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Resumo

Neste estudo, foram avaliados a imunogenicidade e eficacia de vacinas
compostas por antigenos recombinantes fusionados isolados de Leishmania
(TSA, LelF e LmSTI1) ou por antigeno bruto de promastigotas de Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/1973/M1176), contra leishmaniose tegumentar.
Quarenta caes sem raca definida foram subdivididos em 5 grupos vacinais (8
animais por grupo), sendo um grupo imunizado com Leish-111f® e MPL-SE®
como adjuvante, um grupo imunizado com Leish-85 (TSA e LmSTI1
fusionados) e MPL-SE® como adjuvante e um grupo imunizado com antigenos
bruto de Leishmania guyanensis e MPL-SE®. Os outros dois grupos foram
utilizados como controles do adjuvante e placebo. Todos os animais receberam
3 doses de vacinas em intervalos de 21 dias e foram desafiados por injecao
com 10° promastigotas infectantes de L. braziliensis. A avaliagao parasitolégica
foi realizada verificando o aparecimento da lesdo cutdanea no local de
inoculagédo das formas promastigotas. A avaliagao da resposta imune humoral
foi realizada por ELISA utilizando antigeno bruto de L. braziliensis e antigeno
recombinante Leish-111f® e foi realizada antes da vacinacéo (Dia 0), apos as
trés doses da vacina (Dia 63) e apods o desafio (Dia 84, Dia 120 e Dia 150).
Foram pesquisados anticorpos da classe IgG e subclasses IgG1 e 1gG2. A
avaliagao da resposta imune celular foi realizada pela imunofenotipagem de
leucécitos do sangue periférico, pelo ensaio de proliferagdo linfocitaria,
dosagem de citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-10 e dosagem de 6xido nitrico, em
coletas de sangue realizadas antes da vacinagao (Dia 0), apés a imunizagao
(Dia 63) e apds o desafio (Dia 150). Foi realizado hemograma e avaliagao
bioguimica antes e apds o estudo para verificar um possivel efeito adverso da
vacinacao. Apds o término do periodo de avaliacdo todos os animais foram
sacrificados. Foi demonstrado uma producdo especifica de anticorpos frente
aos antigenos vacinais com diferenga significativa (p<0,05) entre os diversos
grupos imunizados e os grupos controles. Entretanto, ndo foram observadas
diferengas significativas na avaliacdo da resposta celular observada, seja na
imunofenotipagem, dosagem de citocinas ou oxido nitrico. Apds o desafio, 6
caes do grupo placebo desenvolveram lesdo no local da inoculagéo, enquanto
que no grupo vacinado com Leish-111f®+MPL-SE® somente 1 animal
apresentou lesdo. Dos animais imunizados com Leish-85+MPL-SE® ou com
antigeno bruto+MPL-SE®, dois animais de cada grupo desenvolveram les&o.
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Abstract

In the present study we evaluate the immunogenicity and efficacy of
vaccines against cutaneous leishmaniasis using either fused- Leishmania-
isolated recombinant antigens (TSA, LelF and LmSTI1) or crude antigen from
Leishmania guyanensis (MHOM/BR/1973/M1176). Forty mixed breed dogs
were distributed in 5 groups (8 animals in each group), as follow: one
immunized with Leish-111f® and MPL-SE® as adjuvant; a second group
immunized with Leish-85 (TSA and LmSTI1 fused) and MPL-SE® as adjuvant; a
third group immunized with crude antigens (Leishmania guyanensis) plus MPL-
SE®. Others two groups were used as adjuvant and placebo controls. All
animals received three doses of vaccine at intervals of 21 days between each
dose. Further, all dogs were challenged with 10° infective promastigotes of L.
braziliensis. The parasitological assessment was performed verifying presence
of lesion at inoculation site. The assessment of humoral immune response was
realized by ELISA, using crude antigens of L. braziliensis and recombinant
Leish-111f®, before (Day 0) and after vaccination (Day 63) and also after
challenge (Days 84, 120 and 150). The pattern of class (IgG) and subclass
(IgG1 and 1gG2) of immunoglobulins was determined. The cellular immune
response was evaluated by immunophenotyping of peripheral blood leucocytes,
lymphoproliferation assay, determination of cytokine (IFN-y, IL-4 and IL-10) and
nitric oxide production. Peripheral blood was withdrawn before vaccination (Day
0), after the vaccination (Day 63) and after challenge (Day 150). PBMCs were
stimulated with recombinant antigens and crude antigens. Hematological and
biochemical evaluations were carried out before and after of the study in order
to assess possible adverse events triggered by vaccination. At the end of the
study, all animals were sacrificed. We demonstrated a production of specific
antibodies against the vaccine antigens with significant differences (p<0.05)
between immunized and control groups. However, no significant differences
were seen in the evaluation of cellular immune responses. After challenge, 6
dogs from placebo group presented lesion at inoculation site while only one
animal vaccinated with Leish-111f®+MPL-SE® developed cutaneous lesion.
From the animals immunized with Leish-85+MPL-SE® or crude antigen+MPL-
SE®, two animals from each group presented suggestive lesions.
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1. Introducao
1.1. Aspectos gerais das Leishmanioses

As leishmanioses sdao um complexo de doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania, pertencentes ao Filo Protozoa, Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae (LAINSON & SHAW, 1978). Vinte e
quatro espécies foram incriminadas como responsaveis por esta enfermidade
(MURRAY et al., 2005). Sdo organismos com ciclo de vida digenético
(GONTIJO & CARVALHO, 2003) apresentando uma forma flagelada ou
promastigota encontrada no sistema digestivo do hospedeiro invertebrado e
uma forma aflagelada ou amastigota, encontrada parasitando as células do
sistema fagocitario mononuclear do hospedeiro vertebrado.

Caracteristicas do parasito como infectividade e patogenicidade, e em
menor grau, fatores relacionados aos hospedeiros, como idade, estado
nutricional e resposta imune levam a apresentagao de diferentes manifestacdes
clinicas (MURRAY et al.,, 2005). Segundo HANDMAN, 2001, estas
manifestacdes dependem da interacdo entre a genética do parasito e a
genética do hospedeiro. No entanto, a real contribuicdo destes agentes
envolvidos ainda nao é clara em infecgdes humanas devido a extrema
heterogeneidade da populacédo e pelo fato do parasito ndo representar uma

populacéao clonal.

Alguns individuos infectados pela Leishmania sao naturalmente
resistentes, ou seja, assintomaticos. Outros apresentam diferentes graus de
susceptibilidade, podendo desenvolver as formas clinicas da infecgao
(SILVEIRA et al., 2004). O agente etiologico esta diretamente associado a
ocorréncia destas formas clinicas, Estas manifestagcbes, chamada de
Leishmaniose Cutanea (LC)/Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) pode
ser subdividida em Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose
Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Cutédnea Difusa Anérgica (LCDA)
(CASTES et al.,, 1983; CARVALHO et al., 1985; SILVEIRA et al., 1997,
LAINSON & SHAW, 1998; DESJEUX, 2004). Posteriormente, uma
manifestacado clinica foi adicionada a LTA, designada como Leishmaniose
Cuténea Disseminada (LCD) (SILVEIRA et al., 1997b).
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1.2. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA foi caracterizada como doenga crbnica, ndo contagiosa, que
acomete a pele e/ou cartilagem da nasofaringe (BASANO & CAMARGO, 2004).
Na LCL, uma papula se inicia apds a inoculagao do parasito através da derme
e se transforma em um nédulo que tende a ulcerar em 1 a 3 meses (DOWLATI,
1996; MACHADO et al., 2002; MAGILL, 2005). Na LMC, a lesao se inicia com
eritema e ulceracdo das fossas nasais, ocorrendo em seguida perfuragdo do
septo nasal com lesdo inflamatdria destrutiva. Pode ocorrer obstrucao da
faringe e/ou laringe e produzir lesées desfigurantes (FRANKE et al., 1990). Na
LCDA os nodulos se espalham pela pele sem ulceracdo (MURRAY et al.,,
2005).

Pouco se sabe sobre o curso clinico, imunolégico e parasitologico da
infeccdo em cédes com LTA (REITHINGER & DAVIES, 1999). A descri¢cdo deste
curso quando os caes foram desafiados com Leishmania braziliensis é dada
somente em estudos experimentais, mostrando o aparecimento de lesdes entre
22 dias e 2 meses apos o desafio (REITHINGER & DAVIES, 1999).

Embora quase todas as atencbes foram focadas na prevencido da
leishmaniose visceral (LV) onde ocorrem a maioria das mortes, a LTA, também,
foi considerada como um sério problema de saude publica. Sua importancia
reside ndo sé na sua alta incidéncia e ampla distribuicdo geogréfica, mas na
possibilidade de assumir formas que podem levar ao aparecimento de lesées
destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes, com grande repercussao
no campo psicossocial do individuo (GONTIJO & CARVALHO, 2003; MURRAY
et al., 2005).

