os métodos convencionais. Além disso, a formulacdo resultante nao apresentou os
problemas de estabilidade normalmente encontrados nas convencionais. Quando avaliada em

hamsters infectados por L. chagasi, a preparagdo administrada em dose Unica induziu o
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decréscimo médio de 50 vezes da carga parasitaria no bago e figado dos animais (FREZARD et
al., 2000). Ao estudar a biodistribuicdo do antimdnio em caes, apdés administragdo intravenosa
dessa preparagao em dose uUnica, Schettini et al. (2003) observaram concentragcbes de antiménio
no bacgo, figado e medula éssea, sendo que as maiores concentragdes foram observadas no
bacgo e figado. Estes autores sugerem que as baixas concentracées de Sb obtidas na medula
podem estar relacionadas a dose utilizada ou ao tamanho das vesiculas. Entdo, Schettini et al.
(2005) avaliaram os efeitos farmacocinéticos e parasitolégicos desta formulagcdo, apds
administracdo de multiplas doses em caes e concluiram que embora este protocolo de tratamento
tenha sido capaz de aumentar os niveis de antiménio na medula, reduzir 0 numero de animais
positivos e reduzir a intensidade da infeccao para Lutzomyia longipalpis, ele ndo foi capaz de
eliminar completamente o parasito. Além disso, no momento da injecdo dos lipossomas foram
observados efeitos colaterais transitérios como taquicardia, sialorréia, bradicardia, defecacéo e
cianose, 0s quais podem ser atribuidos ao tamanho elevado dos lipossomas utilizados e a uma
consequlente obstrucao transitéria dos capilares pulmonares. Diante deste quadro, Schettini et al
(2006) desenvolveram uma nova formulacdo de antiménio encapsulado em lipossoma,
consistindo de vesiculas de tamanho nanométrico (4nm), que elevou a concentracdo do
antiménio na medula 6ssea (aproximadamente 3 vezes) em relagdo a formulagdo com tamanho
maior (1,4 um).

Assim, esse trabalho visa avaliar o impacto do tratamento, com esta nova formulagao de
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nhanomeétricos, em parametros
imunoldgicos e histopatolégicos, bem como na carga parasitaria de caes naturalmente infectados
com L. chagasi, submetidos a multiplas doses desse farmaco.

Faz-se necessario ressaltar que o presente trabalho faz parte de um projeto mais amplo
(multidisciplinar), realizado por pesquisadores de diferentes unidades da UFMG. Esse projeto
além de avaliar os parametros acima mencionados, também teve por objetivo avaliar a
biodistribuicdo do antiménio nos érgaos alvos, bem como, a toxicidade e a eficacia terapéutica da
formulagdo de antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos no

tratamento da LVC, tema da tese de doutorado defendida por Ribeiro (2007).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar o impacto do tratamento com uma nova formulagdo de antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos, em parametros imunoldgicos, histopatolédgicos, e na

carga parasitaria de caes naturalmente infectados com L. chagasi.
2.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar os aspectos clinicos dos caes antes e apés o tratamento.

e Avaliar a expressdao de CD11a/CD18 (LFA-1); CD11b/CD18 (CR3), CD11¢c/CD18 (CR4),
MHC classe Il e CD14, em mondécitos do sangue periférico, antes e apos interagao in vitro
com L. chagasi, na presenga e na auséncia de soro de camundongo deficiente do fator 5

do complemento.
e Avaliar a freqiiéncia das subclasses de linfécitos T CD4" e CD8" no sangue periférico.
¢ Analisar a macroscopia das lesdes do figado, bago, linfonodo cervical e pele.
¢ Avaliar a histopatologia do baco, figado, linfonodo cervical, medula 6ssea e pele.
¢ Avaliar o parasitismo no figado, baco, linfonodo cervical, medula 6ssea e pele.

e Avaliar a expressado de CD11a e CD11b em fragmentos de baco, figado, linfonodo cervical

e pele.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - Animais

Foram utilizados 36 caes provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Santa
Luzia, MG, Brasil, comprovadamente soro reativos para L. chagasi por meio de testes de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunoensaio enzimatico (ELISA - enzyme linked

immunoaborbent assay).

3.1.1 - Critérios de inclusdo no estudo

Animais com auséncia de outras infecgbes concorrentes € com exame parasitologico
positivo (esfregago medular ou mielocultura ou imuno-histoquimica de bidpsia de pele da regido

da ponta da orelha).

3.1.2 - Manuseio dos animais

Os animais selecionados foram vermifugados com anti-helmintico oral de largo espectro,
em duas doses com intervalo de 15 dias, imunizados contra as principais patologias virais
caninas (Cinomose, parvovirose, coronavirose, hepatite infecciosa canina, leptospirose canina,
parainfluenza canina, adenovirus tipo 2 e raiva canina) e tratados com produtos tépicos de efeito
antiectoparasitario prolongado (Top Line®, MERIAL Satde Animal).

Para receber os animais, o canil experimental do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
sofreu desinfec¢do (com Hipoclorito de Sédio a 1%) completa do ambiente num periodo anterior
a chegada dos mesmos. Os grupos foram distribuidos em baias coletivas, respeitando a lotagao
maxima de 8 animais/baia, equipadas com comedouro e bebedouro automaticos contendo agua
potavel e ragdo comercial balanceada fornecida “ad libitum”. As baias eram teladas e possuiam
area coberta e descoberta, o que favorecia a incidéncia de luz solar. Estas foram diariamente

higienizadas com Hipoclorito de Sddio a 1% e borrifadas trimestralmente com piretroides.
3.1.3 - Grupos Experimentais

Os caes foram organizados em trés grupos com 12 animais cada. A distribuicdo dos
grupos levou em consideracdo critérios de estratificacdo baseados no peso, sexo, idade
aproximada e classificacao clinica (segundo MANCIANTI et al., 1998), de modo a proporcionar
homogeneidade entre os grupos. Cada grupo recebeu protocolo de tratamento distinto conforme

especificado abaixo:
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Grupo | (Lp-Sb): 12 animais que receberam antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanométricos (Schettini et al., 2006) em dose equivalente a 6,5 mg de Sb/kg, pela via
endovenosa, em quatro aplicagées com intervalos de 96 h.

Grupo Il (Lp): 12 animais que receberam o lipossoma “vazio”, pela via endovenosa, em
quatro aplicagdes com intervalos de 96 h.

Grupo Il (C): 12 animais que receberam solugéo de salina estéril, pela via endovenosa,

em quatro aplicagdes com intervalos de 96 h.

3.2 — Comité de Etica Experimental Animal

Este projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais, registrado sob o protocolo de numero 166/05
(ANEXO 1).

3.3 - Anélise fenotipica das células mononucleares do sangue periférico

3.3.1 — Coleta de sangue

O sangue foi coletado na regido cervical, apds anti-sepsia com alcool iodado a 70%, por
venopuncao jugular com agulha e seringa estéreis. Foram coletados 20 mL de sangue em

heparina, 30 e 60 dias apds o término do tratamento.
3.3.2 — Obtencéo das células mononucleares

O sangue heparinizado foi diluido em PBS (na proporgao 1:1). Esta mistura foi colocada
sob uma mistura de Ficoll-Hipaque (Sigma 10077) na razdo 1:3 (Ficoll-sangue), em tubos
estéreis, de fundo cbnico, de poliestireno (Falcon — Corning — EUA). Apds centrifugacédo a 250g
por 20 minutos a 18°C, o anel de células mononucleares que se formou na interface Ficoll-
Hypaque — plasma foi coletado e colocado em outro tubo de Falcon estéril juntamente com 40 mL
de PBS (10%) gelado. Este tubo foi centrifugado a 220g por 15 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacao o sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 30 mL de agua destilada estéril
(solugao de lise) por 45 segundos sob delicada homogeinizagédo. Decorrido este tempo, 30 mL de
PBS (30%) estéril foi acrescentado rapidamente e o tubo foi novamente centrifugado a 220g por
15 minutos a 4°C. As células foram ressuspensas com 1 mL de meio RPMI. A concentracao foi
acertada para 5x10°células/mL, apds contagem em camara hemocitométrica de Newbauer, com
meio RPMI — 1640.
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3.3.3 — Parasitos

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (L) chagasi (MHOM/BR/72/BH/46)
na fase estacionaria de crescimento em meio alfa-MEM (GIBCO) a 25 °C, suplementado com
20% de soro bovino fetal (SBF) inativado, glutamina (2mM), penicilina G (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL).

3.3.4 — Marcacdao dos Parasitos com CFSE

A promastigotas de Leishmania (Leishmania) chagasi, obtidas do cultivo, foram lavadas 3
vezes com PBS (10%) por centrifugacdo a 1200 g por 10 minutos a 4°C. Apdés a Ultima
centrifugacao o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de PBS
(10%). Logo em seguida acrescentou-se 1ul de 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester - CFSE — (Molecular Probes C-1157) na diluicdo de 2,8 mg/mL em DMSO - Dimetil
sulféxido) e a suspensdo foi mantida em banho-maria a 37 °C por 10 minutos, protegida da luz.
Os parasitos foram entdo lavados em 10 mL de PBS (10%) gelado + 10% de soro fetal bovino e
centrifugados por 10 minutos a 250g. Ao pellet foi acrescido meio de cultura denominado
“Phagocytosis Buffer” (PB) (partes iguais de Dulbecco’s Modified Eagle Médium — DMM e Meio
199 suplementado com 1% de BSA - solugdo de albumina bovina e 12,5 mM HEPES — N2
hidroxietilpiperazina — N2 acido ethanosulfonico) para se obter uma concentracdo de 5 x 10’
células/mL (GONCALVES et al., 2005).

3.3.5 - Interagdo Leishmania e células mononucleares

A interagdo Leishmania marcadas com CFSE e os mondcitos do sangue periférico foi
realizada utilizando-se 50 ul da suspensdo de células mononucleares (5x 10°células/mL) e 50 pl
da suspensdo dos parasitos (5 x 10 células/mL). A mistura foi incubada por 45 minutos a 37°C
na presenga ou na auséncia de soro de camundongo AKR/J, deficiente do fator C5 do
complemento, para avaliar a importancia dos fragmentos de C3b e C3bi na adeséo das formas
metaciclicas de L. chagasi nos mondcitos (GONCALVES et al., 2005).

3.3.6 — Anticorpos

Os anticorpos foram diluidos e marcados com fluorocromos (quando necessario)
utilizando-se o Kit Zenon Tricolor (Molecular Probes — Z25080), conforme descrito pelo fabricante.

As diluigcbes e marcacdes de cada anticorpo estdo descritas no QUADRO 1.
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QUADRO 1

Anticorpos utilizados na fenotipagem das células sanguineas

Anticorpo Diluigéo Fluorocromo Marca

Mouse anti canine CD11a 1/100 Cy5 * MCA 80A488 — Serotec
Mouse anti canine CD11b 1/100 Cy5 * MCA 1777S — Serotec
Mouse anti canine CD11c 1/100 PE * MCA 1778S — Serotec
Mouse anti human CD14 1/100 Cy5 MCA 1568C - Serotec
Mouse anti canine MHC Il 1/20 PE * MCA 2037S — Serotec
Rat anti canine CD4 1/40 PE MCA 1038PE — Serotec
Mouse anti canine CD8 1/40 FITC MCA 1039F — Serotec

* Anticorpos marcados com fluorocromo utilizando-se o kit Zenon tricolor (Molecular Probes — Z25080)
3.3.7 — Interagéo suspenséo Leishmania-células mononucleares e anticorpos especificos

A suspensao de Leishmania-células mononucleares foi distribuida em placas de ELISA com
fundo em U. Cada pogo recebeu 100pl da suspensédo de células e 100ul de PBS (10%). A placa
foi entdo centrifugada por 7 minutos, 150g, 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
homogeneizado no “vortex”. Em cada poco foram acrescentados 20ul do anticorpo a ser testado
previamente diluido em ADS (solugao diluidora de anticorpos). A placa foi entdo incubada por 20
minutos, a 4°C ao abrigo da luz. Logo apds acrescentou-se 150 pl de PBS (10%) e a placa foi
novamente centrifugada por 7 minutos, 150g, a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi
desprezado e apds agitagdo no vortex acrescentou-se 100 pl de PBS (10%) e 100 ul de
formaldeido (4% em PBS). O conteudo da placa foi transferido para tubos apropriados para
leitura no citdmetro de fluxo equipado com laser emitindo a 488nm (FACS Vantage, Becton-
Dickinson, San Diego, CA, USA). As células foram separadas levando-se em conta o tamanho, a
granulosidade e a fluorescéncia emitida pelos anticorpos monoclonais especificos. Os resultados
foram, entdo, analisados e processados utilizando-se o software WinMDI, versao 2.8 (Joseph
Trotter: http;/facs.scripps.edu/software.htmL#winapps) (GONCALVES et al., 2005).
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3.3.8 — Avaliagao da expresséo do receptor CD11a/CD18 na superficie dos mondcitos

