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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitas protozoarios intracelulares da espécie
Leishmania e endémicas em 88 paises no mundo. A aquisi¢do de imunidade duradoura apos
a cura da infeccéo causada por Leishmania major, induzindo protecdo contra a re-infeccéo
pelo parasita, indica a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina contra a doenca.
Neste trabalho, proteinas ribossomais de Leishmania (LRPs) foram purificadas das espécies
L. infantum e L. amazonensis e utilizadas como imundgenos vacinais, associadas a
saponina, como adjuvante, em camundongos BALB/c para avaliar a eficacia de protecédo
induzida contra a infeccdo com L. amazonensis. Foi observado que as imuniza¢Ges com
LRPs/saponina foram capazes de induzir uma resposta imune celular do tipo Thl antes do
desafio, que foi primada pela producdo de IFN-y, 1L-12p70, GM-CSF e pela presenca de
anticorpos do isotipo 1gG2a especificos as LRPs. Ap6s a infec¢cdo desafio, observou-se uma
reducdo significativa na carga parasitaria nas patas infectadas, linfonodos drenantes e no
baco dos animais imunizados, quando comparados aos grupos salina e saponina. A protecédo
contra a infecgdo foi associada a producéo elevada de IFN-y, 1L-12p70 e GM-CSF e baixa
producdo de IL-4 e IL-10; sendo a producdo de IFN-y ocorreu preferencialmente por
linfocitos T CD4" e foi amplamente dependente da presenca de 1L-12. Pode-se concluir que
proteinas ribossomais sdo conservadas entre espécies de Leishmania causadoras de
Leishmaniose Tegumentar e Visceral, e que as mesmas sao capazes de ofertar protecao
heterologa contra a infecgdo experimental por Leishmania; podendo-se constituir em bons

candidatos para compor uma vacina pan-Leishmania.



Palavras-chave: Leishmania amazonensis, VVacinas, Proteinas Ribossomais de Leishmania,
Protecdo Heterdloga.
ABSTRACT

The leishmaniases are diseases caused by protozoa of the Leishmania species, and are
endemic in 88 countries in the world. The acquisition of last-longing immunity after cure of
leishmaniasis caused by L. major, culminating in protecting against re-infection, indicate
the possibility of developing a vaccine against the disease. In this study, Leishmania
ribosomal proteins (LRPs) were purified from L. infantum and L. amazonensis and used as
a vaccinal immunogen associated with the saponin adjuvant in BALB/c, in order to
evaluate the efficacy of protection against challenge infection with L. amazonensis. It was
observed that the immunization using LRPs/saponin was able to induce a Thl cellular
response before challenge, that was primed by high production of IFN-y, IL-12p70, GM-
CSF and by the presence of specific-LRPs IgG2a antibodies. After challenge, it was
observed a significant reduction in the parasite burden in the infected footpad, draining
lymph nodes ans spleen of the immunized animals, when compared to the saline and
saponin groups. The protection was correlated to an IL-12-dependent production of IFN-Y
by CD4" and CD8" T cells. In mice challenged with L. amazonensis, lower levels of anti-
parasite specific antibodies were detected. Thus, it can be concluded that LRPs are
conserved between different Leishmania species and that LRPs plus saponin fits the

requirements to compose a pan-Leishmania vaccine.

Keywords: Leishmania amazonensis, Vaccine, Leishmania Ribosomal Proteins,

Heterologous Protection.
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Introducéo

1. Introducgao

As leishmanioses sdo doencas endémicas em varios paises do mundo. Estima-se que
cerca de 380 milhdes de pessoas encontram-se expostas aos riscos de infeccdo e que 12
milhdes sejam clinicamente afetadas pela doenca. Segundo levantamentos da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), cerca de 1,5 a 2,0 milhdes de novos casos ocorrem a cada ano,
dos quais cerca de 1,0 a 1,5 milhdes correspondam a casos de Leishmaniose Tegumentar e
cerca de 500.000 casos de Leishmaniose Visceral (LV) sdo registrados (Desjeux, 1996;
WHO, 2003). Dessa forma, a OMS, caracterizou as leishmanioses como uma das seis
principais endemias no mundo (WHO, 2003). Ainda, nosso pais é responsavel por cerca de
90% dos casos registrados de LV no Continente Americano, fato que tornam as
leishmanioses um importante problema de Salde Publica e que requer, dessa forma,
atencdo especial por nossas autoridades competentes (Grimaldi & Tesh, 1993).

As formas clinicas mais comuns de leishmanioses causadas pela espécie Leishmania
amazonensis sdo as leishmanioses cutdnea e cutaneo-difusa (Garcez et al., 2002).
Entretanto, Abreu-Silva et al. (2004), utilizando camundongos BALB/c experimentalmente
infectados com essa espécie do parasita, demonstraram que o perfil da doenca desenvolvida
nos animais, por meio de achados parasitolégicos, foi compativel com aquele encontrado na
LV murina. Barral et al. (1991) também identificaram, por meio de analises genotipicas,
essa espécie do parasita em 41 pacientes humanos diagnosticados com LV no Estado da
Bahia, demontrando assim a gravidade da doenca que pode ser gerada por L. amazonensis.

Em modelos murinos, ap6s a cura da leishmaniose cutanea causada por L. major, 0s
animais adquirem imunidade contra a re-infeccdo. Tal fato tem estimulado experimentos
visando o desenvolvimento de vacinas que possam atuar no controle mais efetivo da
infeccdo (Scott et al., 1987; Reed & Campos-Neto, 2003). Preferencialmente, antigenos
vacinais devem ser compartilhados por diferentes espécies do parasita e serem
imunogénicos na maior parte delas, alem da possibilitarem ofertar protecdo cruzada contra
outras espécies de Leishmania (Beyrodt, et al, 1997).

Em relagdo a resposta imune polarizada observada em leishmanioses, o modelo
mais bem estudado até o presente momento envolve camundongos BALB/c e a espécie L.

major (Wilson et al., 2005). A infec¢do progressiva é observada nos animais e caracterizada
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pela expansdo de linfdcitos do tipo Th2 produtores de IL-4, IL-10 e IL-13. Ao contrario, a
expansao de células do tipo Thl em linhagens de camundongos resistentes, tais como o
C3H, prima pela producdo de citocinas como IL-12 e IFN-y que induzem ao fenétipo de
cura da doenca (Heinzel et al., 1991, Scott et al., 1988, Scott, 1993).

Na década de 50, formas vivas do parasita L. major, introduzidas em pequeno
namero e em regiBes ndo-expostas do corpo, foram administradas em individuos com o
intuito de que os mesmos desenvolvessem uma les&o cuténea unica no local da injecéo, que
apresentasse cura espontanea e ofertasse protecdo duradoura contra a re-infeccéo
(Khamesipour et al. 2005). Tal técnica, denominada de Leishmanizacdo, deixou de ser
recomendada pela OMS ap6s a verificacdo de que uma porcentagem significativa dos
individuos infectados ndo apresentava cura espontanea e necessitava de tratamento médico
(Ghalib & Modabber, 2007).

Posteriormente, formas vivas atenuadas, extratos brutos, semi-purificados e/ou
purificados e, mais atualmente, com o avango das técnicas biomédicas, as proteinas
recombinantes, os plasmideos de DNA e peptideos sintéticos, vém sendo estudados na
tentativa de se desenvolver uma vacina contra as leishmanioses (Button & McMaster, 1988;
Fernandes et al., 1997; Sjolander et al., 1998; Stager et al., 2000; Rafati et al., 2001;
Fragaki et al., 2001; Oliveira da Silva et al., 2001; Coelho et al., 2003; Aguilar Be et al.,
2005; Tewary et al., 2006; Garcia et al., 2005; Khoshgoo et al., 2008; Ahmed et al., 2009).

Paralelamente, na leishmaniose visceral canina (LVC), a resposta imune do céo é
baseada, principalmente, na producdo de niveis elevados de anticorpos especificos ao
parasita, a maioria dos quais sdo produzidos frente a proteinas conservadas de Leishmania,
das quais destacam-se as proteinas de choque térmico (HSP) (MacFarlane et al., 1990),
tubulinas (Paterakie et al., 1983) e histonas (Soto et al., 1992). Tais proteinas desempenham
importantes fungbes durante a infeccdo no hospedeiro mamifero e, particularmente, no
desenvolvimento da doenca exercendo, dessa forma, um papel fundamental frente ao
sistema imune do animal (Soto et al., 1993).

Soto et al. (1993) caracterizaram proteinas ribossomais de Leishmania (LRPs) como
proteinas capazes de direcionar a resposta imune do animal infectado induzindo a produgéo
de niveis significativos de anticorpos especificos frente as mesmas. Tais proteinas sdo

altamente conservadas entre as diferentes espécies de Leishmania e, funcionalmente,
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participam da regulacdo da sintese protéica pelo parasita. Em eucariotos, as LRPs
compreendem trés grupos de proteinas: PO, P1 e P2; nas quais os grupos P1 e P2 formam
homodimeros e sdo ligados nos ribossomos através da PO.

A utilizacdo de amostras de soro de cdes com LV infectados pela espécie L.
infantum permitiu caracterizar a importancia antigénica das LRPs durante a doenca ativa,
uma vez que niveis elevados de anticorpos especificos as mesmas foram encontrados nos
animais doentes (Soto et al., 1993, Coelho et al., 2010).

Paralelamente, a administracdo de algumas LRPs associadas a adjuvantes de
resposta imune Thl foi capaz de induzir uma resposta imune protetora quando empregada
em modelos murinos. Nesse sentido, a imunizacdo de camundongos BALB/c com a
proteina PO de L. infantum, administrada sob a forma de proteina recombinante associada
aos CpG-ODNs ou na forma de plasmideos de DNA, foi capaz de induzir protecdo
heter6loga nos animais contra a infeccdo com L. major (Iborra et al., 2003; Iborra et al.,
2005). Em paralelo, quando o extrato das LRPs, purificadas de L. infantum, foi utilizado
como imundégeno vacinal em camundongos BALB/c, observou-se que as mesmas foram
também capazes de induzir protecdo contra a infec¢do causada por L. major (Ramirez et al.,
2010; Iborra et al., 2008).

No presente trabalho, LRPs obtidas de L. infantum (LiRPs) foram utilizadas como
antigenos vacinais em protocolos de imunizacdo de camundongos BALB/c, contra a
infeccdo experimental com L. amazonensis. Paralelamente, as LRPs de L. amazonensis
(LaRPs) foram purificadas e também utilizadas como antigenos vacinais em protocolos de
imunizagdo de camundongos BALB/c, contra a infecgdo experimental com L. amazonensis,
no intuito de se comparar a protecdo, por ventura obtida, utilizando as diferentes LRPs,

contra essa importante espécie causadora de leishmanioses em nosso pais.
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2. Revisao da Literatura

2.1.Aspectos gerais

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitas protozoarios do género
Leishmania. S8o consideradas endémicas em 88 paises, concentrando-se principalmente
nos paises em desenvolvimento, como no Brasil, Continente Africano e na india. Cerca de
380 milhdes de pessoas estdo expostas aos riscos da infeccdo pelo parasita e estimam-se
que ocorram 2 milhdes de novos casos a cada ano (WHO, 2006). O género Leishmania
abrange 30 espécies do parasita e cerca de 20 sdo patogénicas ao homem e cdo (Cupolillo et
al., 2000).