1.3. Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA esta presente em todos os paises do mundo situados em regides
tropicais e subtropicais, exceto na Nova Zelandia, Australia e algumas ilhas do
Pacifico. Embora a LC tenha sido reportada em mais de 80 paises, 90% dos
casos ocorrem em apenas seis: Afeganistdo, Brasil, Ira, Peru, Arabia Saudita e
Siria (KLAUS, 1999; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

O numero total de novos casos de LTA que ocorrem por ano em todo o
mundo é estimado em 1,5 milhdes. Destes, somente 300.000 foram

oficialmente notificados (KLAUS, 1999). Algumas estimativas sobre a
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incidéncia de LTA no Brasil foram feitas no periodo de 1980 a 1990, quando foi
obtido um total de 154.103 casos (WHO, 1990). Outra estimativa, abrangendo
os anos de 1985 a 1999, nos mostrou 388.155 casos autéctones desta doenga
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000). No ano de 2004, no Brasil, o nimero de
casos foi de 28.714, sendo que na regido Norte a taxa de incidéncia foi de
92,6/100.000 habitantes. Somente o Sudeste apresentou 2.472 casos neste
mesmo ano, sendo que destes 1.477 ocorreram em Minas Gerais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Em 2006, foram notificados 22.264 casos de
LTA no Brasil. Destes, 2.867 ocorreram no sudeste, sendo 1.851 no Estado de
Minas Gerais, liderando portanto o numero de casos quando comparados aos
estados da mesma unidade federativa. O coeficiente de incidéncia de LTA no
Brasil para cada 100.000 habitantes foi de 11,9 casos. No sudeste, este
mesmo coeficiente foi de 3,6 casos e de 9.5 casos em Minas Gerais para cada
100.000 habitantes (SINAN/SVS/MS, 2007).

A leishmaniose se mantém enraizada em areas de pobreza como uma
doencga negligenciada (YAMEY, 2002). Com algumas excec¢des, a falta de
estrutura de servigos de saude em regides endémicas bloqueia o acesso ao
pronto diagndstico, tratamento e ao controle efetivo da doengca (MURRAY et al.,
2005).

1.4. Agentes etiolégicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

Até o momento, seis espécies de Leishmania pertencentes ao
subgénero Leishmania e Viannia foram identificadas no Brasil como
causadoras de LTA humana. S§o elas:
1. Leishmania (Viannia) braziliensis: apresenta distribuicdo em todo
territério nacional e é a mais prevalente no homem. Pode causar lesdes
cutdneas e mucosas (LAINSON, 1997; SILVEIRA, 1997, MINISTERIO DA
SAUDE, 2000).
2. Leishmania (Leishmania) amazonensis: ocorre principalmente na bacia
amazoénica, mas também é encontrado na Bahia, Minas Gerais e Goias. E
responsavel no homem pela LCL, LMC e LCDA (LAINSON, 1997; SILVEIRA,
1997; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).
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3. L. (V.) guyanensis: distribuida ao norte do rio Amazonas causando LC
com multiplas lesbes e raramente lesdes na mucosa (LAINSON, 1997;
SILVEIRA, 1997; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

4. L. (V.) lainsoni: descrita somente no Para e em Rondénia. Causa com
baixa freqiiéncia a LC (LAINSON, 1997; SILVEIRA, 1997; MINISTERIO DA
SAUDE, 2000).

5. L.(V.) naiffi: ocorre pelo Brasil nos Estados do Amazonas e Para. Causa
LC de evolugdo benigna (LAINSON, 1997; SILVEIRA, 1997; MINISTERIO DA
SAUDE, 2000).

6. L.(V.) shawi: responsavel por casos esporadicos nho Amazonas e Para
(LAINSON, 1997; SILVEIRA, 1997; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

1.5. Hospedeiro Invertebrado

Na LTA, os hospedeiros invertebrados séo flebotomineos pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae e sub-familia Phlebotominae. Pertencem
também ao género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo.
N&o ultrapassam 0,5 cm de comprimento, possuem pernas longas e delgadas
e o corpo densamente piloso. Como caracteristicas apresentam asas eretas
mesmo em repouso. Somente as fémeas sdo transmissoras e possuem 0O
aparelho bucal adaptado para picar e sugar sangue. (BASANO & CAMARGO,
2004). Cerca de 70 de aproximadamente 1.000 espécies conhecidas de
flebotomineos podem transmitir a Leishmaniose (MURRAY et al., 2005). De
acordo com a regido de ocorréncia da doenca e a espécie do parasito, uma
espécie de flebotomineo é incriminada.

Quando infectadas, as fémeas dos flebotomineos sugam, junto com o
sangue, as formas amastigotas de um animal contaminado. Estas se alojam
em partes do intestino do inseto e se transformam em promastigotas que se
multiplicam e migram para a probdscida do vetor. Desta forma, séo
regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto
sanguineo (KILLICK-KENDRICK, 1990).
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1.6. Hospedeiro Vertebrado / Reservatério na LTA

A LTA é uma doencga de carater zoondtico e possui alguns grupos de
animais como hospedeiros vertebrados da Leishmania, sendo os mamiferos os
responsaveis pela manutengao do agente etioldgico no meio ambiente (SALIBA
& OUMEISH, 1999).

Alguns critérios devem estar presentes para se incriminar um animal
como reservatorio. Segundo a Organizagcao Mundial de Saude (OMS), este
deve estar em abundancia no meio, 0 hospedeiro vertebrado deve ter um
contato intenso com o vetor, o curso da infeccdo deve ser relativamente longo
e nao patogénico de modo a carrear a doenga para a proxima estacado de
transmissado e, por fim, o parasito do reservatério deve ser indistinguivel do
parasito do ser humano (SALIBA & OUMEISH, 1999).

Cada espécie de Leishmania, de acordo com a regido encontrada e de
acordo com o habito do vetor, possui seu préprio grupo de hospedeiros. Como
exemplo podemos citar o roedor Proechimys sp como o principal hospedeiro da
L. (L.) amazonensis. Outros mamiferos também ditos como reservatorios desta
espécie sado roedores como o Oryzomys sp, Neacomys sp, Nectomys sp e
Dasyprocta sp. Os marsupiais Metachins sp, Philander sp, Didelphis sp e a
raposa Cerdocyon sp também sido hospedeiros (BASANO & CAMARGO,
2004). Para L. (V.) braziliensis, apesar de existir poucas informagdes sobre
seus reservatorios, parasitos semelhantes tém sido relatados em roedores
Akodon sp, Proechimys sp, Rattus sp, Oryzomys sp, Rhipidomys sp e no
marsupial Didelphis sp (BASANO & CAMARGO, 2004).

Apesar da LTA ser uma zoonose originalmente silvestre, ela vem
ocorrendo em areas rurais e urbanas, talvez devido a adaptacado do vetor no
ambiente doméstico e peridoméstico pelos constantes desmatamentos e
urbanizagdes. Como alguns estudos tém reportado uma alta taxa de infecgao
de LTA em cides em areas onde a incidéncia de LTA humana também ¢ alta,
cresce a suspeita de que estes animais possam atuar como reservatoério.
Aliado a isto, estudos nos mostraram que cepas de Leishmania isoladas de
humanos e cées sao indistinguiveis (REITHINGER & DAVIES, 1999;
ZANZARINI et al., 2005).
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A importancia de se incriminar uma ou outra espécie como reservatério
esta na elaboracdo dos programas de controle. Reduzindo-se o numero de
animais infectados, reduz-se também a taxa de infeccdo das fémeas dos
flebotomineos levando a diminuigdo dos casos humanos.

Segundo BASANO & CAMARGO (2004), o controle da LTA deve ser
abordado sob cinco aspectos: vigilancia epidemioldgica, medidas de atuagao

na cadeia de transmissdo, medidas educativas, administrativas e vacinas.

1.7. Imunologia

Neutréfilos polimorfonucleados (PMN) sdo as primeiras células a
migrarem para o sitio da infec¢do. Sua fungdo é fagocitar o protozoario para
tentar destrui-lo através de enzimas proteoliticas contidas em seus granulos.
Contudo, como mecanismo de evasao para tentar retardar a fagocitose por
macrofagos e ter a infecgdo realmente estabelecida, as promastigotas de
Leishmania podem induzir a migragédo de células PMN para o sitio da infecgao
liberando o Fator Quimiostatico de Leishmania (LCF) (AWASHI et al., 2004). O
LCF possui uma potente acdo quimiostatica para neutréfilos mas ndo para
outros leucocitos, como mondcitos e células “Natural Killer’. Desta maneira, a
fagocitose de PMN’s em apoptose 2 a 3 dias apds a infecgao, nédo ativa a
fungcdo microbicida dos macrofagos (AWASHI. et al., 2004). Uma infecgao
intracelular progressiva depende da manutengdo dos macrofagos em um
estado inerte (MURRAY et al., 2005). A ativagdo destes como mecanismo de
eliminar o parasito € mediado por metabdlitos téxicos de oxigénio, como o
superoxido (Oz’), peroxido de hidrogénio (H202) e éxido nitrico (NO) (AWASHI
et al., 2004).

A forma clinica apresentada e a gravidade da doencga no paciente foi
relacionada com a espécie de Leishmania e a resposta imune do hospedeiro
(AWASHI et al., 2004). Dois sistemas tém sido classificados para se estudar e
compreender melhor a susceptibilidade ou resisténcia do reservatério. A
resposta imune baseada em linfécitos T helper tipo 1 (Th1) foi considerada a
chave para se prevenir o sucesso da Leishmania. Células Th1 ativadas
induzem produgédo de interferon gama (IFN-y) e auxiliam na ativagao dos
macrofagos (AWASHI et al, 2004). Em contrapartida, resposta imune baseada

em linfocitos T helper tipo 2 (Th2) que produzem as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10
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foram responsaveis pela susceptibilidade a infecgdo (ERB et al., 1996). Alguns
autores utilizam anticorpos da subclasse IgG1 para demonstrar uma resposta
Th2, enquanto os anticorpos IgG2 demonstrariam uma resposta Th1. Estas
evidéncias sdo mais claras em camundongos e humanos, enquanto que em
caes esta associagao ainda n&o esta comprovada.