O gate de mondcitos foi selecionado em R1 (vermelho). A expressdo de CD11a foi
avaliada através da fluorescéncia emitida pelos anticorpos especificos marcados com Cy e as
formas promastigotas de Leishmania foram detectadas de acordo com a intensidade da

fluorescéncia emitida pelo CFSE, conforme observado na FIG. 1.
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FIGURA 1 — Andlise da expressdo de CD11a em mondcitos — Citometria de fluxo. A) Separagédo das células por
tamanho e granulagdo. Monécitos em R1. B) Gate de mondcitos sem marcagéo (controle). C) Expressao
CD11a em mondcitos. D) Expressdo de CD11a em mondcitos apds interagdo com Leishmania chagasi in
vitro E) Expressao de CD11a em mondcitos apds interagdo com Leishmania chagasi in vitro na presencga
de soro de camundongo deficiente de fator 5 do complemento.
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3.3.9 — Avaliacdo da expressao do receptor CD11b/CD18 na superficie dos mondcitos

A expressao de CD11b em mondcitos foi avaliada seguindo protocolo semelhante ao

utilizado para CD11a (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Expressdo de CD11b em mondcitos — Citometria de fluxo. A) Separacdo das células por tamanho e
granulagdo. Mondécitos em R1. B) Gate de monécitos sem marcagéao (controle). C) Expressdo CD11b em
mondocitos. D) Expressdo de CD11b em mondcitos apds interagdo com Leishmania chagasi in vitro. E)
Expressdo de CD11b em mondcitos apds interagdo com Leishmania chagasi in vitro na presenca de soro
de camundongo deficiente de fator 5 do complemento.
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3.3.10 — Avaliagédo da expressao de moléculas de MHC classe Il e moléculas de CD14 na
superficie dos monaocitos.

A expressdo de moléculas de MHC classe Il e de CD14 na superficie dos mondcitos foi
determinada utilizando-se anticorpos especificos marcados com PE e Cye, respectivamente,

conforme observado na FIG. 3.
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FIGURA 3 - Expressdo de MHC classe Il e CD14 em mondcitos - Citometria de fluxo. A) Separagéo das células por
tamanho e granulagdo. Mondcitos em R1, B) Gate de mondcitos sem marcagédo (controle), C) Expresséo
de MHC classe Il na superficie dos monécitos, D) Expressdo de CD14 na superficie dos mondcitos.

3.3.11 - Frequéncia de linfécitos T CD4" e CD8" no sangue periférico

A frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8" presentes no sangue periférico foi determinada
utilizando-se anticorpos anti-CD4 marcados com PE e anti-CD8 marcados com FITC. O gate de

linfocitos foi selecionado em R2, conforme observado na FIG. 4.
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FIGURA 4 - Porcentagem de linfécitos T CD4" e CD8" - Citometria de fluxo A) Separagdo das células
por tamanho e granulagdo. Linfécitos em R2. B) Gate de linfocitos sem marcagéo
(controle). C) Células CD4" e CD8".
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3.4 — Histopatologia e densidade parasitaria dos 6rgéos

3.4.1 — Punc¢ao de medula 6ssea

A puncao de medula 0ssea foi realizada antes e 150 dias apds o término do tratamento.
Os animais foram tranquilizados com acepromazina 1%, na dosagem de 0,1 mL/kg de peso por
via intravenosa. Apés 10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental Sédico 2,5%, na
dose de 0,5 mL/kg de peso pela via intravenosa (SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Depois de
atingido o plano anestésico adequado foi realizada a tricotomia e anti-sepsia (lodopovidine liquido
a 1%) da regiao alvo. O aspirado medular foi obtido por pun¢gdo medular da extremidade inferior
do esterno ou da fossa intercondilia da tibia. O conteudo medular foi aspirado com agulha
descartavel, 12x40, acoplada a seringa descartavel de 20 mL. Os esfregagcos medulares, por sua

vez, foram confeccionados em duplicata e corados por solugao de Giemsa a 10%.

3.4.2 — Eutanéasia dos animais

Apos 150 dias do término do tratamento os animais foram eutanaziados conforme
Resolugao n® 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que
dispde sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais. O procedimento inclui
tranquilizagdo dos animais com Acepromazina 1%, na dosagem de 0,1 mL/kg de peso por via
intravenosa e apo6s 10 minutos, aplicagdo de anestésico geral, Thiopental Sédico 2,5%, na dose
de 0,5 mL/kg de peso por via intravenosa. Depois de atingido o plano anestésico adequado foi
administrado uma dose letal (0,3 mL/Kg) de T-61°. Apds a comprovacdo da morte do animal

foram iniciados os procedimentos para a necropsia e retirados os 6érgaos a serem analisados.

3.4.3 — Coleta de fragmentos dos 6rgaos

Os orgaos foram analisados macroscopicamente levando-se em consideragao critérios
como tamanho, peso e presenca de lesdes. Em seguida, foram retirados fragmentos de figado,
baco, linfonodo cervical, pele de orelha e costela. Foram realizados esfregagos por aposi¢ao e os
fragmentos foram preservados em formol tamponado a 10% - pH 7,2 e criopreservados em

Tissue Tek®.

3.4.4 — Avaliacao histopatoldgica dos érgéos

Laminas contendo cortes parafinados de figado, bacgo, linfonodo cervical, medula éssea e
pele foram coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (descrita no item 3.4.5) e analisadas

por microscopia optica. As alteragdes histopatolégicas avaliadas no bago foram o espessamento
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e inflamacdo da capsula, hipertrofia e hiperplasia da polpa branca e da polpa vermelha,
congestao, deposicdo de hemossiderina e deplecdo de areas T dependentes na polpa branca.
No figado obsevou-se a presenca de granulomas, inflamacao portal, fenbmenos degenerativos,
inflamacao da capsula, congestdo sinusoidal, hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer e
deposicao de hemossiderina. No linfonodo avaliou-se a linfadenite capsular, inflamagao dos seios
subcapsulares, hiperplasia e hipertrofia dos nddulos linféides e dos macréfagos, congestao e
presenca de hemossiderina. Na medula 6ssea observou-se a hiperplasia das células e na pele
avaliou-se a presenca e intensidade da inflamacdo, fendmenos degenerativos, necrose,
acantose, hiperceratose, pérola cornea, paraceratose e ulceras.

Todas as alteragdes histopatolégicas foram avaliadas de forma semi-quantitativa. Levou-se
em consideragdo a extensdo das alteragdes em todo o corte histolégico, sendo assim
classificadas: (1) Auséncia de alteragdo; (2) Alteragdo discreta; (3) Alteracdo moderada; (4)
Alteracao intensa. Em relacdo ao quadro inflamatério observado na pele a analise seguiu os

critérios descritos por Xavier et al. (2006), a saber:

Discreta: infiltrado inflamatério crénico, constituido por poucas células mononucleares
(plasmécitos, macrofagos e linfécitos), localizado de forma difusa na derme superficial e ao redor

de vasos e anexos da derme profunda.

Moderada - infiltrado inflamatério cronico, constituido por varias células mononucleares
(plasmécitos, macréfagos e linfocitos), localizado preferencialmente ao redor de vasos e anexos

da derme profunda.

Intensa - infiltrado inflamatério crénico, constituido por inumeras células mononucleares
(plasmécitos, macréfagos e linfécitos), distribuido de forma difusa atingindo todas as camadas da
derme, e por vezes, com presencga de células gigantes, caracterizando uma inflamacgao do tipo

giganto celular.

3.4.5 - Técnica da hematoxilina-eosina (HE)

As laminas foram inicialmente desparafinadas em xilol, hidratadas em solug¢des de alcoois
decrescentes, e a seguir, lavadas com agua corrente. Logo apés, foram coradas em hematoxilina
e, apds nova lavagem, novamente coradas em eosina. As laminas foram, entdo, banhadas em
agua corrente, desidratadas em solugdes de alcool crescente e posteriormente diafanizadas em

xilol e montadas em balsamo sintético.
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3.4.6 — Avaliacao da densidade de parasitos nos 6rgaos

O parasitismo nos orgaos foi avaliado pelo método de imuno-histoquimica, utilizando-se a
técnica da estreptoavidina-peroxidase (descrita no item 3.4.7). A analise foi quantitativa levando-
se em conta 0 numero de amastigotas encontrado em vinte campos observados (440x) ao
microscopio optico.

No baco e na medula a avaliacido da densidade de parasitos também foi realizada em
esfregacos feitos por aposicao utilizando-se o0 método de LDU (Leishman donovani units), que
consiste em avaliar o numero de formas amastigotas encontradas em 1000 nucleos de células
mononucleares contados, divididos pelo peso do 6rgédo. No caso de esfregagcos de medula 6ssea
o parasitismo foi avaliado levando-se em consideragao somente o numero de amastigotas

encontradas em 1000 nucleos de células mononucleares contados (LDU modificado).

3.4.7 - Técnica da estreptoavidina- peroxidase para deteccdo de formas amastigotas

As laminas, contendo cortes parafinados de tecidos, foram desparafinadas em xilol por 20
minutos, hidratadas em solugdes de &lcoois decrescentes (élcool absoluto, 90°, 80° e 70°
respectivamente) e submetidas a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline” pH 7,2, 0,01M)
a 10%. Posteriormente fez-se o bloqueio da peroxidase endégena adicionando-se ao banho de
PBS o peroxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em PBS), por 30 minutos a temperatura
ambiente. As laminas foram, entdo, cobertas com solugdo de bloqueio (Leite em p6é desnatado
diluido em PBS -12g de leite em 200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos
a temperatura ambiente. Logo apds, o anticorpo primario (soro de cao infectado com L. chagasi,
na diluicdo de 1/100 em BSA — soro albumina bovina) foi adicionado em quantidade suficiente
para recobrir os fragmentos, sendo as laminas incubadas por 18 a 24 horas em camara umida a
4°C. A seguir, adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-
coelho e anti-camundongo na diluicdo de 1/100 - DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase — K0675,
segundo Tafuri et al., 2004) e as laminas foram novamente incubadas em camara umida por 30
minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, o complexo estreptoavidina peroxidase
seguido de incubacao por 30 minutos em camara Umida a temperatura ambiente. A reagao foi
revelada utilizando-se solugdo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de
solucdo de peroxido de hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS, por cinco minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e contra-
coloragdo com Hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em alcoois
crescentes (70°, 80° 90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com balsamo

sintético.
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Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo. Como
controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo aos anticorpos primarios. Como controle
positivo foi utilizado uma lIamina com corte histoldgico de pele de orelha de um cdo naturalmente

infectado.

3.5 — Anélise fenotipica das células mononucleares teciduais

3.5.1 — Técnica da imuno-histoquimica para fenotipagem das células teciduais

Os fragmentos dos o6rgdos fixados na solucédo criopreservadora Tissue Tek® foram
cortados em criostato a 4,0 um de espessura e fixados em laminas previamente
desengorduradas com solugao alcool-éter. Posteriormente, os cortes de tecido foram hidratados
em alcoois decrescentes (alcool absoluto, 90°, 80° e 70° respectivamente) e submetidas a um
banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”™- pH 7,2, 0,01M) a 10%. Posteriormente fez-se o
blogueio da peroxidase enddégena adicionando-se ao banho de PBS o peréxido de hidrogénio (30
volumes diluida a 4% em PBS), por 30 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram, entéo,
mergulhadas em solugédo de bloqueio (Leite em pé desnatado diluido em PBS -12g de leite em
200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Logo
apos, o anticorpo primario especifico (descritos no quadro 2) foi adicionado em quantidade
suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as ldminas incubadas por 18 a 24 horas em cémara
Umida a 4°C. A seguir, adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de
cabra anti camundongo e anti coelho, na diluigdo de 1/100 - DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase
— KO0675, segundo Tafuri et al., 2004) e as laminas foram novamente incubadas em cémara
Umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, o complexo estreptoavidina
peroxidase seguido de incubagdo por 30 minutos em camara umida a temperatura ambiente. A
reacéo foi revelada utilizando-se solugédo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS
acrescida de solucéo de peroxido de hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS, por cinco minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e
contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em alcoois
crescentes (70°, 80° 90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com balsamo

sintético. Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicao aos anticorpos primarios.
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QUADRO 2

Anticorpos utilizados na analise fenotipica das células teciduais

Anticorpo Diluigéo Marca
Mouse anti canine CD11a 1/100 MCA 80A488 — Serotec
Mouse anti canine CD11b 1/100 MCA 1777S — Serotec

3.5.2 - Anadlise das células marcadas

Apéds cada marcagao, foram capturadas 20 imagens aleatdrias do corte histolégico de cada
animal, utilizando-se uma micro-camera JVC TK-1270/RGB e, em seguida, digitalizadas na
objetiva de 40X para a criagdo de um banco de imagens. Para a avaliagcéo fenotipica utilizou-se a

média do numero de células positivas observadas nas 20 imagens capturadas.