2.2.A etiologia e o ciclo bioldgico do parasita

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania,
parasitas pertencentes ao Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem
Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae. O vetor transmissor € um inseto da Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencente aos géneros
Phlebotomus, em paises do Velho Mundo e Lutzomyia, nas Américas, sendo que apenas a
fémea tem habitos hematdfagos e é capaz de transmitir o parasita ao hospedeiro mamifero
(Grimaldi & Tesh, 1993).

A transmissdo do parasita Leishmania ocorre ap6s a picada do vetor fleb6tomo,
guando o vetor pode ingerir, junto com o sangue do hospedeiro mamifero, células
parasitadas por formas amastigotas do parasita. As células infectadas podem se romper no
intestino do vetor liberando os parasitas que, rapidamente, transformam-se em formas
promastigotas prociclicas. Essas se multiplicam no trato digestivo médio e anterior do vetor
e assumem a forma de paramastigotas, que se aderem ao epitélio do es6fago e faringe pelos
hemidesmossomas. Ao se soltarem do epitélio, evoluem para formas promastigotas
metaciclicas, formas altamente infectivas. Tais formas sdo moveis, ageis e se dirigem para a

parte anterior do aparelho bucal, onde se aderem, sendo essa a forma infectante do parasita
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para o hospedeiro mamifero. Quando o vetor, agora infectado, realiza novo repasto
sanguineo, este pode inocular formas promastigotas metaciclicas junto com sua saliva.
Apds a entrada das formas promastigotas nas células do sistema fagocitico-mononuclear,
dentre as quais se destacam os macrofagos; o parasita perde seu flagelo no vacuolo
parasitoforo e converte-se nas formas amastigotas, que passam a se multiplicar no interior
do vacuolo. As multiplicacdes sucessivas podem resultar no rompimento da célula e,
consequentemente, a liberacdo dos parasitas, que podem ser fagocitados por novas células,
dando continuidade a infeccdo no hospedeiro mamifero (Pessda & Martins, 1988; Medeiros
et al., 2005).

A mastigota intracelnlar

Ouiros macrofagos Fagocitos

Fagneitose Mlacrofago

\Picada do vetor Vetor iransmissor Picada do vetor l
L J
B Amastigotas @ Q
P
<w e

Promastigntas metaciclicas

Citodiferenciagiio -
\ Proveastigntas procicheas Afcmﬁ;aﬂ
- —
ot
7 .

Proliferagio no vetor

Figura 1: Ciclo biolégico do parasita Leishmania. As formas promastigotas do parasita sdo transmitidas
para 0 hospedeiro mamifero apés a picada de um vetor flebotomineo infectado. Uma vez no hospedeiro
vertebrado, os parasitas podem ser fagocitados por células do sistema fagocitico-mononuclear e transformar-
se em formas amastigotas, que se multiplicam e podem levar ao rompimento da célula infectada e posterior
disseminacdo, infectando outras células. O vetor é infectado ao realizar o repasto sanguineo neste hospedeiro
e ingerir aliquota de sangue contendo células parasitadas, que poderdo liberar os parasitas e 0s mesmos se
multiplicar no trato alimentar do vetor. Adaptado de Handman (2001).
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2.3.Manifestagdes clinicas das leishmanioses

A evolucéo clinica das leishmanioses é determinada, principalmente, pela espécie
infectante do parasita, pelas caracteristicas genéticas e pela imunidade inata do hospedeiro
mamifero (Hommel et al., 1995).

As leishmanioses podem ser classificadas em duas grandes categorias clinicas: a
leishmaniose tegumentar (LT), que compreende as formas cutaneas, muco-cutanea e
cutaneo-difusa, e a leishmaniose visceral (LV) (Kane & Mosser, 2000).

A leishmaniose cutanea (LC), a forma clinica mais comum da doenca, caracteriza-se
pela presenca de uma lesdo Unica nos pacientes. Normalmente, é causada por L.
braziliensis, L. amazonensis, L. mexicana, L. lainsoni e L. guyanensis nas Americas e por
L. major, L. tropica e L. aethiopica em paises do Velho Mundo (Ashford, 2000).

Na leishmaniose muco-cutanea (LMC), uma forma clinica debilitante de
leishmaniose, h& ocorréncia de lesdes no nariz, na boca e garganta, que podem evoluir a
lesbes desfigurantes. Espécies como L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L.
mexicana podem causar essa forma da doenca (Weigle & Saravia, 1996).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD), uma forma anérgica e ndo-ulcerativa da
doenca, caracteriza-se pela presenca de lesfes disseminadas em diversas regiées do corpo,
sendo associada a uma fraca resposta imune celular pelo paciente. As lesbes podem tornar-
se cronicas, debilitando o paciente. E, normalmente, causada pelas espécies L. mexicana, L.
venezuelensis e L. amazonensis (Grimaldi & Tesh, 1993).

A LV, uma forma clinica de leishmaniose que acomete as visceras do paciente e &,
invariavelmente, fatal, quando ndo tratada; é causada pelas espécies L. donovani, L.
infantum e L. chagasi (Roberts et al., 2000). Vale ressaltar que as espécies L. infantum e L.
chagasi sdo consideradas genotipicamente idénticas (Mauricio et al., 2000).

As formas clinicas mais comuns de leishmanioses causadas por L. amazonensis Sao
a LC e LCD (Garcez et al.,, 2002). Abreu-Silva et al. (2004) demonstraram que
camundongos BALB/c infectados experimentalmente com L. amazonensis desenvolveram
manifestacbes patoldgicas similares as encontradas na LV. Caso similar foi também

descrito por Barral et al. (1991) em pacientes humanos com LV, no estado da Bahia, onde
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estudo de genotipagem revelaram que 41 individuos acometidos pela doenca estavam
infectados por L. amazonensis, demontrando assim a gravidade da doenga que pode ser
gerada por tal espécie de Leishmania.

2.4.0 diagnéstico, tratamento e controle da doenca

O diagnostico inicial da LT é realizado pela avaliacdo de pardmetros clinicos e
epidemioldgicos, porém, para um diagnostico definitivo, ha a necessidade da realizacdo de
exames parasitologicos, que visam a identificacdo da espécie infectante. Analises
microscopicas de aspirados de lesdes ou de cortes histologicos em laminas, a inoculacéo de
aspirados de tecidos infectados em hamsters e a cultura de fragmentos de tecidos sdo 0s
métodos mais utilizados (Tavares et al., 2003).

O diagnéstico da LV é dificultado pela semelhanca dos sintomas clinicos com outras
doengas de incidéncia mais comum, como a maléria e tuberculose (Rees & Kager, 1987;
Kemp, 1997). O diagnostico inicial é baseado na deteccdo de anticorpos especificos aos
antigenos do parasita nas amostras de soro dos pacientes (Tavares et al., 2003). Nestes
casos, a Andlise de Imunoadsorcdo por Ligacdo Enzimatica (ELISA) e o teste de
aglutinacéo direta (DAT) sdo utilizados, porém, ndo apresentam a capacidade de diferenciar
pacientes com a doenca assintomatica, na sua forma ativa ou ja curada (Harith et al., 1986).
Testes parasitoldgicos, através da cultura de aspirados do baco e da medula 6ssea, sdo
utilizados para o diagndstico definitivo, embora se apresentem como métodos invasivos.
Outros testes, como a reacdo de imunofluorescéncia (RIFI), o Western-Blotting e a Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo também utilizados (Manson-Bahr, 1987; Reed, 1996).

O tratamento clinico das leishmanioses deve ser realizado para se evitar a
mortalidade causada pela LV e reduzir a morbidade provocada pelas leses desfigurantes
nas formas mais graves de LT. A aplicacdo de compostos antimoniais pentavalentes, dos
quais, o Estibogluconato de sédio (Pentostam®, Glaxo Wellcome, Inglaterra) e o N-metil
antimoniato de meglumina (Glucantime®, Rhéne Poulenc Rorer, Franca) é o método mais
utilizado no tratamento (Franke et al., 1990). O uso desses farmacos, porém, pode provocar
efeitos colaterais graves nos pacientes. Altas doses diarias, necessarias no curso do

tratamento, podem causar fadiga, artralgias, mialgias, além de toxicidade renal, hepatica e
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cardiaca. H4, tambem, a dificuldade de transporte dos pacientes, normalmente residentes
em &reas rurais até os centros mais especializados de Saude, além do custo elevado dos
farmacos, nem sempre custeados pelos pacientes, uma vez que esses, geralmente, possuem
baixo poder aquisitivo (Grogl et al., 1991; Carvalho et al., 2002).

Pelas dificuldades inerentes ao tratamento das leishmanioses, pelo aumento do
nimero de casos de resisténcia do parasita e de recidivas a doenga; o controle da
transmissdo do parasita pode constituir-se em uma alternativa importante. Tal controle,
porém, € uma tarefa dificil devido a grande variedade de espécies do parasita, além disso,
as leishmanioses apresentam-se como uma doenga zoonotica que € mantida, em sua grande
maioria, em ciclos naturais envolvendo vetores e reservatorios silvestres. H4, tambem, a
capacidade de adaptacdo do parasita que, mesmo na auséncia de seu reservatorio natural,
pode sobreviver em outros hospedeiros encontrados em seu habitat (Kamhawi, 2000;
Desjeux et al., 2004).

2.5.Imunologia das leishmanioses

A resisténcia a infeccdo contra Leishmania parece estar relacionada a imunidade
celular, representada pela producéo de IFN-y, nos hospedeiros mamiferos (Scott, 2003).

A importancia do desenvolvimento de linfocitos T (LT) CD4" do tipo Thil e
linfocitos T CD8" no balango entre as linhagens celulares Th1/Th2 foi demonstrada em
modelos murinos infectados com L. major (Sacks & Noben-Trauth, 2002). Os estudos
demonstraram a associacao entre a resisténcia a infeccdo por L. major e o desenvolvimento
de uma resposta Thl, caracterizada pela producdo de citocinas como IFN-y e IL-12. J4 a
susceptibilidade a infeccdo parece ser devido ao desenvolvimento de uma resposta Th2,
mediada pela producdo de citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13. Em camundongos
resistentes a infeccdo por L. major, células dendriticas produtoras de IL-12 migram
rapidamente para o local da infeccdo. As células tém a capacidade de interagir com o
parasita nos linfonodos drenantes e com LT Thl que expressam o receptor funcional de IL-
12 (IL-12R) (Scott, 2003).

Algumas linhagens de camundongos, como C57BL/6, C57BL/10, C3H e CBA, séo

resistentes & infeccdo por L. major, mesmo quando um grande niimero de parasitas (107) é
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inoculado pela via subcutdnea nos animais; enquanto outras linhagens, como BALB/c e
SWR/J, apresentam um perfil de susceptibilidade. Camundongos BALB/c s&o utilizados
como modelo de infeccdo para o estudo de candidatos vacinais contra algumas espécies de
Leishmania, como L. chagasi, L. major e L. amazonensis (Sacks & Noben-Trauth, 2002;
Wilson et al., 2005).

2.6.Resposta imune na infeccao com L. amazonensis

Diferencas no desenvolvimento clinico da doenca causada por L. major ou L.
amazonensis sugerem que diferentes aspectos da resposta imune podem estar envolvidos
nas infeccbes por tais espécies. Nesse sentido, 0s mecanismos responsaveis pela
susceptibilidade e patogénese da infeccdo por L. amazonensis ainda ndo estdo
completamente elucidados (Soong et al., 1997; Campbell et al., 2004).