A LCL, de espectro clinico intermediario, apresenta uma imunidade
celular com predominancia de resposta Th1 CD4+ (CACERES-DITTMAR et al.
1993; PIRMES et al., 1993; CARVALHO et al., 1995). VIEIRA et al., (2002)
disseram, entretanto, ainda ndo haver um consenso sobre qual tipo de ceélulas
T de memoria € a mais prevalente (CD4+ ou CD8+). Levando em consideracao
a etiologia da Leishmaniose, a resposta imune do tipo Th1 CD4+ foi a mais
intensa quando a espécie envolvida pertencia ao subgénero Viannia em
comparagao com as do subgénero Leishmania (SILVEIRA et al. 2004).

Alguns estudos demonstraram que na LMC os linfécitos T CD4+ s&o as
células mais freqlentes encontradas nas lesdes (BARRAL et al.,, 1987;
PIRMEZ et al., 1990; MARTINEZ-ARENDS et al., 1991; ESTERRE et al., 1994;
SILVEIRA et al., 2004) e também as células com maior frequéncia nas outras
formas estudadas (LCL, LCDA, LCD). Isto sugere o encontro de altos niveis
das citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a resultantes da resposta do tipo Th1. Alguns
autores consideram o TNF-a. como sendo a principal citocina responsavel por
danos na mucosa (CASTES et al., 1993; DA CRUZ et al., 1996; RIBEIRO DE
JESUS et al., 1998; BLACKWELL, 1999). Entretanto, segundo MURRAY et al.
(2005), as respostas Th1 e Th2 n&o séo caracteristicamente polarizadas, sendo
detectadas as citocinas supressoras IL-10, IL-13, IL-4 e TGF-B nas
leishmanioses, bem como citocinas que levam a resisténcia, como IL-12 e IFN-
y em um mesmo paciente. O balango entre elas ditaria a apresentagcdo da
doenca. De fato, estudos feitos na Venezuela (CACERES-DITTMAR et al.,
1993; CASTES et al., 1993) e no sudeste do Brasil (PIRMEZ et al., 1993)
demonstraram resposta mista envolvendo os padrbes de resposta Th1 e Th2.

Na LCDA, o teste de hipersensibilidade tardia e a proliferacdo de
linfécitos sdo sempre negativos, indicando que mecanismos de imunidade
celular sao incapazes de controlar a infecgdo (SILVEIRA et al., 2004). Neste

caso, a resposta do tipo Th2 CD4+ foi predominante nesta forma da doenca.
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Anticorpos 1gG especificos anti Leishmania estdo presentes em grandes
concentracbes no soro destes pacientes, com uma meédia de titulos de
1:20.480 na RIFI (SILVEIRA et al., 2004).

Para a LCD, foi demonstrada a presenca de células T CD4+ e T CD8+
em niveis intermediarios entre os descritos para LCL e LMC. Os soros destes
pacientes mostram niveis de anticorpos especificos IgG anti-Leishmania baixo
a moderado, com titulos médios de 640 pela RIFI, confirmando a presenca de

uma fraca resposta por anticorpo (SILVEIRA et al., 2004).

1.8. Vacinas contra Leishmaniose Tegumentar Americana

Os candidatos a vacina anti-LTA podem ser divididos em trés categorias:
1. Vacina Viva: incluindo organismos geneticamente modificados. 2. Vacina de
Primeira Geragao: consistindo de fracbes dos parasitos ou parasitos integros
mortos, com ou sem adjuvantes. 3. Vacina de Segunda Geragé&o: incluindo
proteinas recombinantes e vacinas de DNA (KHAMESIPOUR et al., 2006).

Sabe-se que, na regido oeste e sudoeste da Asia, pacientes curados de
infeccdo por LC passaram a ter resisténcia a doenga por um longo periodo de
tempo (BRAY & MODABBER, 2000). Desde entéo, exsudato de lesdes foram
inoculados em locais cobertos do corpo de criangas com o objetivo de induzir
resposta imune protetora e diminuir o risco de aparecimento de lesées em
partes expostas do corpo, como por exemplo na face. Este procedimento
passou a ser conhecido por leishmanizacdo e, mais tarde, com o
estabelecimento por Nicolle e Manceau em 1908 (NICOLLE, 1908) de meios
capazes de tornar viavel o crescimento de promastigotas, o exsudato das
lesbes foi substituido por promastigotas de L. major colhidos de cultura do
parasito (KHAMESIPOUR et al., 2006). O sucesso desta estratégia dependia
da viabilidade e da infectividade dos microorganismos injetados. Organismos
que perdiam a viruléncia nao protegiam contra infecgao natural. Por outro lado,
ocorreram problemas como o aparecimento de lesbes cutdneas nao
controladas, exacerbacdo de algumas doengas de pele e imunossupressao
(MODABBER, 1995; SEREBRYAKOV, 1972).

No comego dos anos de 1940, Pessoa e colaboradores publicaram
dados do primeiro ensaio para vacinagdo conduzida em seres humanos

(PESSOA et al., 1940). A vacina consistia de uma suspensdo de 1,2 x 10°



Introducéo

promastigotas de uma mistura de 18 espécies causadoras de Leishmaniose
cuténea. Neste estudo, houve redugao de aproximadamente 80% de incidéncia
da doenca no grupo vacinado. E importante ressaltar que o teste de
Montenegro permaneceu negativo apos a vacinagao (GENARO et al., 1996).

Estes estudos foram, mais tarde, seguidos por Mayrink e colaboradores
em uma série de ensaios clinicos. Algumas modificagdes foram introduzidas no
protocolo de vacinagao, no qual foram usadas 5 espécies de Leishmania. Pela
primeira vez, foi demonstrado que a vacina era capaz de converter o teste de
Montenegro de negativo para positivo demonstrando a indugcdo de uma
resposta imune celular (GENARO et al.,, 1996). Estudos posteriores foram
realizados usando apenas a L. amazonensis na formulacdo vacinal para
imunoprofilaxia, sendo mais tarde registrada como imunoterapico auxiliar no
tratamento da doenga em associagdo ou nao com antiménio (KHAMESIPOUR
et al., 2006). Varios outros estudos foram realizados utilizando-se vacinas de
primeira geragéo (Leishmania morta), porém com resultados inconclusivos ou
demonstrando baixa protecdo (ARMIJOS et al., 2004; VELEZ et al., 2005).

Com o sequenciamento do genoma de L. major e com a identificagcao de
genes que expressam proteinas imunomodulatérias nos estagios infecciosos
do parasito, comegaram a surgir as primeiras vacinas de DNA. Estas séo
constituidas de genes que codificam antigenos protetores clonados em vetores.
Desta forma, uma proteina externa poderia ser expressa in vivo gerando entao
uma resposta imunolégica especifica (KHAMESIPOUR et al., 2006).

Do ponto de vista pratico, as vacinas de segunda geragdo sao mais
desejaveis pela facilidade de padronizagdo molecular dos componentes e
relativo baixo custo (KHAMESIPOUR et al., 2006; GRADONI, 2006).

Um dos primeiros antigenos recombinantes usados como vacina contra
a LTA foi o gp63. Este antigeno esta presente em promastigotas de todas as
espécies de Leishmania e funciona se ligando a um dos receptores dos
macrofagos do hospedeiro. Estudos demonstraram uma protecédo melhor
contra infecgdo por L. amazonensis do que infecgdo por L. major quando o
adjuvante utilizado foi o BCG (Bacilo Calmette Guerin) (OLOBO et al., 1995;
RUSSEL, 1988).

Outro antigeno recombinante testado como vacina foi o antigeno de

superficie do parasito PSA-2. Com fungdo nao conhecida ele foi detectado em
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muitas espécies de Leishmania. Estudos demonstraram por meio de
imunizacdo de camundongos que esse antigeno derivado de L. donovani
protegeu camundongos contra infecgdo por L. major. Entretanto, quando o
PSA-2 foi derivado de L. major protegeu apenas parcialmente camundongos
infectados com L. donovani (HANDMAN, 2001).

Um receptor para proteina C quinase, homologo de Leishmania (LACK),
expresso em amastigotas e promastigotas apresentou atividade protetora para
camundongos quando imunizado associado a IL-12, como adjuvante
(GURUNATHAN et al., 1997; MOUGNEAU et al., 1995).

Recentemente, para abranger uma maior variedade genética envolvidos
na resposta imune entre diferentes individuos de uma populagéo foi sugerido o
uso de poliproteinas como vacinas envolvendo multiplos epitopos do parasito,
expressos na forma de antigenos recombinantes. O uso de varios antigenos na
composi¢cdo de uma vacina foi justificado por conter uma ampla gama de
epitopos indutores de protecao, sendo portanto improvavel de encontrar um
MHC nao respondedor a esses epitopos em uma populagdo heterogénea
(SKEIKY et al.,, 2002). Uma vacina adequada para uso em humanos e
consistindo de uma proteina simples pode ter um custo menor de fabricagcao
devido ao processo padronizado de produgdo e controle de qualidade dentro
das boas pratica de manufatura (GMP). Por esta razdo, uma poliproteina
constituida de trés antigenos de fusdo, como LelF, TSA e LmSTI1 foi fabricada
e denominada hoje de Leish-111f® (COLER et al., 2002).

Estes antigenos foram identificados por meio de selegédo baseada em
suas habilidades de gerar ampla resposta de células T e produzir anticorpos
em humanos e camundongos (SKEIKY et al., 2002). Como adjuvante foi usado
o MPL-SE®, uma combinagdo de monofosforil lipidio A (MPL), uma preparagao
derivada de lipopolissacarideo de Salmonella minnesota, em emulsdo estavel
de agua e/ou dOleo usando esqualeno sintético (SE) (2, 6, 10, 15, 19, 23-
hexamethyl-2, 6, 10, 14, 18, 22-tetracosahexaene) (MODABBER et al., 2004).