3.6 - Analises estatisticas

De acordo com a natureza dos dados, a comparacao dos grupos em funcao do tempo foi
realizada através dos testes Mann-Whitney. Para comparagdo entre os grupos utilizou-se
Kruskall-Wallis. Todas as analises foram realizadas por meio dos programas estatisticos
computacionais Prism 3,0, GraphPad Instat e Minitab 14, adotando um nivel de significancia de
95%.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Aspectos clinicos dos cées naturalmente infectados

4.1.1 — Aspectos clinicos observados antes do tratamento

A frequéncia dos principais sinais clinicos observados nos caes, antes do tratamento,

encontra-se relacionada abaixo (GRAF1). Observou-se que linfadenopatia, alopecia, opacificagao

da pelagem, dermatite esfoliativa e dermatite ulcerativa foram os achados mais freqlientes.

Segundo Lima et al. (2004) o termo linfoadenopatia é caracterizado pelos aspectos clinicos e

macroscopicos dos linfonodos baseado no aumento de volume desses 6rgaos, que podem,

entdo, serem avaliados na clinica pela palpagdo e na necropsia macroscopicamente. Nesse

trabalho, a linfadenopatia dos linfonodos foi encontrada na maioria dos casos independente dos

diferentes grupos avaliados. Todavia, isso ocorreu com maior freqiiéncia nos linfonodos cervicais,

seguidos pelos popliteos e submandibulares. Esses resultados serviram de parametro na escolha

dos linfonodos cervicais para os estudos histolégicos e imuno-histoquimicos.
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GRAFICO 1 - Freqiiéncia dos sinais clinicos manifestados nos cdes naturalmente infectados
antes do tratamento.
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4.1.2 — Aspectos clinicos observados depois do tratamento

No inicio do tratamento, os grupos apresentaram caracteristicas homogéneas em relagao
ao peso, sexo e classificacdo clinica. Durante o experimento, nove caes foram submetidos a
eutanasia para coleta de material, antes do prazo previsto (150 dias apds tratamento), para que
nao viessem a obito pela evolugdo da doencga ou por lesbes decorrentes de interferéncias fisicas
do proprio protocolo experimental dos animais locados nos canis do ICB. Estes nove céaes
distribuiram-se nos grupos da seguinte maneira: quatro caes no grupo Lp-Sb (33,3%) sendo que
um cao (8,3%) foi eutanasiado por motivo de lesdes decorrentes de interferéncias fisicas e 3 caes
(25%) por agravamento da doenca. No grupo Lp somente um cao (8,3%) foi submetido a
eutanasia por motivo de agravamento da doengca. No grupo C, os quatro caes (33,3%)
eutanasiados apresentavam agravamento da doenca.

De modo geral, 30 dias apoés o tratamento, os caes do grupo Lp-Sb apresentaram uma
melhora clinica variavel, mas aos 60 dias houve um agravamento clinico da doenga. Em geral, ao

final do experimento, do ponto de vista clinico, os grupos encontravam-se semelhantes.

4.2 Resultados da analise fenotipica das células mononucleares caninas obtidas do

sangue periférico

A expressédo de CD11b nos mondécitos caninos foi alterada pelo tratamento com

antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas, 60 dias apds o tratamento.

A porcentagem de mondcitos caninos provenientes do sangue periférico expressando
CD11b foi mais alta no grupo Lp-Sb em relagado ao grupo controle, 60 dias apds o tratamento.
Estes resultados sugerem que o tratamento pode modular a expressdo de CD11b. Entretanto,

esta diferenga nao foi observada na expressao de CD11a (TAB. 1).
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TABELA 1

Expressdo de CD11a,b na superficie de mondcitos do sangue periférico de caes
infectados com L. chagasi, tratados com antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanomeétricos, antes da interagdo com L. chagasi in vitro.

Tempo apés | Grupos (% mondacitos) (Intensidade fluorescéncia)
tratamento CD1la CD11b CDlla CD11b
Lp-Sb 86,2+4,3° 81,8+9,2° 172+ 6,8 18,1+7,4°
30 dias Lp 81,8+55° 771+£7,7° 142+ 6,4 16,4 + 8,2
C 82,2+8,2° 82,4+58° 17,0+ 11,2 259+22,0°
Lp-Sb 65,0+ 17,0° 67,7+86% 20,0+ 17,7 89+34°
60 dias Lp 66,0 +14,9° 64,8+8,5° 18,0+ 6,5 11,6 +4,8
C 64,0+ 12,5° 571+59% 149+ 6,6 11,0+34°

(a) Diferenca de grupo entre tempos apds tratamento (Teste T Student p<0,05) (b) Diferenca entre
grupos Lp-Sb e C (ANOVA p<0,05) (Lp-Sb) Grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos  (Lp) Grupo tratado com lipossoma vazio e (C) Grupo
controle

O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas néo
alterou a expressdo de CD11la e CD11b na superficie dos monécitos, apds incubacéo “in

vitro” com L. chagasi.

Nao houve diferenca significativa na porcentagem e na intensidade de fluorescéncia de
mondcitos expressando CD11a ou CD11b na sua superficie, entre os grupos analisados, apds
incubacéo in vitro com L. chagasi, tanto na auséncia (SI) quanto na presenca de soro de C57(SD)
(TAB. 2). Resultados semelhantes também foram observados quando se levou em consideracéo
a porcentagem de mondcitos com dupla marcacéo (TAB. 3). Todavia, quando se considerou os
valores de cada grupo nas condigbes Sl e SD, observou-se que as expressdes de CD11a,b
foram mais baixas em SD, embora estas diferencas ndo tenham sido estatisticamente
significativas, nos grupos Lp-Sb e Lp (TAB. 2). Esta diminuicdo se correlacionou com um

aumento na porcentagem de células com dupla marcacéo (CD11a,b e Leishmania)(TAB. 3).
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TABELA 2

Expressdo de CD11a,b na superficie de mondcitos do sangue periférico de caes infectados com L. chagasi,
tratados com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos, apos interagéo in vitro com
L. chagasi na presenca ou ndo de soro c5”

Tempo ap6s | Grupo (% mond@citos) (Intensidade fluorescéncia))

tratamento CDl1la Sl CDl1laSD CD11b SI CD11b SD CD1la Sl CD1laSD CD11b SI CD11b SD
Lp-Sb 140,9+10,0 359+21,0 439+123 33,7+16,8 140+ 44 11350 21,9+93°% 178567

30 dias Lp 352+13,0 364+21,0 348+127°% 369+14,8 16,3+ 6,9 12,142 259+155 157+8,0°
23,7119
C 373+130° ° 39,1+10,6° 23,8+10,4* |157+ 46 980+34° 408+312° 175+8,7°

Lp-Sb |44,7+10,3 369+109 471%85 36,1+12,0 148+ 84 15471 14,4+£59° 95+20°
60 dias Lp 41,0+£14,0 389+153 435+84°7 354:128 20,7+ 85 166+%7.2 152+6,6° 88+18%
C 422+280 311+890 46,1+49° 355+78% |172+ 87 193+10,3° 134+24° 102+16°

(a) Diferenga de grupo entre tempos apods tratamento (Teste T student p<0,05) (c) Diferencga entre Sl e SD (ANOVA p<0,05) (Lp-Sb) Grupo
tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (LP) Grupo tratado com lipossoma vazio (C) Grupo
controle (Sl) Apos incubagao com promastigotas de L. chagasi in vitro  (SD) Apds incubagdo com promastigotas de L. chagasi in vitro, na
presenga de soro C5-/-
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TABELA 3

Expressdo de CD11a,b na superficie de mondcitos do sangue periférico de
caes infectados com L. chagasi, tratados com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos, apresentando dupla marcacao
(CD11a,b/Leishmania), apds interagao in vitro com L. chagasi

Tempo apés | Grupos (% mondacitos)
tratamento CD1lla/L SI CD11la/L SD CD11b/L SI CD11b/L SD
Lp-Sb [45,7+ 8,20 a 43,1+ 154a 456+88a 46,8+ 129a
30 dias Lp 48,1+12,1a 43,6+ 13,6 50,3+ 10,3ac 43,7+ 12,0c
C 479+ 16,6 a 42,5+ 12,0 426+ 122a 43,5+ 13,0
Lp-Sb [285+ 8,80a 272+ 128a 27,0+ 82ac 34,9+ 10,0 ac
60 dias Lp 27,7+ 109ac 353+ 128c 289+ 10,0ac 362+ 145¢c
C 259+ 900ac 332+ 590c 26,1+ 99a 32,1+ 88

(a) Diferenga de grupo entre tempos apés tratamento (Teste T Student p<0,05) (c) Diferenga entre
S| e SD (Teste T Student p<0,05) (Lp-Sb) Grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos (Lp) Grupo tratado com lipossoma vazio e (C) Grupo
controle

O receptor CD11lb tem grande importéncia na interacdo Leishmania-mondcitos

caninos.

A intensidade de fluorescéncia emitida pela Leishmania, nos mondcitos com dupla

- em todos os

marcagao, aumentou significativamente na presencga do soro deficiente de fator C5
grupos, demonstrando a importancia da opsonizacdo do parasito na adesdo da forma
promastigota de L. chagasi aos mondcitos caninos. Em paralelo ao aumento da adesao de
Leishmania, constatou-se uma diminui¢ao significativa da expressao de CD11b, sugerindo que a

Leishmania deve estar ocupando o receptor CR3 (TAB. 4).

O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas foi capaz

de alterar ainteragdo Leishmania-mondcitos, 60 dias ap6s o tratamento.

Diferente do observado no grupo controle, ndo houve diferengca em relagdo ao numero de
Leishmania opsonizadas aderidas aos monécitos, 60 dias apds o tratamento, no grupo Lp-Sb.
Esta diferenca, também nao foi observada em relacdo a expressao de CD11b. Estes resultados
sugerem que o tratamento inibiu a adesdo de Leishmania opsonizadas aos mondcitos caninos
(TAB. 4)

31



TABELA 4

Intensidade de fluorescéncia em mondcitos, expressando CD11a,b e L. chagasi (dupla marcagéo), do sangue
periférico de caes infectados com L. chagasi, tratados com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas

nanometricos
Tempo | Grupo Leish (MFI) CD11a (MFI) Leish (MFI) CD11b (MFI)
apos
tFr)at CD1la/L SI CDlla/L SD | CD11a/L SI CD1lla/L SD | CD11b/L SI CD11lb/L SD | CD11lb/L SI CD11b/L SD
Lp-Sb [82,8+10,0* 101,7+20,0% |282+ 157 23,7+ 17,0 |852+82% 1049+212%/329+129% 231+81°
30dias |Lp 92,1+185% 103,4+20,7°% [31,4+ 180 234+ 72% [90,1+£132% 987+184° [349+18,7° 196+9,8°%
C 76,8+21,9% 107,8+23,0%° 265+ 95™ 157+ 69 |776+17,6™ 101,0+£225% |451+30,0%° 252+ 14,6
Lp-Sb |485+6,0* 638+96 * [269+ 159 275+ 152 |51,3+10,7% 513+11,5% |182+54° 19,1+ 13,5
60 dias | Lp 453+86% 648+14,1% |36,1% 16,3 350+ 170%(486+80* 61,0£135% [218+104° 126+3,0%*
C 458+84% 655+13,7% |290+ 153 302+ 152°%(464+54* 612+6,7°% 174+30% 140+38%*

(a) Diferenca de grupo entre tempos apés tratamento (Teste T Student p<0,05)

tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos

controle (MFI) Média da intensidade de fluorescéncia.

