UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS E
TOXICOLOGICAS

TATIANA MARIA INEZ FERREIRA

Andlise do potencial imunomodulador do extrato antigénico de Pythium insidiosum
utilizando modelo murino de leishmaniose tegumentar.

Belo Horizonte
2016



TATIANA MARIA INEZ FERREIRA

Andlise do potencial imunomodulador do extrato antigénico de Pythium insidiosum
utilizando modelo murino de leishmaniose tegumentar.

Dissertacdo, como requisito parcial, para obter o
grau de mestra em Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas, submetida ao Programa de
PoOs-Graduacdo em Andlises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais.

Orientador: Prof. Dr. Vicente de Paulo C. P. de
Toledo — UFMG

Coorientadora: Profa. Dra. Tania Mara Pinto Dabés
Guimaraes — UFMG

Belo Horizonte — MG
2016



Ferreira, Tatiana Maria Inéz.

F383a Analise do potencial imunomodulador do extrato antigénico de
Pythium insidiosum utilizando modelo murino de Leishmaniose
tegumentar / Tatiana Maria Inéz Ferreira. — 2016.

92 f. 1l

Orientador: Vicente de Paulo C. P. de Toledo.
Co-orientadora: Tania Mara Pinto Dabés Guimaraes.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de Pés-Graduacdo em Analises
Clinicas e Toxicolégicas.

1. Leishmaniose tegumentar — Vacinas — Teses. 2. L. major —
Teses. 3. Pythium insidiosum — Teses. 4. Resposta imune celular —

Thl - Teses. 5. Imunoterapia - Teses. 6. Antigenos
imunomoduladores — Teses. |. Toledo, Vicente de Paulo C. P. de. Il
Guimaraes, Tania Mara Pinto Dabés. Ill. Universidade Federal de

Minas Gerais. Faculdade de Farmacia. IV. Titulo.

CDD: 616.969




Dedico esse trabalho a DEUS, minha fonte de serenid ade, forga e persisténcia.
A0S meus pais, 0S quais sempre me apoiaram com amor sem medidas e

palavras de encorajamento. Ao meu irméo por todo ca  rinho e torcida.



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados pais e irmao, por ser meu alicerce, 0 ombro amigo nos momentos

de dificuldades. Obrigada por tanto zelo, carinho e incentivo. Amo vocés!

Aos meus queridos amigos: Francielle, Rafaella, Enio, Marlon, José Marcos e
Murillo, os quais, alguns mesmo a distancia, acompanharam o0 processo da
dissertacdo. Muito obrigada por me ouvirem e por todo apoio e palavras de animo

guando eu mais precisei. Vocés sdo muito especiais!
Ao meu orientador Vicente, pela oportunidade e pelo auxilio em todos os momentos
de desenvolvimento da dissertacdo. Sua compreensédo, atencdo e paciéncia foram

muito valiosas nessa caminhada de dois anos. Minha sincera gratidao!

A professora Tania pela coorientacdo no trabalho, por ser sempre tao gentil e

solicita. Vocé € um exemplo para todos ndés, obrigada!

Ao Dr Leonel Mendoza por fornecer o extrato antigénico do Pithium insidiosum e por

tantas consideracdes importantes acerca do trabalho.
A professora Raquel Virginia Rocha Vilela pela oportunidade de me engajar no
grupo de pesquisa em Pitiose e pelo apoio concedido durante a realizagdo deste

trabalho.

A professora Hélida Monteiro de Andrade por disponibilizar o biotério e outros meios

necessarios para a execugao dos experimentos.

A professora Fernanda pela ajuda na execucao e analise dos dados da citometria de

fluxo.

Ao professor Joao Haddad pelo auxilio com a andlise estatistica.

A professora Moénica Demas pela analise histopatoldgica e por toda atencao.



A professora Leda Quercia por nos fornecer a cepa de L. major.

A Marcela pelo apoio na execucéo da titulagdo dos anticorpos, pelas dicas preciosas

e pela ajuda nos experimentos.

Ao Josimar pelo auxilio com a parte estatistica e pelo incentivo.

A Elida pela ajuda no trabalho, por todas as conversas de desabafo e principalmente
pelas risadas. Vocé é uma guerreira, te admiro! A Tamara pelo seu jeito doce e
atencioso e ao mesmo tempo tao cheio de forca e determinacdo. Obrigada pelas
palavras de animo e momentos de descontracédo! A amizade de vocés foi um valioso

fruto do mestrado. Fico muito feliz!
A Isabela, que me acompanhou e ajudou inUmeras vezes na correria do dia a dia e
na dificuldade que é conciliar trabalho com o mestrado. Nao tenho palavras para te

agradecer! Que DEUS te ilumine sempre. Vocé vai longe...estou na torcida!

Aos queridos alunos de iniciacdo cientifica: Larissa, Janaina e Pedro pela
disponibilidade e ajuda nos experimentos.

A Edilene pela ajuda com a organizacdo dos experimentos e por tantas conversas

agradaveis. Que DEUS te abencoe!

A Ellen Marcia por cuidar dos animais experimentais no biotério. Descanse em paz!

A todos aqueles por ventura ndo foram mencionados aqui, mas que contribuiram de

alguma maneira para esse trabalho, meus agradecimentos!



Provai e vede como Deus é bom,

feliz aguele que em seu amor confia. (S| 34,9).



RESUMO

A resposta imune efetiva na Leishmaniose Tegumentar € do tipo celular Thi.
Antigenos imunomoduladores de Pithyum insidiosum (VPI) parecem estimular tal
fendtipo, de acordo com perfis celulares encontrados antes e apds a imunoterapia
em humanos e animais com pitiose. Nesse estudo, avaliou-se o potencial de a VPI
atuar como imunoterapico ou agente vacinal na infeccao tegumentar causada por L.
major em camundongos da linhagem BALB/c. Além disso, determinou-se o fenétipo
de células esplénicas apds imunizagdo com a VPI; quantificou-se citocinas
intracitoplasmaticas em esplendocitos murinos, bem como aquelas presentes no
sobrenadante do cultivo celular e avaliou-se a resposta imune humoral. Os
resultados mostraram que a VPI revelou um perfil eletroforético estavel e nao
degradado e que apesar de néao ter impedido o surgimento de lesbes nos animais,
houve reducdo do tamanho e no tempo de desenvolvimento das mesmas. Na
andlise por citometria de fluxo, observou-se no ensaio de marcagdo “ex vivo” de
células esplénicas, que no grupo imunizado a quantidade de linfocitos foi maior que
no grupo controle, assim como em relacdo aos fendtipos CD4" e CD8'. Ja a
marcacao de citocinas intracitoplasmaticas de esplendcitos cultivados por 72 horas
sob estimulo antigénico revelou, qualitativamente, maior producdo de IFNy em
relacdo a IL-10, e que, a principal fonte de IFN-y foi de células T CD8. A dosagem de
citocinas no sobrenadante de cultura de células estimuladas in vitro, evidenciou
maior producdo de INFy, seguida de IL-4, IL-2 e IL-10, revelando um perfil misto de
citocinas, com tendéncia a polarizacdo para Thl. A imunidade humoral avaliada pela
dosagem de IgG no plasma dos animais imunizados revelou baixos titulos,
sugerindo sua menor importancia no controle da infeccéo. Este perfil imunoldgico foi
em parte descrito em outros estudos de protecdo vacinal eficaz. O sucesso da
terapia em animais e pacientes com o0 uso da VPl em casos de pitiose fornecem
evidéncias suficientes para maiores investigagdes do seu papel imunomodulador na
leishmaniose, assim como em outros tipos de infec¢cdes causadas por patdégenos
intracelulares.

Palavras-chave: Leishmaniose, L. major, Pythium insidiosum, resposta imune
celular, Thl, imunoterapia.



ABSTRACT

The effective immune response in Cutaneous Leishmaniasis is the cell type Thl.
Pithyum insidiosum’s immunomodulators antigens (VPI) appears to stimulate this
phenotype, according to cell profiles found before and after immunotherapy in
humans and animals with pythiosis. In this study, we evaluated the potential of the
VPI act as immunotherapy or vaccine agent in cutaneous infection caused by L.
major in BALB/c mice. Furthermore, it determined the phenotype of splenic cells after
Immunization with VPI, intracytoplasmic cytokines in murine splenocytes were
quantified as well as those present in the supernatant of the cell culture and the
humoral immune response was evaluated. The results showed that the VPI revealed
a stable electrophoretic profile and not degraded and that despite not having
prevented the appearance of lesions in animals, there was a reduction in the size
and in the development time of them. In the analysis by flow cytometry, it was
observed on the "ex vivo" assay of spleen cells that in the immunized group the
number of lymphocytes was higher in the control group, as well as the phenotypes
CD4+ e CD8+. The intracytoplasmic cytokine of splenocytes cultured for 72 hours
under antigenic stimulation revealed, qualitatively, IFNy higher production compared
to IL-10, and that the primary source of IFNy was CD8 T cells. The in vitro dosage of
cytokine in the cell culture supernatant of stimulated cells showed greater production
of INFy , followed by IL-4, IL - 2 and IL - 10, revealing a mixed cytokine profile,
tending to Thl polarization. The humoral response assessed by IgG dosage of
plasma in the immunized animals revealed low titers, suggesting a minor importance
of it in infection control. This immunological profile was partly described in other
effective vaccine protection studies. The success of therapy in animals and patients
with the use of VPI in cases of Pythiosis provide sufficient evidence for further
investigations of its immunomodulatory role in leishmaniasis as well as in other types
of infections caused by intracellular pathogens.

Keywords: Leishmaniasis, L. major, Pythium insidiosum, cellular immune response,
Th1l, immunotherapy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pitiose

O género Pythium possui mais de 120 espécies diferentes, sendo a maior
parte composta por patdogenos de vegetais, muitas vezes causadores de severos
prejuizos em lavouras. (SANTURIO et al., 2006). Apenas a espécie Pythium
insidiosum é conhecida como o0 agente etioldgico da pitiose em mamiferos
(GAASTRA et al., 2010).

Kaufman et al. (1998) classificam o P. insidiosum como um organismo
parecido com um fungo pertencente ao reino Straminipila, filo Oomycota, classe
Oomycetes. Estudos taxonbmicos baseados em analise de sequenciamento de
genes do acido ribonucleico (RNA) ribossomal de P. insidiosum, demonstraram que
0s membros da classe Oomycetes sao filogeneticamente distantes dos membros do
reino Fungi. Ao nivel celular essa diferenca é pronunciada pela composicdo da
parede e membrana celulares. Nos fungos a parede celular é composta por um
polissacarideo, a quitina, enquanto nos oomicetos 0os componentes predominantes
sdo a celulose e B-glucana. Em relacdo a composicdo da membrana celular, o
ergosterol, principal esteroide dos fungos, ndo esta presente nos oomicetos
(SANTURIO et al., 2006; PEREIRA et al., 2013).

A pitiose ocorre em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
sendo que o patdgeno possui uma preferéncia ecologica por areas alagadas. Sua
frequéncia € maior em animais, poréem tem sido diagnosticada cada vez mais em
humanos. A doenca ja foi descrita em uma variedade de mamiferos nas Américas do
Norte, Central e do Sul, na Asia, Australia, Nova Zelandia e ilhas Caribenhas
(KAUFMAN, 1998).

O ciclo do P. insidiosum baseia-se na colonizacdo de plantas aquaticas, onde
se desenvolve e reproduz. Os zoésporos livres na &gua, liberados pelos
zoosporangios, podem encontrar outra planta ou entdo animais ou humanos
(GARCIA; PASTOR; MENDOZA, 2007). Ao penetrarem o tecido do hospedeiro, 0s
zobsporos se encistam e emitem um tubo germinativo, dando origem a um novo
micélio e assim, completam seu clico. Ap6s o encistamento, 0s zodsporos liberam

uma substancia amorfa que provavelmente tem a funcdo de promover a adesao
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entre o patdgeno e o tecido (SANTURIO et al., 2006; MENDOZA, HERNANDEZ,
AJELLO, 1993).

Mendoza, Hernandez e Ajello (1993) demonstraram em testes in vitro que
existe um tipo de atragdo quimiotética entre o P. insidiosum e plantas, pelo de
humanos, pele e pelo de equinos. Entretanto, estudos usando plantas vivas
precisam ser conduzidos para confirmar a hipétese de que o patégeno infecta
plantas, como fazem outros membros do seu género. Além disso, acredita-se que o
P. insidiosum n&o tem a capacidade de penetrar em tecidos intactos. Portanto, sua
invasdo depende de alguma porta de entrada na pele do hospedeiro (MENDOZA;
MANDY; GLASS, 2003).

Outro fato curioso e até mesmo intrigante baseia-se em achados de que as
espécies infectadas de modo geral com P. insidiosum sdo resistentes a infeccao
experimental com o patdogeno. Na verdade, o unico modelo animal susceptivel a
pitiose experimental é o coelho. Provavelmente a infeccdo em hospedeiros naturais
requer elementos especiais desconhecidos para seu desencadeamento (MENDOZA,
NEWTON, 2005).

Ovinos, bovinos, felinos e aves ja foram acometidos pela doenca, inclusive
animais em cativeiro como camelos, ursos e onca-pintada. (GAASTRA et al., 2010).
Entretanto, os animais mais acometidos pela doenca séo os equinos, seguidos pelos
cées (SANTURIO et al., 2006).

As infecgbes por P. insidiosum sédo caracterizadas pela presenca de hifas
esparsamente septadas e irregularmente ramificadas dentro de lesbes
piogranulomatosas eosinofilicas (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003; SANTURIO et
al., 2006). A forte degranulacdo dos eosindfilos (fenbmeno de Splendore- Hoeppli)
circundando as hifas pode levar a formacdo, apenas em equinos, de massas
endurecidas conhecidas como “Kunkers” localizadas nas lesbes nodulares e
ulcerativas (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003). J& a infeccdo em humanos é mais
rara e a maioria dos casos (80%) foi descrita na Tailandia (MENDOZA; NEWTON,
2005).

Atividades ligadas a agricultura e ao lazer aquatico sao consideradas fatores
predisponentes para a pitiose humana, assim como uma hemoglobinopatia de alta
incidéncia na Tailandia, a talassemia. A doenca em humanos ja foi descrita tambéem
na Australia, Brasil, Nova Zelandia, Haiti, Malasia e Estados Unidos da América
(EUA) (GAASTRA et al., 2010).
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Trés formas clinicas de pitiose humana ja foram descritas na literatura:

1. LesbGes ulcerativas e granulomatosas envolvendo a pele e tecidos
subcutaneos;
Pitiose oftalmica, podendo causar queratite;
Pitiose sistémica com envolvimento vascular, podendo causar vasculite,
trombose e aneurismas; (MENDOZA; NEWTON, 2005; JIMENEZ et al., 2013).

Os tratamentos preconizados consistem na remocao cirdrgica da lesao, a qual
nem sempre € indicada dependendo do sitio e extensdo da mesma; uso de drogas
antifingicas, embora possuam eficicia reduzida, uma vez que o P. insidiosum nao
possui ergosterol na membrana celular e mais recentemente esta sendo indicada a
imunoterapia como um tratamento promissor (PEREIRA et al., 2013; SANTURIO et
al., 2006).