Estes antigenos estdo expressos em formas amastigotas e
promastigotas, estando conservados com grande numero de coépias entre
espécies de Leishmania, o que favorece a possibilidade de estar envolvido no

processo de protecao cruzada (SKEIKY et al., 2002).
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Camundongos BALB/c altamente susceptiveis a infeccdo por
Leishmania imunizados com a proteina recombinante TSA (identificada a partir
de cultura de L. major) com IL-12 como adjuvante ou TSA DNA desenvolveram
uma forte imunidade celular, que resultou em protecédo contra infecgdo por L.
major (COLER & REED, 2005).

LmSTI1, descrito por Webb et al. (1996), foi identificada em biblioteca de
cDNA de amastigotas de L. major. Experimentos em camundongos BALB/c
imunizados com esta proteina recombinante com IL-12, como adjuvante ou
LmSTI1 DNA induziram resposta imune do tipo Th1 (COLER & REED, 2005).

LelF foi identificada em biblioteca de cDNA de L. braziliensis utilizando
soro de um paciente com LMC. Este antigeno estimula o sistema imune inato a
produzir IL-12, IL-18 e IFN-y (SKEIKY et al., 1995). Foi demonstrado ainda que
este antigeno possui atividade como imunoterapico contra a leishmaniose
(COLER & REED, 2005).

A escolha do adjuvante foi baseada em citagdes da literatura indicando
ser ele anti-leishmanicida, viavel e licenciado comercialmente para uso em
humanos e/ou animais (FUJIWARA et al.,, 2005). MPL tem sido
extensivamente avaliado como adjuvante em ensaios clinicos em humanos,
incluindo estudos em vacinas para doencgas infecciosas como malaria, hepatite
B e na dessensibilizacdo alérgica, mostrando ser bem tolerado. Sua
propriedade ¢é atribuida aos efeitos imunoestimulatérios do sistema imune inato
ativando diretamente as células apresentadoras de antigenos resultando em
aumento de fagocitose e atividades microbicidas e consequente produgao de
IL-12, TNF-a, GM-CSF e IFN-y (SKEIKY et al., 2002).

A Leish-111f°+MPL-SE® é a Unica vacina de segunda geragdo contra
leishmaniose que chegou a ser utilizada em ensaios clinicos em seres
humanos. Estudos iniciais de seguranca e dosagem foram conduzidos em
voluntarios dos Estados Unidos, produzindo resultados satisfatérios. No Brasil,
assim como no Peru, estudos em pacientes com LCL e LMC, respectivamente,
também demonstraram seguranga e cura utilizando-se menor dose de
antiménio (Nascimento et al., in press).

Com o intuito de verificar a eficacia de vacinas na profilaxia contra L. (V.)

braziliensis foi proposto esse estudo para avaliar a resposta imune de caes
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submetidos a diferentes protocolos de vacinagdo empregando as vacinas
Leish-111f*+MPL-SE®, Leish-85+MPL-SE® (vacina constituida de apenas dois
antigenos recombinantes — LmSTI1 e TSA) e extrato bruto de L. guyanensis
(Lg), também acrescido de MPL-SE®.
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2. Justificativa

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana tem sido
reportada em todos os estados, constituindo uma das doencas parasitarias de
grande atencdo em saude publica. Sua importancia se da, também, nao sé
pela expansao geografica, como pelo risco de ocorréncia de deformidades
fisicas com alteragbes psicologicas do doente, levando reflexos no campo
social e econdmico.

Por ser uma doenga com padrdo epidemioldgico caracteristico,
com a ocorréncia de casos em regides proximo as matas e florestas, a LTA
torna-se fundamentalmente uma zoonose de animais silvestres. Acomete o
homem acidentalmente quando este invade ambientes com a presenga de
reservatorios e vetores infectados.

Por todas estas caracteristicas, o controle desta enfermidade
torna-se complexo, se restringindo as tentativas de redugéo do contato homem-
vetor e por medidas educativas da populacdo em risco. O combate aos
reservatorios silvestres constitui-se em um método pouco eficaz.

Diante das dificuldades encontradas no controle dessa doencga,
torna-se importante o uso de novas estratégias de desenvolvimento de vacina
eficaz produzida dentro das condicbes GMP (Boas Praticas de
Manufatura/OMS) contra a LTA para futuras campanhas de imunoprofilaxia da
doenca.

Assim, propusemos avaliar, em modelos caninos, a eficacia da
vacina Leish-111f®, Leish-85 e a vacina constituida de extrato bruto, todas
associadas ao adjuvante MPL-SE®. Estes animais, embora representem
apenas um modelo, possuem 0s mecanismos de patogénese e imunidade
bastante semelhantes ao dos seres humanos. Devido a isto, sdo muito usados
nos estudos para avaliagdo de imunobioldgicos candidatos a vacina. Este
estudo permite avaliar o potencial imunogénico destas vacinas contra infecgao
desafio com promastigotas infectantes. Além disto, o estudo de
acompanhamento longitudinal dos grupos de animais fornecera informacdes
importantes inerentes aos eventos precoces da resposta imune desencadeada

pela infecgdo desafio de caes pela L.(V.) braziliensis.
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3. Objetivo Geral

Avaliar a imunogenicidade e eficacia das vacinas Leish-11 1f®, Leish-85
e vacina composta de extrato bruto de L. guyanensis (VLg), todas associadas
ao adjuvante MPL-SE® na inducdo de protecdo contra infecgdo experimental

de céo com L.(V.) braziliensis.

3.1 Objetivos Especificos
3.1.1. Avaliar in vitro a imunogenicidade pela resposta linfoproliferativa e

producio de citocinas e de oxido nitrico apos estimulagao pelas vacinas.

3.1.2. Avaliar, no contexto in vitro, a cinética do perfil fenotipico de células
mononucleares do sangue periférico de caes vacinados com diferentes

vacinas, antes e apos a infecgao desafio com L. braziliensis.
3.1.3. Avaliar a classe e subclasses de imunoglobulinas antigeno-especificas

presentes no soro de caes submetidos aos diferentes protocolos vacinais,

antes e apods a infecgao desafio com L. braziliensis.
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4. MATERIAIS E METODO
4.1. Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética em experimentagdo animal
(CETEA) — UFMG, protocolo Ne 140/2006 (anexo 01)

4.2. Animais

Neste trabalho foram utilizados 40 caes (Canis familiaris) sem raga
definida (SRD), sendo 09 machos e 31 fémeas, com idades de
aproximadamente 5 anos e peso variando entre 5 e 29,8 Kg, obtidos da cidade
de Contagem e dos Centros de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, Betim
e Santa Luzia. Os 40 caes experimentais foram distribuidos em cinco grupos

de oito animais, conforme Tabela 1.

4.3. Critérios de inclusao:
e (Caes sem racga definida e com aproximadamente 5 anos de idade.

e Testes sorologicos (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) na
diluicdo de 1:100 e Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

negativos para antigenos de Leishmania.
e Teste rapido aos antigenos de Leishmania donovani (Trald) negativo.

e Boas condicbes de saude e exames laboratoriais como Hemograma
completo, plaquetas, fungéo renal (uréia e creatinina) e fungcéo hepatica
— Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST)

dentro dos valores normais de referéncia.

4.4. Critérios de exclusao:
e Presenca de lesdes cutaneas.
o Fémeas gestantes.
¢ Animais com histérico de tratamento para Leishmanioses.

e Animais com peso inferior a 5 quilogramas.

19



Materiais e Método

4.5. Local do Estudo

Este ensaio clinico foi conduzido no Canil de Experimentagcdo em
Leishmanioses do Laboratério de Leishmaniose, Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de

Minas Gerais

4.6. Manejo dos caes

Antes da chegada dos animais ao canil do Laboratério de Leishmanioses
- ICB/UFMG, estes foram submetidos ao “vazio sanitario”, que constituiu na
desinfeccdo de suas baias com lavagens diarias utilizando solugdo de
hipoclorito a 1%. Foi realizada uma inspegéo peridédica do ambiente externo,
além de desratizacdo e controle de insetos realizados trimestralmente com
piretréide (k-otrine) para evitar a presenca de flebotomineos. Os animais foram
mantidos hidratados com agua potavel e ragcdo comercial Sherokee com 22%
de proteina animal (Pet Brasil Ltda.) “ad libitum”. As baias foram lavadas
diariamente com jatos de agua e hipoclorito a 1% por 15 minutos para
higienizagao, seguido de nova lavagem com jato de agua.

Os caes foram submetidos ao tratamento com medicamento anti-
helmintico de largo espectro (Endal Plus®), composto de febantel, palmoato de
pirantel e praziquantel. Todos os caes passaram por um periodo de
quarentena, no qual todos receberam vacinas contra parvovirose, cinomose,
adenovirus, hepatite, adenovirus tipo 2, parainfluenza, coronavirose e
leptospirose canina (Durammune® — Fort Dodge). Além disso, todos os animais
receberam uma dose intranasal da vacina Bronch Shield I1I® (Fort Dodge)
contra tosse canina, composta por adenovirus canino tipo 2, virus da
parainfluenza canina (virus morto modificado) e Bordetella bronchiseptica

(cultura viva ndo-virulenta).