(c) Diferenca entre Sl e SD (ANOVA p<0,05)

(Lp-Sb) Grupo

(Lp) Grupo tratado com lipossoma vazio e (C) Grupo
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O receptor CD11c/CD18 parece ndo ser importante na interacdo L. chagasi-
monaocitos caninos.

Nao foram detectados niveis expressivos de CD11c na superficie dos mondcitos em
nenhum dos grupos analisados. Este resultado sugere que este receptor parece nao ser

importante na adesao do parasito aos mondcitos.

O tratamento com antiménio encapsulado em lipossomas nao alterou a expressao

de MHC classe Il e de CD14 na superficie de mondcitos caninos.

Nao houve diferenga significativa na expressdo de moléculas de MHC classe Il e de CD14

na superficie dos mondcitos, entre os grupos analisados (TAB. 5).

O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas alterou a

porcentagem de linfocitos T CD8", mas néo interferiu na porcentagem de linfécitos T CD4".

A porcentagem de linfécitos T CD4" ndo foi afetada pelo tratamento com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas. Entretanto, observou-se que no grupo Lp
o numero de linfocitos T CD4" foi significativamente menor do que o observado no grupo
controle. A porcentagem de linfocitos T CD8", néo foi alterada significativamente no grupo Lp-Sb,
nos dois momentos da andlise, contrastando com o observado no grupo controle (TAB 5 e GRAF.
8). Estes resultados sugerem que o tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas foi capaz de modular a resposta imune mantendo os niveis de linfécitos T CD8" no

sangue circulante, por um periodo mais prolongado.

TABELA 5

Expressado de MHC classe Il e CD14 em mondcitos e frequéncia das subclasses de linfécitos T presentes no
sangue periférico de caes infectados com L. chagasi, tratados com antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas nanométricos

Monécitos Linfécitos
Tempo ap6s | Grupo MHC class Il CD14 CD4 CD8 CD4/CD8
tratamento % MFI % MFI % %
Lp-Sb | 87,7+8,0a 13,0+3,7 752+92a 1594+485a 319+ 114 33,3+ 16,0 |19 23
30 dias Lp 90,2+3,3a 10,0+28a |67,8+13,1a 1169+385a |286+ 10,7d [36,7+ 199 |09+ 06a
C 842+9,1a 11,0+82a |77,1+138a 1858+1176 |39,7+ 7,5d 32,0+ 86a |13+ 04
Lp-Sb |64,1+129a 16,481 52,0+14,2a 84,2+31,8a 32,3+ 9,8 304+ 110 |12 06
60 dias Lp 56,8+14,7a 17,9+88a [53,0+96a 69,4+422a 32,7+ 6,0 29,7+ 185 [20+ 19a
Cc 548+192a 204+72a |523+16,6a 93,2+66,5 36,3+ 5,1 206+ 94a [26+ 26

(a) Diferenga de grupo entre tempos ap6s tratamento (Teste T Student p<0,05) (d) Diferenga entre Lp e C (ANOVA p<0,05) (Lp-Sb)
Grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (Lp) Grupo tratado com lipossoma vazio e
(C) Grupo controle
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4.3 - Analise anatomo-patolégica do bacgo

4.3.1 - Alteragbes macroscdpicas

As alteracbes macroscopicas observadas com maior frequéncia foram o aumento de
volume do érgéo (esplenomegalia), o espessamento das bordas (bordas oblongas), o aspecto
rugoso e irregular da superficie e a coloracdo vermelho-escura sugerindo um quadro de
congestao. De fato, a superficie de corte, a polpa vermelha era friavel e muitas vezes difluente
indicando ainda mais o quadro de congestado. A polpa branca (foliculos de Malpighi), na grande
maioria dos casos, mostrou-se hiperplasica (hiperplasia folicular) facilmente visualizada
macroscopicamente como pontos de coloracdo brancacenta, de tamanho variando de 0,2 a 0,5
cm de diamétro, distribuidos difusamente na superficie do 6rgao.

Os dados obtidos em relagao ao peso e tamanho do bago estao demonstrados na TAB. 6.
Nao houve diferenca estatistica em relagdo ao peso relativo do bago (peso do bacgo/peso
corporal) entre os grupos analisados. Entretanto, no grupo C o tamanho do bago (cm?:
comprimento x média da maior e menor altura) apresentou-se significativamente maior em

relagcdo aos outros grupos analisados.

TABELA 6

Relagdo peso do bago/peso corporal (peso relativo) e o tamanho do 6rgdo de céaes infectados com
L.chagasi, submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanométricos

Grupos Peso relativo (%) Tamanho (cm?)
(média + DP) (média + DP)
Lp-Sb 0,0053 + 0,003 80,8 + 30,1
Lp 0,0059 + 0,001 75,8 £ 24,1**
C 0,0070 + 0,002 126,7 + 49,8

Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: grupo
controle. * Diferenca entre grupo Lp-Sb e C (ANOVA p<0,05), ** Diferenga entre grupo Lp e C (ANOVA p<0,05).

4.3.2 — AlteragBes microscoOpicas

As alteragbes histopatoldgicas observadas no baco dos cdes analisados foram o
espessamento e inflamacao da capsula, a hiperplasia e hipertrofia da polpa branca e da polpa
vermelha, a congestdo da polpa vermelha, a deposi¢gdo de pigmentos de hemossiderina e a

deplegéo da bainha periarteriolar na polpa branca.
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Aproximadamente metade dos fragmentos de bago analisados apresentaram
espessamento e inflamagcédo da capsula, com graus variados de intensidade. No grupo Lp o
quadro inflamatério observado na capsula foi significativamente mais intenso do que no grupo Lp-
Sb (p< 0,01). Em relagéo a polpa branca observou-se que na maioria dos animais analisados os
foliculos de Malpighi estavam aumentados de volume e constituidos por células dispostas em
diferentes camadas, de acordo com sua afinidade tintorial. As células mais centrais eram claras
com nucleos vesiculosos e citoplasma aciddfilo contendo ou nado parasitos. Observou-se
presenca de pequenos linfocitos e células com nucleos fusiformes, com prolongamentos
citoplasmaticos. Mais externamente, havia linfocitos dispostos em camada mais fina e finalmente
células com as mesmas caracteristicas centrais, porém mais claras (Figuras 5 a,b,c e d). O
quadro de hiperplasia e hipertrofia da polpa branca foi mais intenso no grupo Lp-Sb em relagao
ao grupo Lp (p<0,05).

A polpa vermelha sofreu modificagbes, em decorréncia do aumento consideravel do
numero de células, tanto de macréfagos marginais dos seios quanto dos corddes de Billroth e da
pronunciada neoformacao conjuntiva (fibroblastos jovens e fibrécitos), levando, no conjunto, a
reducdo da luz dos seios. Todos 0s animais analisados apresentaram quadro de hiperplasia e
hipertrofia da polpa vermelha, ndo havendo diferenga estatistica quanto a intensidade do mesmo
entre os grupos analisados. Parasitos imuno-marcados foram facilmente visualizados nos
macrofagos sinusoidais (FIG. 5 e,f). A congestao dos seios medulares e a presenga de pigmentos
de hemossiderina foi um achado freqiente, nos caes analisados, entretanto, observou-se que o
grupo controle apresentou um quadro de congestdo mais intenso em relagdo ao grupo Lp (GRAF.
2). A deplegdo da bainha periarteriolar foi observada somente em um animal sintomatico,

pertencente ao grupo Lp (FIG. 5 g,h).
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GRAFICO 2 - Alteragdes histopatolégicas observadas no bago de cées naturalmente infectados. Lp-Sb: grupo tratado
com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas.; Lp: grupo tratado com lipossoma vazio; C:
grupo controle. Critérios adotados: 1- Auséncia de alteragdo; 2- Alteragdo discreta; 3- Alteragao
moderada; 4- Alteracdo intensa (a) Diferenga entre grupo Lp e Lp-Sb (Kruskall-Wallis p<0,05) (b)
Diferenga entre grupo Lp-Sb e Lp (Kruskall-Wallis p<0,05); (c) Diferenga entre grupo C e Lp (Kruskall-
Wallis p<0,05).

4.3.3 — Caracterizacao por imuno-histoquimica do baco com marcacao para 0s receptores
CD11a,b/CD18

As reacobes especificas para CD11a e CD11b mostraram-se positivas preferencialmente ao
redor da polpa branca e na polpa vermelha. Entretanto, células CD11a positivas também foram
observadas no interior dos foliculos linféides da polpa branca (FIG. 6 a-f).

Nao houve diferenga significativa em relacdo ao numero de células positivas para CD11a
entre os grupos analisados. Entretanto, o grupo Lp apresentou maior numero de células positivas

para CD11b do que o grupo C. Estes resultados podem ser observados no (GRAF. 3).
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GRAFICO 3 — Marcacdo fenotipica das células do bago em caes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a
tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (a) Numero de células
positivas para CD11a (b) Numero de células positivas para CD11b. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: Grupo
controle. * Diferenca entre grupo Lp e C (ANOVA p<0,05).

4.3.4 — Avaliacdo da densidade parasitaria

No bacgo a densidade parasitaria foi avaliada pelas técnicas de LDU e imuno-histoquimica.

O grupo Lp-Sb apresentou menor numero de amastigotas do que os outros grupos analisados
(GRAF. 4).
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GRAFICO 4 - Determinagédo do nimero de amastigotas no baco, pelas técnicas de LDU (A) e imuno-histoquimica (B) em
cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossoma; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: Grupo controle (a) Diferenca entre
grupo Lp-Sb e Lp (Kruskall-Wallis p<0,05) (b) Diferenga entre grupo Lp-Sb e C (Kruskall-Wallis p<0,05).
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FIGURA 5- Fragmentos de baco de cdes naturalmente infectados com L. chagasi.: (A, B, C e D). (A) Fotomicrografia panoramica
evidenciando hiperplasia folicular (foliculo de Malpighi) mostrando a formac&o de centro germinativo — area clara no centro do
foliculo (estrela) (HE 100x); (B,C). Detalhes da figura anterior e em (B) observar regides celulares distintas com diferentes
nuances de coloragdo conforme descrito no texto e em (C) notar a arteriola central (seta) com preservagdo da area T
dependente. (estrela) (HE-600x); (D) Detalhe da regido intermediaria entre a polpa branca e polpa vermelha denominada zona
marginal (estrela) (HE 600x); (E) Observar numerosas formas amastigotas de Leishmania imuno-marcadas na polpa vermelha
(setas) (Estreptoavidina Peroxidase 600x); (F) Presenca de macréfagos formando agregados de células intensamente
parasitadas com Leishmania (setas) na polpa vermelha préximo a uma trabécula (estrela) (Estreptoavidina Peroxidase 600x);
(G) Fotomicrografia panoramica mostrando no centro a arteriola central (corte longitudinal) com deplegao da area T dependente
(seta) (HE - 200x) (H) Detalhe da figura anterior caracterizando a substituicdo linfocitaria por macréfagos com citoplasma
hipocorado (vacuolizados) (estrela) (HE 600x)
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FIGURA 6 — Fragmentos de baco obtidos em criostato de caes naturalmente infectados com Leishmania chagasi . Técnica imuno-

histoguimica da estreptoavidina peroxidase. (A) Microfotografia panoramica evidenciando células CD11a positivas distribuidas na
polpa branca (estrela) e polpa vermelha (setas) (100x) (B) Detalhe da figura anterior evidenciando células CD11a positivas no
interior do foliculo de Malphighi; e em (C) células CD11a positivas préximas a bainha periarteriolar na polpa vermelha (600x) (D)
Microfotografia panoramica evidenciando células CD11b positivas ao redor da polpa branca (zona marginal) (seta larga) e na polpa
vermelha (seta fina) (100x) (E, F) Detalhe da figura anterior mostrando células CD11b positivas na zona marginal (600x).
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4.4 - Analise anatomo-patoldgica do figado
4.4.1 — Alteragdes macroscolpicas

Em geral, as alteragdes macroscopicas observadas no figado foram o aumento de peso e
volume do 6rgéo (hepatomegalia), a coloragao vermelho-escuro, bordas espessadas (abauladas)
sugerindo congestdo. De fato, a superficie de corte, este 6rgdo deixava fluir consideravel
quantidade de sangue que reforcava o quadro de congestdo. Outra alteragdo também
encontrada, mas em apenas alguns casos, foi a presenga de nédulos de coloragado brancacenta,
tamanhos variando de 0,2 a 0,5 cm, distribuidos aleatoriamente na superficie do 6rgao, sem
predilecdo por um lébulo hepatico ou outro. Todavia, estes ndo se aprofundavam a superficie de
corte.