2. Aspectos imunoldgicos da pitiose: o potencial im unomodulador dos
antigenos do P. insidiosum

Os antigenos liberados pelas hifas do P. insidiosum no tecido do hospedeiro
desencadeiam uma reacgdo inflamatéria com predominancia de eosindfilos,
mastocitos, macrofagos, células plasmaticas e alguns linfocitos. Muitas vezes, as
hifas sdo encontradas no interior de granulomas ou nos “kunkers” e possivelmente
essa é uma estratégia do patégeno para se camuflar, pois dessa forma evita a
apresentacao da totalidade de seus antigenos as células dendriticas e uma resposta
imune eficaz (MENDOZA; NEWTON, 2005).

Dessa forma, acredita-se que a degranulacdo dos eosindfilos esta
intimamente relacionada ao dano tecidual observado em animais e humanos e a
permanéncia das hifas no tecido hospedeiro através do mecanismo de evasédo do
sistema imune (MENDOZA; NEWTON, 2005).

2.1 Imunoterapia em animais portadores de pitiose

As propriedades terapéuticas da vacina do P. insidiosum (VPI) foram

descobertas ao acaso durante investigacfes que avaliavam testes intradérmicos em
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equinos. Os animais infectados que receberam a inje¢cdo de imundégenos do P.
insidiosum progrediram para a cura da pitiose, com excecdo dos casos cronicos.

Depois desse fato, novas formulacbes da VPI foram introduzidas e testadas
em animais. Em uma dessas formulagcbes foram adicionados antigenos
citoplasmaticos aos exoantigenos ja utilizados e essa mistura demonstrou uma taxa
de cura de 72% em 26 equinos, incluindo casos crbnicos. A VIP ndo apresentou,
entretanto, bons resultados no caso de cdes (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

Apesar de haver na literatura alguns relatos de casos sobre a cura de cées
tratados com imunoterapico, a discrepancia nos resultados do tratamento entre
equinos e o0s mesmos merece estudos adicionais (SANTURIO et al.,, 2006;
MENDOZA; NEWTON, 2005).

Durante o estudo usando a formulacéo da VPI com antigenos citoplasmaticos,
caes e equinos receberam duas doses de 100ul da vacina com intervalo de 15 dias:
a primeira dose se deu por inoculagéo intradérmica no pescogo e a segunda por via
subcutanea. Alguns animais foram selecionados para fornecer amostras sanguineas
antes e depois da inoculacdo da vacina e verificou-se que os altos titulo iniciais de
IgE diminuiram apdés 3 meses de tratamento. Outro equino, curado apds tratamento
com a VPI, foi selecionado para a realizacdo da andlise histopatolégica por meio de
uma série de bidpsias. O resultado das mesmas demonstrou que os eosinofilos
foram gradualmente substituidos por macrofagos e linfécitos apos o tratamento.
Além disso, foram demonstradas hifas degeneradas nos tecidos do animal apés 7
dias de tratamento e seu desaparecimento apés 15 dias da primeira dose da VPI
(MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

No mesmo ano que Mendoza, Mandy e Glass (2003) publicaram seus
resultados usando a VIP, Santurio et al., (2003) testaram trés diferentes tipos de
formulagbes de imunoterapico em coelhos, 0s quais variavam quanto ao modo de
preparo. A cepa do oomiceto foi recuperada da leséo de um potro e foi entdo
cultivada em agar de amido de milho 1,5% (p/v) por sete dias. Posteriormente,
adicionou-se grama (Paspallum notatum) ao meio de cultura para obtencdo dos
zobsporos. Os mesmos foram contados em camara de Neubauer e inoculados em
1mL via subcutanea no dorso dos coelhos (17,500 zoosporos/ml).

Demonstrou-se que 0 imunoterapico preparado em vortex, seguido da
liofilizacdo apresentou protecdo estatisticamente significativa quando comparada

aos outros dois tipos de imunoterapicos preparados por sonicacdo e pela
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combinacdo da sonicacdo e vortex. Os autores atribuem a baixa eficacia da
sonicagdo a possivel desnaturacdo de antigenos durante o procedimento.

Além de avaliar os trés tipos de preparo do imundgeno, Santurio et al. (2003)
sugerem também que a resposta a imunoterapia pode ser monitorada
satisfatoriamente usando o modelo animal em coelhos, ja que ainda néo foi possivel
reproduzir a enfermidade através de infec¢cdo experimental nos animais infectados
naturalmente.

Dessa forma, tais estudos e seus achados corroboram o0 conceito da
imunomodulacdo induzida por diferentes antigenos do P. insidiosum na pitiose

equina.

2.2 Imunoterapia em humanos infectados por  P. insidiosum

Em humanos, o primeiro caso de imunoterapia ocorreu na Tailandia em uma
crianca do sexo masculino que apresentava a forma arterial grave da doenca, néo
responsiva ao tratamento com antifingicos como anfotericina B, iodetos e
cetoconazol, além de cirurgia. Foram administradas na crianca, de forma
experimental, duas injecbes de 100ul da VPI com intervalos de 14 dias. Como
desfecho o0 paciente apresentou uma recuperagcdo surpreendente, com
desparecimento das dores de cabeca, diminuicdo do edema facial e do linfonodo
cervical e melhora significativa da estenose da artéria carotida afetada. Nao houve
relatos de efeitos colaterais e a crianca foi considerada curada apés um ano do
tratamento (MENDOZA; NEWTON, 2005; THITITHANYANONT et al., 1998).

Wanachiwanawin et al. (2004) realizaram um estudo usando a VPI em oito
pacientes portadores da forma vascular grave da pitiose, que ndo responderam a
outros tratamentos. Nestes pacientes também foram administradas duas injecées do
imunoterapico de 100 a 200ul (2mg/ml) com intervalo de 14 dias. Quatro pacientes
(50%) foram curados pela imunoterapia e ndo apresentaram evidéncias de infeccao
residual apdés acompanhamento por mais de 24 meses. Outros dois pacientes
apresentaram bons resultados iniciais, porém posteriormente houve recorréncia da
infeccdo. Os outros dois pacientes restantes, ndo responderam ao tratamento e

vieram a 6bito.
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Estudos imunolégicos demonstraram que antes da vacinagdo os niveis de IL-
4 e IL-5 foram maiores que os niveis de IL-2, em um mesmo paciente. Depois de um
meEs, os niveis de IL-4 e IL-5 diminuiram e de IL-2 aumentaram. Ja os niveis de IgE
dosados por ensaio imunoenzimatico (ELISA), imediatamente apos a primeira dose
do imunoterapico foram 1:6400 (cut off de 1:800), enquanto nos sete meses
seguintes houve diminuicdo para 1:400, coincidindo com a recuperacao clinica do
paciente. Com esse trabalho, Wanachiwanawin et al., (2004) demonstraram que a
imunoterapia usando antigenos citoplasmaticos mostrou-se eficaz inclusive em
casos cronicos da doenca em humanos, diferentemente do que era proposto, pois
acreditava-se que a vacina so era satisfatoria em casos recentes da infeccao.

Além disso, os achados soroldgicos estdo de acordo com um modelo
proposto por Mendoza, Mandy e Glass (2003) no qual defendem a hipétese de que
ocorre uma mudanga na resposta imune de T helper (Th) 2 para Thl apds o
tratamento com o imunoterapico, a qual estaria diretamente ligada ao sucesso do

tratamento.

3. Resposta imune induzida pela VPI

Baseado nos perfis celulares antes e ap6s a imunoterapia em humanos e
animais foi proposto um modelo da resposta imunoldgica envolvida no processo de
cura da pitiose (Figura 1). Os autores defendem a hipétese de que dois tipos de
antigenos do P. insidiosum estimulariam a resposta imune de forma diferenciada.

Os exoantigenos s80 expressos in vivo e parecem induzir a resposta imune
para o perfil Th2 durante a infec¢cdo natural, enquanto os antigenos citoplasmaticos
parecem estimular o sistema imune do hospedeiro no sentido de uma resposta
curativa Thl (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

Segundo Mendoza, Mandy e Glass (2003), durante a infeccdo natural os
exoantigenos liberados pelas hifas seriam reconhecidos pelas células
apresentadoras de antigenos (APC). As mesmas liberariam IL-4 que induziria uma
mudanca das ceélulas nativas ThO para Th2. Essa mudancga culminaria em maior
producédo de IL-4 e IL-5. A IL-4 diminui a resposta Thl e estimularia a producéao de
IgE, IgM e IgG pelos linfocitos B. A IL-5 e a IgE estimulam a ativacdo de eosindfilos

e mastocitos envolvidos na lesao tecidual.
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Quando a VPI contendo antigenos citoplasmaticos € administrada, tanto em
animais como em humanos, ha um grande aumento nas suas propriedades
curativas. Diferentemente do que ocorre na infeccéo natural, apds o reconhecimento
dos antigenos citoplasmaticos as APC produzem interferon gama (IFNy), o qual
induziria uma mudanca do perfil ThO para o Thl. Com a polarizagdo da resposta
Thl, mais IFNy é produzido, assim como IL-2, e os mesmos estdo envolvidos no
estimulo de uma resposta imune mediada por células — composta por linfécitos T
supostamente citotoxicos e macrofagos que destroem as hifas. Aléem disso, a
producdo de IFNy resulta em diminuicdo da resposta imune Th2 (MENDOZA,
MANDY; GLASS, 2003).

Ainda néo esta claro se durante a imunoterapia a IL2 e o IFNy estimulam as
células para producdo de IgG. Sua acdo protetora contra a pitiose apos a
imunoterapia ainda precisa ser melhor investigada. Entretanto, a possibilidade da
participagdo da imunidade humoral na cura de equinos tratados por imunoterapia por
mais de 18 meses ja foi sugerida (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003; MENDOZA,
NEWTON, 2005).

Figura 1 - Hipotese das propriedades curativas da VPI.
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Setor superior esquerdo: representacdo o inicio da infeccdo natural. O hospedeiro entra em
contato com propagulos (geralmente zodsporos, mas p ode ser qualquer elemento da hifa).
Setor superior direito: representacdo da imunomudul acdo pela VPI. CMI (cellular mediated
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immunity) e CTL (citotoxic mediate immunity). Adap tado de MENDOZA; MANDY; GLASS,
2003).

4. O uso do extrato do Pythium insidiosum como agente imunoterapico

De acordo com o exposto acima, a inducdo da resposta para o fenétipo Thl
estimula uma resposta imune do tipo celular, que provavelmente esta envolvida na
eliminacdo do patdgeno do tecido hospedeiro e consequente cura da pitiose.

Achados de Mendoza e Newton (2005) indicam que a imunoterapia utilizando
a VPl com a mistura de exoantigenos e antigenos citoplasmaticos é indcua, tanto
em animais quanto em humanos. Ademais, 0s autores relatam uma possivel
ocorréncia de imunomodulacdo e uma taxa de cura de 60% dos equinos tratados
pela VPI.

Tendo em vista tais achados de seguranca e eficacia e o potencial indutor de
uma resposta Thl, a qual é altamente favoravel ao controle de infec¢des causadas
por patdégenos intracelulares, propomos avaliar neste estudo a imunidade induzida
pela VPI na leishmaniose tegumentar murina, utilizando L. major como modelo de

infeccéo experimental.

5. Aspectos gerais da Leishmaniose Tegumentar: mode lo experimental
para estudo da VPl como imunomodulador

O agente etiolégico da leishmaniose pertence ao género Leishmania, a ordem
Kinetoplatida e a familia Trypanosomatidae. S&o protozoarios unicelulares,
heteroxenos, que podem apresentar-se nas seguintes formas: promastigotas e
paramastigotas ou amastigotas. Estes sao arredondados, desprovidos de flagelos e
sdo parasitas intracelulares; aqueles sdo alongados e flagelados, encontrados no
tubo digestivo do vetor invertebrado (GOTO; LINDOSO, 2012).

A leishmaniose faz parte das doencas ditas negligenciadas e esta presente
nos cinco continentes mundiais, sendo que sua distribuicdo € mais concentrada em
determinadas regides. Ela é endémica em 98 paises e, segundo a Organizacdo
Mundial da Saude (WHO), mais de 350 milhdes de pessoas encontram-se expostas
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ao risco de contrair a doenca. Além disso, estima-se a ocorréncia de cerca de 1.3
milhdes de novos casos da infec¢cdo anualmente (WHO, 2010; WHO, 2015).

Estima-se também que mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral
estédo concentrados em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o, enquanto
mais de 90% dos casos da forma cutanea ocorrem no Afeganistdo, Argélia,
Republica Islamica do Ird, Arabia Saudita, Republica Arabe da Siria, Bolivia, Brasil,
Colébmbia, Nicaragua e Peru (WHO, 2010).

Entretanto, tais dados provavelmente sdo subestimados uma vez que a
doenca ndo é notificada em todos os paises endémicos. Ademais, muitos casos
ocorrem em regides de dificil acesso a assisténcia médica, enquanto outros ndo séo
diagnosticados e/ou sdo assintomaticos (OKWOR et al.; 2012).

A leishmaniose pode ser agrupada em duas categorias principais de acordo
com a fonte da infec¢@o: a forma zoonoética, em que 0s reservatorios sdo animais
(selvagens ou domésticos) e a forma antropondtica, na qual os reservatorios sao 0s
humanos (WHO, 2010).

Os hospedeiros vertebrados mais comumente relacionados a leishmaniose
séo os roedores, canideos, felinos e outros mamiferos. (NEUBER, 2008; GILL; GILL,
2013). Ja os hospedeiros invertebrados, responsaveis pela transmissédo do agente,
sao as fémeas de insetos hematéfagos, cujos dois principais géneros sao: Lutzomia,
caracteristico vetor do “Novo Mundo” e Phlebotomus, o qual é encontrado no “Velho
Mundo” (GOTO; LINDOSO, 2012).

A doenca pode ser classificada em trés formas clinicas principais:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneomucosa (LCM) e a mais agressiva
delas, a leishmaniose visceral ou calazar (LV) (OKWOR et al., 2012). A LC
geralmente é caracterizada por uma Unica lesdo de bordas elevadas e centro
necrotico e pode ser curada espontaneamente, enquanto a forma cutaneomucosa
atinge o septo nasal e pode causar desfiguracdo desta regido anatbmica. A LV pode
atingir varios 6rgaos e € caracterizada por febre, anorexia, perda de peso, sudorese,
e hepatoesplenomegalia. Desta forma, se nao tratada, muitas vezes é fatal
(OLIVEIRA et al., 2004; GILL; GILL, 2013).

A forma cuténea difusa (LCD), mais rara, produz multiplas lesbes
paponodulares ndo ulcerativas ou infiltrativas pelo corpo. (AMEEN, 2010). Ja a

forma dérmica poés calazar (PKLD), ocorre anos ap0s o tratamento da forma visceral,
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em que aparecem papulas ou maculas no corpo do paciente, considerado neste
estagio como reservatorio da doenca (STEBUT, 2015).

As diversas formas da doenca estdo relacionadas aos diferentes subgéneros
e espécies do patogeno. O mesmo é valido para a resolucao clinica da infec¢ao, que
depende também da viruléncia do vetor, além da resposta imunoldgica do
hospedeiro (AMEEN, 2010).

A classificacdo taxondmica estabelecida por Laison e Shaw tem sido
extensamente usada e baseia-se na divisdo das espécies que parasitam 0 homem
em dois subgéneros de acordo com o local de desenvolvimento do parasita no vetor
invertebrado: Leishmania e Viannia, os quais incluem aproximadamente 20
espécies. O primeiro tipo é encontrado tanto no Velho como no Novo Mundo,
enquanto o subgénero Viannia € encontrado somente no Novo Mundo (WHO, 2010).