A fim de identificar o grau de envolvimento da resposta celular a L. amazonensis,
Soong et al. (1997) demonstraram que a ativacdo de LT CD4+, além de facilitar o
recrutamento de células para o sitio de infeccdo, foi essencial para a patogénese verificada
em modelos murinos. Tais células foram capazes de produzir citocinas que regulam o
recrutamento local de linfocitos e, uma vez que a multiplicacdo de Leishmania sp. ocorre
preferencialmente em macréfagos imaturos, tal estratégia poderia beneficiar o parasita, em
detrimento do hospedeiro (Soong et al., 1997).

A susceptibilidade a infeccdo com L. amazonensis tem sido associada a producédo de
baixos niveis de IFN-y (Afonso & Scott, 1993). Entretanto, a inoperancia dos mecanismos
efetores, com prejuizo para a ativacdo de macrdfagos, conduz a progressdo da doencga nos
hospedeiros infectados com tal espécie do parasita. Aparentemente, as populacbes de LT
CD4+ e CD8+ ndo sdo ativadas, sugerindo que possa estar ocorrendo uma evasdo da
resposta imune do hospedeiro (Ji et al., 2002). Assim, estudos envolvendo a infeccdo com
L. amazonensis sugerem que a doenca progressiva, verificada no modelo murino, seja
devido a falha na inducdo inicial da producdo de citocinas e quimiocinas com perfil de
protecdo, ou seja, importantes para o desenvolvimento da resposta Thl; o que acaba por
conduzir a um estado de inoperancia do sistema imune do animal frente ao parasita (Ji et
al., 2002).
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Camundongos C57BL/10, embora resistentes a infeccdo com L. major, séo
susceptiveis a infeccdo com L. amazonensis. O perfil de susceptibilidade € similar ao perfil
desenvolvido em camundongos BALB/c, nos quais o desenvolvimento da resposta Th2 ndo
parece ser essencial ao fenotipo de susceptibilidade ao parasita. A auséncia da expressao de
IL-10, verificada em camundongos knockout para esta citocina, aparentemente nao
influencia na resolucdo das lesdes cronicas, uma vez que ndo é suficiente para aumentar a
producdo de IFN-y. Esses resultados sugerem que, durante a infec¢cdo com L. amazonensis,
mecanismos alternativos a producéo de IL-10 sejam desencadeados e capazes de limitar a
producdo de IFN-y (Jones et al., 2002).

2.7.Desenvolvimento de vacinas

Ao longo das ultimas décadas, preparacdes vacinais diversas tém sido propostas e
estudos tém sido conduzidos com a finalidade de se desenvolver uma vacina que apresente
resultados satisfatorios na protecdo contra Leishmania. As preparacfes testadas
cronologicamente incluem desde formas promastigotas mortas pelo calor ou por fenol,
associadas a diferentes adjuvantes; passando por promastigotas vivos atenuados ou
irradiados (Handman, 2001); antigenos semi-purificados ou purificados sob a forma de
proteinas nativas ou recombinantes (Wilson et al., 1995; Paraguai-de-Souza et al., 2001;
Coelho et al., 2003; Zanin et al., 2007); vetores de expressao em eucariotos (plasmideos de
DNA); sistemas de expressao de imundgenos em bactérias e virus e utilizacdo de peptideos
sintéticos (Méndez et al., 2001; Gonzalo et al., 2001; Ramiro et al., 2003; Sukumaran et al.,
2003; Aguilar-Be et al., 2005; Marques-Da-Silva et al., 2005).

Um antigeno candidato a vacina deve, preferencialmente, ser compartilhado por
diferentes espécies do parasita, ser imunogénico contra a maioria dessas espécies e ndo
interferir na imunogenicidade induzida por outros antigenos (Beyrodt, et al, 1997).

A escolha de um antigeno para utilizacdo em uma vacina é regida, principalmente,
pela imunogenicidade da proteina e dos epitopos que a constituem, podendo servir ou nao
como fatores protetores ou, ao contrario, ser um mecanismo para evadir a resposta imune
do hospedeiro. O desenvolvimento de vacinas recombinantes (proteina purificada ou

plasmideo de DNA), ou mesmo vacinas contendo peptideos sintéticos; apresenta a
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vantagem de permitir a utilizacdo de epitopos determinados e caracterizados, uma vez que €
possivel modificar tais moléculas e evitar os inconvenientes de epitopos ndo necessarios ao
desenvolvimento de protecdo contra 0 parasita; como mecanismos supressores, alérgicos
e/ou auto-imunes (Handman, 2001; Skeiky et al., 2002).

Dentre os antigenos candidatos a vacina e extensivamente estudados, citam-se as
glicoproteina (gp) de 63 kiloDaltons (kDa) (gp63), gp46 ou antigeno de superficie do
parasita 2 (PSA-2), proteina homologa a receptores da proteina-cinase C em Leishmania
(LACK), antigenos amastigota-especificos como A2, P4 e P8; o antigeno flagelar de L.
chagasi 1 (LCR1), ligante fucose-manose (FML), bem como as fracGes protéicas
constituintes da Leishvacin® (proteinas de peso molecular variando de 42 a 160 KDa) (Xu
& Liew, 1995; Julia et al., 1999; Ghosh et al., 2001; Paraguai-de-Souza et al., 1994;
Cardoso et al., 2003).

A obtencdo e purificacdo destes antigenos, bem como a caracterizacao da resposta
imune induzida por eles, constituem o objeto de diversos estudos. Antigenos recombinantes
tém sido avaliados através de diferentes protocolos e preenchem parcialmente os requisitos
para serem empregados como vacinas contra as leishmanioses. Alguns desses antigenos ja
foram testados, inclusive sob a forma de vacinas de DNA (Xu & Liew, 1995; Gurunhatan
et al., 1997; Campbell et al., 2003; Ahmed et al., 2004; Sukumaran & Madhubala, 2004;
Aguilar-Be et al., 2005).

2.8.Proteinas Ribossomais de Leishmania (LRPSs)

Evidéncias sugerem que proteinas ribossomais de Leishmania sdo moléculas
imunologicamente relevantes durante a infec¢do ativa por esse protozoario. Na infeccao
com L. infantum, niveis elevados de anticorpos especificos a proteinas conservadas de
Leishmania s@o encontrados, dentre as quais destacam-se a proteina de choque térmico de
70 KDa (hsp70), H2A e proteinas acidas ribossomais (Requena et al., 2000).

Por meio de “screening” realizado em uma biblioteca de cDNA de L. infantum,

clones com elevada similaridade para com os genes codificadores de proteinas &cidas
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ribossomais foram identificados e chamados de proteinas “P” (Soto et al, 1993). Os clones
identificados foram denominados de LiP e LiP’ e, posteriormente, re-classificados como
LiP2a e LiP2b, devido a sua elevada similaridade com a proteina P2 de eucariotos (Soto et
al., 1995).

Ribossomos eucarioticos possuem, aproximadamente, 70 proteinas sendo que 30
delas estdo presentes na sub-unidade menor e 40 na sub-unidade maior. As proteinas da
sub-unidade maior sdo divididas em 7 grupos (A60, B60, C60, D60, E60, F60 e G60)
(Tsurugi et al., 1976). Ja as da sub-unidade menor sdo divididas em 5 grupos (A40, B40,
C40, D40 e E40) (Collatz et al., 1977). Proteinas acidas ribossomais encontram-se no grupo
A60 e localizam-se em uma protuberancia lateral dos ribossomos (Tsurugi et al., 1978). Séo
caracterizadas por um baixo ponto isoelétrico e, por isso, sdo chamadas de proteinas acidas,
sendo fosforiladas por proteinas cinases, e denominadas proteinas “P”. As proteinas “P”
formam um complexo pentamérico composto pos duas unidades P1, duas P2 e uma PO
(Tchorzewski, 2002).

A partir da identificagdo das proteinas “P” de Leishmania, as mesmas foram
avaliadas quanto a sua possivel utilizacdo para o diagndstico e/ou vacinas contra as
leishmanioses.

Por meio do mapeamento de epitopos da proteina P2, foi demonstrado que seu
reconhecimento por anticorpos presentes no soro de cdes com LV n&o ocorre na regido do
C-terminal conservada e, assim, ndo demonstra reatividade cruzada com proteinas P2 de
Trypanosoma cruzi; da P2 no lapus ou da P2 humana, que reconhecem a regido C-terminal
(Soto et al, 1995), dessa forma, demonstram o potencial de tal proteina para o diagnostico
da LV. Avaliando-se a imunogenicidade da P2, foi verificado que a imunizacdo de
camundongos BALB/c com a proteina recombinante P2, denominada de “LiP2a”, foi capaz
de induzir uma resposta imune celular e humoral que foi capaz de proteger os animais
contra a infecgé@o desafio (Soto et al., 2000).

Paralelamente, a proteina PO de L. infantum foi clonada e -caracterizada,
apresentando uma regido C-terminal com pouca similaridade em relacdo as proteinas de
outros eucariotos (Soto et al.,, 1993). O mapeamento de epitopos mostrou que 0
determinante antigénico dessa proteina é uma regido proxima a por¢do C-terminal (Soto, et

al, 1995b). A administragcdo da proteina LiPO como vacina de DNA foi capaz de induzir
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protecdo parcial em camundongos BALB/c contra o desafio com L. major. Houve uma
reducdo no tamanho da lesdo e na carga parasitaria na pata e nos linfonodos drenantes dos
animais. A protecdo foi relacionada a producao de IFN-y, principalmente, por linfécitos T
CD4" (Iborra, et al, 2003). A mesma proteina, sob a forma recombinante e administrada
junto a oligodeoxinucleotideos ODN-CpGs, como adjuvantes de resposta Thl, foi caapz de
induzir protecdo em camundongos C57BL/6 contra o desafio com L. major, protecdo essa
correlacionada com a producéo de IFN-y por linfocitos T CD4" e foi 1L-12-dependente.

A co-administracdo do complexo formado pelas LRPs de L. major, quando
associado ao adjuvante ODN-CpGs, induziu protecdo em dois modelos experimentais de
LT, tanto utilizando uma quantidade elevada de parasitas inoculados na pata de
camundongos BALB/c pela via subcutdnea, quanto com uma uma baixa dose de parasitas
inoculados na orelha de camundongos C57BL/6 e por via intradérmica. Em ambos o0s
casos, houve protecdo nos animais imunizados contra a infecgéo por L. major (Iborra, et al,
2008).

As LRPs provenientes de L. infantum foram recentemente avaliadas para o
diagnostico soroldgico de LV canina (LVC) causada pelas espécies L. infantum e L.
chagasi. Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados mostraram que tanto as
LRPs quanto o extrato protéico solivel (SLA) dos parasitas apresentaram sensibilidade
similar para cdes com LV sintomatica, entretanto, para a deteccdo dos casos de animais
com com LV assintomética, as LRPs mostraram melhor sensibilidade, aléem de maior
especificidade quando os soros de cdes com outras parasitoses foram incluidos nas analises
individuais (Coelho et al., 2009).

Desta forma, neste trabalho, LRPs purificadas a partir de duas espécies distintas de
Leishmania, L. infantum (LiRPs) e L. amazonensis (LaRPs), foram utilizadas como
imundgenos vacinais em protocolos de imunizacdo de camundongos BALB/c, contra a
infeccdo experimental com L. amazonensis, com o objetivo de verificar, inicialmente, a
eficacia protetora dois imundgenos, bem como comparar a eficacia de cada um dos
modelos de antigenos vacinais utilizados para conferir prote¢cdo contra uma importante

espeécie causadora de amplo espectro clinico de leishmanioses, no caso, L. amazonensis.
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3. Objetivos

3.1.0bjetivo geral

Avaliar e comparar os niveis de protecdo induzidos em camundongos BALB/c
imunizados com proteinas ribossomais purificadas de L. infantum (LiRPS) ou de L.

amazonensis (LaRPs) contra a infeccdo experimental com L. amazonensis.