Os dados obtidos em relagdo ao peso e tamanho do figado estao demonstrados na TAB.
7. Ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao peso relativo (%) e ao tamanho (cm?

comprimento x altura) do figado entre os grupos analisados.

TABELA 7

Relagcédo peso do figado/peso corporal (peso relativo) e o tamanho do 6rgdo de caes infectados com
L.chagasi, submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanometricos.

Grupos Peso relativo (%) Tamanho (cm2)
(média + DP) (média + DP)
Lp-Shb 0,0029 £ 0,006 283,3+98,4
Lp 0,0035 £+ 0,010 281,9+ 1259
C 0,0028 + 0,014 280,8 + 136,1

Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma
vazio; C: grupo controle.

4.4.2 — Alteracdes microscépicas

Em todos os animais observamos a presenca de uma inflamacao crénica caracterizada
por um exsudato celular composto por macrofagos, plasmdcitos e linfocitos e alguns
polimorfonucleares neutréfilos e mais raramente eosindfilos de permeio. O exsudato era
localizado nos espago-porta hepaticos e no interior dos I6bulos, mas a lesdo mais caracteristica
foi o rearranjo nodular desse exsudato principalmente intralobular, assim denominada, granuloma

intralobular. Os granulomas hepaticos estavam presentes na grande maioria dos tecidos
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examinados, exceto em um caso (97,22 % dos casos). Esses eram constituidos por um numero
de células entre seis a duas dezenas, formando ndédulos isolados, raramente confluentes,
preferencialmente localizados na luz dos sinuséides, ocluindo ou n&o, parcialmente, os mesmos.
Constituiam-se, predominantemente, por macréfagos, algumas células epitelidides, pequeno
numero de linfécitos e raros granulécitos neutréfilos (Figura 7 a,b). Observou-se maior nimero de
granulomas intralobulares no grupo controle em relagdo ao Lp-Sb (Grafico 5).

A hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer foi uma alteragdo encontrada em todos
os fragmentos de figado examinados. Outras alteragdes observadas, mas de menor freqiiéncia,
foram a inflamacao crbnica da capsula de Glisson, a presenca de fendmenos degenerativos
(degeneracgao hidropica e/ou esteatose), a congestao sinusoidal, e a deposi¢cdo de pigmentos de
hemossiderina (Figuras 7 c,d,e e f). Dentre essas alteragbes, o quadro inflamatdrio observado
nos espago-porta foi mais intenso nas preparagdes do grupo controle em relagdo ao Lp-Sb
(Grafico 12).
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GRAFICO 5 - Alteragdes histopatolégicas observadas no figado de cdes naturalmente infectados por L. chagasi. Lp-Sb:
grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos. Lp: grupo tratado
com lipossoma vazio; C: grupo controle. Critérios adotados: 1- Auséncia de alteragao; 2- Alteracao discreta;
3- Alteracdo moderada; 4- Alteragdo intensa. * Diferenga significativa entre grupos Lp-Sb e C (Kruskall-
Wallis p<0,05).
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4.4.3 — Caracterizacdo por imuno-histoquimica das células do figado com marcacéo para
0s receptores CD11a,b/CD18

A reacdo imuno-histoquimica mostrou-se positiva preferencialmente nos macréfagos
sinusoidais e inflamatérios nos granulomas e espaco-porta hepaticos. As marcagdes imuno-
histoquimicas puderam ser bem notadas ao redor das células, sendo as mesmas nas membranas
citoplasmaticas e nao intracelulares (FIG.8 a-d)

Nao houve diferenga significativa quanto ao numero de células positivas tanto para a
expressao de CD11a quanto para CD11b entre os grupos analisados (GRAF. 6).
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GRAFICO 6 — Marcagdo fenotipica das células do figado em cdes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a
tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (A) Numero de células
positivas para CD11a (B) Numero de células positivas para CD11b. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: Grupo
controle.

4.4.4 — Avaliacéao da densidade de parasitos

O numero de amastigotas observadas no figado, avaliada pela técnica da imuno-

histoquimica (FIG 8 e,f), foi significativamente menor no grupo Lp-Sb (GRAF.7)
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GRAFICO 7 — Determinagéo do numero de amastigotas no figado, pela técnica de imuno-histoquimica, em
caes naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a tratamento com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma
vazio; C: grupo controle. (a) Diferenga entre grupo Lp-Sb e Lp (b) Diferenca entre grupo
Lp-Sb e C (Kruskall-Wallis p<0,05).
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FIGURA 7 - Fragmentos de figado de cées naturalmente infectados com L. chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica do I6bulo
hepatico (veia centro lobular no canto superior esquerdo e parte do ramo da veia porta (espago-porta) no canto inferior esquerdo.
Notar formagéo de granuloma intralobular (seta) (HE 100x). (B) Detalhes da figura anterior evidenciando o granuloma no centro
da figura. Observar ao redor intenso processo degenerativo (degeneragdo hidrépica) dos hepatdcitos, aumentados de volume
(aspecto baloniforme) e citoplasma hipocorado. (setas) (HE 600x) (C) No centro da figura observar infiltrado inflamatério no
espago porta e congestéo dos sinusoides (setas) (HE-200x); (D) Detalhe da figura anterior evidenciando infiltrado inflamatério de
células mononucleares no espago porta (setas largas) e a congestéo dos sinusoides (setas finas) (HE 600x) (E) Fotomicrografia
panoramica evidenciando processo inflamatério focal na capsula de Glisson (seta) (HE 100x). (F) Detalhe da figura anterior
evidenciando hepatdécitos com citoplasma vacuolizado (imagem negativa) indicando processo degenerativo por acumulo de
gordura (esteatose) (HE 600x)
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FIGURA 8 — Fragmentos de figado obtidos em criostato de cédes naturalmente infectados com L. chagasi. (Técnica imuno-
histoquimica da estreptoavidina peroxidase. 600x) (A) Granulomas intralobulares com células CD11a positivas (estrela). (B)
Notar que algumas células sinusoidais sdo CD11a positivas (setas). (C) Granulomas com algumas células CD11b positivas
(estrela) (D) Notar que algumas células sinusoidais sdo CD11b positivas (setas). (E,F) Notar a presenga de inumeras
amastigotas de Leishmania imuno-marcadas no interior dos granulomas (seta larga) e nas células dos sinusoides (setas finas).
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4.5 - Analise anatomo-patoldgica do linfonodo cervical

4.5.1 - Alteragcbes macroscapicas

De todos os linfonodos (submandibulares, cervicais superficiais, axilares, abdominais e
popliteos) observados a necropsia, os cervicais foram os mais reativos. De fato, os mesmos
apresentaram aumento de peso e volume (linfadenopatia) e a superficie de corte apresentaram-
se com superficie lisa e brilhante exibindo um liquido de aspecto leitoso indicando edema do tipo
exsudato. Ainda a superficie de corte, a camada cortical do 6érgdo era notavel e de facil
discernimento da camada medular, devido a presenca de formagdes nodulares, de coloragao
brancacenta, indicando hiperplasia folicular. Esses nédulos, por sua vez, podiam ser confluentes
originando areas de superficie mais extensas.

Nao houve diferenca estatistica em relagdo ao peso relativo do érgédo entre os grupos
avaliados (TAB. 8).

TABELA 8

Relagdo peso do linfonodo cervical/peso corporal (peso relativo) de caes infectados com L.chagasi,
submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas de dimensdes

nanométricas
Grupos Peso relativo (%)
(média + DP)
Lp-Sb 0,0004 £ 0,0001
Lp 0,0006 £ 0,003
C 0,0003 £ 0,002

Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma; Lp: Grupo tratado com lipossoma
vazio; C: grupo controle.

4.5.2 — Alteracdes microscépicas
As alteracbes microscopicas avaliadas nas preparag¢des dos linfonodos cervicais foram a

linfadenite capsular, a inflamagdo dos seios subcapsulares, a hiperplasia e hipertrofia dos
nodulos linféides, a hiperplasia e hipertrofia de macréfagos (incluindo os sub-capsulares),
congestao e presenga de pigmentos de hemossiderina.

A linfadenite capsular e o aumento da celularidade dos seios subcapsulares foram
achados freqlentes nos cades analisados, com graus variados de intensidade, ndo havendo,

entretanto, diferencga significativa entre os grupos estudados.
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Em relagdo aos ndédulos linféides observou-se reacgao folicular com formagcao de centro
germinativo e foliculos apresentando coalescéncia (em correspondéncia ao observado a
macroscopia) nas quais as células apresentavam-se claras, com nucleo vesiculosos e citoplasma
amplo, as vezes parasitadas, alternando-se com outras células pequenas, com nucleo denso e
citoplasma escasso. Em geral, a area marginal dos foliculos era constituida de células pequenas
com cromatina densa caracteristicas de linfécitos. Observou-se também reacdo intensa da
cortical profunda (paracortical) levando a formagao de verdadeiros mantos constituidos de células
mononucleares com nucleos densos e células fusiformes com prolongamentos citoplasmaticos,
sugerindo serem células dendriticas. Um outro achado frequiente foi a hiperplasia e hipertrofia de
macrofagos dos seios e corddes associado a presenca de areas eosinofilicas, acelulares e
amorfas indicando liquido de edema do tipo exsudato (FIG. 9 a-e).

Nao houve diferenga significativa entre os grupos analisados em relacédo a hiperplasia e

hipertrofia dos corddes medulares e dos nddulos linféides (GRAF 8).
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GRAFICO 8 - Alteragdes histopatoldgicas observadas no linfonodo cervical de cdes naturalmente infectados por L. chagasi.
Lp-Sb: grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos. Lp: grupo
tratado com lipossoma vazio; C: grupo controle. Critérios adotados: 1- Auséncia de alteragéo; 2- Alteragao
discreta; 3- Alteragdo moderada; 4- Alteracéo intensa.
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4.5.3 — Caracterizacdo por imuno-histoquimica das células do linfonodo cervical com
marcacao para os receptores CD11a,b/CD18

As reagdes imunocitoquimicas especificas para CD11a e CD11b mostraram-se positivas
principalmente nas células dos corddes e seios medulares. Nao houve diferencga significativa em
relacdo ao numero de células positivas tanto para CD11a quanto para CD11b entre os grupos
analisados (GRAF. 9).
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GRAFICO 9 — Marcagédo fenotipica das células do linfonodo cervical em cdes naturalmente infectados com L. chagasi
submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos (a)
Numero de células positivas para CD11a (b) Numero de células positivas para CD11b. Lp-Sb: Grupo tratado

com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: Grupo
controle.

4.5.4 — Avaliacdo da densidade de parasitos

A densidade de parasitos foi determinada pela técnica de imuno-histoquimica (FIG. 9f) e
observou-se que o grupo Lp-Sb apresentou menor nimero de amastigotas em relagéo aos outros
grupos analisados (GRAF. 10). A intensidade parasitaria correlacionou-se com a linfadenite

capsular e com a hiperplasia e hipertrofia dos nddulos linféides.
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GRAFICO 10 - Avaliagdo da densidade de parasitos no linfonodo cervical pela técnica de

imuno-histoquimica em caes naturalmente infectados com L. chagasi
submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma
vazio; C: Grupo controle. (a) Diferenga entre grupo Lp-Sb e Lp (Kruskall-
Wallis p<0,05) (b) Diferenca entre grupo Lp-Sb e C (Kruskall-Wallis p<0,05).
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FIGURA 9 - Fragmentos de linfonodo cervical de caes naturalmente infectados com L. chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica

da regido da cortical demonstrando a hiperplasia folicular com formagéo de centros germinativos (estrelas). (HE 100x). (B)
Detalhes da figura anterior evidenciando o centro germinativo de um foliculo linféide. Notar o aumento da celularidade do espago
subcapsular (seta larga) e edema (seta fina) (HE 200x) (C,D) Fotomicrografia panoramica da regido da medular evidenciando a
hipertrofia e hiperplasia das células dos corddes (estrela) e seios (cabega de setas) e em (D) notar a reatividade celular no
corddao formamndo um verdadeiro nédulo linféide na regido da cortical (estrela) (HE-100x); (E) Detalhe da figura anterior
mostrando células dos corddes (estrelas) e seios (cabega de seta) (HE 600x) (F) Regido da medular mostrando formas
amastigotas de Leishmania no interior dos macrofagos dos corddes (seta) e seios (cabega de seta) (Estreptoavidina-peroxidade
600x)
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4.6 - Analises histologicas da medula éssea

4.6.1 — Alteracdes microscépicas

Em geral, todos os animais avaliados neste estudo apresentaram aumento consideravel
da celularidade devido, principalmente, ao incremento das séries linfocitica e monocitica.
Paralelamente, observaram-se hipocelularidade granulocitica, com escassez de granuldcitos

neutrdéfilos e eosindfilos (FIG. 10 a-c). Este quadro nao diferiu entre os grupos analisados.