As formas tegumentares da doenca s&o geralmente causadas pelos
complexos L. mexicana e L. braziliensis na América e L. major, L. tropica, L.
aethiopica, L. infantum e L. donovani no Velho Mundo. J4 a forma visceral é causada
pela espécie L. donovani na Africa, india e Asia; L. chagasi na América e L. infantum
no Mediterraneo (GILL; GILL, 2013; WHO, 2010).

A L. amazonensis e a L. braziliensis sdo as espécies cutaneas de maior
interesse médico no Brasil devido a gravidade e alta incidéncia, respectivamente. A
primeira espécie pode causar a forma cutanea difusa e a segunda pode causar a
forma mucocutanea (DANTAS et al.; 2013).

O ciclo da doenca ocorre da seguinte maneira: o parasita é transmitido pelo
flebotomineo, o qual inocula promastigotas metaciclicos juntamente com alguns
componentes salivares durante o repasto sanguineo. Os promastigotas séo
fagocitados pelos macréfagos, onde se transformam em amastigotas e multiplicam-
se. Eventualmente, os macrofagos se rompem e liberam os parasitas que irdo
infectar novos fagdcitos. O vetor, ao alimentar-se de um hospedeiro infectado suga
0s amastigotas e, dessa forma, o ciclo se completa (KAYE; SCOTT, 2011; STEBUT,
2015).



27

5.1 Tratamento da leishmaniose e medidas de control e

A escolha da terapia para leishmaniose depende do grau de evidéncia, da
distribuicdo geogréafica, das manifestacdes clinicas, do tamanho e numero das
lesbes e da espécie do parasita (WHO, 2010).

Os antimoniais pentavalentes, antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime,
Sanofi-Aventis) e estibogluconato de sédio (Pentostan, GlaxoSmithKline), séo
considerados tratamento de primeira escolha. Entretanto, sédo associados a casos de
toxicidade, efeitos adversos, sdo contra-indicados em mulheres gravidas e em
pacientes cardiacos e renais; além disso, ha relatos de resisténcia a tais farmacos
(CROFT et al., 2006; MAYRINK et al., 1992; OKWOR et al., 2012; TOLEDO et al.,
2001).

As alternativas viaveis ao tratamento de primeira escolha consistem no uso da
paromicina, pentamidina, miltefosina, anfotericina, azolicos, rifampicina e
sitamaquine. Contudo, estes sdo farmacos de uso limitado devido a diferentes
fatores: casos de toxicidade, efeitos adversos, alto custo, potencial de resisténcia,
tratamento demorado, via de administracao e eficacia inadequada. H4 ainda outras
opcbes de tratamento, como uso tépico de alguns agentes contra a forma cutanea
da doengca, como o imiquimod, assim como técnicas baseadas na terapia
fotodinamica, na termo e crioterapia (EL-ON, 2009; AMEEN, 2010; ELMAHALLAWY;
AGIL, 2015; STEBUT, 2015; SIMON, 2008).

Combinagbes de farmacos ou de farmacos e imunoterapicos tém sido
extensivamente estudadas como alternativas terapéuticas para pacientes mais
fragilizados, que apresentam contraindicacdes e para pacientes imunossuprimidos.
Tais estratégias vém demonstrando resultados positivos promissores
(ELMAHALLAWY; AGIL, 2015).

Ja as medidas de controle da doenga se baseiam na prevengéo do contato
entre o homem e o0s vetores. Atualmente, a leishmaniose também causa
preocupacao em areas nao endémicas da doenca, tendo em vista o grande fluxo de
mobilidade da populagdo, principalmente entre ecoturistas e militares.
Consequentemente, o conhecimento do ciclo de transmisséo de diferentes espécies
do parasita, assim como dos principais vetores e reservatorios associados a doenca

em areas especificas, € de extrema importancia para determinar questdes
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epidemiologicas, de tratamento, controle e prevencdo da doenca (GOTO;
LINDOSO, 2012; STEBUT, 2015).

5.2 Modelos murinos para Leishmania major

O modelo murino da infeccdo por L. major € um dos mais estudados acerca
dos mecanismos imunolégicos que contribuem para o controle do patégeno
intracelular (LIESE et al., 2008).

Os camundongos BALB/c sdo amplamente usados em experimentos por
serem altamente susceptiveis a doenca. Eles desenvolvem Ulceras severas que néo
se curam no sitio da inoculacdo e acabam, portanto, morrendo devido a metastase
das lesbGes. JA os animais das cepas C3H/He, CBA, 129Sv/Ev e C57BL/6 sédo
resistentes a infeccdo por L. major. Eles desenvolvem pequenas lesdes que curam
dentro de 10 a 12 semanas (OLIVEIRA et al., 2004; MILON; GIUDICE; LOUIS,
1995).

Os estudos com modelos animais possibilitaram a determinacdo de varios
mecanismos envolvidos na patogénese da doenca. Aspectos da imunidade inata e
adaptativa foram propostos e alguns conceitos ja estdo bem estabelecidos, como,
por exemplo, a necessidade primordial de uma resposta imunolédgica do tipo celular,

perfil Thl, para o controle da doenca.

6. Imunidade Inata na Leishmaniose Tegumentar

Nos seres humanos, a forma tegumentar da doenca causada pela L. major
geralmente culmina na cura espontdnea da Ulcera no sitio da picada e no
desenvolvimento de imunidade protetora em longo prazo. Fatores como idade,
status nutricional, gravidez e coinfeccfes, como por exemplo, pelo HIV, contribuem
para a severidade da doenca (KHARAZMI et al., 1999; BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

As células que compdem o sistema imune inato, como as células dendriticas
(CD), neutrdfilos, células exterminadoras naturais (NK) e macréfagos, sdo células
efetoras que se orquestram para tentar eliminar o patdgeno em um primeiro contato.
Funcbes como fagocitose, apresentacdo de antigenos, producdo de sinais

bioquimicos e até mesmo o exterminio do microorganismo podem ser elencados
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como alguns dos mecanismos usados por essas células na imunidade inata
(BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

Acredita-se que os neutrdéfilos sdo as primeiras células que entram em contato
com os promastigotas, atuando na exterminacdo dos patdégenos intracelulares apos
a fagocitose (OKWOR et al.,, 2012). Contudo, um estudo em modelo animal
demonstrou que em alguns casos as promastigotas conseguem sobreviver dentro
dos fagossomos dos neutrdéfilos e 0s mesmos contribuiriam para a disseminacéo das
promastigotas para outras células e tecidos do organismo (KAYE; SCOTT, 2011).

Como a populacdo de células no local da inoculagcédo do parasita ndo é muito
grande ha provavelmente recrutamento de novas células para o local, onde os
monocitos podem se diferenciar em células dendriticas, que também sao células
fagociticas e podem produzir citocinas (OKWOR et al., 2012).

Entretanto, evidéncias indicam que os macrofagos séo as células hospedeiras
definitivas e é no seu interior que o parasita se multiplica e pode sobreviver durante
longo periodo. (MILON; GIUDICE; LOUIS, 1995) Assim, na leishmaniose, o0s
macrofagos desempenham um duplo papel: sdo responsaveis pela morte do
patébgeno e funcionam como o0 mais importante sitio de replicagdo do mesmo
(OKWOR et al., 2012).

Por conseguinte, um dos maiores desafios do parasita durante um primeiro
contato é estabelecer uma infeccdo duradoura no interior dos macrofagos sem,
entretanto, ativar a defesa antimicrobiana inata dessas células (KAYE; SCOTT,
2011).

O reconhecimento do patdégeno geralmente ocorre via receptores de
reconhecimento de padrées (RRP). Os mesmos reconhecem substancias na
membrana dos microorganismos conhecidas como padrdes moleculares associados
ao patégeno ou PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) como néo
proprias e potencialmente perigosas. Uma familia de RRP envolvida na
leishmaniose e outras parasitoses € a dos receptores do tipo TOOL ou TLR (TOOL
like receptors) (BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

A ativacdo dos TLR2s em infec¢des por Leishmania spp tem sido relacionada
aos lipofosfoglicanos (LPG) presentes em sua superficie. Tal ativacdo, mediada
através da molécula adaptadora MyD88, resulta na expressao de genes que levam a
producdo de citocinas inflamatorias efetoras da resposta imune contra o patdgeno.

Estudos com camundongos deficientes em MyD88 mostram que esses animais sao
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altamente susceptiveis a infeccao por Leishmania spp, 0 que corrobora essa via de
reconhecimento do parasita através dos TLRs. Todavia, apesar desses achados, a
magnitude do papel desempenhado pelos TLRs na leishmaniose ainda demanda
mais estudos (VEER et al., 2003; BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

Além do LPG, também sdo conhecidos outros padrdes da superficie do
parasita, como o antigeno gp63 (uma glicoproteina com atividade de protease) e o
LACK ou quinase C ativada por Leishmania (que parece estar relacionado a uma
familia de receptores enzimaticos). Todos esses PAMPs estdo sendo investigados
em modelos animais e parecem induzir protecdo contra o patégeno (THE JORDAN
REPORT, 2002).

Outro fator determinante no desfecho e controle da doengca em modelo murino
€ dependente dos chamados reativos intermediarios de nitrogénio (RINS), os quais
possuem atividade citotdxica e microbicida. (LIESE et al., 2008). A ativacdo de
macréfagos por IFNy e fator de necrose tumoral (TNFa) estimula a éxido nitrico
sintase induzivel (iINOS), que a partir da l-arginina gera o oxido nitrico (ON)
(OKWOR et al., 2012; LIESE et al., 2008).

A importancia do papel do ON foi demonstrada através de estudos com
camundongos knock-out para a iNOS, nos quais houve alta susceptibilidade a
infeccdo (MCSORLEY et al., 1996; MILON; GIUDICE; LOUIS, 1995). A principal
citocina envolvida na ativacdo da INOS € o IFNy e o ON desempenha funcdes
efetoras antimicrobianas, atua em numerosas funcbes de sinalizacdo celular e

contribui para a expresséo génica de citocinas (LIESE et al., 2008).

7. Imunidade Adaptativa na Leishmaniose Tegumentar

Ja estad bem estabelecido que o desfecho da infeccéo por L. major em modelo
murino depende da ativacdo de um dos fenétipos das células CD4" (helper): Thl ou
Th2 (KHARAZMI et al, 1999).

As células T podem apresentar subpopulacdes diferentes, conforme a
ativacado que recebem. MOSMANN e COFFMAN (1989) descreveram que, em suma,
o fendtipo Thl estd relacionado as citocinas IL-12 e IL-2, enquanto o Th2 esta
relacionado a IL-4, IL-5 e IL-10.

De fato, em um estudo conduzido com camundongos imunossuprimidos por

intervencdo genética, demonstrou-se que apos administracdo de células com perfil
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Thl no local da lesdo, os animais foram capazes de evoluir para cura. Porém,
guando outro grupo de animais recebeu células do tipo Th2 os mesmos
desenvolveram lesdes ainda maiores (MILON; GIUDICE; LOUIS, 1995).

Nos macréfagos, a L. major encontra-se dentro de fagolisossomos, onde
ocorre processamento de seus antigenos, que sao entdo apresentados para células
CD4" através do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il. Essa
localizac&o intracelular do patdégeno explica porque a resposta celular € mais
importante para a resolucédo da doenca (MILON; GIUDICE; LOUIS, 1995).

Células CD4" efetoras sdo cruciais para a resisténcia contra a infecgao.
Quando ativadas por citocinas do perfil Thl, como IL-2 e IL-12, produzem IFNy,
citocina de extrema importancia para exterminacdo das formas amastigotas do
parasita, uma vez que ativam propriedades citotoOxicas nos macrofagos, como a
producéo de Oxido nitrico (PALATNIK-de-SOUZA, 2008).

J& o papel dos linfécitos CD8" na leishmaniose cutanea € controverso. Ha
evidéncias de que tais células atuariam de duas formas distintas: contribuindo na
protecdo contra a infeccdo e também com a patogénese da doenca (SANTOS;
BRODSKYN, 2014).

Apesar de existirem alguns estudos em animais deficientes em células CD8"
ou na expressdo de MHC classe |, que néo tiveram alterada a sua capacidade de
controlar a infeccédo, a evidéncia mais aceita € que as células T CD8" também
possuem efeito protetor na doenga (OKWOR et al.; 2012). Muller et al., (1991)
demonstraram que uma deplecdo inicial de células CD4" em camundongos
susceptiveis a L. major levou a resisténcia a infeccdo via mecanismos produzidos
por células CD8".

As células CD8" tém capacidade de produzir IFNy e regular também sua
producdo por linfécitos CD4", atuando, portanto, na ativacdo de macréfagos. A
participagédo na producao de IFNy parece ser mais evidente em casos de reinfeccao,
em que as células CD8" parecem ter efeito de “memoria” (MILON; GIUDICE; LOUIS,
1995).

Além desta propriedade, o papel citotoxico das células CD8" ja foi
correlacionado ao tamanho das lesbes em diferentes formas de leishmaniose
tegumentar (SANTOS; BRODSKYN, 2014).

Esta citotoxicidade parece estar relacionada a dois principais mecanismos:

exocitose de granulos liticos que contém moléculas como perforinas que formam
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poros nas membranas lipidicas dos parasitas, permitindo assim, a entrada de
granulos, como granzimas A e B que ativam reacfes em cascata que culminam na
apoptose celular. O outro mecanismo citolitico € mediado por meio de expressao de
FasL/CD95L na membrana dos linfocitos que ligam-se aos receptores nas ceélulas
alvo, levando a apoptose via ativacdo da caspase 8 (DANTAS et al., 2013; FARIA et
al., 2009; RUIZ et al., 2007).

7.1 O papel das citocinas envolvidas na imunidade d a Leishmaniose
Tegumentar

O fator preponderante na ativacéo do fenotipo Thl parece ser a producéo de
IL-12 e IFNy (EL-ON, 2009). A IL-12, que pode ser produzida por CD, macrofagos e
até algumas linhagens de células B, é importante na ativacdo de células NK e
linfécitos para a consequente producdo de IFNy (LIESE et al., 2008). Quando usada
in vitro, a IL-12 pode selecionar as células Thl e suprimir as do tipo Th2 em
amostras de células T de animais nado infectados. JA no modelo in vivo, a
administracéo de IL-12 é suficiente para curar camundongos BALB/c infectados por
L. major — quando administrada no inicio da infeccdo (MCSORLEY et al., 1996).

No modelo murino, o IFNy é uma citocina critica na resisténcia frente a L.
major, uma vez que ela atua na ativagdo de macréfagos para producdo de RINs e
pode também selecionar células com fen6tipo Thl e suprimir do tipo Th2 (OKWOR
et al., 2012). Sua acdo pode ser aumentada de forma sinérgica pelo TNFa produzido
pelos proprios macrofagos. Entretanto, na auséncia do IFNy, o TNFa ndo consegue
por si sO ativar os macréfagos, o que demonstra a importancia do IFNy no combate
ao patégeno (MCSORLEY et al., 1996).

Desta forma, pesquisadores acreditam na existéncia de uma regulagao
cruzada entre os diferentes fenotipos celulares, em que citocinas do perfil Thl
podem inibir o desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2 ou vice-versa
(MCSORLEY et al.,, 1996). A producdo dos RINs por macrofagos ativados, por
exemplo, pode ser inibida pelo fator de transformacgéo do crescimento beta (TGF(),
IL-4, IL-13 e IL-10. Tal fato indica que a supressao das citocinas do perfil Th2 deve
ser crucial no desenvolvimento de resisténcia a infeccdo (OLIVEIRA et al., 2004).