4.6.1. Identificacao dos caes

Os animais foram identificados através de descricao das caracteristicas
de pélo, conformagdo e fotos. Os caes foram distribuidos nas celas
agrupando-se animais de mesmo sexo, evitando-se assim cruzamentos

indesejaveis.
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4.6.2. Exames laboratoriais

Coletas de sangue foram realizadas para triagem soroldgica pela RIFI,
ELISA e Trald para o diagnostico de leishmaniose, além de exames de
hemograma, funcéo renal e fungao hepatica. Estes ultimos foram realizados no
laboratodrio da Faculdade de Farmacia da UFMG. As avaliagdes para a triagem
dos céaes ocorreram durante o periodo de 30 dias antes do dia 0 (Dia -30 ao
Dia -1).

4.7. Vacinas
4.7.1. Leish-111f® + MPL-SE®

Vacina constituida da combinagdo de trés antigenos recombinantes
(MAPS/TSA, LelF e LmSTI1, 20 ng), fusionados, e MPL-SE® (25 pg) como
adjuvante. Esta vacina foi gentilmente cedida pelo Infectious Disease Research
Institute (IDRI) — Seattle — EUA, sendo preparada conforme recomendado por
essa instituicdo e administrado 0,5 mL da vacina para cada cao referente a

este grupo, em cada dose vacinal.

4.7.2. Leish-85 + MPL-SE®

Vacina constituida da combinagcdo de dois antigenos recombinantes
(MAPS/TSA e LmSTI1, 20 png), fusionados, e MPL-SE® (25 ng) como
adjuvante. A preparacao da vacina foi realizada conforme recomendagédo do
Infectious Disease Research Institute (IDRI) — Seattle — EUA, sendo
administrado 0,5 mL da vacina preparada para cada cao referente a este

grupo, em cada dose vacinal.

4.7.3.VLg + MPL-SE®

Vacina composta de extrato bruto de L. guyanensis (VLg)
(MHOM/BR/1973/M1176) associada ao MPL-SE® como adjuvante. Para a
preparagao desta vacina, formas promastigotas foram cultivadas por 7 dias em
meio LIT (CAMARGO, 1964), centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, lavadas
em salina 0,85% e adicionadas de timerosal 1:10000. Em seguida os parasitos

foram sonicados com o auxilio de um aparelho de ultrassom por trés ciclos de 1
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minuto a 40 watts, com intervalos de 1 minuto cada, mantido em banho de
gelo. O conteudo protéico foi determinado conforme técnica utilizada por
Fujiwara (2003) e as proteinas foram diluidas em salina mertiolatada
(Timerosol a 1:10.000) para a concentragao de 100 ug/0,5 mL. Cada dose 0,5

mL da vacina foi associada a 25 ug de MPL-SE®, sendo injetado por animal.

4.8. Adjuvante
Como adjuvante, foi utilizado o MPL-SE® (Monophosphoril Lipid A —
Squalene) (CORIXA CO., EUA). O MPL-SE® foi gentilmente cedido pelo

Infectious Disease Research Institute (IDRI) — Seattle — EUA.

4.9. Controles

Como controles, um grupo de animais foi imunizado com MPL-SE®
apenas (25 ug em dose de 0,5 mL), e outro grupo, placebo, com PBS
(“Phosphate Buffer Saline”) pH = 7,2, produzido em condigbes de esterilidade.
Foram inoculados nos céaes referentes ao grupo placebo a dose de 0,5 mL de
PBS.

4.10. Protocolos de vacinagao
4.11. Grupos vacinais
Os caes foram divididos aleatoriamente em 5 grupos de oito animais

cada, como descrito na Tabela 1.
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Tabela 1: Distribuigdo dos animais por grupo experimental e dias de vacinagao.

Grupo | N°de cides | Vacinas e Controles Tempo da Vacinagao
1 8 Placebo Dia 0, Dia 21 e Dia 42
2 8 25 ug MPL-SE® Dia 0, Dia 21 e Dia 42
3 8 20 pg Leish-111f+ 25 ug MPL-SE® | Dia 0, Dia 21 e Dia 42
4 8 20 pg Leish-85+ 25 ng MPL-SE® Dia 0, Dia 21 e Dia 42
5 8 100 pg VLg+ 25 ug MPL-SE® Dia 0, Dia 21 e Dia 42

4.12. Delineamento

Os caes correspondentes ao seu grupo experimental receberam trés
doses das vacinas, adjuvante ou placebo em intervalos de 21 dias entre cada
dose pela via subcutanea no abdémen abaixo da regido umbilical. Vinte e um
dias apos a terceira dose os animais foram desafiados com 108 promastigotas
de L.(V.) braziliensis por via intradérmica préximo a ultima mama do lado
direito. O acompanhamento do aparecimento das lesbGes foi realizado
semanalmente.

Para avaliagdo da resposta imune celular, coletas de sangue foram
realizadas antes da primeira dose de vacinagao (D0), 21 dias apds a terceira
dose (D63) e 90 dias apos a infecgdo experimental (D150), sendo que para
cada tempo estudado foi realizada a avaliagdo da resposta imune celular no
contexto in vitro. Para avaliagdo da resposta imune humoral, os caes foram
submetidos a acompanhamento sorolégico pela técnica de ELISA antes da
vacinagao (D0), 21 e 42 dias apdés a terceira dose (D63 e D84
respectivamente), e 60 e 90 dias (D120 e D150 respectivamente) apds a
infeccdo experimental com L. braziliensis.

Ao final do periodo de acompanhamento dos animais, estes foram

eutanasiados de acordo com os principios Eticos da Experimentagéo Animal.
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4.13. Infecgao desafio

A infecgcdo desafio dos caes foi feita pela via intradérmica utilizando
promastigotas infectantes de L. (V.) braziliensis, isolada em Januaria, no norte
do Estado de Minas Gerais.

Para obtencdo de formas promastigotas infectantes, utilizadas no
desafio, primeiramente foi realizada a infeccao de 40 hamsters (Mesocricetus
auratus) com a L. braziliensis descrita acima por meio de injegdes subcutaneas
no focinho, constituida de macerado de fragmento de lesdo proveniente de
outro hamster previamente infectado e mantido em biotério de experimentacao
do Laboratério de Leishmanioses e Vacinas, Departamento de Parasitologia,
ICB/UFMG. Dois meses ap6s a infec¢ao foram retirados fragmentos das lesdes
dos animais, que foram mantidas em meio bifasico agar sangue/LIT. Os tubos
foram mantidos sob incubagdo em repouso em incubadora biolégica BOD
(FANEM® modelo 347) a temperatura de 23°C por 12 dias. Passado este
tempo, foi coletada a parte liquida do meio de cultura, centrifugada a baixa
rotagao (330 g por 10 minutos). O numero de promastigotas infectantes foi
ajustado para 10° /mL com o auxilio de uma camara hematocitométrica de

Neubauer.

4.14. Avaliagao da Resposta Imune

As avaliagdes da resposta imune foram realizadas no Laboratério de
Leishmanioses do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil e no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Instituto

René Rachou — Fiocruz, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

4.14.1. Obtencao de leucécitos do sangue periférico para o contexto in
vitro

Foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue da veia jugular,
utilizando-se seringas plasticas estéreis e heparinizadas. Este foi centrifugado
a 400 g durante 10 minutos em temperatura ambiente. Apds centrifugacéo,
uma parte do plasma foi isolada para exames soroldgicos posteriores.

Completou-se com PBS o volume restante para 40 mL. Este volume foi dividido
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em dois tubos de polipropileno, aplicados lentamente sobre 12 mL de Ficoll-
Hypaque (Histopaque® 1.077, SIGMA Co., EUA), os quais foram centrifugados
a 670 g por 25 minutos em temperatura ambiente. Foi removido o anel celular
contendo células mononucleares, que foram lavadas por 2 vezes em
centrifugagcédo a 500 g por 10 minutos a 4° C com 50 mL de RPMI 1640
(Invitrogen, EUA). Ao final, as células foram ressuspensas em 1 ou 2 mL em
RPMI 1640 conforme a quantidade de sedimento obtido, e uma aliquota de 100
uL foi transferida para um tubo para a realizagdo de contagem estimada de
células no aparelho hematocitométrico COULTER (BECKMAN COUTER,
EUA). O valor obtido foi multiplicado pelo volume ressuspendido, e o volume
final ajustado para conter 5x10° cels/mL. Para a contagem, foi também utilizada
a camara hematocitométrica de Neubauer. Para tanto, foram utilizados 10 uL
da suspensao celular, que foi diluida em 190 uL de Solugdo de Azul de Trypan
(Sigma Co., EUA) (diluigdo 1:20) para a realizagao da contagem. O valor obtido
foi multiplicado pelo volume ressuspendido e pela diluicao e o volume final foi

ajustado para 5x10° células/mL.