4.6.2 — Avaliacdo da densidade de parasitos

A densidade de amastigotas na medula éssea foi avaliada pelas técnicas de LDU e
imuno-histoquimica. O grupo Lp-Sb apresentou menor numero de parasitos em relagdo aos
outros grupos analisados na técnica de LDU. A analise realizada pela técnica de imuno-

histoquimica (FIG. 10 d) ndo mostrou diferencas entre os grupos (GRAF. 11).
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GRAFICO 11 - Determinagdo do numero de amastigotas na medula 6ssea, pelas técnicas de LDU (A) e imuno-
histoquimica (B) em cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a tratamento com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos. Lp-Sb: Grupo tratado com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossoma; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C:

Grupo controle. (a) Diferenga entre grupo Lp-Sb e Lp (Kruskall-Wallis p<0,05) (b) Diferenca entre grupo
Lp-Sb e C (Kruskall-Wallis p<0,05).
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FIGURA 10 : Fragmentos de medula dssea de cdo naturalmente infectado com L. chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica

mostrando consideravel celularidade. (HE 100x) (B, C) Detalhe da figura anterior evidenciando hipercelularidade de células
mononucleares e hipocelularidade granulocitica (neutréfilos e eosindfilos). (HE 600x) (D) Presenga de parasitos imunomarcados
(setas) (estreptoavidina-peroxidase 600x)
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4.7 - Analise histopatolégica da pele

4.7.1 — Alteragdes macroscipicas

As alteragcdes macroscopicas, observadas na pele dos caes foram: dermatite esfoliativa

generalizada, dermatite ulcerativa, alopecia, opacificagao da pelagem e hiperceratose nasal.

4.7.2 — Alteracdes microscépicas

Todos os animais analisados apresentaram uma reacgao inflamatoéria variando de discreta
a intensa, sendo o exsudato celular constituido principalmente de células mononucleares
(linfoplasmohistiocitario), com presenca de alguns granulécitos neutréfilos e raros eosindfilos. Em
geral, a distribuicdo do exsudato inflamatério era difusa na derme e focal ao redor dos vasos e
anexos. Ndo se observou a formacéo de granulomas e nem a presenca de células gigantes na
pele em nenhum dos caes analisados. Hiperceratose foi um achado freqliente, mas somente em
alguns caes observou-se formagao de pérolas corneas. Varios caes apresentaram paraceratose
e acantose (FIG 11 a,b). Presenca de degeneragdes epiteliais como a degeneragao hidropica foi
observada na maioria dos casos.

Ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos analisados em relagcdo as

alteragdes histopatoldgicas avaliadas (GRAF. 12).
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GRAFICO 12 - Alteragdes histopatolégicas observadas na pele de cdes naturalmente infectados por L. chagasi. Lp-Sb: grupo
tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos. Lp: grupo tratado com
lipossoma vazio; C: grupo controle. Critérios adotados: 1- Auséncia de alteragéo; 2- Alteracdo discreta; 3-
Alteragdo moderada; 4- Alteragao intensa.

4.7.3 — Caracterizacdo por imuno-histoquimica das células da pele com marcacao para o0s
receptores CD11a,b/CD18

As reacdes de imuno-histoquimica para identificagdo de CD11a e CD11b mostraram-se
positivas apenas para algumas células do exsudato inflamatério (FIG. 11 e,f).
Nao houve diferenga significativa em relagdo ao niumero de células CD11a,b positivas,

entre os grupos analisados (GRAF. 13).
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GRAFICO 13: Analise fenotipica das células da pele em cées naturalmente infectados com L. chagasi submetidos a
tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas (a) Numero de células positivas
para CD11a (b) Numero de células positivas para CD11b. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma vazio; C: Grupo
controle.

4.7.4 — Avaliacédo da densidade de parasitos

A densidade de parasitos na pele (FIG. 11 c¢,d) ndo mostrou diferenga entre os grupos,

quando avaliada pela técnica de imuno-histoquimica. (GRAF. 14).
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GRAFICO 14 - Determinagao do nimero de amastigotas na pele de cdes naturalmente infectados com L.
chagasi submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas, pela técnica de imuno-histoquimica. Lp-Sb: Grupo tratado com antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossoma nanométricos; Lp: Grupo tratado com lipossoma
vazio; C: Grupo controle.
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Figura 11: Fragmentos de pele de cdo naturalmente infectado com L. chagasi. (A) Fotomicrografia panoramica mostrando

presenca de células inflamatérias na derme superficial. Notar o espessamento da epiderme devido a acantose (estrela).
Hiperceratose é evidente (cabega de seta) (HE 100x) (B) Detalhe da figura anterior evidenciando macréfagos contendo
numerosas formas amastigotas (setas). (C,D) Técnica de imuno-histoquimica evidenciando a presenca de inUmeros parasitos e
em (D) detalhe de (C) mostrando os macréfagos intensamente parasitados (setas). Observar a proximidade dos macroéfagos
parasitados as células epiteliais (cabegca de seta) (HE 600x) (E,F) Corte histolégico obtido em criostato mostrando células
inflamatérias CD11a positivas ao redor dos anexos (foliculo e glandulas) em (E) e (F) algumas células CD11b positivas na derme
profunda (estreptoavidina-peroxidase 600x).
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5- DISCUSSAO

Leishmania sao parasitos intracelulares obrigatérios que residem quase exclusivamente
dentro de células mononucleares fagocitarias de seus hospedeiros vertebrados (CHANG, 1983)
Estudos sobre as bases moleculares da ligagdo e internalizacdo de promastigotas nos
macrofagos in vitro tém demonstrado que esta interacdo € mediada por receptores especificos
presentes na superficie dos macréfagaos. (KANE & MOSSER, 2000; OLIVIER et al., 2005;
CAMPAGNE, 2007). Na relagao L. major com mondcitos humanos e murinos foi descrito o papel
predominante do receptor CD11b/CD18 (CR3), em relagdo aos outros receptores pertencentes a
familia das integrinas B2 (CD11a/CD18 ou LFA-1 e CD11¢/CD18 ou p150,95), na ligagédo do
parasito aos macréfagos. Adicionalmente, a habilidade do parasito em fixar o complemento
presente no soro do hospedeiro aumenta a internalizagdo via receptor CR3 e a sobrevida do
parasito dentro dos macrofagos, nesses modelos (MOSSER & EDELSON, 1985; MOSSER et al.,
1992; ROSENTHAL et al.,1996). Todavia, poucos estudos foram realizados com o intuito de
elucidar o papel desses receptores na adesdo da L.chagasi aos mondécitos/macréfagos, no
modelo canino (GONCALVES et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007).

O céo é considerado o principal reservatoério urbano de L. chagasi, o que torna a LVC nao
s6 um problema veterinario, mas também um grande problema de saude publica (ALVAR, 2004).
O tratamento do cédo infectado inclue drogas potencialmente téxicas, sendo que, em alguns
paises como o Brasil, o sacrificio de animais infectados é uma das medidas adotadas para o
controle da doenca (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A utilizagdo de novas
formulagdes no tratamento da LVC vem sendo estudada por varios pesquisadores (VALADARES
et al., 2001; COSTA VAL et al., 2004) com resultados promissores. As formulagdes lipossomais
surgiram como uma estratégia promissora para o tratamento da LVC, uma vez que aumentam
consideravelmente a concentragdo da droga nos 6rgaos ricos em células do sistema monocitico
fagocitario, 6rgaos estes ricos em parasitos (ALVAR et al., 2004). Sabe-se que a capacidade do
lipossoma de direcionar a droga para os 6rgaos alvos esta relacionada com a sua capacidade de
ser rapidamente eliminado da corrente sanguinea pelas células mononucleares. O lipossoma é
capaz, ainda, de ativar o complemento e ao ser opsonizado por fragmentos de C3,
particularmente C3b e C3bi se liga aos receptores presentes na superficie dos mondcitos
(DEVINE & BRADLEY, 1998), semelhante ao que ocorre na interacdo Leishmania-células
mononucleares.

Assim, esse trabalho visa avaliar o impacto do tratamento com antimoniato de meglumina

encapsulado em lipossomas nanométricos, em parametros imunolégicos e histopatolégicos, bem
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como na carga parasitaria de caes naturalmente infectados com L. chagasi, submetidos a

multiplas doses desse farmaco.

5.1 — Andlise da expressao dos receptores CD11a,b,c/CD18 nos mondécitos provenientes

do sangue periférico.

Neste estudo observamos uma significativa expressao de CD11a e CD11b na superficie
dos monécitos provenientes do sangue periférico, o que ja era esperado, uma vez que estas
moléculas de adesao séo constitutivamente expressadas na superficie dos leucdcitos (HUGHES
& PFAFF, 1998). Entretanto, a expressdo de CD11c, na superficie dos mondcitos de caes
naturalmente infectados com L. chagasi foi insignificante, sugerindo ndo ter este receptor grande
importancia na modulagao da resposta imune na LVC. Apesar do tratamento com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos aparentemente nao ter influenciado a
expressao de CD11a, ele foi capaz de aumentar a expressdo de CD11b na superficie dos
mondocitos provenientes do sangue periférico. Entretanto, esse aumento nao se correlacionou
com o quadro clinico apresentado pelos animais.

A ativacao das integrinas esta relacionada com modificagées conformacionais na estrutura
das proteinas. Esse processo, fundamental na atuagcdo dos receptores, é freqlentemente
mediado por sinalizagdes intracelulares que modificam a afinidade desses por seus ligantes,
processo conhecido como “modulacéo da afinidade” (HUGHES & PFAFF, 1998). Sabe-se que os
lipossomas administrados intravenosamente possuem a capacidade de ativar o complemento e
as opsoninas ao adsorverem-se na superficie das vesiculas, sdo capazes de mediar sua
endocitose pelos macrofagos. Essa endocitose mediada por receptor facilita a internalizagado dos
lipossomas pelo macréfago com subsequiente formacdo de endossomallisossomas. Uma vez
dentro destes vacuolos os lipossomas sofrem a agdo do pH acido do meio liberando seu
conteudo no vacuolo ou no meio intracelular (MOGHIMI & RAJABI-SIAHBOOMI, 2000). Assim,
além de avaliar a expressao do receptor, o estudo sobre a agdo do antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos sobre as sinalizagdes intracelulares responsaveis pela
ativagao destes receptores (CD11a,b) faz-se necessario, para o melhor entendimento da atuagao

desta formulacdo na modulagao da resposta imune.

5.2 - Analise da expresséo dos receptores CD11a,b/CD18 nos mondcitos provenientes do

sangue periférico, apés interacdo com L. chagasi in vitro.
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Ao avaliarmos a interagdo L. chagasi — mondcitos caninos, observamos que o aumento do
numero de Leishmania aderidas a superficie dos mondécitos relacionou-se com a diminui¢cdo da
expressao de CD11b, nas células com dupla marcacdo. Estes resultados sugerem que o receptor
CR3 ¢é importante na adesao da forma promastigota de Leishmania aos mondécitos, no modelo
canino, corroborando com o observado por varios autores, em estudos realizados no cao
(GONCALVES et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007) e em outros modelos (BRAY, 1993; MOSSER,
et al., 1992; DE ALMEIDA, 2003). Em nosso estudo, observou-se que a quantidade de L. chagasi
aderida a superficie dos mondcitos, bem como a diminuicdo da expressdo de CD11b na
superficie dos mesmos, correlacionou-se positivamente com o agravamento do quadro clinico
sugerindo que a internalizagao dos parasitos via receptor CD11b/CD18 é importante para o
desenvolvimento da doenca. De fato, Mosser & Edelson (1987), ao estudarem a ligacao de L.
major em macrofagos murinos, observaram que a adesao ao receptor CR3 é vantajosa para o
parasito, uma vez que nao ativa a explosao respiratéria da célula, aumentando a sobrevida do
mesmo.