A IL-2 € um dos principais fatores de crescimento de linfécitos T e

desempenha um importante papel na inducdo e supressédo de respostas imunes
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especificas. Além disso, parece estar envolvida em mecanismos de regulagdo de
células T efetoras assim como das células T regulatorias (TRUNOVA et al., 2011).

Ja a IL-4 parece estar envolvida no desenvolvimento de uma resposta
polarizada do tipo Th2 apds a infec¢do por L. major. Pesquisadores observaram que
camundongos BALB/c infectados e tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-4 no
inicio da infec¢@o tornaram-se resistentes. Além disso, houve também inibicdo da
expansao de células Th2 e desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl. (MILON;
GIUDICE; LOUIS, 1995). No entanto, essas consideracdes acerca da IL-4 parecem
ser cepa dependente e precisam de maiores investigacoes (OKWOR et al., 2012;
PETERS; SACKS, 2006).

A IL-10, citocina considerada do perfil Th2, tem um importante papel no
desfecho da doenca por L. major em camundongos. Ela bloqueia a ativacdo de
macrofagos pelo INFy e inibe o desenvolvimento da resposta Thl, diminuindo assim,
a eficiéncia da resposta imunolégica requerida para conter a infecgdo. Além disso, a
susceptibilidade da cepa BALB/c € dependente da IL-10, pois mesmo em animais
deficientes em IL-4 a doenca progride. Entretanto, quando é administrado anticorpo

contra IL-10 os animais deixam de ser susceptiveis (OKWOR et al., 2012).

8. Vacinas utilizadas para Leishmaniose Tegumentar

Diante das consideracdes acerca dos processos imunolégicos envolvidos na
leishmaniose, é possivel dizer que o controle da infec¢cdo depende diretamente da
resposta imune celular. Entretanto, o fator ou fatores chave no desencadeamento
dessa resposta ainda precisam ser estabelecidos.

Suplbe-se, todavia, que é durante o processo da imunidade inata que a
ativacao desta resposta ocorre. Desta forma, o estudo dos perfis celulares e de
citocinas no sitio de inoculagcdo do parasita sdo necessarios para melhor
entendimento deste processo.

A polarizacdo do perfil de células Thl provavelmente se da por estimulagcéao
de determinados antigenos especificos, pelo tipo de linhagem das APC, pelo
envolvimento de citocinas acessérias como a IL-12 ou pela coestimulagdo das
células T CD4" (BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

Apesar de todos os avancos na elucidacdo dos aspectos imunoldgicos

envolvidos na doencga, principalmente através do modelo animal, h& ainda muito a
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ser estudado. A dificuldade na determinagéo dos fatores desencadeantes de uma
resposta imune eficaz na leishmaniose prejudica, pelo menos em parte, 0
desenvolvimento de uma vacina eficiente para a doenca. Além da falta de uma
vacina de uso amplamente consolidada na pratica clinica, os tratamentos
disponiveis para a leishmaniose possuem diversas limitacbes (KAYE; SCOTT,
2011).

Dessa forma, o desenvolvimento de imunoterapicos e de vacinas contra a
leishmaniose constitui uma meta preponderante da area médico cientifica (GENARO
et al., 1996; ALVAR et al., 2013).

8.1 Vacinas de Primeira Geragao

A primeira geracao de vacinas para leishmaniose possui em sua constituicao
parasitas mortos. A sua producdo € relativamente facil e barata, ndo requer
tecnologia sofisticada e ndo apresenta o risco de aparecimento de lesdes. Tais
caracteristicas possibilitaram o desenvolvimento de vacinas em paises em
desenvolvimento, com destaque para a América Latina (OKWOR et al., 2012).

No Brasil, Mayrink e colaboradores desenvolveram uma formulagao
pentavalente de diferentes parasitas, a qual chegou a ser produzida pela empresa
Biobras com o0 nome de Leishvacin®, tendo sido inclusive utilizada para
imunoterapia associada aos farmacos de primeira linha (HERMETO et al., 1993).

De acordo com ensaios clinicos, a vacina mostrou ser segura € imunogeénica,
porém apresentou pequeno grau de protecdo. Posteriormente, de acordo com
diretrizes propostas por um grupo consultor organizado pela WHO, ficou
estabelecido que os estudos deveriam continuar, porém, usando uma formulacéo
monovalente, apenas com a cepa da L. amazonenses, por tratar-se de uma cepa
conhecida, de taxonomia bem definida e por apresentar facil crescimento em meio
de cultura (NOAZIN et al., 2008).

Mais tarde, observou-se em modelo animal que a imunogenicidade da vacina
constituida por apenas uma cepa era similar a da vacina pentavalente (MAYRINK et
al., 2002).

Outros estudos foram conduzidos na Colémbia com a formulacao
monovalente de L. amazonensis em voluntarios do exército. A mesma mostrou-se

segura e imunogénica, porém ndo forneceu prote¢do. Tentativas no Equador
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também n&o lograram éxito, assim como formula¢des em paises do Velho Mundo,
como Iran e Sudao (NOAZIN et al., 2008).

Apesar desse tipo de vacina ndo ser considerado o ideal, seu uso em
humanos confirma os dados observados em animais, de que a inducdo da protecao
contra a leishmaniose pode ser alcangcada por meio de vacinas ou extratos
antigénicos do parasita (COLER, 2005).

8.2 Vacinas de Segunda Geragao

A segunda geracao, por sua vez, é caracterizada por formulagbes contendo
antigenos, proteinas purificadas, recombinantes ou cepas de parasitas Vivos
atenuados (COLER, 2005; BIRNBAUM; CRAFT, 2011).

Vérias proteinas do género Leishmania ja foram identificadas e parece que ha
alguma semelhanca antigénica entre diversos isolados de parasitas e entre
diferentes espécies. Tal fato é relevante, uma vez que uma vacina poderia ter
protecdo cruzada entre espécies. Entretanto, apesar dessas semelhancas é
importante lembrar que a leishmaniose € uma doenca complexa, que apresenta
diversas formas clinicas e é causada por um grande espectro de parasitas. Portanto,
estudos de sequenciamento gendmico de diferentes espécies certamente facilitara a
analise do potencial de certos antigenos se tornarem vacinas (ALVAR et al., 2013).

Um desses antigenos, a poliproteina conhecida como Leish-111f, ja passou
por ensaios clinicos de fase | e Il e mostrou-se segura e imunogénica tanto em
pacientes saudaveis como em pacientes afetados por LC e LMC (OKWOR et al.,
2012).

Varios outros estudos em andamento avaliam o potencial de certas moléculas
da Leishmania tornarem-se candidatas ao desenvolvimento de vacinas contra a

doenca (SINGH; SUNDAR, 2012).

8.3 Vacinas de terceira geracao

A mais recente geracao de vacinas baseia-se no uso do DNA e por enquanto

constitui apenas uma prética experimental. (BIRNBAUM; CRAFT, 2011).
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As vacinas de DNA séo capazes de estimular a resposta imune celular e
mimetizar a protecdo induzida pelas vacinas de cepas vivas sem, contudo,
apresentar risco de desenvolvimento da doenca. Além disso, sua producdo é
relativamente facil e barata e ndo requer a manutencdo de cadeia fria na fabricacao
do produto (PALATNIK-de-SOUZA, 2008; OKWOR et al., 2012).

Apesar da existéncia de estudos experimentais que demonstram protecao
induzida por vacina de DNA na LC e LV, sua extrapolacdo para humanos esbarra
em diversas questdes técnicas, éticas, de seguranca e em estudos com evidéncias
contraditorias (OKWOR et al., 2012).

Assim, pode-se concluir que o desenvolvimento de vacinas contra a
leishmaniose constitui um vasto campo de pesquisa experimental, que engloba
estudos de diversas formulacbes candidatas a tornarem-se vacina em diferentes
continentes.

Além da expectativa pela obtencdo de uma vacina eficaz, ha também uma
demanda por imunoterapicos eficazes contra a leishmaniose, ja que os tratamentos
disponiveis séo limitados, podem apresentar riscos aos pacientes, em alguns casos
sdo caros e ha também alguns relatos de inefetividade e resisténcia medicamentosa.

Portanto, a abordagem imunoterapéutica constitui uma alternativa importante
para pacientes que possuem alguma contra indicacdo aos farmacos de primeira

linha e para aqueles que sao refratarios ao tratamento.

9. Imunoterapia para leishmaniose: casos de sucesso

Convit et al. (1987) iniciaram de forma pioneira, na Venezuela, estudos
utilizando uma vacina para terapia da leishmaniose. O grupo publicou resultados de
um estudo randomizado duplo-cego que comparava as abordagens da quimioterapia
e imunoterapia para leishmaniose cutanea. Noventa e quatro pacientes foram
divididos em dois grupos, sendo que um deles recebeu o regime padronizado com
antimonial e outro recebeu uma vacina com promastigotas mortos mais o0 BCG
(bacilo de Calmette-Guérin) como adjuvante.

Verificou-se que a taxa de cura foi similar entre os dois grupos, 94.23% e
95.24% para imunoterapia e quimioterapia, respectivamente. A comodidade

posologica da imunoterapia foi maior, uma vez que 0s pacientes receberam a vacina
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em trés doses com um intervalo de oito semanas, enquanto o0 grupo da
quimioterapia recebeu 60 doses do farmaco. Neste ultimo caso, houve maiores
indices de efeitos adversos devido ao tratamento (CONVIT et al., 1987).

Posteriormente, em 2004, o grupo publicou um estudo sobre terapia de quatro
pacientes com LMC severa e trés pacientes com a forma difusa inicial da doenca,
com evolugdo variando de 1 a 5 anos. Essas duas formas da doenca séo dificeis de
tratar, sendo que no primeiro caso ha relatos de falha terapéutica pela quimioterapia
e no segundo, a forma difusa apresenta geralmente apenas remissao transitoria
(CONVIT et al., 2004).

Dos sete pacientes que receberam imunoterapia, trés foram considerados
refratarios ao tratamento com Glucantime®, outro teve o tratamento suspenso
devido a efeitos adversos ao farmaco e o0s trés restantes apresentavam
contraindicagdes em relagéo ao antimonial pentavalente. Dessa forma, os pacientes
elencados receberam uma vacina composta por promastigotas pasteurizados de L.
(V.) brazilienses e BCG que foram administradas por via intradérmica com intervalos
de quatro semanas. Todos o0s pacientes tratados apresentaram completa remisséo
clinica durante o tempo de acompanhamento de dez meses (CONVIT et al., 2004).

A imunoquimioterapia, associacao entre farmaco e a vacina, foi amplamente
estudada por Mayrink e colaboradores usando uma vacina de primeira geragao.

Em um estudo ndo controlado com pacientes de uma regido endémica de
Minas Gerais, alguns foram tratados com a vacina pentavalente produzida por
Mayrink e colaboradores e outros com Glucantime®. Dos 62 pacientes tratados pela
vacina, 46 tinham uma dunica lesédo, 8 tinham mudltiplas lesbes e 8 a forma
mucocutanea da doenca. Desse total, 47 foram considerados curados (76%) e 0s
cinquenta pacientes tratados com Glucantime® foram todos curados em menor
periodo de tratamento (MAYRINK et al., 1992).

A imunoquimioterapia mostrou-se eficaz também em 4 casos de pacientes
com LC co-infectados por HIV e outros 2 portadores de lepra (GENARO et al.,
1996).

Toledo et al. (2001) demonstraram em um ensaio clinico randomizado duplo
cego, que tanto a quimioterapia usando Glucantime® quanto a imunoquimioterapia
usando uma vacina monovalente (Leishvacin®) mais o antimonial foram capazes de

curar as lesfes dos 117 pacientes elencados para o estudo.
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Mayrink et al. (2006) compararam em um estudo randomizado e aberto trés
abordagens para o tratamento da leishmaniose tegumentar americana: a
imunoterapia, a imunoquimioterapia e a quimioterapia, segundo a evolucéo clinica
de 542 pacientes de uma regido endémica de Minas Gerais. Como resultado,
observou-se que 0 grupo que recebeu somente a imunoterapia apresentou 98.1% de
cura em um periodo prolongado de 172 dias. J& a imunoquimioterapia apresentou
100% de cura, em menos de 70 dias, com reducdo de aproximadamente 18% no
volume de Glucantime®.

Esta reducéo no tempo de tratamento e da quantidade do farmaco, que pode
produzir efeitos colaterais, constitui uma importante alternativa terapéutica, assim
como a Iimunoterapia isolada, mais indicada para aqueles pacientes com
contraindicagbes ao medicamento (MAYRINK et al., 2006).

O fator estimulador de coldnia granulocitica e monocitica (GM-CSF) também
foi usado por Almeida et al. (2005), em um estudo aberto, no qual demonstraram
gue a associacdo de GM-CSF topico ao farmaco de primeira linha foi capaz de curar
lesBes de cinco pacientes com LC refrataria a monoterapia com farmaco. Nao foram
observados efeitos adversos advindos da associacédo e a mesma foi bem tolerada.

Raman et al. (2010) também avaliaram a implicacdo do uso de adjuvantes
em modelo murino de LC causada por L. major. Como antigeno, 0 grupo usou a
poliproteina L110f e variou os adjuvantes, a saber: monofosforil lipideo A (MPL), um
agonista TLR 4; cPG, um agonista TLR 9 ou a combinacdo dos dois. Somente os
animais do grupo que recebeu L110f e a combinacdo dos dois adjuvantes
apresentaram cura das lesdes, resposta eficaz de linfocitos T e menor niumero de
parasitas.

O Imiquimod, também considerado um agonista dos TLRs e imunomodulador,
foi analisado em um estudo com camundongos BALB/c infectados por L. major.
Observou-se que a associagado do Imiquimod ao Glucantime® demonstrou melhores
resultados quando comparados ao uso dos dois separadamente, de acordo com a
analise de critérios como espessura da pata e quantidade de parasita has mesmas
(KHALILI et al., 2011).

Ha varios estudos que investigam também o papel da imunoquimioterapia na
forma visceral da leishmaniose. Joshi et al. (2014) compararam a quimioterapia,
imunoterapia e imunoquimioterapia em modelo murino de infec¢cdo de LV causada

por L. donovani. Dentre os esquemas propostos no estudo, os melhores resultados
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de eficacia relacionados a quantidade de parasitas e investigacdes imunoldgicas
foram do grupo tratado pela imunoquimioterapia (Sb e promastigotas mortos de L.
donovani) e (Sb e promastigotas mortos de L. donovani + adjuvante). Houve nesses
grupos evidéncias de aumento na resposta de hipersensibilidade tardia, aumento de
IFN-y e diminui¢do de IL-10 e IL-4.

Como descrito acima, existem diversas possibilidades para a modulacéo da
terapéutica imunomediada na leishmaniose tegumentar. Independentemente do seu
tipo, 0 que se busca no tratamento da doenca é a polarizacdo da resposta imune
para o perfil Thl. Nosso trabalho também propfe mais uma alternativa de
imunoterapia para a leishmaniose tegumentar, bem como a avaliagdo de uma

protecdo vacinal para a doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

Diversas doencas parasitarias graves sdo muitas vezes negligenciadas pelas
grandes industrias farmacéuticas e por alguns governos. A leishmaniose enquadra-
se nesse panorama e a WHO (2010) estima que o numero de pessoas infectadas
pelas diversas espécies do parasita tende a aumentar, assim como as taxas de
mortalidade e morbidade desta doenca.

O controle da infeccdo € uma tarefa dificil em regies endémicas e muitas
vezes individuos assintomaticos ndo tratados funcionam como reservatorios
transmissores da doenca.