3.2.0bjetivos especificos

e Imunizar grupos de camundongos BALB/c (n=6, por grupo) com as LiRPs
associadas a saponina, como adjuvante, ou apenas com saponina. A inoculacdo de

PBS sera utilizada como controle da infecgéo.

e Avaliar a resposta imune celular e humoral geradas pela imunizacdo com as
LiRPs/saponina, por meio da dosagem das citocinas IFN-y, IL-12p70, GM-CSF, IL-
4 e IL-10, e da deteccdo dos anticorpos e IgG total, IgG1 e IgG2a especificos as
proteinas ribossomais e ao extrato dos parasitas.

e Realizar a infeccdo desafio dos camundongos com 1x10° promastigotas em fase

estacionaria de crescimento de L. amazonensis pela via subcutanea.

e Avaliar a eficacia protetora das LiRPs por meio da avaliacdo semanal do
desenvolvimento de lesbes nas patas infectadas e da quantificacdo da carga
parasitaria na pata infectada, no bacgo e figado dos animais imunizados e desafiados

com L. amazonensis.

e Avaliar a resposta imune celular e humoral geradas apds a infeccdo desafio por
meio da dosagem das citocinas IFN-y, 1L-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10, e da
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deteccdo dos anticorpos 1gG total, IgGl e IgG2a especificos as proteinas

ribossomais e ao extrato dos parasitas.

Realizar a dosagem de éxido nitrico (NO) pelo método de Griess.

Avaliar o perfil protéico de expressao das proteinas ribossomais purificadas de L.

amazonensis e L. infantum.

Imunizar grupos de camundongos BALB/c (n=8, por grupo) com LaRPs associadas
a saponina, como adjuvante, ou apenas com saponina. A inoculacdo de PBS sera

utilizada como controle da infecgéo.

Realizar a infeccéo desafio dos camundongos com 1x10° promastigotas em fase

estacionaria de crescimento de L. amazonensis pela via subcutanea.

Avaliar a eficacia protetora das LaRPs por meio da avaliagdo semanal do
desenvolvimento de lesbes nas patas infectadas e da quantificacdo da carga
parasitaria na pata infectada, no linfonodo popliteo, no ba¢o, no figado e na medula

ossea dos animais imunizados e desafiados.

Avaliar a resposta imune celular desenvolvida apos a infec¢do desafio por meio da
dosagem das citocinas IFN-y, 1L-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10.
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4. Materiais e Métodos

4.1.Animais de experimentacao

Camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com cerca de 6 a 8 semanas de idade,
foram utilizados. Os animais foram adquiridos junto ao Biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no
Biotério do Departamento de Patologia Clinica do COLTEC/UFMG, sob as devidas
condicgdes de manejo. O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado junto ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG (Anexo).

4.2.Parasitas

As amostras  IFLA/BR/1967/PH-8 de  Leishmania  amazonensis e
MCAN/ES/1996/BCN/150/MON-1 de L. infantum foram utilizadas. Os parasitas foram
cultivados em meio de cultura de Schneider’s completo, constituido pelo meio de
Schneider’s (Sigma) acrescido com 20% de soro fetal bovino (Sigma) inativado, 200 U/mL
de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina, em pH 7,4. Os parasitas permaneceram em
cultivo a 24°C, sendo que repiques das culturas foram efetuados quando encontravam-se na

fase logaritmica de crescimento.

4.3.Preparacdo do extrato protéico soluvel de Leishmania

O extrato protéico soluvel de Leishmania (SLA) foi preparado a partir de formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento dos parasitas, cultivadas em meio de
Schneider’s completo. Para tal, uma cultura com 108 parasitas/mL foi centrifugada por 15
min e a 5000 rpm, a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS 1x e centrifugado a
5000 rpm por 10 min e a 4°C. O processo de lavagem foi realizado por 3 vezes. Apds a
ultima centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de
PBS 1x e submetido a um processo de choque térmico por 6 vezes. Em seguida, o lisado foi
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sonicado em 6 ciclos de 30 seg, com intervalos de 30 seg e amplitude de 38 MHz. O
produto foi, entdo, centrifugado a 10.000 rpm durante 30 min e o sobrenadante, que
corresponde ao SLA, foi retirado, dosado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e

armazenado a -80°C.

4.4.Purificacao das LRPs de L. infantum (LiRPs) e LRPs de L.
amazonensis (LaRPs)

Para a preparacdo das LRPs de L. infantum e L. amazonensis, os parasitas foram
cultivados em meio de Schneider’s completo, na temperatura de 24°C e utilizados em sua
fase logaritmica de crescimento. As formas promastigotas foram centrifugadas a 5000 rpm
por 5 min e a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS 1x gelado e centrifugado nas
mesmas condicBes anteriores. O processo de lavagem foi realizado por 3 vezes. Apds a
ultima lavagem, o pellet foi ressuspendido em solucdo de lise, a qual foi constituida por
tampdo contendo Tris-HCI 200 mM pH 7.4, KCI 40 mM, MgCl;, 25 mM, detergente NP40
10%, PMSF 0.1 M, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL, pepstatina 0.5 mg/mL e B-
mercaptoetanol.

Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 4.000 rpm por 2 min e a 4°C para
sedimentar o nucleo. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 13.000 rpm por 15 min a
4°C. Novamente, o sobrenadante foi coletado e centrifugado nas mesmas condicdes citadas
anteriormente. O sobrenadante foi entdo centrifugado a 90.000 rpm por 1 h e a 4°C. O
pellet foi ressuspendido em 200 puL de tampédo contendo Tris-HCI 20 mM pH 7.4, MgCl,
100 mM, AcNH; 0.5 M, PMSF 0.1 M, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL,
pepstatina 0.5 mg/mL e B-mercaptoetanol, utilizando uma seringa de vidro. O produto foi
centrifugado a 90.000 rpm por 2 h a 4°C, em gradiente de sacarose 20-40% preparado no
mesmo tampao citado anteriormente. O sobrenadante foi descartado e o pellet, no qual as
LRPs estavam presentes, foi ressuspendido em 500 pL de PBS 1x, dosadas por Bradford e
armazenado a -80°C.

As LiRPs utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo Dr. Manuel Soto, do
Departamento de Biologia Molecular, Universidade Autonoma de Madrid, Madrid,

Espanha, colaborador deste projeto de pesquisa.
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4.5.Eletroforese em gel de policrilamida (SDS-PAGE)

Um gel em concentracdo de 15% de acrilamida (Laemmli, 1970) foi preparado para
a migracao das LiRPs edas LaRPs na presenca de 10% dodecil sulfato de sodio (SDS) em
sistema BioRad. Utilizaram-se 10 pg, em cada canaleta, dos complexos protéicos. Estas
amostras foram adicionadas ao tampéao de amostra em condi¢fes nédo redutoras (Tris-HCI
0,5 mol/l, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 10% (p/v) e azul de bromofenol 0,1% (p/v)). A
migracao aconteceu utilizando-se tampao de migracdo (Tris 0,025 mol/I, glicina 0,2 mol/l e
SDS 0,5% , pH 8.3), sob voltagem de 150 V. O gel foi retirado do aparato para eletroforese
vertical e submerso por 30 min em solucdo corante de 0,5% Coomasie Brillant Blue, que
foi posteriormente descorado pela adicdo de uma solucdo descorante (&cido acético 5%,

metanol 10 % e H,O gsp).

4.6.Esquema das imunizacgoes

Grupos de camundongos BALB/c (n=6, por grupo) foram imunizados por via
subcutanea no coxim plantar esquerdo, com trés doses e intervalos de 15 dias entre as
mesmas. Os animais foram divididos em trés grupos: um grupo foi imunizado com 12 g
das LiRPs associados a 25 g de saponina (Quillaja saponaria), como adjuvante, em um
volume final de 20 pL; outro grupo foi imunizado com 25 pg de saponina em um volume
final de 20 pL e o altimo grupo foi inoculado com 20 pL de PBS 1x.

Em novos experimentos, grupos de camundongos BALB/c (n=8, por grupo) foram
imunizados por via subcutadnea no coxim plantar esquerdo, com trés doses e intervalos de
15 dias entre as mesmas. Os camundongos foram divididos em trés grupos: um grupo foi
imunizado com 12 pg das LaRPs associadas a 25 g de saponina e em um volume final de
20 pL; outro grupo foi imunizado com 25 pg de saponina e o ultimo grupo foi inoculado
com 20 pL de PBS 1x.
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4.7.Infeccao desafio

A infeccdo desafio foi realizada 30 dias apds a ultima dose da vacina. Para tal,
foram utilizadas 1x10° promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L.
amazonensis. Os parasitas foram cultivados em meio Schneider’s completo por cerca de 6
dias, a 24° C. Os parasitas foram quantificados em camara de Newbauer e administrados no

coxim plantar direito dos animais, em um volume final de 20 ul em PBS 1x.

Apos o desafio, o desenvolvimento da lesdo foi monitorado por meio de leituras
semanais da espessura da pata infectada, comparando-se com os valores obtidos na pata
ndo-infectadas, de onde foi obtido o valor médio e o erro padrdo dos grupos experimentais.

A medicao foi realizada com a utilizacdo de um paquimetro (L.S. Starrett S.A., SP, Brasil).

4.8.Cultivo celular

Cerca de dez semanas apés a infeccdo desafio, camundongos foram sacrificados
para a avaliacdo da resposta celular e humoral induzidas. Para tal, o baco, figado e amostras
de sangue dos animais foram retirados de forma asséptica. O bago dos animais foi
macerado em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma),
composto por 4,5 g/L de glicose, 20 ug/mL de sulfato de gentamicina, 100 U/mL de
penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina, pH 7.4. O produto foi centrifugado a 1.200 rpm
por 10 min e o sobrenadante foi descartado. As hemacias foram lisadas com 3 mL de
tampdo de lise, constituido de Tris-HCI 17 mM pH 7.3 e cloreto de aménio 144 mM,
durante 4 min. Foi entdo acrescentado meio DMEM, para um volume final de 10 mL para
cessar a lise celular. O material foi centrifugado a 1.200 rpm por 10 min e, posteriormente,
0 sobrenadante foi descartado. O pellet foi entdo ressuspendido em 1 mL de DMEM
completo (o qual foi constituido por 20% de soro fetal bovino inativado).

Para o cultivo dos esplendcitos, foram utilizadas placas de 24 pocos (Nunclon,
Nunc), nas quais 1x10° células por/mL foram incubadas em meio DMEM completo. Os
esplendcitos foram estimulados com as LiRPs ou LaRPs (12 ug), SLA (50 pg) ou com a

concanavalina A (ConA, 5 pg), utilizada como controle positivo. Para controle negativo, as
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células foram incubadas sem estimulo. A incubacéo foi feita a 37°C, com 5% de CO, por 48
h e, apds esse periodo, o sobrenadante foi coletado para a dosagem de citocinas.

Para avaliar a participacio de LT CD4" e CD8" e a dependéncia de IL-12 na
producdo de IFN-y, os esplendcitos estimulados com as LiRPs ou com o SLA foram

também incubados na presenca de anticorpos monoclonais anti-CD4" e anti-CD8".

4.9.Dosagem de citocinas

As citocinas IFN-y, IL-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram quantificadas por
ELISA de captura nos sobrenadantes de cultura celular dos esplendcitos, utilizando-se Kits

especificos obtidos junto a Pharmingen®.