4.14.2. Teste de proliferagao linfocitaria

Para o teste de proliferagcdo de linfocitos obtido do sangue, foram
realizadas para cada cdo culturas em triplicatas em placas de 96 orificios
(NUNC, EUA), na presenca ou auséncia de antigeno ou de mitégeno,
depositando-se 25 uL da suspensdo de linfocitos com 2x10° células/mL, ou
seja, 50.000 células/orificio nos orificios que correspondem ao controle e nas
culturas com a presencga do antigeno. Foram adicionados 50 pL do antigeno de
L. braziliensis ou da proteina fusionada Leish-111f® na concentragéo de 12,5
ug/mL. Vale ressaltar que as células mononucleares coletadas dos animais do
grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-SE® nao receberam estimulo com
Leish-85, da mesma forma que as PBMC coletadas dos animais do grupo
vacinado com Leish-85 + MPL-SE® ndo receberam estimulo com o antigeno
recombinante Leish-111f®. Estes valores foram transformados em “indices”,
isto é, dividiu-se o valor encontrado pelo valor do respectivo controle. Desta
forma, valores do “indice” acima de um significam que ocorreu aumento do

numero de células quando comparado ao seu controle. O agente mitogénico
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PHA (Fitohemaglutinina, Sigma Chemical Co., EUA) foi adicionado (25 uL) da
solugéo de uso (concentragao final de 2 pg/orificio) diluida em RPMI-1640 nos
respectivos orificios da placa, destinados a avaliacdo e ao controle de
viabilidade celular e da capacidade linfoproliferativa. Como controle de
proliferacdo na auséncia de estimulo, as células também foram cultivadas na
auséncia de qualquer estimulo em ambas situacdes (antigeno e PHA). As
células foram estimuladas com PHA por 3 dias e com antigeno por 5 dias,
mantidas a 37°C em incubadoras (Forma Scientific, EUA) com 5% de CO,. Foi
adicionado 1 pCi de [°H] timidina (Amersham Biosciences, EUA) nas ultimas 6
horas de incubagdo. As células foram coletadas em papel de fibra de vidro
(modelo 943-AH-Wathman, EUA) através de um coletor automatico de células
(Titertek Cell Harvester, Flow Laboratories, EUA), e a incorporagcéo de [°H]
timidina foi determinada por contagem em liquido de cintilagdo em um contador

automatico de cintilagdo (Beckman Coulter, EUA).

4.14.2.1. Antigeno para testes de proliferagao celular

Nos ensaios de proliferagao linfocitaria foi utilizado o antigeno soluvel de
Leishmania (Vianna) braziliensis  obtido a partir  da cepa
MHOM/BR/1973/M2903. Foi realizado um cultivo em massa de promastigotas
em meio LIT, sendo que esta foi submetida a trés ciclos de congelamento e
descongelamento e, logo apds, submetida ao ultra-som (Sonifier Cell
Disruptor®- Brason Sonic Power Co., EUA) durante 1 minuto a 40 Watts, em
banho de gelo. A sonicagao foi repetida por trés vezes, com intervalo de 1
minuto entre as sonicagdes. Em seguida, o material sonicado foi centrifugado a
6200 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
transferido para sacos de dialise, e entédo dialisados em PBS pH 7,2 a 4°C sob
agitacao constante, durante 24 horas, e submetido a quatro trocas do PBS a
cada 6 horas de intervalo. Por fim, o material remanescente no saco de dialise
foi filtrado em filtros estéreis descartaveis, de 0,22 um em condigdes de fluxo
laminar e uma aliquota foi retirada para dosagem de proteina pelo método de
Lowry (LOWRY et al., 1951). Amostras do antigeno foram aliquotadas e

mantidas congeladas a -70°C.
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4.14.3. Citocinas IL-4, IL-10 e Interferon gama (IFN-y).

As citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y foram determinadas usando kits de
ELISA de captura especifico para citocinas caninas (R&D Systems, EUA)
seguindo instrugbes do fabricante. Para sensibilizagdo, anticorpos de captura
foram diluidos em PBS e imediatamente colocados em placas de 96 pocos
(100 uL/pogo). A placa foi deixada “overnight” em temperatura ambiente,
passando posteriormente por trés lavagens. Foi adicionado entdo solugéo de
bloqueio (300 pL) e deixado em temperatura ambiente por uma hora, sendo
lavado novamente por trés vezes. As amostras foram adicionadas (100
uL/pogo) e incubadas por duas horas em temperatura ambiente, passando
posteriormente por duas lavagens. Anticorpos secundarios biotinilados foram
usados para detec¢cado (100 plL/pogo) sendo novamente incubado por duas
horas em temperatura ambiente seguida de duas lavagens. A reagao foi
revelada com estreptavidin-HRP (Amersham Biosciences, EUA) e O-
Phenylenediamine (OPD) (Sigma-Aldrich Co., EUA).

4.14.4. Ensaio de imunofenotipagem celular

Para a realizagcdo dos ensaios de fenotipagem das células obtidas a
partir do sangue periférico dos caes, foram utilizados anticorpos monoclonais
especificos para moléculas de superficie de células caninas. Para aquisicao,
armazenamento e analise dos dados, referentes a resposta celular foi utilizado
um citdmetro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson, EUA), acoplado a um
sistema de computador com programas especifico (Cell Quest®, EUA).

O ensaio de imunofluorescéncia para células do sangue total foi
realizado segundo protocolos previamente publicados (Fujiwara et al., 2006).
Na Tabela 2, encontram-se informagdes do painel de anticorpos monoclonais,

que foram utilizados na imunofenotipagem das diferentes células caninas.
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Tabela 2. Painel de anticorpos monoclonais usados na imunofenotipagem das células caninas

Anticorpos . . .
. Hospedeiro Clone Isotipo Especificidade
Monoclonais

Anti-CB PE Camundongo Ca2.1D6 IgG1 Células B
Anti-CD3 FITC Camundongo Ca17.2A12 1gG1 Células T
Anti-CD4 FITC Rato YKIX302.9 IgG2a Células T
Anti-CD8 FITC Rato YCATES55.9 1gG1 Células T

Todos os anticorpos sao produzidos pela SEROTEC Ltd (Oxford - England). PE = ficoeritrina;
FITC = isotiocianato de fluoresceina.

4.14.5. Determinacao da Resposta por Anticorpos
4.14.5.1. Anticorpos das classes IgG e das subclasses IgG1 e IgG2

O teste de ELISA foi empregado como descrito por MIRET et al. (2008).
Foi utilizado um painel de conjugados anti IgG total, IgG1 e IgG2, especificos
para cao conforme detalhamento apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos testes sorolégicos na detecgédo de
classes e subclasses de imunoglobulinas nos soros dos cées
_

ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTI -lg -CAO

CLASSES E - .
PARA AVALIACAO SOROLOGICA (ELISA)
SUBCLASSES
(Imunoglobulinas) Conjugado Afinidade molecular
Anti IgG HRPO Molécula total
Anti IgG1 HRPO Especifico p/ cadeia pesada
Anti IgG2 HRPO Especifico p/ cadeia pesada

Todos os anticorpos sdo produzidos pela BETHYL laboratories, INC (Montgomery -
Texas/EUA) em carneiro. HRPO = Horseradish Peroxidase.

Amostras do sangue foram coletadas da veia jugular dos animais nos
dias 0, 63 (apos vacinagao), 84 (pdés desafio experimental com L. braziliensis),
120 e 150. Anticorpos especificos contra o parasito foram determinados por
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) convencional. Antigenos
recombinantes TSA, LelF e LmSTI1 e antigeno bruto de L. braziliensis, cepa
MHOM/BR/73/M2903, foram usados. Os antigenos foram colocados em

microplacas de 96 pocos (MaxiSorp™, Nalge Nunc Intl., EUA) em uma
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concentracdo de 0,5 pg/pogo para o antigeno recombinante e 10 ug/pog¢o do
antigeno bruto. O soro foi adicionado em uma diluicdo de 1:100 seguido de
lavagens e adicdo de peroxidase e conjugado IgG1 anti-cdo de cabra ou
conjugado IgG ou IgG2 anti-cao de ovelha (Bethyl Laboratories Inc., EUA). Os
pocos foram entdo lavados, seguido da adicdo de cromogeno (OPD) e
substrato (H202, Sigma-Aldrich, EUA). A absorbancia foi lida em um leitor de
microplaca de ELISA automatico (Multiskan® MCC340, Labsystems, Finlandia)
em 492 nm. A diluicdo 6tima dos conjugados foi de 1:1.000 para IgG1, 1:8.000
para IgG total e 1:16.000 para IgG2.

4.14.5.2. Antigenos para reagao imunoenzimatica

Para a avaliacdo da resposta imune humoral e monitoramento da
infeccdo por L. braziliensis pela reagdo imunoenzimatica (ELISA) foram
utilizadas formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/1973/M2903)
mantidas em cultura por sete dias no meio LIT. Os parasitos foram lavados trés
vezes por centrifugacao a 1000 g por 10 minutos em PBS pH 7,2. Foram entao
submetidos ao ultra-som (40W, trés vezes durante 1 minuto, com 1 minuto de
intervalo, em banho de gelo). Em seguida, o material sonicado foi centrifugado
a 3300 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e uma aliquota foi
retirada para dosagem de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al.,
1951), sendo a concentragao protéica ajustada para 1000 pug/mL.

Os antigenos recombinantes MAPS/TSA, LelF e LmSTI1 também foram
utilizados, gentilmente cedidos pelo Dr. Anténio Campos Neto (Infectious

Disease Research Institute, Seattle, Washington, EUA).

4.15. Necropsia dos caes

A eutanasia dos cdes foi realizada conforme as recomendacbes do
“Colégio Brasileiro de Animais de Experimentacdo” - (COBEA) e com a
“‘American Association for Laboratory Animmal Science” — AALAS. Desta
maneira os procedimentos foram iniciados com a aplicacido de acepromazina
(Acepram®), subcutanea, na dose de 0,5 mg/Kg de peso, seguida de anestesia
geral com tiopental sédico (Thionembutal®), na dose de 15 mg/Kg de peso
seguida de solugéo de KCI saturada. Estes procedimentos estdo de acordo

com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de
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Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) — UFMG, conforme protocolo
CETEA — UFMG N° 140/2006 (Anexo).
Tal procedimento minimiza o sofrimento, a dor e o "stress" dos animais

nos momentos que antecedem a eutanasia.