Como o tratamento de primeira escolha da leishmaniose é demorado e pode
causar diversos efeitos colaterais, além de apresentar variadas contra indicacdes, a
imunoterapia pode constituir uma nova abordagem eficaz no tratamento da doenca.

Ja a prevencdao contra a leishmaniose através da vacinacao ainda ndo é uma
realidade, sendo que a complexidade da resposta imune envolvida entre patdégeno e
hospedeiro é um dos fatores que mais dificultam o desenvolvimento de uma vacina
segura e eficaz.

Apesar de todos os desafios, muitas pesquisas estdo sendo conduzidas em
nivel mundial, com o intuito de se obter uma vacina que possa ser utilizada na
pratica clinica, assim como de farmacos que apresentem menos efeitos colaterais.

Como a resolugcdo da doenca depende da ativacdo da resposta celular
polarizada Th1l, a determinagcédo de agentes que consigam modular a resposta imune
nesse sentido sdo de extrema importancia na tentativa de propor métodos
alternativos de tratamento e/ou prevencéo da doenca.

Uma vez que foi demonstrado por Mendoza e Newton (2005) que o extrato de
P. insidiosum nao apresenta efeito colateral e que a imunoterapia € efetiva em
humanos, a determinacdo dessas propriedades do extrato do oomiceto em um
modelo de infec¢cdo que nédo seja causada pelo proprio Pythium insidiosum podera

lancar novas perspectivas de estudos em outras doencas parasitarias intracelulares.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito imunomodulador, terapéutico e/ou preventivo, do extrato
proteico do P.insidiosum em modelo murino de infeccédo da leishmaniose tegumentar

causado pela L. major.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o potencial do extrato antigénico do P. insidiosum como
imunoterdpico na infeccdo tegumentar causada por L. major em
camundongos BALB/c.

2. Demonstrar que o extrato antigénico do oomiceto P. insidiosum possui
um padrdo eletroforético de acordo com o perfil proteico de P.
insidiosum por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

3. Avaliar a funcdo protetora do extrato antigénico do P. insidiosum em
camundongos BALB/c frente a infeccédo causada por L. major.

4. Realizar estudos histopatoldgicos em tecidos do coxim plantar de
camundongos imunizados e tratados com extrato do P. insidiosum.

5. Dosar citocinas envolvidas na resposta a leishmaniose em cultura de
células esplénicas dos animais imunizados com o extrato antigénico do
P. insidiosum ap0s estimulacao in vitro.

6. Avaliar o fendtipo celular apds imunizacdo com extrato antigénico do P.
insidiosum e dosar citocinas intracitoplasmaticas por citometria de
fluxo.

7. Avaliar a imunidade humoral apo6s a imunizacdo dos camundongos

BALB/c com extrato antigénico do P. insidiosum.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais selecionados

Este Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), tendo sido aprovado sob
0 numero 313/2014, disponivel no Anexo 1. Todos os procedimentos envolvendo a
utilizagdo dos camundongos, bem como o método de eutanésia escolhido e o
namero de animais usados nos experimentos detalhados a seguir foram aprovados
por este Orgdo. A manutencdo e o manejo dos animais foram conduzidos
respeitando-se o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National
Research Council (2008).

Camundongos da linhagem BALB/c, fémeas com idade entre 4 e 6 semanas,
foram utilizadas nos experimentos. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG e mantidos no Biotério
do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, em temperatura aproximada de
22°C, sob ventilacdo e ciclo de claro/escuro de 12 horas e acesso irrestrito a racéo e
agua ad libittum.

Em relacdo a eutandsia dos animais, o0 método escolhido e aprovado pelo
CEUA foi a sobredosagem de anestésico geral, utilizando-se a combinacdo dos
anestésicos pentobarbital-xilazina (120mg/kg e 15mg/kg, respectivamente). O
procedimento estd em conformidade com as Diretrizes da Pratica da Eutanasia do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013).

6.2 Parasitas

Foi utilizada a cepa de L. major (WHO MHOM/IL/80/Friedlin), gentiimente
cedida pela Profa. Leda Quércia Vieira do Departamento de Bioquimica e
Imunologia (ICB/UFMG). Para o cultivo in vitro de promastigotas de L. major, foi
utilizado o meio de Grace (Grace's Insect Medium — Gibco®, Grand Island, NY, USA)
suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil), 2mM de glutamina, 100U de penicilina e 100g de estreptomicina/mi.
Promastigotas metaciclicas infectantes foram isoladas de cultura estacionéria (5 a 6

dias) e lavadas duas vezes com PBS (phosphate-buffered saline pH 7.3) antes de
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serem utilizadas na infecgao desafio. Os parasitas foram contados em Camara de
Neubauer e a dose infectante foi ajustada com PBS para 1 x 10’ promastigotas por
animal (LOMBONA-GONZALEZ et al., 2008).

6.3 Obtencédo do extrato antigénico de  P. insidiosum

O extrato de P. insidiosum foi gentilmente cedido pelo Dr. Leonel Mendoza
(Michigan State University, East Lansing, EUA). O mesmo foi preparado da seguinte
forma: culturas do P. insidiosum (ATCC 58643) foram incubadas, tratadas com
mertiolate (0.02% p/vol) e posteriormente, filtradas. A massa de células resultante foi
transferida para um pistilo e triturada na presenca de nitrogénio liquido. O poé
resultante foi ressuspendido em 5ml de agua destilada e incubado a 4°C por 24
horas. Depois da incubagé&o, a mistura foi centrifugada (5000 x g por 10 minutos) e o
sobrenadante foi coletado. Os antigenos soluveis foram dializados em membrana de
dialise com cut-off de peso molecular de 10.000 Daltons e entdo foram estocados a -
10°C até o momento do uso (MENDOZA et al., 1997).

6.4 Esterilizacdo do extrato antigénico de  P. insidiosum

O extrato antigénico de P. insidiosum foi aliquotado em tubos Eppendorf de
1,5mL e esterilizado através de irradiagdo gama (dose de 5000 Gray por 2 horas e
15 minutos), utilizando o reator gama do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear (CDTN) da UFMG.

6.5 Dosagem de proteinas

Foi empregado o 2D Quanti Kit® (GE-Healthcare), seguindo-se as instrucdes
do fabricante, para determinar a quantidade de proteinas totais do extrato antigénico
de P. insidiosum.
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6.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE )

A andlise do perfil proteico do extrato de P. insidiosum foi feita em sistema de
SDS-PAGE, segundo Laemmli (1970). As condi¢cdes especificas utilizadas foram: gel
de concentragédo a 4% (acrilamida/bisacrilamida 4% em Tris-HCI 6% pH 6,8 e SDS
0,1%) e gel de resolugdo a 10% (acrilamida/bisacrilamida 10% em Tris-HCl 6%
pH8,8 e SDS 0,1%). Os géis foram polimerizados por acao do persulfato de améneo
a 10% e N'N'N’N’-Tetrametilenodiamina 0,05% (TEMED), os quais foram mantidos
apos polimerizacdo em tampé&o de corrida (Tris 0,3%, Glicina 1,5% e SDS 0,5%, pH
8,3). As amostras foram diluidas em tampé&o de solubilizacdo de amostra (Tris-HCI
6%, pH 6,8, SDS 0,4%, Glicerol 10%, Azul de Bromofenol 0,25%) na proporcao de
1:1, homogeineizadas, fervidas durante 5 minutos e aplicadas no gel de
concentracdo polimerizado, juntamente com um padrdo de peso molecular
conhecido. A corrida eletroforética foi realizada na presenca de tampdao de corrida a
100V. Apos a corrida o gel foi corado pelos métodos de azul de Coomassie e pelo

nitrato de prata (Wray et al., 1981).

6.7 Protocolo de imunizacéo e infeccéo desafio

6.7.1 Imunizagéo de camundongos com extrato de P.i  nsidiosum

Camundongos BALB/c fémeas (n=10/grupo) foram imunizados com 3 doses
de 20ug do extrato de P. insidiosum por via subcutanea no abdémen com intervalos
de 7 dias entre as doses. Sete dias ap0s a ultima dose, os animais foram desafiados
com 1 x 10’ promastigotas no coxim plantar direito. A avaliacdo da infeccdo em
animais desafiados foi feita através do acompanhamento do desenvolvimento do
edema e enduragdo na pata infectada, por medidas semanais da espessura das
mesmas, utilizando-se um paquimetro (Digimess). O tamanho da lesdo foi
considerado como a diferenca de espessura da pata infectada em relacdo a pata
nao infectada. A média e o desvio padrdo foram calculados e os dados foram
inseridos em graficos, para melhor visualizacdo da evolugdo. O acompanhamento
nas medicOes foi realizado durante doze semanas e ao final desse periodo, 0s

camundongos foram sacrificados.
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6.7.2 Imunoterapia de camundongos desafiados com pr ~ omastigotas de L.major

Camundongos BALB/c fémeas (n=10/grupo) foram desafiados com 1 x 10’
promastigotas no coxim plantar direito. Sete dias apos o desafio, os animais
receberam pela via subcutanea a primeira dose do extrato de P. insidiosum,
contendo 20 pg de proteinas. Duas outras doses foram conduzidas da mesma
forma, obedecendo-se 7 dias de intervalo entre elas. Os animais foram
acompanhados por um periodo de cinco semanas. A avaliacdo da infeccdo em
animais desafiados foi feita através do acompanhamento do desenvolvimento do
edema e enduragcdo na pata infectada, por medidas semanais da espessura das
mesmas, utilizando-se um paquimetro (Digimess). O acompanhamento nas
medicdes foi realizado durante 5 semanas e ao final desse periodo, os

camundongos foram sacrificados.

6.7.3 Grupo controle

Camundongos BALB/c fémeas (n=10/grupo) foram desafiados com 1 x 10’
promastigotas no coxim plantar direito. O acompanhamento das medi¢Ges foi
realizado durante trés semanas e ao final desse periodo, os camundongos foram
sacrificados. O tempo de acompanhamento do grupo controle foi menor, uma vez

gue os animais desenvolveram necrose nos coxins plantares.

6.8 Estudo histopatolégico

As amostras de tecidos retiradas das lesdes das patas dos camundongos dos
trés grupos foram fixadas em formol P.A. a 10% para estudo histopatolégico. Como
nestas amostras havia representacao de tecidos cartilaginoso e 6ésseo foi necessério
descalcifica-las por meio de submersdo em solucédo descalcificadora durante periodo
de doze horas. Uma vez descalcificadas, as amostras foram processadas
rotineiramente no Laboratério de Pesquisa em Patologia Cirdrgica do Departamento
de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da UFMG para serem incluidas
em blocos de parafina.

A patrtir dos blocos de parafina foram realizados cortes histologicos de 3 a 4

pm  (micrometros) de espessura, colocados sobre laminas, desparafinados e
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desidratados por tratamento com xilol e alcool. A seguir, as laminas foram coradas
pelo método de coloracdo de rotina pela Hematoxilina e Eosina (HE) e pelo método
de Giemsa e analisadas histopatologicamente por dois patologistas, ambos sem
conhecimento prévio de qualquer informacéo sobre o grupo de origem das amostras.

A analise histopatologica foi feita em toda a extensdo dos cortes histologicos
por meio de microscopio optico (Nikon eclipse 50i), inicialmente com aumento de
40x e 100x para avaliacdo dos seguintes aspectos: arquitetura tecidual das amostras
e presenca de reacdo inflamatéria, assim como sua intensidade semi-quantificada
como ausente (0), leve (+), moderada (++) e acentuada (+++).

A presenca de leishmanias nas amostras foi considerada quando as formas
amastigotas foram visualizadas claramente no interior de macrofagos ou dispersas
no intersticio dos tecidos. A presenca do parasita nos tecidos foi também semi-

guantificada como ausente (0), escassa (+), moderada (++) e intensa(+++).

6.9 Estudos imunoldgicos

6.9.1 Imunizacao de camundongos BALB/c

Para o experimento de marcacdo de superficie celular e de citocinas
intracitoplasmaticas, camundongos BALB/c fémeas (n=10/grupo) foram imunizados
com 3 doses de 20ug do extrato de P. insidiosum por via subcutanea com intervalos
de 7 dias entre as doses. O grupo controle ndo recebeu nenhum tratamento. Para a
quantificacdo de anticorpos, camundongos BALB/c fémeas (n=5/grupo) também

foram imunizados conforme descrito acima.

6.9.2 Obtencéo de amostras de soro

ApoOs sete dias da ultima dose do extrato antigénico, amostras de sangue
foram coletadas do plexo venoso orbital dos animais com auxilio de uma Pipeta
Pasteur. Foram coletados aproximadamente 500 pL de sangue, transferidos para
tubos Eppendorf, centrifugados a 1500g por 10 minutos a temperatura ambiente e o
soro foi aspirado e mantido a -20°C até o momento da quantificacdo de anticorpos

pelo Ensaio Imunoenzimatico Indireto.
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6.9.3 Isolamento e cultura de esplendcitos

A obtencéo de células mononucleares para estimulacéo in vitro e verificacao
da producédo de citocinas e caracterizacéao do fendtipo celular foi feita a partir de uma
suspensao celular de esplendcitos obtidas apds o sacrificio dos animais. Os bagos
dos mesmos foram removidos em condicbes assépticas e imediatamente
transferidos para uma placa de Petri estéril contendo 5 mL de meio completo RPMI
(SIGMA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), glutamina (SIGMA),
Penicilina/Estreptomicina 100Ul/mL — 50pg/mL (SIGMA). Os bacgos foram entao
picotados e macerados com auxilio de pincas e tesouras estéreis. A suspensao de
células obtida foi filtrada em filtro estéril de 0,45um (Millipore, BD) e transferida para
um gradiente de Ficoll-Hypaque, sendo em seguida centrifugadas a 440g por 35
minutos a 18°C. Apo6s a centrifugacdo, o anel de células mononucleares formado foi
retirado cuidadosamente e transferido para tubo estéril. Em seguida acrescentou-se
10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab),
realizando-se nova centrifugacdo a 330g por 10 minutos a 4°C. Ao final da
centrifugagdo o sobrenadante foi decantado e procedeu-se mais dois ciclos de
lavagens nas mesmas condi¢cdes descritas. As células foram entdo ressuspensas
em 1 mL de meio RPMI 1640 contendo 10% soro fetal bovino para contagem de
células. Preparou-se duas suspensdes celulares: uma de 1 x 10° células/mL para
anélise ex-vivo e para cultivo e avaliagéo dos fenétipos celulares e outra de 5 x 10°
células/mL para cultivo e posterior quantificacdo de citocinas no sobrenadante de
cultura. (OLIVEIRA et al., 2000; BARROSO, 2007).

6.9.4 Caracterizacao Imunofenotipica dos linfocitos esplénicos

Para a marcacdo de superficie celular, foram utilizados anticorpos marcados
com fluorocromos especificos para anticorpos anti CD3*, anti CD4" e anti CD8". A
(Tabela 1) relaciona os anticorpos utilizados neste estudo, bem como as diluicbes
de uso apos serem devidamente titulados no laboratério.

Utilizou-se a suspenséao celular preparada conforme descrito no item 6.9.3, na

concentracdo de 1 x 10° células esplénicas/mL em meio completo RPMI para a
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realizacdo tanto da analise fenotipica quanto para a deteccao intracitoplasmética de
citocinas. Para a marcacao de superficie, volumes de 100 pL da suspensao celular
foram transferidos para tubos de poliestireno (12x75mm) contendo os anticorpos
marcados com fluorocromos, na concentracdo previamente titulada, conforme
apresentado na (Tabela 1).