4.10. Dosagem de Oxido Nitrico

A detccgdo de Oxido nitrico (NO) foi realizada pelo método de Griess. Em uma
placa de 96 wells (Falcon), 100 pL do reagente de Griess foram misturados com 100 pL
dos sobrenadantes da cultura de esplendcitos. Apds incubacdo de 10 min na temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 540 nan6bmetros (nm) e comparada a uma curva-

padréo.

4.11. ELISA para detecc¢ao de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a

As amostras de soro coletadas dos animais imunizados e/ou desafiados foram
utilizadas para avaliacdo da resposta humoral. Para tal, placas de 96 wells (Falcon) foram
sensibilizadas com 2 pg/well das LRPs em tampao “coating buffer” pH 9.6, “overnight” e a
4°C. Apés 3 lavagens com PBS 1x/Tween 20 0.05%, as placas foram blogueadas com 5%
de caseina por 1 h e a 37°C. Soros dos camundongos diluidos 1:100 foram adicionados e a
incubagéo ocorreu por 2 h e a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com
0s conjugados anti-1gG total, 1gG1 e 1gG2a de camundongo, todos marcados com a enzima

peroxidase, diluidos a 1:5.000, por 1 h e a 37°C. As placas foram novamente lavadas por 7
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vezes e incubadas com orto-fenilenodiamina (OPD) em tampéo citrato-fosfato pH 5.0 e
H,O, 30 vol, por 30 min e ao abrigo da luz. A reacéo foi interrompida pela adi¢do de &cido
sulfarico 2 N e a leitura feita em leitor de ELISA, no comprimento de onda de 492 nm.

4.12.  Carga parasitaria

A avaliacdo da carga parasitéria foi realizada pelo método da diluigdo limitante no
baco, figado, medula 6ssea, linfonodo popliteo e num fragmento de tecido de leséo da pata
infectada dos animais desafiados. A técnica consiste em determinar a maior diluicdo na
qual parasitas vivos podem ser visualizados (Coelho et al., 2003). Para tal, fragmentos do
baco e figado foram retirados e pesados. Os materiais foram, entdo, macerados em meio de
Schneider’s completo e os produtos gerados foram serialmente diluidos em placas de 96
wells (Nunc). A incubacao foi feita por 7 dias, a 24°C e a maior diluicdo na qual parasitas
vivos podiam ser visualizados foi determinada pela visualizagdo em um microscépio

invertido.

4.13. Analise estatistica

O software Prism 5.0 foi para graficar os resultados obtidos e para a realizagdo das
analises estatisticas. Os dados foram inicialmente submetidos & anélise de normalidade de
distribuicdo dos valores e, seguidamente estes foram comparados através do teste One-way
ANOVA com o post-teste de Bonferroni, para comparacdo multipla entre os grupos

experimentais. Os valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. Resultados

5.1.Resposta Imune Celular Induzida pela Imunizac¢ao de
Camundongos BALB/c com LiRPs Associadas a Saponina

A resposta imune celular induzida pelas imunizacGes dos animais, antes da infecgdo
desafio com Leishmania, foi avaliada pela quantificacdo das citocinas IFN-y, IL-12p70,
GM-CSF, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes de culturas de esplendcitos, esses, estimulados
com as LiRPs.

Na andlise da figura 2, pode-se observar que os animais imunizados com
LiRPs/Saponina produziram niveis significativamente elevados de IFN-y, IL-12p70 e GM-
CSF, em comparacdo aos grupos controle (PBS e saponina). Nos grupos controle, os niveis
encontrados de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF foram reduzidos e ndo houve diferenca
significativa na producdo dessas citocinas, na presenca ou auséncia dos estimulos.

A producéo de IL-4 e IL-10 foi também avaliada nos sobrenadantes das culturas dos
esplendcitos, sendo que ndo foram encontradas diferencas significativas entre os 3 grupos,
apos a utilizagdo dos estimulos (figura 3).

Na analise destes resultados, pode-se concluir que a imunizacdo de camundongos
BALB/c com as LiRPs associadas a saponina foi capaz de gerar uma resposta imune Thl,
caracterizada pela produgdo de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF ap0s os estimulos com as
LiRPs.
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Figura 2: Anélise da producdo de IFN-y, IL-12 e GM-CSF pelos esplendcitos dos camundongos
imunizados com LiRPs associadas & saponina. Cerca de 30 dias ap6s a Ultima imunizacdo, os esplenécitos
dos camundongos foram estimulados com 12 pg de LiRPs e, posteriormente, incubados por 48 horas a 37°C e
com 5% de CO,. Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos. *** e ### indicam P<0,0001
no grupo LiRPs/saponina em comparacdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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Figura 3: Analise da producdo de IL-4 e IL-10 pelos esplendcitos dos camundongos imunizados com
LiRPs associadas a saponina. Cerca de 30 dias apds a Ultima imunizacéo, os esplendcitos dos camundongos
foram estimulados com 12 g de LiRPs e, posteriormente, incubados por 48 horas a 37°C e com 5% de CO,,
Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos. *** e ### indicam P<0,0001 no grupo
LiRP/saponina em compara¢do aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).

5.2.Resposta Humoral Induzida pela Imunizacdo de Camundongos
BALB/c com LiRPs Associadas a Saponina

Um indicativo da geragdo de uma resposta imune Thl ou Th2, em camundongos
BALB/c, diz respeito a producdo dos isotipos IgG1l e IgG2a. Citocinas secretadas por
células do sistema imune atuam sobre linfocitos B (LB) induzindo a mudanca de isotipos
dos anticorpos IgGs produzidos por tais células. Nesta linhagem de camundongo, a citocina
IL-4 induz, preferencialmente, a produgéo de 1gG1, enquanto que o IFN-y induz a producéo
de 1IgG2a (Afonso & Scott, 1993). Dessa forma, a resposta humoral dos camundongos
imunizados com as LiRPs associadas a saponina foi avaliada para a verificagcdo do perfil de
isotipos de 1gGs gerados frente as LRPs.

Na analise da figura 4, pode-se observar que no grupo imunizado com as
LiRP/Saponina a produgéo de IgG total, IgG1 e IgG2a anti-LiRPs foi maior em relagéo aos
grupos controle. Pode-se verificar também que a producdo de IgG2a anti-LiRP foi
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significativamente maior em relagdo aos niveis de IgGl anti-LiRPs, nos animais

imunizados.
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Figura 4: Anélise da produgdo de 1gG total, IgG1 e 1gG2a pelos camundongos imunizados com LiRPs
associadas a saponina. Cerca de 30 dias apds a Ultima imunizacdo, os soros dos camundongos foram
coletados e analisados para a producdo de anticorpos IgG total, 1gG1l e IgG2a anti-LiRPs. Cada barra
representa a média e o desvio padrdo dos grupos. *** e ### indicam P<0,0001 no grupo LiRPs/saponina em
comparacdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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5.3.Avaliacao da Protecao Conferida pela Imunizacao de Camundongos
BALB/c com LiRPs associadas a Saponina Apds a Infec¢do Desafio
com L. amazonensis

Para avaliar a eficacia de protecdo decorrente da imunizacdo com LiRPs/Saponina,
camundongos foram infectados pela via subcutanea com 1x10° formas promastigotas em
fase estacionéria de crescimento de L. amazonensis.

Na avaliacdo do desenvolvimento das lesdes (figura 5), pode-se observar que os
animais imunizados com as LiRPs/Saponina apresentaram reducdo significativa no tamanho
dos edemas, a partir da 7% semana apds a infeccédo desafio, quando comparados aos grupos
controles. Na avaliacdo da carga parasitaria, realizada cerca de 10 semanas apds a infeccao,
a pata infectada e o baco dos animais foram coletados e avaliados para deteccdo dos
parasitas, por meio da técnica de diluicdo limitante (Coelho et al., 2003). Na analise dos
resultados, pode-se observar que a carga de parasitas observada no baco e na lesdo dos
animais imunizados foi significativamente menor em relagcdo aos grupos controle (figuras
6A e 6B).
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Figura 5: Avalia¢do do tamanho meédio das lesdes nas patas infectadas dos camundongos imunizados e
desafiados camundongos imunizados e ap6s a infeccdo desafio com L. amazonensis. O tamanho médio
das lesdes foi determinado por cerca de 10 semanas apds o desafio. Cada simbolo representa a média e o
desvio padrdo dos grupos. *indica P<0,005 no grupo LiRPs/saponina, quando comparado aos grupos controle
(PBS e saponina).
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Figura 6: Avaliacdo da carga parasitaria na pata infectada e baco dos camundongos imunizados e
desafiados com L. amazonensis. Cerca de 30 dias ap6s a Ultima imunizagdo, os camundongos foram
infectados com 1 x 10° formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L. amazonesis por via
subcutanea. A carga parasitaria nas patas infectadas (A) e no bago (B) dos animais foram avaliadas pelo
método da dilui¢do limitante. Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos. *** e ### indicam
P<0,0001 no grupo LiRPs/saponina em comparac¢ao aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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Paralelamente, a producdo de NO pode indicar a ativagdo do mecanismo
leishmanicida dos macrofagos e a posterior resolugdo da infec¢do. A producdo de NO pode
ser detectada através da liberacdo de nitrito (NO;), que é um produto final oxidativo do
NO. Neste trabalho, a producdo de nitrito foi avaliada pelo método de Griess nos
sobrenadantes de cultura dos esplendcitos dos animais imunizados com as LiRPs/Saponina
e desafiados com L. amazonensis. Podemos observar que no grupo LiRPs/Saponina, a

produgdo de nitrito foi significativamente maior em relacdo a observada nos grupos

controle (figura 7A).
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Figura 7: Avaliagdo da produgdo de nitrito pelos esplendcitos dos camundongos imunizados e
desafiados com L. amazonensis. Ap6s 30 dias da Ultima dose de imundgenos, os camundongos foram
desafiados com 1x10° formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis e a producdo de nitrito
foi avaliada cerca de 10 semanas ap6s o desafio. A produgdo foi avaliada sob estimulos com 50 pg de SLA
(A) ou ndo-estimuladas (B). Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos.
*** o ### indicam P<0,0001 no grupo LiRPs/saponina em comparagao aos grupos controle (PBS e saponina,
respectivamente).
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5.4.Resposta Imune Celular Induzida nos Camundongos BALB/c Apds
as Imunizacoes e a Infeccdao Desafio com L. amazonensis

Para avaliar a resposta celular gerada apds as imunizacdes e a infecgdo desafio com
L. amazonensis, as citocinas IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram dosadas nos
sobrenadantes das culturas de esplendcitos, apos seu estimulo com as LiRPs.

Os animais do grupo LiRPs/Saponina, que apresentaram carga parasitaria no baco e
na pata infectada significativamente menor que os controles, produziram niveis elevados de
IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF, quando comparados com 0s grupos PBS e saponina. Os niveis
de tais citocinas foram elevados tanto ap6s o estimulo com as LiRPs quanto com o SLA
(figuras 8 e 9).

Quando analisamos o nivel destas citocinas apds os estimulos com as LiRPs ou com
0 SLA antes e apdés o desafio experimental no grupo imunizado com LRP/Saponina,
podemos verificar que, apds o estimulo do SLA, a producdo de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF
foi maior em relacdo a producdo observada antes do desafio, indicando que os animais
foram capazes de desenvolver um resposta imune especifica contra o parasita.

Com o intuito de verificar a participagdo de células T CD4" e CD8" na produgéo de
IFN-y e a dependéncia de IL-12 nessa producdo, esplendcitos dos animais do grupo
LiRPs/Saponina, estimulados com as LRPs ou com o SLA, foram cultivados na presenga de
anticorpos monoclonais anti-1L-12, anti-CD4" e anti-CD8".