Ja é consenso na literatura que a interacdo Leishmania-fagécitos mononucleares se da
através de ligacdes envolvendo moléculas de superficie do parasito e receptores de membrana
das células mononucleares. A opsonizagdo do parasito com fatores sorolégicos (opsoninas)
derivados do hospedeiro facilita esta interacdo, em algumas espécies. Varios autores relatam a
importancia desta opsonizagdo no modelo murino e humano (BLACKWELL, 1985; MOSSER et
al., 1992; MOSSER at al., 1993). Gongalves et al. (2005) ao estudar a ligagdo de L. chagasi em
macrofagos peritoneais de caes observaram maior adesdo do parasito na presenga de soro
deficiente de fator C5 do complemento. Mais recentemente, Sampaio et al. (2007) avaliaram a
adesdo e internalizagdo de promastigotas de L. chagasi — fagocitos mononucleares em caes
naturalmente e experimentalmente infectados e confirmaram a importancia da opsonizagcéo no
modelo canino. Nossos resultados reforcam os achados da literatura, uma vez que o nimero de
parasitos aderidos a superficie dos mondécitos provenientes do sangue periférico foi influenciado
pela presencga do soro deficiente de fator C5 do complemento. Adicionalmente, observamos que
o tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos foi capaz
de diminuir a adesao das promastigotas opsonizadas de L. chagasi aos mondcitos caninos, 60
dias apds o término do tratamento, ao contrario do observado nos outros grupos. Este resultado
tem grande relevancia na modulagao da resposta imune a favor do hospedeiro, uma vez que a
quantidade de Leishmania ligada aos mondcitos se correlacionou com o agravamento da doencga.

O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas foi capaz de
modular a expressdao de CD11a na superficie dos mondcitos, em ensaios realizados in vitro.
Entretanto, a formulagéo lipossomal vazia, também foi capaz de modular a expressao tanto de

CD11a quanto de CD11b nos ensaios de interagao realizados in vitro. Estes resultados sugerem
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que estas formulagdes sado capazes de alterar a resposta imunoldgica do hospedeiro frente ao
parasito. De fato, alguns autores relatam o efeito imunomodulador de formulagdes lipossémicas
(YAN et al., 2007; PERRIE et al., 2001). Entretanto, novos estudos se fazem necessarios para

uma melhor compreensao da atuagao destas formulagdes na infeccdo causada por L. chagasi.

5.3 — Influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
na expressao de moléculas MHC classe Il e CD14 em mondcitos provenientes do sangue
periférico.

A resolugdo 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" (LOCKSLEY & LOUIS, 1992). A ativagdo dessas células por células
apresentadoras de antigenos requer a expressdao de moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal classe | ou classe Il (MHC classe | ou Il) na superficie e a interagéo
de receptores e ligantes co-estimulatérios. Varias espécies de Leishmania tém a capacidade de
interferir na indugdo da resposta imune protetora através de varios mecanismos, tais como a
supressao de MHC classe Il (L. donovani); internalizagdo e degradagdo de moléculas MHC
classe Il (L. amazonensis); inibicdo do processamento antigénico (L. major, L. donovani, L.
amazonensis), dentre outros (BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1999).

Os lipossomas podem ser usados como adjuvantes imunoldgicos, uma vez que sao
habeis em estimular a resposta imune mediada por células. As vesiculas lipossomais acido-
resistentes sdo encaminhadas para o lisossoma, degradadas e transportadas para o endossoma,
onde se combinam com moléculas de MHC classe || (FREZARD, 1999). Nossos resultados néo
demonstraram diferenca significativa na expressdo de MHC classe Il, entre os grupos (Lp-Sb, Lp
e C) nos dois momentos da analise, sugerindo que o tratamento com antiménio encapsulado em
lipossomas nanométricos nao foi capaz de modular a expressdo destas moléculas. Resultado
semelhante foi observado em relagdo a expressdo de CD14 na superficie dos mondécitos. Esta
molécula estd envolvida na ativagdo dos mondcitos, possuindo papel fundamental na
inicializacdo dos sinais de transdugéo, apds estimulo antigénico. A expressao de CD14 parece
estar relacionada com a inducdo de NRAMP-1 (proteina 1 de macréfago associada a resisténcia
natural), proteina de membrana expressa exclusivamente no compartimento lisossomal de
macrofagos/mondécitos, associada a resisténcia a infecgbes causadas por patdégenos
intracelulares, incluindo Leishmania, no modelo murino (BELLAMY, 1999; CANONNE-
HERGAUEX et al.,, 1999). Giunchetti et al. (2006) observaram correlagdo positiva entre a
freqliéncia de mondcitos CD14" e a intensidade da resposta inflamatoria, em cées infectados com

L. chagasi, sugerindo migracao e participacdo destas células na reacao inflamatdria, na derme.
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Todavia, sua contribuicdo na resisténcia ao patdégeno, no modelo canino, ainda necessita ser

melhor investigada.

5.4 — Influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas

nas subclasses de linfécitos T CD4" e CD8", no sangue circulante.

A importancia dos linfocitos T CD4" na leishmaniose canina ja é um consenso. A
resisténcia a infeccdo causada por Leishmania estd associada a capacidade dos linfocitos T
CD4" produzirem IFN-y que ativa os macrofagos parasitados tornando-os aptos a eliminarem os
parasitos intracelulares (LIEW et al., 1989; PINELLI, 1995). Bordoiseau et al. (1997) observaram
que caes naturalmente infectados com leishmaniose ativa apresentavam percentual de linfécitos
T CD4" significativamente menor do que os cides saudaveis. Alvar et al. (2004) observaram que o
nivel de linfécitos T CD4" encontra-se diminuido na leishmaniose, sendo esta diminuigdo
responsavel pela patogénese e progressdo da doenca. Estes autores também observaram
correlagéo direta entre os niveis de linfécitos T CD4" e a resposta ao tratamento quimioterapico,
em caes naturalmente infectados. Entretanto, Miranda et al. (2007), ao estudarem caes
naturalmente infectados submetidos a terapia convencional com antimoniato e alopurinol,
concluiram que as subpopulagdes de linfécitos T circulantes sdo similares as observadas nos
caes saudaveis e que nao ha correlagédo entre o quadro clinico ou a resposta a quimioterapia e a
porcentagem das diferentes classes de linfocitos. Nossos resultados reforcam os achados destes
autores, uma vez que a porcentagem de linfécitos encontrados no grupo tratado com antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos nao diferiu dos valores obtidos no
grupo controle. E interessante ressaltar que o grupo tratado com a formulagdo lipossomal vazia
apresentou niveis mais baixos de linfocitos T CD4" em relagéo ao grupo controle, 30 dias apds o
tratamento, indicando que esta formulagao é capaz de modular a resposta imune.

O papel dos linfécitos T CD8" no controle da leishmaniose visceral tem sido demonstrado
em humanos (MARY et al., 1999) e camundongos (TSAGOZIS et al., 2005). Linfocitos T CD8"
provenientes de caes assintomaticos revelaram um efeito citolitico direto em macréfagos
infectados com L. infantum, sendo este um mecanismo efetor na resisténcia a leishmaniose
visceral canina (PINELLI, 1995). Reis et al. (2006) ao estudarem c&es naturalmente infectados
observaram que o aumento dos niveis de linfocitos T CD8" se correlaciou positivamente com a
melhora do quadro clinico e com a diminuigdo da carga parasitaria, sugerindo ser esta subclasse
de linfécitos T a principal caracteristica fenotipica da doenga assintomatica e de caes com baixa
carga parasitaria. Em nosso estudo, a manutengdo da porcentagem de linfocitos T CD8" no grupo
tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas, aliado a observagao de que

a relagdo CD4'/CD8" apresentou correlagdo positiva com o agravamento da doenca reforcam a
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importancia dos linfécitos T CD8" na resposta imune protetora, na leishmaniose visceral canina.
Nossos resultados sugerem, também, que o tratamento com lipossomas teve papel importante na
manutengdo dos niveis de linfocitos T CD8" no sangue periférico. Estes resultados estdo de
acordo com os achados de Reddy et al. (1992), ao observarem que proteinas soluveis
administradas em lipossomas foram habeis em induzir uma resposta imune relacionada com a
ativagao de linfocitos T citotoxicos. De fato, Moghimi & Rajabi-Siahboomi (2000) relatam que os
lipossomas podem atuar como potentes adjuvantes e descrevem que apds a fagocitose dos
lipossomas pelas células apresentadoras, parte das proteinas e lipides lipossomais entram no
citoplasma onde sao processados pelo complexo proteosoma. Essas proteinas sido entdo
transportadas via transportadores especificos, para o reticulo endoplasmatico e complexo de
Golgi e, eventualmente ligam-se as moléculas de MHC classe | e sdo entao transportadas para a

membrana plasmatica para reconhecimento e ativagdo de células T citotdxicas.

5.5 — Alteragdes histopatolégicas no bago e no figado

Na leishmaniose visceral ocorre o desenvolvimento de uma resposta imune 6&rgao-
especifica em dois principais 6rgaos alvos de infecgéo - 0 bago e o figado. Estudos indicam que o
bago, considerado local inicial da geragdo da resposta imune mediada por células, também
parece ser o local de persisténcia do parasito associada com modificagbes imunopatoldgicas.
Estas incluem esplenomegalia e disturbios na arquitetura tecidual que parecem contribuir para o
estado de imunocompeténcia do hospedeiro (STANLEY & ENGWERDA, 2007). O figado, por sua
vez, é o local onde a resolugido da infecgcdo aguda esta associada ao desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria granulomatosa ao redor de células de Kupffer, e resisténcia a reinfeccao.
Stanley & Engwerda (2007), relatam que parece haver um delicado equilibrio imunoldgico
determinando respostas que efetivamente promoverao a eliminacdo do parasito no figado e a
persisténcia da infecgdo no baco.

Estudos realizados por Sanchez et al. (2004) em caes naturalmente infectados com L.
chagasi demonstraram diferengas na resposta imunolégica observada no bago e figado. Estes
autores relatam que no bacgo a resposta imune dos caes sintomaticos e assintomaticos foi muito
similar. No figado, entretanto, os cées assintomaticos mostraram uma imunidade efetiva, com
granulomas bem formados contendo células T efetoras e numerosas moléculas ativadoras, ao
passo que, os animais sintomaticos apresentavam granulomas nao organizados compostos por
infiltrado de células T, numerosas células de Kupffer parasitadas e baixa expressdo de moléculas
ativadoras. Estes autores também observaram menor parasitismo no bagco, em relacdo ao
observado no figado. Esses resultados, no entanto, contrastam com os achados de Tafuri et al.

(1996) e Sant'Ana et al. (2007) que ao estudarem caes naturalmente e experimentalmente
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infectados, observaram granulomas intralobulares bem organizados, no figado de todos os
animais estudados, independente da forma clinica.

Lima et al. (2007) também constataram diferencas na resposta imunoldgica entre estes
orgaos. Estes autores observaram alta carga parasitaria no bago de caes sintomaticos, sendo
que esta apresentou correlagdo positiva com a expressdo de CR3, sugerindo que as células
mononucleares esplénicas podem servir para perpetuar a infecgao intracelular. Entretanto, no
figado, os animais assintomaticos apresentaram maior expressdao de CR3 e menor carga
parasitaria em paralelo com a presenca de grande numero de granulomas. Estes resultados
reforcam a idéia de que as células mononucleares presentes em cada 6rgao apresentam
comportamentos diferenciados frente ao parasito.