As amostras foram homogeineizadas em vortex e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, foram adicionados 2 mL
de PBS (phsphate-buffered saline, 0,015M pH7,4) e as amostras foram
centrifugadas a 330g por 7 minutos a 4°C . O sedimento foi ressuspenso em 2 mL de
PBS, procedendo-se duas novas centrifugacdes nas mesmas condi¢des descritas
acima. ApoOs a ultima lavagem, o sedimento foi ressuspendido em vortex e foram
adicionados a cada tubo 300 pL de solucéo fixadora Maxs Facs Fix — MFF (10g/L de
paraformaldeido; 1% de cacodilato de sédio; 6,67 g/L de cloreto de sddio, pH 7,2).
Todos os reagentes adquiridos da SIGMA — EUA. As amostras foram armazenadas
em geladeira ao abrigo da luz e analisadas através do software FlwoJo, adquirindo-

se 20 mil eventos/tubo em Citdmetro de Fluxo (LSR Fortessa TM — BD Biosciences).

Tabela 1- Anticorpos anti CD3 *, CD4" e CD8" e seus respectivos fluorocromos

MARCADOR FLUOCROMO VOLUME

Anti -CD3 FITC (isotiocianato de fluoresceina) 0,5ul

Anti -CD4 PercpCy55(proteina clorofila 0,5ul
peridinina)

Anti -CD8 APC (aloficocianina) 1pl

6.9.5 Deteccéo intracitoplasmatica das citocinas IF~ N-ye IL-10 produzidas por
células esplénicas sob estimulo do extrato antigéni co de Pythium insidiosum

Para a deteccéo intracitoplasmatica de citocinas, o restante da suspensao de
células na concentracdo de 1 x 10%/mL foi distribuida em placas de cultivo celular de
24 orificios (Costar). Um poc¢o contendo 1mL de suspenséo de células ndo recebeu
estimulo antigénico (controle), no outro as células foram estimuladas com 30 pg de
extrato antigénico de P. insidiosum. A cultura foi incubada a 37°C em atmosfera

Uumida contendo 5% de CO, durante 72 horas. Quatro horas antes do término da
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incubacéo, acrescentou-se 1 uL de Brefeldina (10 pg/mL) nos diferentes orificios. Ao
final da incubacdo, a placa foi centrifugada a 400g por 10 minutos a 4°C. Em
seguida, transferidas para tubos de poliestireno (12 x 75mm), iniciando-se a
marcacdo de superficie das ceélulas. Acrescentou-se aos tubos anticorpos
monoclonais anti-CD3-FITC, anti-CD4-PercpCy55 e anti-CD8-APC. Procedeu-se
entdo a incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz. Apds este periodo, as células
foram lavadas com PBS contendo 0,5% de Soroalbumina Bovina (SIGMA), 0,1% de
Azida Sddica (Merck) e 0,5% de Saponina (SIGMA). Nova etapa de incubacéao foi
realizada a 4°C por 10 minutos. Todos os tubos foram entéo centrifugados a 330 g
por 7 minutos a 4°C e os sobrenadantes decantados. Posteriormente, acrescentou-
se aos tubos os anticorpos monoclonais anti-IFN-y conjugado ao PeCy7 e anti-IL-10
conjugado a PE (BD-Bioscience), previamente titulados, conforme apresentado na
(Tabela 2). Procedeu-se nova incubacdo ao abrigo da luz por 30 minutos,
acrescentando-se aos tubos em seguida PBS, contendo 0,5% de Soroalbumina
Bovina (SIGMA), 0,1% de Azida Sddica (Merck) e 0,5% de Saponina (SIGMA). Os
mesmos foram homogeinizados em Vértex e entdo centrifugandos a 330 g por 7
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células lavadas com PBS, sob
as mesmas condicdes de centrifugacdo. Finalmente, as células foram fixadas com a
solucéo fixadora Maxs Facs Fix — MFF e mantidas a 4°C ao abrigo da luz até o
momento da analise, procedida utilizando-se o software FlwoJo, adquirindo-se 20 mil
eventos/tubo em Citdmetro de Fluxo (LSR Fortessa TM — BD Biosciences).

E importante lembrar que neste estudo foi utilizado o produto BD™
CompBeads Set Anti-Mouse Ig,k, que sdo microparticulas de poliestireno utilizadas
para otimizar as configuragcbes de compensacao de fluorescéncia quando sao
utilizados varios fluorocromos para analise por citometria de fluxo. O conjunto
contém duas populacdes de microparticulas: as BD™ CompBeads Anti-Mouse Ig,K,
as quais se ligam a qualquer cadeia leve k de imunoglobulina de camundongo
marcada, e as CompBeads BD™ Negative Control, que ndo tém capacidade de
ligacao.

Quando misturadas com um anticorpo de camundongo conjugado com
fluorocromo, as CompBeads BD™ fornecem distingéo das populagdes positivamente
e negativamente marcadas (fluorescéncia de fundo), que sdo usadas para definir
niveis de compensacéao de fluorescéncia. Uma vez que o0s ajustes de compensacao

sao feitos usando o mesmo anticorpo marcado com fluorocromo a ser utilizado no
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experimento, 0 método permite ao investigador estabelecer com mais precisdo as

corregbes de compensacao para sobreposicdes espectrais de fluorocromos.

Tabela 2 - Anticorpos anti  INFy e anti IL-10 e seus respectivos fluorocromos

MARCADOR FLUOCROMO VOLUME
Anti -INFy PE-Cy"7(ficoeritrina 1pl

Cy)
Anti -IL10 PE (ficoeritrina) 1l

6.9.6 Quantificagéo de citocinas nos sobrenadantes de cultura das células
esplénicas

Para esta finalidade, utilizou-se a suspenséo de 5 x 10° células obtidas no
item 6.9.3. Assim, distribuiu-se a suspenséo celular em 1 mL de RPMI completo.
Acrescentou-se a cultura, 30 ug de extrato antigénico de P. insidiosum, 25 pg do
mitégeno Concanavalina A, além de um orificio contendo a mesma concentracéo de
células que ndo recebeu nenhum tipo de estimulo antigénico. As culturas foram
mantidas em incubadora umidificada a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 durante
72 horas. Transcorrido o periodo de incubacéo, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -70°C até o momento de uso. Utilizou-se kits comerciais da R&D
Systems para quantificacdo das citocinas Interferon-y, Interleucina 2, Interleucina 4 e

Interleucina 10. As reacdes foram conduzidas conforme orientacdes do fabricante.

6.9.7 Avaliacdo da producao de anticorpos no sorod  0s camundongos
imunizados com extrato de P. insidiosum

A producéo de anticorpos foi analisada no soro obtido conforme descrito no
item 6.9.2. Foram determinados os niveis de anticorpos IgG em placas de 96
orificios (Costar), utilizando como antigeno o extrato de P. insidiosum. A placa foi
sensibilizada com 2ug do extrato por orificio, diluidas em “coating buffer” pH 9,6
(Na,COs3; 0,015M; NaHCOs; 0,03M), incubadas a 4°C por 16 horas. Apdés a
sensibilizacao, a placa foi lavada 3 vezes em solucéo de lavagem (PBS 0,15M pH7,4

contendo Tween 20 a 0,05%). Em seguida acrescentou-se a solucdo de bloqueio
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(PBS pH7,4 0,15M contendo caseina 2%). Apés 1 hora de incubacdo a 37°C, as
placas foram lavadas 3 vezes em solucdo de lavagem. As amostras de soro diluidas
em tampao de incubacao (PBS 0,15M pH7,4 contendo Tween 20 a 0,05% e Caseina
a 0,2%) nas diluicbes de 1:10 a 1:320 foram adicionadas em duplicatas e incubadas
durante 1 hora a 37°C. Para a determinacdo dos niveis de IgG total, apés a
incubacéo e lavagem da placa, foi adicionado o anticorpo anti-lgG de camundongo
marcado com peroxidase na diluicdo de 1:5000 em tampéao de incubacéo. A placa foi
novamente incubada a 37°C durante 1 hora e lavada com solugéo de lavagem por 6
vezes. A solugéo reveladora constituida de Ortofenilenodiamino (OPD), Per6xido de
Hidrogénio e tampaéo citrato-fosfato pH 15,0 foi adicionada e a reagéo foi processada
a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 20 minutos. Apds esse periodo, a
reacdo foi paralisada pela adicdo de Acido Sulfirico 2N. A absorbancia das
amostras foi determinada em leitor de microplacas (Molecular Devices — Spectramax
384), utilizando o comprimento de onda de 492nm.

6.10 Andlise Estatistica

Para a analise dos dados provenientes das medidas das lesGes foram
utilizados o teste T com multiplas comparacfes e o teste Student-Newman-Keuls
(SNK), por meio do programa STATA: Data Analysis and Statistical Software.

Para avaliacdo dos valores de citocinas no sobrenadante do cultivo celular e
para resposta humoral foram utilizados os testes One way ANOVA e o Teste T de
Student, por meio do programa Prisma.

Um valor de p<0,05 foi considerado significativo nos diferentes testes.



53

7. RESULTADOS

7.1 Eletroforese do extrato antigénico de  P. insidiosum

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida, aplicou-se uma concentracéo de
50 microgramas do extrato proteico para a coloracéo por Azul de Coomassie e de 20
microgramas para a coloracao pelo nitrato de prata.

Tanto a eletroforese corada pelo azul de Comassie como a corada pela prata,
revelaram a presenca de bandas de proteinas no extrato antigénico do P. insidiosum
de alto, médio e baixo peso molecular, podendo-se identificar diferencas qualitativas
e quantitativas no perfil proteico. Na coloracdo pelo método do nitrato de prata,
percebeu-se um maior numero de bandas, algumas mais intensamente

expressadas, como aquelas de 45 e 97 kDa.

Figura 2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo azul de Coomassie. Canaleta 1 —

Padrédo de massa molecular (kDa), SDS-6H — Sigma Ald rich. Canaleta 2 — Extrato antigénico de

P. insidiosum .
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Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pel 0 método do nitrato de prata.

Canaleta 1 — Padrao de massa molecular (kDa), SDS-6 H — Sigma Aldrich. Canaleta 2 — Extrato

antigénico de P. insidiosum.
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7.2 Medidas das lesdes

Apos as analises dos dados das medidas dos coxins plantares dos animais ao
longo do tempo, constatou-se que houve diferenca estatistica entre o grupo controle

e 0 imunizado (p<0,001), controle e tratado (p<0,05) e entre 0os grupos imunizado e

tratado (p<0,001).
Também houve diferenca estatistica entre o tempo referido em semanas

(p<0,05).
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Figura 4 - Evolucdo do tamanho das lesdes cutaneas em camundon  gos BALB/c imunizados
e tratados com extrato antigénico de  P. insidiosum e desafiados com 1x10 ! promastigotas de

L. major .
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A evolucédo do tamanho das lesdes foi monitorada através de medidas semanais da espessura da
pata infectada e da ndo infectada. Cada ponto representa os valores médios e o desvio padrao (em
mm) obtidos pela diferenca da espessura entre pata infectada e nédo infectada. Diferencas entre as
médias foram determinadas pelo teste T com mdltiplas comparacdes, sendo considerados

significativos valores de p < 0,05.

7.3 Aspecto macroscopico das lesdes

As (Figuras 5 a 14) mostram aspectos macroscopicos das patas de
camundongos BALB/c representativos dos diferentes grupos de estudo, na terceira,

quinta, sétima e décima primeira semanas pos-infeccao desafio.
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Figuras 5 e 6 - Aspectos macroscopicos das patas (seta) infectadas de camundongos
pertencentes ao grupo controle na terceira semanap  0s-infeccéo.

Figuras 7, 8 e 9 - Aspectos macroscopicos das patas infectadas (seta) de camundongos
pertencentes ao grupo imunizado, na terceira semana pds- infeccao.

Figuras 10 e 11 - Aspectos macroscopicos das patas (seta) infectadas de camundongos
pertencentes ao grupo tratado apos o desafio, nate  rceira semana pos -infecgéo.
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Figura 12 - Aspecto macroscopico da pata infectada (seta) de ca  mundongo pertencente ao
grupo imunizado, na sétima semana pos- infeccéo.

Figura 13 - Aspecto macroscopico da pata infectada (seta) de ca  mundongo pertencente ao
grupo tratado, na quinta semana pés-infecgéao.

-
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Figura 14 - Aspecto macroscopico da pata infectada (seta) de ca  mundongo pertencente ao
grupo imunizado, na décima primeira semana pés-infe  c¢éo.

7.4 Estudo Histopatoldgico

A andlise histopatolédgica efetuada em toda a extensao dos cortes histologicos
possibilitou a semi-quantificacdo de aspectos como infiltrado inflamatério e presenca
de formas amastigotas de Leishmania, conforme representado na (Tabela 3). Além
disso, as fotomicrografias (Figuras 15 a 22) de amostras teciduais dos coxins
plantares dos animais do grupo imunizado e do grupo controle ilustram os dados

encontrados.

Tabela 3 - Resultados da avaliagéo histopatoldgica nos diferen tes grupos experimentais.

Grupos Infiltrado inflamatério Leishmanias
Controle o+ +
Imunizado +++ +++

Legenda dos dados semi-quantificados: presenca de reacdo inflamatéria e sua intensidade - ausente (0),
leve (+), moderada (++) e acentuada (+++). Presenca de leishmanias - ausente (0), escassa (+), moderada
(++) e intensa (+++).



Figura 15 — Fotomicrografia de corte histolégico obtido a partir de amostra colhida da pata
nao infectada de camundongo, exibindo tecidos subcutédneo, muscular estriado e 6sseo
normais. Auséncia de leismanias ou processo inflamatorio. Coloracdo: Método HE,
aumento 100X.

Figura 16 — Fotomicrografia de corte histologico obtido a partir de amostra colhida da pata
de camundongo do grupo imunizado exibindo tecidos subcutaneo, muscular estriado e
0sseo com intenso processo inflamatoério. Coloracao: Método HE, aumento 40X.
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Figura 17 — Fotomicrografia de corte histologico obtido a partir de amostra colhida de pata
de camundongo do grupo imunizado exibindo epiderme, derme e subcutaneo. Presenca de
areas de necrose com processo inflamatorio (setas). Coloragdo: Método HE, aumento

100X.

Figuras 18 e 19 — Fotomicrografias de detalhe de uma das areas de necrose (seta na Fig.
18) da derme e subcutaneo com processo inflamatério do grupo imunizado. Coloracéo:
Método HE, aumento 200X e imagem ampliada da mesma area em coloragéo pelo Giemsa
para visualizacdo de formas amastigotas de leishmanias no interior de macrofagos e
dispersas no intersticio (setas na Fig 19) em aumento de 1000x.
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Figuras 20, 21 e 22 — Fotomicrografias de corte histologico obtido a partir
de amostra colhida da pata de camundongo do grupo controle exibindo
ninhos de formas amastigotas de leishmanias na derme e subcutaneo
(setas) e processo inflamatério. Coloracédo pela HE, aumentos de 200X,

400X e 1000X.
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7.5 Caracterizagcdo imunofenotipica de células esplé nicas de
camundongos BALB/c ap6s imunizagdo com a VPI

As analises foram realizadas inicialmente delimitando-se a regido linfocitaria
na grafico de Dispersao Frontal (FSC) versus Dispersao lateral (SSC), conforme a
(Figura 23). A partir dessa regido os gréaficos de fluorescéncia foram construidos,
delimitando-se os quadrantes de analise. Os limites dos mesmos foram sempre
baseados na populacdo negativa e os valores considerados para analise de
fluorescéncia foram os do porcentual da regido linfocitaria para cada quadrante.