4.16. Analise estatistica dos dados

Para a analise dos resultados obtidos, comparando-se 0s grupos em
cada ponto de coleta ou quando se compara um mesmo grupo de forma
longitudinal, seja nos experimentos de avaliacdo da resposta imune humoral,
ensaio de imunofenotipagem no contexto in vitro, proliferagdo linfocitaria e
dosagem de citocinas (IL-4, IL-10 e IFN-y) a diferenga entre as médias
observadas foram testadas utilizando-se a analise de variancia (ANOVA). A

diferenga entre os grupos foi testada pelo teste post-hoc de Bonferroni.

Antes disto, os valores foram transformados em indices, dividindo o valor
encontrado pelo valor do respectivo controle.

Os célculos estatisticos foram realizados com auxilio instrumental do
pacote estatistico GraphPad Prism 4.0 para Windows.

Por fim, para analise de eficacia das vacinas em proteger os caes contra
L. (V.) braziliensis foi aplicado o teste Qui-quadrado, sempre comparando os
grupos vacinados com o grupo placebo.

Os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliagao dos parametros hematolégicos e bioquimicos

As analises hematolégicas foram realizadas no Dia 0 e no Dia 150 com o
objetivo de se verificar a possivel ocorréncia de alteragdes relacionadas com os
efeitos adversos das vacinas e/ou adjuvante e com a infeccdo. A contagem de
hemacias foi feita no aparelho hematocitométrico (COULTER, EUA). Estas nao
mostraram diferencas estatiscamente significativas nos valores encontrados entre os
grupos que receberam vacinas e 0s grupos controles. Entretanto, mesmo
permanecendo dentro dos valores de referéncia, houve diminuicdo dos valores
obtidos para os eritrocitos, concentragdo de hemoglobina, porcentagem de
hematdcrito e quantidade de plaquetas(Figura 1a, b, c, d).

A avaliagdo dos parametros bioquimicos (uréia, creatinina, ALT e AST)
também foram feitos nos sangues dos cdes coletados nos Dia 0 e Dia 150.
Entretanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os

grupos de coleta. (dados ndo mostrados)
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Figura 1. Resultados obtidos nos hemogramas realizados nos Dias 0 e 150

. Os dados representaram

as médias dos valores encontrados em cada grupo, como: a) Frequéncia de hemacias (milhdes/mm?),

b). Niveis de hemoglobina, ¢) Hematdécrito, d) Numero de plaquetas/mm3.
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5.2. Resposta Imune Humoral

Para melhor visualizacdo dos resultados de ELISA, os dados foram
analisados sob dois pontos de vista. Primeiramente dividiu-se os grupos de animais
do estudo para comparar os que receberam as vacinas (Leish-111f® + MPL-SE® ou
Leish-85 + MPL-SE® ou VLg + MPL-SE®) em relacéo aos que foram vacinados com
o adjuvante (MPL-SE®) ou placebo (grupo controle), sempre em um mesmo dia de
coleta de sangue (DO, D63, D84, D120 ou D150).

Outra forma utilizada para andlise foi o acompanhamento de um mesmo
grupo isoladamente ao longo de todo o tempo do estudo, ou seja do Dia 0 ao Dia
150.

Os graficos em que nado se observaram alteragbes relevantes ndo foram

mostrados.

5.3. Pesquisa de anticorpos da classe IgG.

A deteccgdo dos niveis de anticorpos do isotipo IgG foi avaliado pelo teste de
ELISA. O grupo de animais vacinado com as trés doses de Leish-111f® associado
ao MPL-SE® mostrou aumento estatisticamente significativo nos niveis séricos de
IgG total (p<0,05) anti-AgLb, quando comparado ao grupo placebo no dia 84. O
grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® também mostrou, nas mesmas condicdes,
um aumento estatisticamente significativo de anticorpos IgG em relagao ao grupo
placebo, porém, em niveis menores aos observados para o grupo que recebeu
Leish-111f® + MPL-SE® (Figura 2).
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Interessantemente, animais do grupo vacinado com Leish-85+MPL-SE®
permaneceram, no Dia 84, com niveis de anticorpos IgG anti-Leish-111f®
significativamente aumentados (p<0,05) quando comparado ao grupo placebo
(Figura 3).
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Figura 3. Reatividade de anticorpos IgG em resposta ao antigeno recombinante Leish-11 1£° apos a
infecgdo desafio (Dia 84). Os resultados foram expressos por indices de reatividade (reatividade
observada no Dia em estudo dividida pela reatividade observada no Dia 0) de absorbancia (eixo y) de
cada animal. * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em comparagéo ao grupo Placebo.

Analisando cada grupo individualmente ao longo do tempo estudado, foi
observado um aumento significativo (p<0,05) de IgG anti-AgLb apenas nos grupos
de caes vacinados com Leish-85 + MPL-SE® e com VLg, quando comparado aos
valores observados no Dia zero. O grupo vacinado com Leish-111f*+MPL-SE®
também mostrou um aumento da reatividade de IgG anti-AgLb ao longo do tempo,

porém os dados nao foram estatisticamente significativos (Figura 4a, b, c).
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Figura 4. Reatividade de anticorpos IgG em resposta ao AgLb nos grupos onde foram vacinados a.
Leish-111f® + MPL-SE®, b. Leish-85 + MPL-SE®, c. VLg + MPL-SE®. Os resultados foram expressos

por indice de reatividade de absorbancia (eixo y) para cada animal.
Este aumento também ocorreu nos grupos vacinados com Leish-111f® +
MPL-SE® e Leish-85+MPL-SE® em resposta ao antigeno recombinante Leish-111f®.

Porém este aumento n&do mostrou diferencga estatisticamente significativa (Figura 5a,
b).
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Figura 5. Reatividade de anticorpos IgG em resposta ao antigeno recombinante Leish-111f® nos

grupos onde foram administrados a. Leish-111f" + MPL-SE®, b. Leish-85 + MPL-SE®. Os resultados
foram expressos por indice de reatividade de absorbancia (eixo y) de cada animal.

5.4. Pesquisa de anticorpos da subclasse 1gG1

A deteccao dos niveis de anticopos da subclasse IgG1 também foi avaliada
pelo teste imunoenzimatico (ELISA). Animais pertencentes ao grupo vacinado com
Leish-111f*+MPL-SE® mostraram uma produgdo significativamente aumentada
(p<0,05) dessa imunoglobulina em resposta ao antigeno recombinante Leish-111f° e
ao AgLb a partir do Dia 63. Esta produgao foi aproximadamente cinco vezes maior
quando comparada ao grupo controle e ao grupo que recebeu o adjuvante,

permanecendo elevada até o Dia 150 (Figura 6a, b).
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Figura 6. Reatividade de anticorpos da subclasse IgG1 no Dia 63 (21 dias apds a terceira imunizagéo)

em resposta a a) antigeno recombinante Leish-11 1% e b) AgLb. Os resultados foram expressos pelos
indices de reatividade medidos em absorbancia (eixo y) para cada animal. * Diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo placebo ou adjuvante.

O grupo vacinado com Leish-85+MPL-SE® também mostrou um aumento destes
anticorpos, porém, em uma analise longitudinal, uma diferenga estatisticamente
significativa foi observada somente nos Dias 63 e 150 em comparagao ao DO (dados

nao mostrados).

Quando os dados foram analisados em grupos de forma longitudinal, aqueles que
receberam Leish-111f*+MPL-SE® ou Leish-85+MPL-SE® apresentaram um aumento
significativo de anticorpos da subclasse IgG1 no Dia 84, ou seja apds a infecgao
desafio. O aumento de anticorpos anti-AgLb foi de aproximadamente dez vezes,
sendo em torno de cinco vezes quando a sensibilizagdo da placa se deu com o

antigeno recombinante, ambos quando comparada ao Dia 0 (Figura 7a, b, c, d).
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Figura 7. Reatividade dos anticorpos da subclasse IgG1. a) grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-
SE® em resposta ao antigeno recombinante Leish-111f®. b) grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-
SE® em resposta ao AgLb. C) grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® em resposta ao antigeno
recombinante Leish-111f®. d) grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® em resposta ao AgLb. Os
resultados foram expressos por indice de reatividade de absorbéancia (eixo y) de cada animal.

O grupo de animais vacinados com VLg também apresentou um aumento
significativo de 1gG1 anti-L. braziliensis (cepa M2903) no Dia 84. Contudo, este
aumento ndo foi mantido nos dias posteriores e foi menos acentuado quando
comparado aos grupos de animais onde foram vacinados os antigenos

recombinantes (Figura 8).
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Grafico 8. Reatividade de anticorpos da subclasse IgG1 do soro de animais vacinados com VLg +
MPL-SE® em resposta ao AglLb. Os resultados foram expressos pelo indice de reatividade em
absorbancia (eixo y) para cada animal. *Diferenga estatisticamente significativa (p<0,001) em
comparagao com os demais dias.

5.5. Pesquisa de anticorpos da subclasse 1gG2

A detecgao dos niveis de anticopos da subclasse 1gG2, também, foi avaliado
pelo teste imunoenzimatico (ELISA). No D120, o grupo vacinado com Leish-111f®+
MPL-SE® aumentou significativamente os niveis de anticorpos da subclasse 1gG2
anti o AgLb quando comparado aos grupos que receberam placebo e adjuvante. No
grupo vacinado com Leish-85+MPL-SE®, embora sem diferenca estatistica
significativa, também foi observado um aumento da produgédo de anticorpos 1gG2
(Figura 9).
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Figura 9. Reatividade de anticorpos da subclasse IgG2 em resposta ao AgLb no Dia 120 (60 dias
apos o desafio). Os resultados foram expressos por indice relativo de absorbancia (eixo y) de cada
animal. *Diferencga estatisticamente significativa em comparagao ao grupo placebo ou de adjuvante.