Podemos observar, na figuras 8C e 8D, que a producdo de IFN-y foi
significativamente reduzida na presenca dos anticorpos monoclonais, indicando que a
producdo de tal citocina ocorreu por ambos os tipos celulares e, em ambos 0s casos, houve
a dependéncia da IL-12. Entretanto, quando analisamos estatisticamente a producdo de
IFN-y na presenca do anticorpo monoclonal anti-CD4", em relagdo ao monoclonal anti-
CD8", verificamos que neste Gltimo a producio foi maior do que na presenca de anti-CD4"
(figuras 8C e 8D).

A produgéo de IL-4 e IL-10 no grupo LiRPs/saponina foi reduzida em relacdo aos
grupos controle, apds o estimulo com o SLA (figura 10). Assim, a protecdo observada
nesse grupo pode também ser relacionada a uma baixa produgéo de citocinas relacionadas a

resposta Th2. Por outro lado, os animais dos grupos PBS e Saponina, que apresentaram
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elevada carga parasitéria e niveis baixos de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF, produziram niveis
significativamente elevados de IL-4 e IL-10 apds o estimulo com o SLA, indicando que a
resposta Th2 exacerbada pode ser relacionada a suscetibilidade a infecgdo nestes animais.
Dessa forma, pode-se concluir que a protecdo efetuada pela imunizagdo com as
LiRPs/saponina nos camundongos BALB/c contra a infec¢do desafio com L. amazonensis
foi relacionada com a inducdo de uma resposta imune Thl, com a participacédo de citocinas
como IFN-y, 1L-12p70 e GM-CSF e que a producdo de IFN-y se deu por ambos os tipos
celulares CD4" e CD8", sendo dependente de 1L-12. Além disso, aparentemente, a maior
producdo de IFN-y parece estar ocorrendo via LT CD4" nos animais imunizados e

desafiados.
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Figura 8: Analise da producdo de IFN-y, na presenca de anticorpos anti-CD4", anti-CD8" e anti-1L-12,
pelos esplendcitos dos camundongos imunizados e desafiados. Apds 30 dias da ultima dose dos
imunégenos, os camundongos foram desafiados com 1x10° formas promastigotas em fase estacionaria de L.
amazonensis e a resposta celular foi avaliada cerca de 10 semanas ap6s o desafio. Nos sobrenadantes das
culturas de esplendcitos foi avaliada a producdo de IFN-y, apds os estimulos com 50 pg de SLA (B) oul2 ug
de LiRPs (A). Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos. *** e ###
indicam P<0,0001 no grupo LiRP/Saponina em comparagdo aos grupos controle (PBS e saponina,
respectivamente). A producdo de IFN-y foi avaliada apds os estimulos com 50 ug de SLA (D) ou 12 ug de
LiRPs (C) na presenca de anticorpos monoclonais anti-CD4", anti-CD8" e anti-IL-12.Cada barra representa a
média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos. * indica P < 0,0001 quando comparados aos grupos

anti-CD4 e anti-I1L-12.
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Figura 9: Analise da producédo de IL-12 e GM-CSF pelos esplendcitos dos camundongos imunizados e
desafiados. Ap6s 30 dias da Gltima dose dos imundgenos, os camundongos foram desafiados com 1x10°
formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis e a resposta celular foi avaliada cerca de 10
semanas apds o desafio. Nos sobrenadantes das culturas de esplendcitos foi avaliada a produgdo de 1L-12 e
GM-CSF apbs os estimulos com 50 pg de SLA (B e D) ou 12 pg de LiRPs (A e C). Cada barra representa a
média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos. *** e ### indicam P < 0,0001 no grupo
LiRPs/Saponina em comparagdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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Figura 10: Andlise da producdo de IL-4 e IL-10 pelos esplendcitos dos camundongos imunizados e
desafiados. Apés 30 dias da dltima dose de imunégenos, os camundongos foram desafiados com 1 x 10°
formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensise a resposta celular foi avaliada cerca de dez
semanas apds o desafio. Foi avaliada nos sobrenadantes de esplendcitos a producdo de IL-4 e IL-10 ap6s os
estimulos de 50 pg de SLA (B e D), 12 ug de LiRPs (A e C). Cada barra representa a média e o desvio padrdo
dos grupos de camundongos. *** e ### indicam P < 0,0001 no grupo LiRP/Saponina em comparagdo aos
grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).

5.5.Resposta Humoral Induzida nos Camundongos BALB/c Apo0s as
Imunizacgdes e a Infeccao Desafio com L. amazonensis

Na avaliacdo da producdo de anticorpos apos a infeccdo desafio, pode-se observar
que os animais imunizados com LiRPs/Saponina apresentaram uma maior producdo de
anticorpos IgG total anti-LiRPs, quando comparados aos niveis obtidos nos grupos controle
(figura 11). Quando avaliamos os isotipos de 1gG neste grupo, verificamos que a producao
de anticorpos IgG2a anti-LiRPs foi significativamente maior do que os niveis obtidos de

anticorpos 1gG1 anti-LiRPs. Tal fato pode indicar que, em tal grupo, houve a
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predominancia de resposta imune tipo Thl neste grupo. Nos grupos controle, podemos

observar uma producgéo similar de 1gG1 e 1gG2a anti-LiRPs.
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Figura 11: Andlise da producéo 1gG total, 1gG1 e 1gG2a anti-LRPs pelos camundongos imunizados e
desafiados. Ap6s 30 dias da Gltima dose de imunégenos, os camundongos foram desafiados com 1x10°
formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis e a resposta humoral foi avaliada 10 semanas
apos o desafio. A presenca de IgG total, IgG1 e 1gG2a anti-LiRPs foi avaliada nos soros dos animais. Cada
barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos. ** e ## indicam P<0,001 no grupo
LiRP/Saponina em comparacdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente); *** e ### indicam
P<0,0001 no grupo LiRPs/Saponina em comparagdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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5.6.Analise por eletroforese em gel de policrilamida das LRPs de L.
infantum (LiRPs) e L.amazonensis (LaRPs)

Apds a purificacdo das LaRPs, o perfil de expressdo protéico das proteinas
ribossomais de L. infantum e L. amazonensis foi avaialdo. Na figura 12, podemos observar
os resultados, nos quais algumas variagfes de bandas foram obtidas, entretanto, em sua
magnitude, houve uma conservacdo acentuada das diferentes proteinas ribossomais

presentes em ambos 0s extratos.
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Figura 12: Fotodocumentacao de Gel SDS-PAGE 10%, corado pelo Coomasie Brillant Blue. Aliquotas
de 10 ug de proteinas ribossomais purificadas, e diluidas em tamp&o de amostra em condi¢8es ndo redutoras,
foram separadas em gel de policrilamida 10%.

A - Proteinas ribossomais de L. infantum

B - Proteinas ribossomais L. amazonensis

C - Padréo de peso molécular.
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5.7.Avaliacao da Protecao Conferida pela Imunizacao de Camundongos
BALB/c com LaRPs associadas a Saponina Apo6s a Infec¢ao Desafio
com L. amazonensis

Na avaliacdo do desenvolvimento das lesdes (figura 13), pode-se observar que 0s
animais imunizados com as LaRPs/saponina apresentaram reducdo significativa no tamanho
médio dos edemas, a partir da 7* semana ate a 9% semana apds a infeccdo desafio, quando
comparados aos grupos controles. J& na avaliacdo da carga parasitaria, realizada cerca de 11
semanas apods a infeccdo, o baco, figado, a medula 6ssea, o linfonodo popliteo e a pata
infectada foram coletados e avaliados para a detec¢do dos parasitas, por meio da técnica de
diluicdo limitante (Coelho et al., 2003). Na analise dos resultados, pode-se observar que a
carga de parasitas observada no baco, figado, linfonodo popliteo e na pata dos animais
imunizados com LaRPs/saponina foi significativamente menor em relacdo aos grupos
controle (figura 14), enquanto que na medula déssea ndo foram detectados parasitas no

grupo LaRPs/saponina (figura 14D).
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Figura 13: Avaliacdo do tamanho médio das lesbes nas patas infectadas dos camundongos imunizados e
desafiados camundongos imunizados e ap6s a infeccdo desafio com L. amazonensis. O tamanho médio
das lesbes foi avaliada cerca de 11 semanas ap6s o desafio. Cada simbolo representa a média e o desvio
padrdo dos grupos. *indica P<0,005 no grupo LaRPs/Saponina, quando comparado aos grupos controle (PBS
e saponina).
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Figura 14: Avaliacdo da carga parasitaria na pata infectada e baco dos camundongos imunizados e
desafiados com L. amazonensis. Cerca de 30 dias ap6s a Ultima imunizagdo, os camundongos foram
infectados com 1x10° formas promastigotas em fase estacionéria de crescimento de L. amazonesis por via
subcutanea. A carga parasitaria foi avaliada na pata infectada (A), no linfonodo popliteo (B), bago (C), na
medula 6ssea (D) e no figado (E) pelo método de diluicdo limitante. Cada barra representa a média e o desvio
padrdo dos grupos. *** e ### indicam P<0,0001 no grupo LaRPs/saponina em comparacdo aos grupos
controle (PBS e saponina, respectivamente). ** e ## indicam P<0,001 no grupo LaRPs/saponina em
comparacdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente). # indica P<0,05 no grupo
LaRPs/saponina em comparagdo ao grupo saponina. N.D. (ndo detectado).
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5.8.Resposta Imune Celular Induzida nos Camundongos BALB/c Apds
as Imuniza¢des com LaRPs/saponina e a Infec¢ao Desafio com L.
amazonensis

Os animais do grupo LaRPs/Saponina, que apresentaram carga parasitaria
significativamente menor que os controles, produziram niveis elevados de IFN-y, IL-12p70
e GM-CSF quando comparados com os grupos PBS e saponina. Os niveis de tais citocinas
foram elevados tanto apds o estimulo com as LaRPs quanto com o SLA (figura 15). Dessa
forma, os resultados indicam que a protecdo dos animais correlacionou-se com o
desenvolvimento de uma resposta Th1l.

A producdo de IL-4 e IL-10 no grupo LaRPs/saponina foi reduzida em relacdo aos
grupos controle, ap6s o estimulo com o SLA (Figura 16). Assim, a protecdo observada
nesse grupo pode também ser relacionada a uma baixa producéo de citocinas relacionadas a
resposta Th2. Por outro lado, os animais dos grupos PBS e Saponina, que apresentaram
elevada carga parasitaria e niveis baixos de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF; produziram niveis
significativamente elevados de IL-4 e IL-10 apds o estimulo com o SLA, indicando que a

resposta Th2 exacerbada pode estar relacionada a suscetibilidade desses animais a infeccao.
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Figura 15: Analise da producio de IFN-y, IL-12 e GM-CSF pelos esplendcitos dos camundongos
imunizados e desafiados. Apés 30 dias da dltima dose dos imunégenos, os camundongos foram desafiados
com 1x10° formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis e a resposta celular foi avaliada
cerca de 11 semanas apos o desafio. Nos sobrenadantes das culturas de esplendcitos foi avaliada a producéao
de IFN-y, IL-12 e GM-CSF ap0s os estimulos com 50 ug de SLA (B, D e F) ou com 12 ug de LaRPs (A, C e
E). Cada barra representa a média e o desvio padrdo dos grupos de camundongos. *** e ### indicam
P<0,0001 no grupo LaRPs/saponina em comparagdo aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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Figura 16: Andlise da producdo de IL-4 e IL-10 pelos esplendcitos dos camundongos imunizados e
desafiados. Ap6s 30 dias da Gltima dose de imunégenos, os camundongos foram desafiados com 1x10°
formas promastigotas em fase estaciondria de L. amazonensise a resposta celular foi avaliada cerca de 11
semanas apds o desafio. Foi avaliada nos sobrenadantes de esplendcitos a producdo de I1L-4 e IL-10 ap6s os
estimulos de 50 pg de SLA (B e D), 12 pg de LaRPs (A e C). Cada barra representa a média e o desvio
padrdo dos grupos de camundongos. *** e ### indicam P < 0,0001 no grupo LaRPs/saponina em comparagao
aos grupos controle (PBS e saponina, respectivamente).
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6. Discussao

No Brasil, a LT é uma das patologias que mais merece aten¢do, devido ao risco de
ocorréncia de deformidades fisicas que podem causar no homem, e também pelo
envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social e econémico, uma vez que, na
maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional. Além disso, é uma
doenca que apresenta ampla distribuicdo geogréfica, com registros de casos em todas as
regibes brasileiras (Ministerio da Saude, 2010).