Para cada amostra, 20.000 eventos foram adquiridos e para o ajuste da

voltagem, beads foram monomarcadas com cada um dos anticorpos utilizados.

Figura 23 - Exemplo de grafico de FSC (tamanho celular) x SSC ( complexidade celular) em
células mononucleares esplénicas com delimitacao na regiao linfocitaria
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Posteriormente foi feita uma janela de aquisicdo na regido das células CD3",
seguida de duas janelas de aquisicdo para caracterizar as populacdes de linfocitos
CD4" e CD8", conforme ilustrado nas (Figuras 24 e 25), respectivamente. A partir de
cada uma destas populagdes foi feita uma janela de aquisicdo para a determinacéo

das células produtoras de citocinas.
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Figura 24 - Aquisicdo de janela para células CD3
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Figura 25 - Aquisicéo de janelas para células CD4 *e CD8".
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Os porcentuais de linfocitos determinados nas células esplénicas antes da
estimulacdo antigénica estdo representados na (Figura 26). Araujo et al. (2015),
determinaram em um estudo com diversas linhagens de camundongos, inclusive
BALB/c, valores basais de parametros hematoldgicos, bioguimicos e de linfécitos
CD3", CD4" e CD8", sendo que estes Ultimos estio representados pelos valores de
cut-off abaixo.
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Figura 26 - Porcentagem de células CD3 *, CD4" e CD8" presentes em células esplénicas de
camundongos BALB/c dos grupos controle e imunizado sem estimulo antigénico.
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Também foram quantificados os linfécitos produtores das citocinas
intracitoplasmaticas IL-10 e IFNy. Os porcentuais dos linfocitos produtores das
respectivas citocinas estao representados na (Figura 27).
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Figura 27 - Porcentagem de células CD4 * e CD8" produtoras de IL-10 e INF y presentes no
cultivo de células esplénicas de animais do grupo c ontrole (sem estimulo) e do grupo
imunizado (com estimulo de 30ug/ml de  P. insidiosum ).
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7.6 Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura de células
esplénicas

Para a quantificacdo de citocinas no sobrenadante de cultura de células
esplénicas de camundongos Balb/c, utilizou-se o kit comercial da R&D Systems, que
adota o sistema de ensaio imunoenzimatico de captura e revelacdo colorimétrica.

Cerca de 5 x 10° células espénicas de um pool de 10 camundongos Balb/c
previamente imunizados com extrato antigénico de P. insidiosum, foram incubadas
por 72 horas em diferentes condigcbes de estimulacdo antigénica (sem estimulo,
estimuladas com Concanavalina A — 25 microgramas/orificio e com antigenos de P.
insidiosum — 30 microgramas/orificio).

A dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura, apos 72 horas, do cultivo
celular por meio do ensaio imunoenzimético foi executada conforme instrucbes do
fabricante para as diferentes citocinas. A densidade oéptica (D.O) a 590 nm foi

medida em duplicata e tais resultados estédo representados nas figuras seguintes.
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7.6.1 — Dosagem de IFN-y

Na (Figura 28), observa-se a producdo de Interferon gama por células
esplénicas de camundongos Balb/c imunizados com o extrato antigénico de P.
insidiosum. A concentracao da citocina no sobrenadante de células néo estimuladas
estava abaixo do limiar de sensibilidadedo kit da R&D Systems utilizado para esta
avaliacdo, enquanto que o estimulo inespecifico por Concanavalina A induziu a
producdo de 111pg/mL de Interferon gama. O estimulo das células esplénicas por

antigenos de P. insidiosum gerou a producéo de 660pg/mL da citocina.

Figura 28 - Valores de D.O. para IFN .

INF-y
4.0
3 Controle

20 Bl ConA

' EE=3 Pyt 30
O 20
a)

1.0

0.0+ ]

Significativamente diferente do (*) grupo controle. Teste t de Student (p< 0,05).

A citocina foi dosada no sobrenadante do cultivo ce lular apos 72 horas de estimulo, utilizando-
se o sistema da R&D Systems. A figura expressa osv  alores das densidades Opticas a 590 nm.

7.6.2 — Dosagem de IL-2

Na (Figura 29), observa-se a producdo de IL-2 por células esplénicas de
camundongos Balb/c imunizados com o0 extrato antigénico de P. insidiosum. A
concentracdo da citocina no sobrenadante de células ndo estimuladas foi de

15pg/ml, enquanto que o estimulo inespecifico por Concanavalina A induziu a
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producdo de 1000pg/mL. O estimulo das células esplénicas por antigenos de P.

insidiosum gerou a produc¢ao de 150pg/mL da citocina.
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Figura 29 - Valores de D.O. para IL-2.
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Significativamente diferente do (*) grupo controle. Teste t de Student (p< 0,05).

A citocina foi dosada no sobrenadante do cultivo de
utilizando-se o sistema da R&D Systems. A figura ex

a 590 nm.

7.6.3 — Dosagem de IL-4
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Na (Figura 30), observa-se a producdo de IL-4 por células esplénicas de

camundongos Balb/c imunizados com o0 extrato antigénico de P. insidiosum. A

concentracdo da citocina no sobrenadante de células ndo estimuladas estava abaixo

do limiar de sensibilidadedo kit da R&D Systems utilizado para esta avaliacao,

enquanto que o estimulo inespecifico por Concanavalina A induziu a producédo de

500pg/mL. O estimulo das células esplénicas por antigenos de P. insidiosum gerou a

producdo de 177,5pg/mL da citocina.
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Figura 30 - Valores de D.O. para IL-4
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Significativamente diferente do (*) grupo controle. Teste t de Student (p< 0,05).

A citocina foi dosada no sobrenadante do cultivo de células apés 72 horas de estimulo,
utilizando-se o sistema da R&D Systems. A figura ex  pressa os valores das densidades épticas
a 590 nm.

7.6.4 — Dosagem de IL-10

Na (Figura 31), observa-se a producdo de IL-10 por células esplénicas de
camundongos Balb/c imunizados com o0 extrato antigénico de P. insidiosum. A
concentragdo da citocina no sobrenadante de células ndo estimuladas foi de
15pg/ml, enquanto que o estimulo inespecifico por Concanavalina A induziu a
producdo de 55pg/mL. O estimulo das células esplénicas por antigenos de P.
insidiosum gerou a producao de 45pg/mL da citocina.
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Figura 31 - Valores de D.O. para IL-10.
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Significativamente diferente do (*) grupo controle. Teste t de Student (p< 0,05).

A citocina foi dosada no sobrenadante do cultivo de células apés 72 horas de estimulo,
utilizando-se o sistema da R&D Systems. A figura ex  pressa os valores das densidades épticas
a 590 nm.

Na (Figura 32) abaixo estdo representados comparativamente os valores das
densidades Opticas obtidas quando das dosagens das citocinas produzidas por
esplendcitos estimulados com 30ug do extrato de P. insidiosum. Desta forma, €
possivel observar um perfil misto de citocinas, uma vez que foi identificadas citocinas
produzidas pelos fendtipos celulares do tipo Thl (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-10),

contudo com diferencas significativas em seus niveis.
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Figura 32 - Valores de D.O. para INF y, IL-2, IL-4 e IL-10.
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One-way Anova, pOs-teste de Tukey (p< 0,05).

A citocina foi dosada no sobrenadante do cultivo de células apds 72 horas de estimulo,
utilizando-se o sistema da R&D Systems. A figuraex  pressa os valores das densidades 6pticas
a 590 nm.

7.7 Dosagem de anticorpos IgG em soro de animais im unizados e
controle

A dosagem de anticorpos IgG presentes no soro de animais imunizados e do
grupo controle revelou um baixo titulo de anticorpos especificos para antigenos de
P. insidiosum. E importante ressaltar que a quantidade de anticorpos no grupo
imunizado foi considerada estatisticamente maior do que do grupo controle (p<0,05),
conforme ilustra a (Figura 33), com maiores leituras sendo registradas entre as

diluicbes de 1:10 até 1:320 do soro dos animais imunizados.
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Figura 33 - Avaliag&o dos niveis de anticorpos IgG no soro de camundongos BALB/c
imunizados com extrato antigénico de  P. insidiosum por reacdo imunoenzimatica indireta
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8. DISCUSSAO

A leishmaniose € uma doenca causada por um protozoario intracelular, o qual
é transmitido através de um vetor. As manifestacdes da doenca vao desde lesdes
localizadas que algumas vezes se curam espontaneamente, formas mucocutaneas
mais agressivas, até a forma visceral, em que ha risco de morte. E considerada uma
doenca negligenciada que aflige principalmente pessoas de baixo nivel
socioeconémico em paises em desenvolvimento (KUMAR; ENGWERDA, 2014).

O controle da doencga baseia-se em medidas de combate ao vetor e as
opcOes de tratamento sdo limitadas, por questbes de toxicidade, resisténcia e
duracdo do mesmo. Desta forma, € grande a demanda de terapias inovadoras e
alternativas para o tratamento da leishmaniose, assim como a necessidade de
desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes. Estudos que abordam a estratégia
da imunoterapia tém demonstrado sucesso em animais e também em casos da
doenca em humanos. Entretanto, os imunoterapicos ainda ndo séo utilizados
amplamente na clinica médica (OKWOR et al., 2012).

No presente estudo, avaliamos a capacidade de um extrato antigénico do
oomiceto P. insidiosum atuar como um modulador da resposta imune na
Leishmaniose Tegumentar causada por L. major.

Antes de iniciarmos 0s experimentos com animais, avaliamos o padrao
eletroforético do extrato de P. insidiosum. As eletroforeses coradas pelo azul de
Comassie e pela prata revelaram a presenca de bandas proteicas de baixo, médio e
alto peso molecular. Ressalta-se que as eletroforeses foram realizadas apés mais de
um ano de acondicionamento do extrato proteico a -20°C, obtendo-se sempre o
mesmo perfil eletroforético, o que permite-nos inferir que o extrato, tal como é obtido
€ estavel, mantendo-se integro mesmo apdés alguns ciclos de congelamento e
descongelamento.

Nas (Figuras 2 e 3), € possivel observar as bandas de proteinas com massa
molecular entre 29 e 200 kDa, similares aos achados relatados por Mendoza et al.,
(1992). Tais evidéncias refutam nossos resultados e garantiram as boas condi¢cbes
de uso do extrato nos experimentos.

O P. insidiosum pode ser considerado um patdégeno emergente em humanos

e, portanto, € esperado que a frequéncia de infeccbes causadas por este agente
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aumente futuramente. Devido a rapida progressdo da doenca, testes rapidos e
sensitivos sdo necessarios para o correto diagnostico e monitoramento da mesma, o
que permanece sendo um desafio, uma vez que ndo ha um padrdo ouro para tal
(SALIPANTE et al.; 2012). Muitos dos estudos voltados para elucidacdo de um teste
diagnostico eficaz evidenciaram a presenca de proteinas imunodominantes em
amostras de animais e humanos infectados pelo P. insidiosum (VANITTANAKOM et
al.; 2004).

Mendoza et al., (1992) avaliaram reacdes de amostras de soro de cavalos
com pitiose ativa curados por vacinacdo, além de animais saudaveis, através de
SDS-PAGE e imunoblotting contra cinco cepas do oomiceto. Apds transferéncia para
membrana de nitrocelulose, os antigenos reagiram com as amostras de soro. As
amostras de cavalos com pitiose ativa reconheceram pelo menos 20 antigenos em
todas as cepas do patdgeno e trés antigenos com peso molecular de 30, 32 e 28 Kd
pareceram ser imunodominantes e especificos. Para as amostras de soro de
animais curados, apenas 5 bandas reagiram fracamente e para 0s animais
saudaveis nao foi observada reacdo com nenhuma banda. Os autores consideraram
gue tal achado seria importante para fins de diagnéstico e imunoterapia.

Krajaejun et al., (2006) analisaram 16 cepas de P. insidiosum provenientes de
individuos infectados e 12 amostras de soro de pacientes tailandeses com diferentes
manifestacdes clinicas da doenca. Eles observaram a presenca de anticorpos contra
um antigeno imunodominante de 74kDa em todas as amostras utilizando Western
blot (WB) e desta forma, defenderam a ideia de que a proteina pode ser um alvo
auxiliar em testes diagndsticos e desenvolvimento de vacinas contra a doenca.

Mendoza et al., (1992), observaram também, que a adicdo dos antigenos
imunodominantes de peso molecular de 30, 32 e 28kDa na vacina de P. insidiosum,
aumentou a eficacia da mesma no tratamento de equinos.

O reconhecimento de proteinas imunodominantes presentes nos extratos da
VPI e sua futura caracterizagcdo certamente ajudardo no entendimento acerca das
guestdes imunoldgicas e imunoterapéuticas relacionadas aos antigenos do P.
insidiosum, assim como no desenvolvimento de testes diagnésticos mais eficazes.

Apés a constatacdo de que o extrato antigénico estava apto para ser usado
nos experimentos, avaliamos, portanto, sua capacidade de protecdo frente a uma
infeccdo desafio causada por L. major, assim como seu papel imunoterapico em

animais infectados com promastigotas de L. major. Tal andlise foi realizada por meio
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da comparacao entre as diferencas das medidas do coxim plantar sadio e infectado
de camundongos BALB/c (n=10) em milimetros. A avaliagdo da protecdo contra a
forma tegumentar da doenca, por meio do acompanhamento do tamanho das lesdes
em camundongos susceptiveis e também em outras linhagens resistentes, tem sido
extensamente utilizada em estudos com quimioterapicos, imunoterapicos ou a
combinacdo dos dois. Geralmente, o que se percebe € uma correlacdo entre a
diminuicdo das lesGes e a diminuicdo da carga parasitaria no local (CORWARE et
al., 2011; OHKUSU et al., 2000; UDAIKUMAR et al., 2002).

ApdOs as semanas de acompanhamento e medida das lesbes, foi possivel
observar que houve diferenca estatistica entre os grupos imunizado e tratado, além
da diferenca dos dois grupos isolados em relagcdo ao grupo controle. Houve um
retardamento no surgimento do edema e de lesdes no grupo imunizado, o qual foi
sacrificado na décima segunda semana poés-infeccdo. JA o grupo tratado com o
extrato de P. insidiosum revelou um desenvolvimento rapido das les6es, menos
intenso do que no grupo controle, o qual precisou ser sacrificado na terceira semana
pos-infeccéo.

De acordo com os resultados encontrados, é possivel presumir que o uso do
extrato antigénico do P. insidiosum, apesar de ndo impedir o surgimento das lesdes,
teve participagdo na reducdo do tamanho e no tempo de desenvolvimento das
mesmas. Seria interessante, portanto, realizar tal experimento utilizando uma
associacdo entre um farmaco e o extrato antigénico do P. insidiosum, ou entdo de
um antigeno proveniente da L. major ou uma citocina ativadores do perfil Thl, a fim
de avaliar algum efeito sinérgico na protecdo e/ou terapia contra a infecgao.

De acordo com estudos de Okwor et al (2012), Kaye e Scott (2011), o papel
das células envolvidas na imunidade inata € considerado primordial na resolucéo da
leishmaniose tegumentar, por atuarem nos estagios iniciais da infec¢cdo. O
reconhecimento do patébgeno e a ativagdo de células fagocitarias e/ou
apresentadoras de antigenos sdo de extrema importancia para producdo de
citocinas e ativacao posterior de células T efetoras.