Em nosso estudo, observamos que a carga parasitaria no baco foi relativamente maior do
que a encontrada no figado, embora nao tenhamos encontrado correlagcao entre a expressao de
CD11a,b e o parasitismo. O tamanho da amostra pode estar relacionado com a discrepancia
entre nossos resultados e os relatados por Lima e colaboradores (2007), que avaliaram 76
animais. O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos
influenciou positivamente a carga parasitaria, mas nao alterou a expressao de CD11a,b no baco.
Os caes que receberam tratamento com lipossomas vazios mostraram maior expressdo de
CD11b nos macréfagos esplénicos e maior carga parasitaria, embora esta n&do tenha sido
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle. A esplenomegalia € um achado
freqiente na leishmaniose canina e em nosso estudo constatamos que o tratamento com a
formulagao lipossomal foi capaz de minimizar esta alteragdo. Observou-se também que o baco
dos caes submetidos ao tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
apresentou-se mais reativo, uma vez que o quadro de hiperplasia e hipertrofia da polpa branca foi
mais intenso. Esta maior reatividade pode estar relacionada com a menor carga parasitaria
observada neste grupo.

No figado, a presencga de granulomas intralobulares foi um achado frequiente na grande
maioria dos caes (96,4%), sendo que o grupo tratado com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas nanométricos apresentou menor numero destes, associado a um
quadro de inflamagao portal menos intenso. Sabe-se que a inflamagédo granulomatosa, € uma
reacao histopatoldgica distinta, induzida por varios microorganismos, incluindo Leishmania. A
eficacia e a intensidade da resposta granulomatosa é determinada tanto por fatores do parasito
quanto do hospedeiro (MURRAY, 2001). A diminuigdo da carga parasitaria, observada no grupo
tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos,
provavelmente esta relacionada com a diminuigdo do estimulo inflamatério e consequientemente
com a presenga de menor numero de granulomas. Nossos resultados estdo de acordo com os

achados de Giunchetti et al. (2007), que ao estudarem cdes naturalmente infectados com L.
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chagasi observaram que a intensidade das alteragdes inflamatérias estava associada com a

maior carga parasitaria tecidual.

5.6 — Alteragdes histopatologicas no linfonodo cervical

Linfadenopatia é usualmente definida como um aumento do tamanho dos linfonodos
(expansao dos linfonodos) que pode aparecer como uma alteragao localizada ou generalizada.
Na LVC a linfadenopatia € um achado clinico freqliente (CIARAMELLA et al., 1997; COSTA VAL,
2004; LIMA et al., 2004). Nossos resultados estdo de acordo com estes autores, pois a
linfadenopatia, especialmente dos lifonodos cervicais, foi o sinal clinico mais prevalente verificado
nos caes deste experimento. Lima et al. (2004) relatam que a linfadenopatia, observada em caes
naturalmente infectados com L. chagasi, relaciona-se principalmente com a hipertrofia e
hiperplasia dos macréfagos medulares (corddes e seios). Adicionalmente, esses autores
observaram que os linfonodos cervicais apresentam-se mais reativos que os axilares e popliteos.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Ciaramella et al. (1997). Segundo estes
autores a maior reatividade dos linfonodos cervicais deve-se a sua posicdo anatdmica, uma vez
que estes drenam as regides cutaneas e subcutaneas da cabeca e orelha.

O peso relativo do linfonodo cervical e as alteragbes histopatolégicas observadas nos
animais analisados, ndo sofreram influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas. Entretanto, esta formulagéo foi capaz de diminuir significativamente
a carga parasitaria neste 6rgao.

Observamos, também, que o parasitismo correlacionou-se positivamente com a linfadenite
capsular e com o quadro de hipertrofia e hiperplasia dos nédulos linféides, sugerindo que a
reatividade dos linfécitos esta associada a maior estimulagdo antigénica decorrente da carga
parasitaria. De fato, os centros germinativos séo histologicamente definidos como agregados de
células blasticas constituindo areas de células B, no tecido linféide, apds estimulagao antigénica.
Eles estdo associados com o desenvolvimento de células B de memoria e células plasmaticas,
especialmente secundario a IgG e IgA (KRAAL et al.,1982). Sabe-se que na LVC a resposta
imune humoral desenvolvida é bastante intensa, traduzindo-se na presenca de elevados titulos
de anticorpos anti-Leishmania (ALVAR et al., 2004).

5.7 — Alterac@es histopatolégicas na medula 6ssea

A medula 6ssea € um dos 6rgdos alvos do parasito, por ser rico em células
mononucleares. Na LVC a alteracdo comumente observada é a hiperplasia, podendo ou nao

conter parasitos (KEENAN et al.,, 1984). Nossos resultados estdo de acordo com os dados da
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literatura, uma vez que a maioria dos caes apresentou aumento da celularidade, principalmente
da série monocitica.

A utilizacdo de formulagbes lipossomais no tratamento da leishmaniose visceral canina
vem sendo estudada por varios autores (CHAPMAN et al., 1984; COLLINS et al.,, 1993;
VALLADARES et al.,, 1997, 2001). Frézard et al. (2000) desenvolveram um novo método de
encapsulamento de antimoniato de meglumina em lipossomas, resultando em lipossomas com
diametro médio de 1,4 ym. O estudo da biodistribuicdo do antimbnio, em caes submetidos a
tratamento com essa nova formulagdo, mostrou que a concentragao de antimdnio foi mais baixa
na medula éssea em relagao aquela observada no baco e no figado. Esta diferenga foi atribuida
ao tamanho dos lipossomas (SCHETTINI et al., 2003). Visando a obtencdo de lipossomas de
tamanho reduzido, Schettini et al. (2006) modificaram o método desenvolvido inicialmente por
Frézard et al. (2000), obtendo uma nova formulagdo de antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas com didmetro de 400 nm. Esta redugao da escala micrométrica para a escala
nanomeétrica propiciou acumulo de aproximadamente trés vezes mais antiménio na medula dos
caes com LV. Entretanto, ao avaliarmos o efeito curativo dessa nova formulagio, constatamos
que ela nao foi capaz de alterar significativamente o parasitismo na medula éssea entre os caes

analisados.

5.8 — Alterac@es histopatolégicas na pele

As anormalidades na pele sao consideradas as manifestagdes clinicas mais usuais na
LVC (FERRER, 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; XAVIER et al., 2006). Sinais clinicos
como ulceragdo crbnica principalmente localizada nas orelhas e membros, onicogrifose e
descamacao sao freqlientes (CIARAMELLA et al., 1997). Entretanto, em nosso estudo, embora
de grande freqliiéncia, o acometimento cutidneo observado nos caes, ndo foi o sinal clinico mais
prevalente.

As manifestacdes histopatolégicas usualmente observadas na pele de caes infectados
com Leishmania consistem principalmente de presenca de infiltrado inflamatério com graus
variados de intensidade. De fato, Solano-Gallego et al. (2004) relatam que a lesdo mais
comumente observada em bidpsias de pele de caes naturalmente infectados com Leishmania foi
dermatite perifolicular principalmente ao redor dos anexos, com predominio de macréfagos,
linfocitos e plasmdécitos. Em estudo semelhante, os dados obtidos por dos-Santos et al. (2004)
confirmam os achados de Solano-Gallego et al. (2004) e adicionalmente relatam a formacao de
granulomas associada ao grau de parasitismo. Em nosso estudo, todos os caes analisados
apresentaram inflamacado na pele com graus variados de intensidade, confirmando dados da
literatura. Entretanto nenhum granuloma foi observado nos animais analisados. Esses resultados

estdo de acordo com o relatado por Giunchetti et al. (2006).
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A intensidade das manifestagdes histopatologicas observadas nos cées analisados, nao
sofreu influéncia do tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanométricos. Essa formulacédo, também ndo foi capaz de alterar significativamente o grau de
parasitismo, embora tenhamos observado uma tendéncia a diminuigdo da carga parasitaria no
grupo submetido ao tratamento, que se refletiu numa reducdo significativa da capacidade
infectante destes animais para fémeas de Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (RIBEIRO, 2007).
Estes resultados devem ser analisados com bastante critério, uma vez que a pele é considerada
um importante reservatorio do parasito tanto em cées saudaveis quanto em caes doentes
infectados com Leishmania tendo, portanto, grande importancia epidemiolégica (ABRANCHES et
al., 1991; SOLANO-GALLEGO et al., 2001).

Em resumo, ao avaliarmos as células provenientes do sangue periférico, nossos
resultados sugerem ter o receptor CD11b/CD18 maior importancia na interacdo Leishmania-
hospedeiro do que CD11a/CD18 e CD11¢/CD18. Observamos que o tratamento com antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos aumentou a expressdo de CD11b na
superficie dos mondcitos provenientes do sangue periférico, antes da interacdo com L. chagasi in
vitro, 60 dias apds o tratamento. Por outro lado, apds os mesmos 60 dias, houve uma diminuicao
da adesao de promastigotas opsonizadas aos mondcitos, apds interagdo com L.. chagasi in vitro.
O tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos nao
alterou a expressédo de MHC classe Il nos mondcitos caninos e nem a frequéncia de linfécitos T
CD4", no sangue periférico, mas foi capaz de determinar niveis mais elevados de linfocitos T
CD8", por um periodo prolongado. O lipossoma vazio foi capaz de modular a resposta imune,
alterando a expressao de CD11a e CD11b na superficie dos monécitos, bem como diminuindo a
frequiéncia de linfocitos T CD4".

Ao avaliarmos os 6rgaos dos animais, observamos que a carga parasitaria diminuiu
significativamente, no grupo tratado com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétricos, no baco, figado e linfonodo cervical. Todavia, esta diminuigcdo nao foi significativa
na medula 6ssea e na pele. O bago dos animais submetidos a essa formulagdo apresentou-se
mais reativo, ao passo que no figado as alteragcbes histopatolégicas foram menos intensas. A
expressao de CD11a e CD11b, nas células teciduais foi similar entre os grupos, em todos os
6rgaos analisados, com excecdo do baco. Nesse 6rgao, o tratamento com a formulagao
lipossomal vazia diminuiu a expressao de CD11b. Esses resultados mostram que esse protocolo
de tratamento foi capaz de reduzir a carga parasitaria e, em adicdo, estimular uma resposta

imune 6rgao-especifica.
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Considerando a ampla apresentacgao clinica na LVC, com graus variados de morbidade, o
estudo dos mecanismos imunolégicos envolvidos na resposta imunolégica dos caes infectados,
apo6s o tratamento quimioterapico, é relevante para se estabelecer os padrées de mecanismos
imunoprotetores e os eventos imunopatoldégicos que possam ocorrer. O conhecimento mais
detalhado da interagdo Leishmania-hospedeiro tem grande importancia no delineamento de

novas estratégias profilaticas e terapéuticas contra essa infecgao.
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6- CONCLUSOES

O presente estudo nos permitiu concluir que:

e O aumento da expressao de CR3 observada nos mondécitos de caes tratados com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos n&o se
correlacionou com maior adesio de Leishmania chagasi aos mondcitos caninos in vitro.

e A manutengio dos niveis de linfocitos T CD8", no sangue periférico dos caes submetidos
ao tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos,
indica que este protocolo foi capaz de estimular uma resposta imune celular.

e Esse protocolo de tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétricos foi capaz de reduzir a carga parasitaria no bacgo, figado e linfonodos, mas
nao alterou a expressdo de CD11a,b/CD18 nas células teciduais.

e Esse protocolo de tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanométricos foi capaz de alterar o quadro histopatolégico observado no bago e no
figado.

e Este protocolo de tratamento com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas

nanomeétricos ainda nao foi capaz de reduzir o parasitismo na medula éssea e na pele.
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7- PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante das limitagdes técnicas, financeiras e operacionais vivenciadas no decorrer deste

trabalho, alguns aspectos n&o puderam ser devidamente estudados. No entanto, faz-se

necessario ressalta-los, com o intuito de abrir novas perspectivas para futuros projetos que

porventura surgirdo a partir dos resultados obtidos neste estudo. Sao eles:

Avaliacdo imunoldgica de todos os cées antes do tratamento e no momento da necropsia,
de modo a obter correlagio individual entre os valores obtidos no sangue e nos tecidos.
Bloqueio dos receptores, antes de incubacdo com Leishmania in vitro, para melhor
avaliacdo da importancia de cada receptor e das interagdes que porventura possam existir
entre eles.

Avaliacdo da expressdo de MHC classe Il e de outras moléculas co-estimulatérias nos
mondcitos apos interagdo com Leishmania in vitro.

Avaliacéo da expressdo de MHC classe I, dos receptores CD11a,b,c e de antigenos CD4
e CD8 nas células teciduais, utilizando metodologias mais sensiveis, como citometria de
fluxo.

Avaliacdo do parasitismo e das alteragdes histopatoldgicas no rim e no pulméo dos caes

submetidos a terapia lipossomal.
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