Leishmania amazonensis € um dos principais agentes etioldgicos de leishmanioses
nas Ameéricas e é associado a um amplo espectro de manifestacdes clinicas nos hospedeiros
mamiferos, que variam desde a doenca assintomética até a LV, potencialmente fatal
(Grimaldi, et al., 1989; Barral et al., 1991). Além disso, L. amazonensis possui areas de
distribuicdo comuns a outras espécies de Leishmania, tais como a L. chagasi (Grimaldi et
al.,1993).

Modelos murinos sdo importantes na compreensdo na biologia das leishmanioses.
A polarizacdo da resposta imune do tipo Thl ou Th2, observada nos modelos de infeccao
de camundongos BALB/c com L. major, tem fornecido informacgdes importantes a respeito
da resposta imune protetora e sobre 0s mecanismos de patogenicidade; no entanto, esse
dogma ndo é plenamente aplicavel na leishmaniose humana e para a infeccdo com outras
espécies de Leishmania utilizando em outros modelos murinos (McMahon-Pratt &
Alexander, 2004). A infeccdo murina com L. amazonensis tém suas particularidades;
muitas linhagens de camundongos sdo geneticamente suscetiveis a infeccdo por L.
amazonensis, desenvolvendo lesdes progressivas que ndo regridem naturalmente e que
apresentam elevada carga parasitaria (Soong et al., 1997). A resposta mista tipo Th1/Th2,
observada na infeccdo por L. amazonensis, parece ser similar aquela observada na doenca
humana (Silveira et al., 2009), validando a importancia biologica deste modelo para o
estudo das leishmanioses humanas.

Como o tratamento da doencga ainda é considerado insatisfatorio, com muitos efeitos
colaterais e o desenvolvimento de resisténcia dos parasitas aos farmacos usados, o
desenvolvimento de uma vacina contra as leishmanioses € altamente desejavel como uma

medida profilatica e para o controle efetivo da doenca (Palatnik-de-Sousa, 2008).
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Nas Ameéricas, algumas vacinas utilizam o lisado de L. amazonensis (Vélez, 2005;
Armijos, 2004) ou a mistura de espécies nativas (Antunes, 1986). No Velho Mundo, é
usado o antigeno autoclavado de L. major (ALM). Vacinas de segunda geracdo, que
utilizam parasitas vivos, mas geneticamente modificados, causam uma resposta imune
especifica provocada por uma infeccdo abortiva que ndo induz a doenca (Souza, 1994,
Alexander, 1998; Papadopoulo, 2002).

As vacinas de terceira geracdo sdo as que usam como antigenos vacinais as
proteinas derivadas do parasita ou da saliva do vetor, peptideos sintéticos e os plasmideos
de DNA. Dentre os antigenos vacinais baseados em DNA mais promissores temos 0s
sequintes: LEIF, TSA, LmsTI1, H1, CpA/CpB, KMP11le NH36 (Palatnik-de-Sousa, 2008).
Baseados na observacdo de que a saliva do vetor incrementa a infecciosidade do patogeno,
alguns antigenos que ndo s6 protegem contra a infeccdo, mas que também diminuem a
viabilidade e reprodutibilidade do parasita no vetor vem sendo testados. Este € o caso da
proteina maxadilana (Brodie, 2007), e do antigeno SP15, obtido do Phlebotomus papatasi,
que induz resisténcia em camundongos contra a infeccdo desafio com L. major (Valenzuela
etal., 2001).

O desenvolvimento de vacinas efetivas contra as leishmanioses requer a definicdo
de potenciais candidatos que sejam capazes de induzir resposta protetora,
preferencialmente, contra diferentes espécies de Leishmania, sendo denominada de
protecdo heterdloga. Desta forma, muitas proteinas conservadas nos parasitas, tais como as
histonas, proteinas ribossomais, proteinas de choque térmico e cisteina-proteinases, sdo
indicadas como possiveis candidatos a vacinas, por terem sido identificadas propriedades
antigénicas e/ou imunogénicas destas proteinas em individuos que desenvolvem diferentes
formas clinicas de leishmanioses (Requena, et al., 2000; Soto, et al., 2009). Dentre elas, as
proteinas ribossomais de Leishmania podem ser consideradas como particulas
imunologicamente relevantes durante a infeccdo ativa, haja vista que alguns dos seus
constituintes serem moléculas antigénicas reconhecidas pelo sistema imune do homem e de
cdes naturalmente infectados com Leishmania (Skeiky, et al., 1994; Requena, et al., 2000;
Coelho, et al., 2009). Além disso, proteinas ribossomais tém sido relacionadas com
atividades celulares e liberagdo de citocinas ap6s a infeccdo em modelos murinos
(Requena, et al., 2000; Cordeiro-Da-Silva, et al., 2001; Roberts, et al., 2005). As LRPs tém
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sido avaliadas estudos como antigenos vacinais nas leishmanioses. Tais proteinas,
purificadas da espécie L. major, quando administradas com o adjuvante ODN-CpGs, foram
capazes de fornecer protecdo contra o desafio com essa mesma espécie, tanto em
camundongos BALB/c quanto em C57BL/6 (Iborra et al., 2008).

As saponinas sdo esterdides ou glicosideos triterpendides encontrados em plantas
selvagens ou cultivadas, animais marinhos inferiores e em algumas bactérias. S&o
glicosideos tensoativos que contem um nucleo hidrofébico de estrutura triterpendide com
cadeias de carboidratos ligadas ao nucleo (Rajput et al. 2007). Adequada para uso
veterinario, a saponina ainda ndo pode ser utilizada em humanos por possuir alguns efeitos
citotoxicos, principalmente hemoliticos, que podem ser reduzidos através de remogdo
quimica de por¢es glicidicas da molécula (Palatnik de Sousa et al, 2004). A capacidade
das fracdes QuilA e QS-21 (fracBes do extrato de Quilaja saponaria) de estimular a
resposta imune Thl e linfocitos T citoliticos, a torna ideal para o uso contra patdgenos
intracelulares (Sun; et al., 2009). Além dos estudos em modelo murino (Palatnik de Sousa
et al., 2004 ; Aguilar-Be at al., 2005 ; Paraguai de Sousa et al, 2001), a utilizacdo de
saponina na protecdo contra LVC também esta sendo avaliada. A proteina A2, administrada
em cdes juntamente com tal saponina, induziu protecdo nestes animais, que foi
correlacionada com niveis elevados de IFN-y (Fernandes et al., 2008).

Desta forma, o presente trabalho objetivou a utilizacdo de proteinas purificadas de
ribossomos de duas diferentes espécies de Leishmania [L. infantum (LiRPs) e L.
amazonensis (LaRPs) associadas a saponina, a fim de testar seu efeito protetivo contra a
infeccdo de camundongos BALB/c com a espécie L. amazonensis.

A protecdo induzida pela imunizacdo com 0s imundgenos vacinais foi associada a
presenca de niveis elevados de IFN-y, IL-12p70 e GM-CSF, e a uma baixa producéo de IL-
4 e, especialmente, de IL-10. Tal fato remeteu ao desenvolvimento de uma resposta imune
do tipo Th1l nos animais, primada pela producdo de IFN-y, um importante marcador de
resisténcia contra varias espécies de Leishmania (Afonso & Scott, 1993; Jones, et al., 2000;
Kaye, et al., 1991; Kima, et al., 2000).

A inducdo do fenotipo de resisténcia contra a infeccdo por Leishmania requer,
possivelmente, a participacio conjunta de populacdes de LT CD4" e LT CD8", ambos

contribuindo na producao de IFN-y (Herath et al., 2003). Nossos resultados mostram que no
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sobrenadante da cultura de esplendcitos de animais vacinados com as LiRPs/saponina foi
detectado niveis elevados dessa citocina apés a infeccdo com L. amazonensis. Linfocitos T
CD4" e T CD8" contribuiram para a producio de IFN-y nos camundongos imunizados com
as LiRPs/saponina. A ativacdo induzida dos dois subconjuntos de células pode ser
importante na eliminacdo dos parasitas, fato que foi observado no baco dos animais
vacinados com uma preparacdo purificada de gp63 (Bhowmick, et al., 2008) e dp72
(Rachamim, et al. 1993) e desafiados com L. donovani. Tal fato também foi observado em
camundongos imunizados com vacinas de célula hibrida compostas de macréfagos
expressando a proteina KMP-11 (Basu, et al., 2007). Nos camundongos imunizados com as
LiRPs/saponina, observou-se que a producdo de IFN-y foi realizada por LT CD4" e LT
CD8", e foi amplamente dependente da presenca de IL-12, haja vista que a incubac&o das
culturas de esplendcitos, com os devidos estimulos e a presenca de anticorpos monoclonais
anti-CD4, anti-CD8 ou anti-IL-12, restringiu significativamente a producdo de IFN-y pelas
células esplénicas dos animais imunizados com LiRPs.

O papel protetor da IL-12 pode explicar sua capacidade de aumentar a atividade de
leishmanicida de macrofagos (Taylor, et al., 1997; Murray, et al., 1997). Nossos dados
indicam que a imunizacdo utilizando as LiRPs ou LaRPs, associadas a saponina, produziu
uma resposta celular especifica do tipo Th1l, que foi mantida ap6s a infec¢do desafio com L.
amazonensis, protegendo os camundongos vacinados contra a infeccdo desafio com tal
espécie, haja vista a reducdo significativa da carga parasitaria em alguns 6rgédos analisados
dos animais de todos os grupos, vacinados e controles. Esses apresentaram significativo
desenvolvimento de lesdo cutanea e carga parasitaria, de modo que 0S experimentos
tiveram de ser interrompidos devido a falta posterior dos animais controles. Tais dados
estdo de acordo com aqueles relatados por Iborra et al. (2008), que demonstrou que a
resposta imune do tipo Thl especifica ao parasita foi obtida ap6s a imunizacdo com as
LRPs de L. major, associadas aos CpG-ODNs, que foi capaz de induzir protecdo em
camundongos BALB/c e C57BL/6 contra a infeccdo experimental com L. major.
Demonstrando seu papel envolvido na protecdo contra as leishmanioses, a IL-12 ja foi
utilizada como adjuvante em estudos vacinais contra diversas espécies de Leishmania

(Coelho et al., 2003; Tewary et al., 2006) e também no tratamento imunoterapico de
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camundongos infectados, nos quais observou-se uma reducdo significante da carga
parasitaria (Murray, ey al., 1995).