Os neutréfilos atuam nos primeiros eventos apos a infecgdo, como foi
demonstrado por Peters et al., (2008). As células dendriticas, por sua vez, sao
consideradas criticas para o inicio de uma resposta imune efetiva contra o patégeno,
por meio da apresentacdo de antigenos, da ativacdo celular e da regulacdo de

células co-estimulatorias (STEBUT et al., 1998). Em nosso trabalho, encontramos
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altos titulos de 1gG, o que indica a ativacao de células dendriticas pelos imunoégenos
de P. insidiosum.

Ja as células NK acumulam-se rapidamente no sitio de inoculacdo do parasita
e a protecdo induzida pelas mesmas contra a infeccdo pode ser evidenciada pelo
seu recrutamento em pacientes que respondem ao tratamento. No entanto, os
macrofagos séo considerados os principais fagocitos de promastigotas e o maior
nicho de amastigotas. Quando ativados, principalmente por meio de IFNy, ha
producdo de reativos do nitrogénio, responsaveis por eliminar os parasitas
internalizados nos vacuolos lisossémicos (PEREIRA et al.; 2009).

Acredita-se que os antigenos do P. insidiosum possam modular a resposta
imune estimulando a producéo de IFNy e de radicais de nitrogénio, além de ativar a
resposta citotoxica das células DC8", facilitando a eliminacédo do patégeno. Varios
autores utilizaram e aprovaram o modelo de infec¢do através das medidas de lesdes
desenvolvidas no coxim plantar de camundongos apo0s desafio, por diferentes
espécies de leishmanias, de modo semelhante ao desenvolvido em nosso trabalho
(KHALILI et al., 2011; KUMARI et al., 2011; SALEHABADI et al., 2014).

A protecéo induzida pelo extrato do P. insidiosum pode ser verificada também
por meio da analise histopatoldgica dos coxins plantares dos grupos imunizado e
controle, a qual nos permite dimensionar também a extensdo da carga parasitaria no
sitio da infeccdo. Ressalta-se que esta analise histopatologica em camundongos
BALB/c imunizados com a VPI ainda nao foi descrita na literatura, sendo nossa
analise pioneira.

Verificou-se por meio das amostras preparadas em microtomo e coradas por
HE e por Giemsa que 0 grupo controle apresentou uma reacao inflamatéria
acentuada com intensa quantidade de formas amastigotas de leishmania
intracelulares e no intersticio tecidual. Os dados encontrados estdo de acordo com
Rocha-Vieira et al.,, (2003), os quais sugerem que a infeccdo de camundongos
BALB/c por L. major leva ao desenvolvimento de lesGes cutaneas progressivas, com
grande infiltrado inflamatorio, as quais se correlacionam com o estabelecimento de
uma resposta imunoldgica Th2 e ineficiéncia da resposta imune celular.

O infitrado mononuclear das analises histopatolégicas evidenciaram a
presenca de macrofagos e linfécitos, além de uma reacdo granulomatosa, 0os quais

sao esperados em infeccdes ja cronicas, de acordo com Stebut et al. (2015).
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No grupo imunizado com o extrato de P. insidiosum foi observada uma reacao
inflamatéria também acentuada, com intensa quantidade de parasitas. Apesar da
demora na manifestacado das lesdes e do edema, a andlise histopatologica foi feita
em uma amostra colhida na décima primeira semana de acompanhamento, periodo
no qual as ulceragbes jA comecavam a se desenvolver. Presume-se que se tal
andlise tivesse sido efetuada em amostras das semanas iniciais de
acompanhamento, a quantidade de parasitas e do infiltrado inflamatorio seria menor,
em comparagao ao grupo controle.

A modulacdo da resposta imune consiste em um fator importante no
desfecho e evolucao clinica da leishmaniose. No caso da infeccdo tegumentar em
camundongos, é possivel observar a polarizacdo da resposta imune e o beneficio da
resposta do tipo celular, na leishmaniose tegumentar humana, as vezes uma
resposta do tipo Thl muito exarcebada pode ser prejudicial ao paciente (SANTOS e
BRODSKYN, 2014).

As células CD4" e CD8" sdo a maior fonte de IFNy, e tal citocina, assim como
o TNFa, controlam a multiplicacdo do parasita nas primeiras fases da infeccao.
Entretanto, sdo também responsaveis por mediar o dano tecidual em humanos
(SANTOS e BRODSKYN, 2014).

Oliveira et al., (2014) relatam que a producdo aumentada de IFNy e TNFa na
leishmaniose tegumentar causada por L. brazilienses € associada ao aumento da
reacdo inflamatéria e desenvolvimento de Ulceras, enquanto o TGFB tem a
propriedade de diminuir a proliferacdo de linfocitos, macrofagos, células dendriticas
e NK, além de diminuir a producdo de citocinas. A neutralizagdo do IFNy diminui a
producdo de TNFa e desta forma é possivel controlar a inflamacdo exarcebada. A
IL-10 também é importante no controle da reacdo inflamatéria, ja que possui
propriedade de diminuir a acao do IFNy.

Na LMC, observa-se uma resposta imune mais eficaz, até mesmo
exacerbada, que pode contribuir para o dano tecidual muitas vezes observado em
tais pacientes. Bacellar et al., (2002) observaram que células de pacientes com LMC
estimuladas in vitro com antigenos de Leishmania secretam altas concentracdes de
TNFa e IFNy quando comparadas com CL e especulam que uma resposta Thl
aumentada ocorra, em partes, devido a participacdo diminuida de citocinas Th2,
como IL-10 e TGF.
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Na LCD, entretanto, observa-se que ha alta producdo de citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 e IL-4 e pouca producdo de IFNy na fase ativa da doenca.
Devido a tais caracteristicas, a leishmaniose cutanea difusa é conhecida como uma
forma anérgica da leishmaniose, em que ha pouca producdo de citocinas pro-
inflamatérias (BONFIM et al., 1996). Neste caso, a VPI poderia ter bons resultados,
conforme nossos resultados de ativacdo de linfécitos produtores de IFNy e IL-2 ap0os
estimulo com os antigenos do oomiceto.

No entanto, nos modelos murinos de infec¢cdo da leishmaniose, a polarizacéao
da resposta imune no sentido de Thl é considerada uma 6tima evidéncia, pois sao
tais células que atuardo de forma orquestrada no combate contra o patégeno
intracelular. Como existem varios relatos do potencial do P. insidiosum estimular
esta via da resposta imunoldgica, nesse trabalho avaliamos também o balanco de
células esplénicas CD4" e CD8" e seu perfil de citocinas intracelulares apos
estimulacdo antigénica pelas fracbes soluveis do P. insidiosum, por meio da
citometria de fluxo.

Para a execucdo deste experimento foi utilizado um pool de células
esplénicas de dez camundongos tanto do grupo imunizado como do grupo controle.
Foi possivel observar no ensaio de marcagéo “ex vivo” que no grupo imunizado a
quantidade de linfocitos foi maior que no grupo controle, assim como em relacdo aos
fenotipos CD4" e CD8".

Ja a producdo de citocinas intracitoplasmaticas do cultivo de células
esplénicas, estimuladas ou ndo com o extrato do P. insidiosum, foi analisada com o
intuito de se identificar a origem das citocinas produzidas sob estimulo antigénico.
Qualitativamente, observou-se uma maior produgcdo de IFNy em relacdo a IL-10.
Além disso, houve comprometimento tanto de células CD4" como de CD8" na
producdo de IFNy, sendo a principal fonte desta citocina as células CD8".

A ativacdo de células CD8" virgens é dependente da acdo de uma célula
apresentadora de antigeno, a qual o processa por via enddgena e o0 apresenta
através do MHC de classe | nos linfonodos. Essa interacdo permite entdo que
células CD8" tornem-se ativadas e iniciem a producéo de citocinas, principalmente
de INFy (MACHADO et al., 2002).

Antigenos sollveis do extrato de P. insidiosum parecem, portanto, reunir um
significativo potencial estimulatorio desta natureza, considerando-se a elevacdo do

percentual dessas células no sangue periférico de camundongos imunizados com o
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extrato proteico. Tal fato € extremamente importante no contexto das leishmanioses
tegumentares, tendo em vista as caracteristicas citoliticas desempenhadas por
células CD8" (DA-CRUZ et al., 2002).

Um estudo que utilizou o modelo de infeccdo causada por baixo niumero de
parasitas, demonstrou que as células CD8" s&o importantes para o controle primario
da infeccdo em cepas resistentes infectadas por L. major. Em tal modelo, as células
CD8" produzem INFy e promovem a mudanca inicial do fenétipo Th2 para uma
resposta do tipo Thl (BELKAID et al., 2002). O mesmo ja foi observado em células
de pacientes saudaveis cultivadas por 96 horas e estimuladas por L. amazonensis:
as células CD8" foram as primeiras a apresentarem marcadores de ativacio
importantes para a ativacdo Thl (POMPEU et al., 2001).

Tais propriedades das células T CD8" evidenciam seu papel na cura da forma
tegumentar da leishmaniose, assim como sua importancia na protecdo em casos de
reinfeccado da doenca. (COUTINHO et al., 1996; RUIZ; BECKER, 2007; TOLEDO et
al.,, 2001; KEMP et al.,1999; DA-CRUZ et al., 1994). Os nossos resultados sao
animadores, uma vez gque demonstram, em tese, a capacidade dos antigenos de P.
insidiosum ativarem linfocitos, tanto CD8" como CD4".

Em relacdo ao fendtipo CD4, seus niveis no grupo controle mostraram-se
acima do valor de cut-off, possivelmente, pelo fato de que no pool formado por
células esplénicas de dez camundongos, algum(ns) dele(s) poderia(m) apresentar
esse fendtipo inespecificamente elevado, contribuindo para o aumento do percentual
celular final neste grupo. Ainda assim, seus niveis foram maiores no grupo
imunizado com o extrato antigénico. Em camundongos, a resisténcia a infeccéo esta
relacionada a ativagio de células CD4" produtoras de IFNy, principalmente via IL-12,
enquanto a susceptibilidade esta relacionada a producéo de IL-4 pelas mesmas no
inicio da infeccdo (LOCKSLEYE et al, 1995). A contencdo e eliminacdo dos
parasitas dependem, portanto, diretamente destas células efetoras do fendtipo Thl.

Além da marcacdo de superficie no ex vivo, avaliamos também a
concentracdo de citocinas no sobrenadante de cultura de células para identificarmos
aquelas que estavam sendo efetivamente secretadas. Observou-se que a citocina
produzida em maior quantidade foi o INFy: com 600pg/ml. Ja a concentracao de IL-2
foi 150pg/ml; enquanto para IL-4 foi 177,5pg/ml e para IL-10 foi de 45pg/ml.

A razéo entre INFy/IL-4 e INFy/IL-10 demonstra uma producéo trés e treze

vezes maior de INFy, respectivamente. Desta forma, sete dias ap6s o término do
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esquema de imunizacdo, constata-se a existéncia de um perfil misto de citocinas
com tendéncia a polarizacao Thl, pois os niveis de IL-4 e IL-10 sdo menores que 0S
de IFN-y. Presume-se que se esta analise fosse procedida em um periodo de tempo
maior apd6s o término da imunizacao, definir-se-ia melhor o perfil de citocinas com
possiveis diminui¢des de IL-4 e IL-10, citocinas do perfil Th2.

O perfil misto de citocinas ja foi relatado também em outros estudos de
protecdo vacinal, como, por exemplo, com o uso de uma fracdo proteica de Candida
contra Staphylococcus aureus. Spellberg et al., (2008) observaram que a imunizagéo
protegeu camundongos contra a infeccdo pela bactéria mesmo com a presenca de
citocinas do perfil Th2. Como no nosso estudo, a razédo de células Th1/Th2 mostrou-
se proeminente para o fenétipo Thl.

A imunizagdo de camundongos com o extrato antigénico de P. insidiosum foi
capaz também de produzir baixos niveis de anticorpos IgG, o que pode sugerir que o
ramo da imunidade efetivamente atuante na inducdo da protecédo seja do tipo
celular. Outras classes de imunoglobulinas, por outro lado, podem estar presentes
em elevados titulos, como a IgE.

A imunoterapia e a imunoquimioterapia tém sido utilizadas como novas
abordagens no tratamento da leishmaniose. A imunoterapia tem a capacidade de
acelerar a resposta imune em pacientes imunocompetentes e de estabelecer uma
resposta satisfatoria nos imunossuprimidos. Ja na imunoquimioterapia, o que se
observa € que o imunoterapico aumenta a resposta imune em um efeito sinérgico e,
desta forma, possibilita a diminuigcdo da dose da quimioterapia, a qual muitas vezes
é toxica (EL-ON, 2009).

O desenvolvimento de farmacos e vacinas eficazes contra a leishmaniose
apresentam algumas dificuldades, visto que diferentes cepas e espécies causadoras
da doenca podem desenvolver diferentes padrbes de respostas imunoldgicas
(ASADPOUR et al.,, 2013). Por isso, 0 uso de uma substancia que possa ser
empregada como adjuvante e estimuladora da resposta imune celular € de extrema
importancia para o desenvolvimento de métodos alternativos e/ou auxiliares na
prevencao ou tratamento da doenca.

O sucesso da terapia em animais e pacientes com o uso da VPl em casos de
pitiose fornecem evidéncias suficientes para investigacdbes do seu papel
imunomodulador na leishmaniose, assim como em outros tipos de infeccbes

causadas por patdégenos intracelulares.
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9. CONCLUSAO

1. A demonstracdo de bandas proteicas obtidas por meio da eletroforese em gel
de poliacrilamida evidenciou que o extrato antigénico de P. insidiosum estava

integro e, portanto, assegurou seu uso em nossos experimentos;

2. A demora na manifestacédo do desenvolvimento de edema e de ulceracdes no
grupo imunizado com o0 extrato proteico de P. insidiosum sugere a
imunomodulacdo promovida pelo extrato e seu papel na estimulacdo e
ativacdo da resposta imune celular, primordial para o exterminio do patégeno

intracelular;

3. A presenca de citocinas IFN-y e IL-10, principalmente, sugere um perfil misto
de citonas induzidas pelo extrato de P.insidiosum. Porém, os valores
aumentados da razao entre as citocinas INFy/IL-4 e INFy/IL-10, indicam uma

tendéncia ao deslocamento para o perfil Thl;

4. A baixa quantidade de imunoglobulinas 1gG presente no soro de animais
imunizados contra antigenos presentes no extrato antigénico confirma, em

tese, a tendéncia para o predominio do fenétipo Thi,

5. A producio proeminente de IFNy principalmente pelas células CD8" sugere,
como em outros estudos, um papel importante destas células na protecao

contra infeccao por L. major;
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10. PERSPECTIVAS

O presente estudo teve por objetivo central demonstrar que antigenos de P.
insidiosum possuem importante efeito modulador na imunidade celular servindo
assim, como base para a validacdo do uso do extrato antigénico como agente
vacinal, imunoterapéutico ou adjuvante. Entretanto, outras analises tornam-se
necessarias para o pleno esclarecimento de outras propriedades imunobioquimicas

do extrato antigénico em questao:

1. Obtencdo de uma fracdo molecularmente definida que contenha as

principais atividades imuomoduladoras do extrato antigénico;

2. Realizar um estudo de predicdo de epitopos capazes de induzir a

estimulacao de células T e B, através de estudos de imunoprotedmica;

3. Definir o significado imunoldgico da presenca de IgE ja& demonstrado por
outros autores como um importante marcador da atividade humoral em

animais imunizados com antigenos de P. insidiosum;

4. Investigacdo do potencial imunomodulador em outros modelos de infeccéo

intracelular em que h&a predominio da resposta Th2.
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