Em nossas analises, a protecdo dos camundongos dos grupos LiRPs e LaRPs,
associadas a saponina, foi relacionada também com uma producdo aumentada de GM-CSF.
Citocinas tais como GM-CSF, IL-3 e M-CSF sao responsaveis por regular a proliferacdo e
diferenciacdo de céelulas mieldides (Cotterell et al., 2000). Nossos resultados demonstram a
deteccdo, nos sobrenadantes de cultivo de esplendcitos dos animais imunizados com as
LiRPs e LaRPs, niveis elevados de GM-CSF em relacéo aos grupos controle. Tal citocina é
descrita com funcdo na ativacéo in vitro de macréfagos e na inducgéo de resisténcia contra a
infeccdo por diferentes tipos de patégenos intracelulares e em modelos murinos, como L.
major (Dumas, et al., 2003) e L. donovani (Murray, et al., 1995).

Em camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L. major, foi observado que
nos animais resistentes ocorreu um aumento dos niveis de GM-CSF (Saha, et al., 1999).
Em camundongos infectados com L. donovani e posteriormente tratados com GM-CSF,
houve uma reducdo significante da carga parasitaria. A redugdo do nimero de parasitas no
figado desses animais foi acompanhada pelo aumento do numero de neutréfilos e
monocitos na circulagdo sanguinea, pelo influxo e acumulo nos 6rgédos infectados por
células mielo-monociticas (Murray, et al. 1995). Macréfagos derivados de mondcitos
humanos, pré-tratados com a proteina GM-CSF recombinante, foram capazes de inibir a
replicacdo dos parasitas internalizados, sugerindo que tal citocina pode ser considerada um
ativador de macréfagos (Weiser, et al. 1987). Além disso, demonstrou-se que a imunizagao
de voluntarios humanos com uma preparacdo de Leishmania contendo GM-CSF como
adjuvante induziu a uma resposta imune do tipo Thl (Follador, et al., 2002) e que a
administracdo de uma vacina terapéutica contendo quatro antigenos de Leishmania,
combinada com GM-CSF, foi correlacionada com a resolucéo de lesdes mucosas em um
paciente com leishmaniose muco-cutanea (Badarao, et al., 2001).

Nos grupos imunizados com as LRPs/saponina, os niveis de IL-4 e IL-10 foram
menores quando comparados aos grupos controle, nesses grupos, a producdo foi
significativamente maior apds os estimulos dos esplendcitos com SLA ou com as LaRPs.

Nossos resultados mostram também que a protecdo contra a progresséo da infecgdo

por L. amazonensis em camundongos BALB/c foi associada com uma queda significativa
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da producéo da citocina IL-10. Niveis muito baixos dessa citocina foram observados apos a
infeccdo desafio com tal espécie do parasita. Também, foi possivel detectar nos
sobrenadantes dos cultivos de esplendcitos dos grupos controle, pesadamente bparasitados
por L. amazonensis, uma producéo significativamente maior de tal citocina. O controle da
resposta mediada por IL-10 nos camundongos vacinados pode ser critica para a protecéo,
desde que IL-10 é considerada como um importante fator relacionada com a progressao da
doenga na infecgdo por Leishmania em camundongos BALB/c (Murphy, et al., 2001
Awasthi, et al., 2004; Garg, et al., 2006) ou em camundongos tratados com anticorpo
monoclonal anti-1L-10 (Murphy, et al., 2002).

Além disso, IL-10 também foi associada com a progressao da doenca na infecgdo
com L. amazonenesis, pelo fato de que camundongos nocautes deficientes dessa citocina
apresentaram menor nimero de parasitas nas lesdes em comparacdo aqueles de linhagem
selvagem (Padigel, et al., 2003). A principal acdo da IL-10 sobre o sistema imune, que
favorece a progressdo da doenca, pode estar relacionada a desativacdo de macrofagos,
causada pela inibicdo da producdo de NO (Vouldoukis et al., 1997). Tal fato esta em
concordancia com nosso estudo, no qual os camundongos dos grupos controle, nao-
protegidos, ndo produziram niveis significantes de NO.

A participacdo de IL-4 na suscetibilidade a L. amazonensis € controversa; a maior
producdo dessa citocina ocorre a0 mesmo tempo em que ha um ndmero elevado de
parasitas nos camundongos infectados (Saha; et al., 1993). A IL-4 também inibiu a
atividade leishmanicida de macréfagos humanos (Vouldoukis et al., 1997). Quando o
tratamento de camundongos BALB/c nocautes de IL-4, infectados com L. donovani, por
meio do uso do estibogluconato de sédio foi avaliado, observou-se que os animais ndo
responderam ao tratamento e houve uma producdo prejudicada de IFN-y (Alexander et al.,
2000). Além disso, a neutralizacdo da IL-4 enddgena ndo foi associada com a reducdo da
carga parasitaria em camundongos BALB/c, apesar da supressdo verificada da resposta
imune Th2 (Lehmann, et al., 2000).

Em paralelo, a protegédo fornecida pela imunizagcdo de camundongos BALB/c com
DNA codificador da proteina A2 ou com a proteina gp63 associada a moléculas
lipossomais foi relacionada a uma producdo reduzida de IL-4 (Zanin et al., 2007,

Bhowmick; et al.,, 2008). No entanto, em outro trabalho, a protecdo fornecida pela
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imunizacdo com antigenos de L. amazonensis foi associada a producédo elevada de IL-4
(Vilela et al., 2007).

Na avaliacdo da resposta humoral dos animais imunizados, foi observado que os
animais imunizados produziram niveis baixos de anticorpos IgG total, IgGl e 1gG2a
especificos ao parasita, quando comparados aos niveis observados nos demais grupos.
Alguns trabalhos, como o descrito por Kima et al. (2000), demonstram que a presenca de
altos niveis de anticorpos pode causar efeitos deletérios ao fendtipo de protecdo contra a
infeccdo por Leishmania. Dessa forma, os niveis elevados de 1gG total, 1IgG1 e 1gG2a que
foram observados nos animais nédo-protegidos contra L. amazonensis, pode ter tido papel
importante na susceptibilidade a infeccéo, e ter contribuido para a progresséo da doenca.

De um modo geral, observou-se que ambos os imundgenos foram eficazes em seus
objetivos — garantir protecdo nos animais infectados. Na avaliacdo da carga parasitaria,
observou-se que ap6s 10 a 11 semanas da infeccdo desafio, os animais apresentaram uma
reducdo significativa no tamanho medio das lesbes e no nimero de parasitas viaveis nas
lesbes, avaliados pela técnica de dilui¢do limitante, quando comparados aos animais dos
grupos controle. Nos animais imunizados com as LiRPs, houve uma diminui¢do do nimero
de parasitas encontrados na pata infectada, que foi acompanhada por uma reducdo das
lesbes inflamatorias dérmicas ap6s 10 semanas de infeccdo. Em se considerando apenas as
medidas das lesGes, resultados distintos foram obtidos com a imunizagdo utilizando as
LaRPs, ja que houve reducdo significativa no numero de parasitas na pata infectada,
linfonodos drenantes e baco dos animais, mas a partir da 9% semana apds a infecgdo, houve
uma progressao no tamanho das lesdes nos animais imunizados com LaRPs/saponina.
Entretanto, no principal pardmetro avaliativo para verificar eficacia ou ndo de protecdo
contra a Leishmaniose Tegumentar, a avaliacdo da carga parasitaria, ambos 0s extratos
ribossomais mostraram-se efetivos em proteger os animas de uma infeccdo mais severa e
progressiva, conforme foi observado nos animais dos grupos controle (salina e saponina)

Neste trabalho, observou-se que a imunizacdo de camundongos BALB/c com as
LRPs purificadas das espécies L. infantum e L. amazonensis, associadas ao adjuvante
saponina, foram capazes de induzir uma resposta Th1l caracterizada pela producgéo de IFN-
v, 1IL-12p70 e GM-CSF. Houbve reducdes significativas na carga parasitaria dos animais

utilizando ambos os tipos de LRPs nas patas infectadas, bago, linfonodos drenantes dos

60



Discusséo

animais e uma completa eliminacdo dos parasitas na medula 6ssea dos animais infectados.
A reducdo do numero de parasitas nos camundongos protegidos ocorreu, possivelmente,
pela ativacdo dos mecanismos leishmanicidas dos macrofagos, via producdo de NO. A
protecdo heter6loga observada neste estudo relaciona-se, possivelmente, a elevada
homologia entre as proteinas ribossomais das diferentes espécies de Leishmania, conforme
mostrado neste trabalho em um gel SDS-PAGE, e ao papel funcional desempenhado por
tais proteinas no envolvimento da resisténcia de modelos murinos contra a infeccao pelas

diferentes especies do parasita.
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7. Conclusoes

A imunizacdo de camundongos BALB/c com proteinas ribossomais de Leishmania levou a

geracdo de uma resposta imune celular e humoral especifica do tipo Thl.

Tal resposta foi devida a ativagdo de linfécitos T dos tipos CD4" e CD8', sendo

amplamente dependente da presenca de 1L-12.

A imunizacdo com as LiRPs/saponina ou LaRPs/saponina mostrou-se eficaz em induzir

protecdo significativa em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis.

A imunizacdo com as LiRPs/saponina ou LaRPs/saponina permitiu a inducdo de uma
resposta protetora contra L. amazonensis apos a desafio, primada pelos niveis elevados de
IFN-y, IL-12 e GM-CSF e niveis baixos de IL-4 e IL-10. Houve também a predominéancia
de anticorpos do isotipo 1gG2a anti-LRPs e anti-SLA nos animais imunizados e desafiados,
indicativos da manutencéo da resposta tipo Thl.

Os animais imunizados e protegidos apresentaram reducfes significativas no nimero de
parasitas nas patas infectadas, no baco, figado e linfonodo popliteo; acrescido de uma

completa eliminacdo dos parasitas na medula ossea.
O protocolo de purificacdo das LRPs mostrou-se satisfatorio e os perfis protéicos gerados

em ambos 0s extratos mostraram uma conservagdo na expressao protéica entre proteinas

ribossomais de L. infantum e L. amazonensis.
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Perspectivas

8. Perspectivas

e Empregar uma abordagem protedmica, baseada na combinacdo das técnicas de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massas, para melhor comparar e

definir os perfis de expressao protéica das LRPs de L. infantum e L. amazonensis.

e Identificar as proteinas comumente expressas nos extratos ribossomais de L.

infantum e L. amazonensis.

e Clonar os genes codificadores de tais proteinas de interesse para a obtencdo de
proteinas recombinantes e realizar a predicdo de epitopos para linfocitos T CD8"

usando as sequéncias primarias dessas proteinas;

e Avaliar o grau de protecdo nos animais imunizados e infectados, por meio da
determinacdo da carga parasitaria e avaliar a resposta celular e humoral por meio da
dosagem das citocinas IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 e dos anticorpos IgG
total, 1I9G1 e 1gG2a, e realizar a dosagem de 6xido nitrico (NO) nos sobrenadantes
das culturas pelo método de Griess.
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Anexos

10. Anexos

10.1. Certificado da aprovacao do projeto intitulado “Proteinas ribossomais de
Leishmania (LRPs) empregada no diagnostico laboratorial da Leishmaniose
Visceral Canina e no desenvolvimento de vacinas” pelo comite de etica em
expermientacao animal (CETEA/UFMG).

10.2. Artigo publicado na revista Microbes and Infection em 2010, intitulado
“Vaccination with the Leishmania infantum ribosomal proteins induces protection
in BALB/c mice against Leishmania chagasi and Leishmania amazonensis
challenge”.

83