Analisando a presenga de anticorpos ao longo do tempo, todos os grupos que
receberam vacina, seja ela Leish-111f®+MPL-SE®, Leish-85+MPL-SE® ou VLg +
MPL-SE®, apresentaram um discreto aumento de anticorpos anti-AgLb mostrando
uma diferenga estatistica nos grupos vacinados com Leish-11 1f*+MPL-SE® e com o

VLg + MPL-SE® no Dia 84 em comparacgdo com o Dia 0 (Figura 10a, b).
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Figura 10. Reatividade de anticorpos da subclasse IgG2 em resposta ao AgLhb. a. grupo vacinado

com Leish-111f® + MPL-SE®, b. grupo vacinado com VLg + MPL-SE®. Os resultados foram expressos
em indice de reatividade de absorbéncia (eixo y) de cada animal. * Diferenca estatisticamente
significativa em comparagédo com o Dia 0.
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Os grupos vacinados com Leish-111f°+MPL-SE® e Leish-85 + MPL-SE®
mostraram aumento de anticorpos 1gG2 anti Leish-111f® em todos os dias
estudados, porém os dados nao mostraram diferenga estatisticamente significativa

em relagao aos controles (Figura 11a, b).
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Figura11. Reatividade de anticorpos da subclasse IgG2 em resposta ao antigeno recombinante Leish-

111f°. a) Grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-SE®. b) Grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE®.
Os resultados foram expressos em indice de reatividade de absorbancia (eixo y) de cada animal.

5.6. Producgéao de 6xido nitrico

Os resultados da analise quantitativa da presenga de Oxido nitrico no
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico dos caes
mostraram baixos niveis desta substancia. Nado houve diferenga estatisticamente
significativa dos valores quando a comparagao foi feita entre os grupos num mesmo
dia de coleta e também para um mesmo grupo entre os tempos variados de coleta

dos sangues (Tabela 4).
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Tabela 04. Detecgdo dos niveis de Oxido Nitrico do sobrenadante das culturas das células PMN os
caes submetidos a diferentes protocolos vacinais. ND: valores abaixo do nivel de sensibilidade do
teste (Nao detectavel).

Tempo em Placebo MPL-SE® Leish- Leish-85 + Extrato

dias 111+  MPL-SE® VLg +
MPL-SE® MPL-SE®
DO 0,422 ND 0,926 ND ND
1,467 0,929 ND ND 0,389
2,124 ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
0,194 ND ND 2,055 ND
2,54 ND ND 0,103 ND
3,426 ND ND ND ND
0,705 ND ND ND ND
D63 0,115 0,62 ND ND ND
ND 0,509 ND ND ND
0,493 ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
0,185 ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND 0,928 ND
D150 1,556 ND ND ND 0,301
ND ND ND ND ND
1,114 ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
2,198 ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND

Os dados em branco representam os animais que morreram ao longo do estudo.

44



Resultados

5.7. Dosagem de citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y

Concentragbes de citocinas foram avaliadas pelo teste imunoenzimatico
ELISA. Os sobrenadantes das culturas em duplicata das células mononucleadas
foram coletados apds 5 dias do estimulo, seja com Leish-111f®, Leish-85 ou com
AgLb. Este foi congelado a -70°C até ser analisado no teste de ELISA. Os resultados
foram avaliados e representados com “indice”, isto €, o resultado obtido pela leitura
do aparelho foi dividido pelo seu respectivo controle.

Em relacdo a dosagem de IL-4, analisou-se os dados pela comparagdo de
sua producao entre os diferentes grupos do estudo nao sendo verificado diferenga
estatistica entre eles, embora, no Dia 150, tenha ocorrido aumento nos animais
vacinados com Leish-85+MPL-SE® ou com VLg+MPL-SE® quando o estimulo das

células foi feito com Leish-85 ou AgLb (Figura 12a, b).
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Figura 12. Dosagem da IL-4 produzida pela reatividade das células mononucleadas do sangue
periférico de caes submetidos a diferentes protocolos vacinais em resposta ao estimulo com: a)
rLeish-85 b) AgLb. Coleta do sangue realizada no Dia 150.

Fazendo a comparagéo da produgdo desta citocina em um mesmo grupo nos
diferentes dias de coleta das células, foi observada uma diminuigao significativa da
producéo de IL-4 do grupo vacinado com Leish-111f+MPL-SE® e estimuladas in vitro

com o0 mesmo antigeno recombinante (Figura 13).
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Figura 13. Dosagem de IL-4 produzida pela reatividade das células mononucleadas do sangue
periférico de cdes submetidos & vacinacdo com Leish-111f + MPL-SE® em resposta ao estimulo com
antigeno recombinante Leish-111f®. *Diferencga estatisticamente significativa em comparagéo com o
Dia 0 (p<0,01) **Diferenca estatisticamente significativa em comparagéo com o Dia 0 (p<0,05).

Embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativos,
verificou-se um aumento gradativo da producgao de IL-4 no grupo vacinado com VLg,

independente do estimulo dado as células (Figura 14a, b, c).
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Figura 14. Dosagem da IL-4 produzida pela reatividade das células mononucleares do sangue
periférico de cdes submetidos a imunizagdo com VLg + MPL-SE® em resposta ao estimulo com a)

rLeish-11 1f®, b) rLeish-85 c) AgLbh.

No Dia 150, ocorreu um aumento significativo da produgéo de IL-10 no grupo
vacinado com Leish-85 + MPL-SE®, quando as células foram estimuladas com AgLb.
Este aumento, como pode ser verificado na Figura 15, ocorreu quando comparado
ao grupo que recebeu placebo (p<0,01) e ao grupo que recebeu a vacina Leish-

111f*+MPL-SE® (p<0,05).
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Figura 15. Dosagem de IL-10 produzida pela reatividade das células mononucleares do sangue
periférico de cdes submetidos a diferentes protocolos vacinais em resposta ao estimulo com AgLb.

*Diferenga estatisticamente significativa foi observada no grupo vacinado com rLeish-111f° + MPL-
SE® (p<0,05) em comparagéo com o grupo placebo (p<0,01).

Em relacédo a producédo de IFN-y, nas analises realizadas comparando-se 0s
grupos em um determinado dia de coleta de material, ou comparando-se 0 mesmo
grupo nos varios dias do estudo, ndao foi observado variagdes estatisticamente
significativas da produgdo desta citocina em relagdo aos controles (dados nao

mostrados).

5.8. Imunofenotipagem celular

Os resultados de fenotipagem celular por citometria de fluxo foram obtidos em
valores percentuais médios (frequéncia). Semelhante a analise feita para a presenga
de imunoglobulinas, avaliou-se os tipos celulares sob dois pontos de Vvista.
Primeiramente, foi feita uma comparagéo entre os grupos do estudo nos dia onde a
coleta do sangue foi realizada nos Dias 0, 63 e 150. Apds esta analise, estudou-se
cada grupo separadamente ao longo do tempo do experimento, verificando entao
aumento ou diminui¢ao dos tipos celulares avaliados (linfécitos T CD3+, linfécitos T
CD4+, linfocitos T CD8+ e linfocitos B).

Primeiramente, foi observado um aumento, embora sem diferenca
estatisticamente significativa de células CD3+ nos animais dos grupos que
receberam as vacinas, sejam elas a Leish-111f®+MPL-SE®, Leish-85+MPL-SE® ou a
VLg+MPL-SE® em relagdo ao grupo placebo. Este aumento se deu no Dia 150 do

estudo (Figura 16).
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Figura 16. Frequéncia de linfécitos CD3+ no Dia 150 nas células mononucleares do sangue periférico
de caes submetidos a diferentes protocolos vacinais e coletas de sangues.

No grupo de animais que receberam VLg + MPL-SE®, foi observada uma

queda gradativa e estatisticamente significativa de células CD3+ (Figura 17). Nos

demais grupos, nao foram verificadas diferencgas relevantes (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Frequéncia de
linfécitos CD3+ em células
mononucleares do  sangue
periférico dos cdes do grupo
vacinado com VLg + MPL-SE®.
Os resultados sdo expressos
como a média dos valores
percentuais dos animais
pertencentes ao grupo.

Quando a frequéncia de linfécitos T CD8+ foi analisada, observou-se um

aumento no percentual desta célula no grupo vacinado com Leish-85+MPL-SE® e no

grupo vacinado com VLg em MPL-SE®. Este aumento, sem diferenca estatistica, foi

verificado nos Dias 63 e 150 quando foi comparado os dados dos grupos vacinados

em relagao aos grupos inoculados com adjuvante ou placebo (Figura 18a, b).
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Figura 18. Frequéncia de linfocitos CD8+ nas células mononucleares do sangue periférico de caes
submetidos a diferentes protocolos vacinais. a) Coleta de sangue periférico realizada no Dia 63. b)
Coleta de sangue periférico realizada no Dia 150.

Analisando os resultados obtidos para os linfécitos T CD4+, nao foi
observadas diferengas estatisticamente significativa, sejam elas quando a analise foi
feita comparando-se os resultados entre os grupos do estudo ou comparando-se o
mesmo grupo durante todo o periodo estudado (dados ndo mostrados).

Os grupos vacinados com as vacinas Leish-111f+MPL-SE® ou VLg+MPL-SE®
foi demonstrado aumento do percentual de células B quando comparados aos dados
do grupo placebo. Este aumento ocorreu nos Dias 63 e 150, sendo que neste ultimo

o grupo vacinado com Leish-85+MPL-SE®, também, foi superior em percentual
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quando comparado ao grupo placebo. Embora tenham ocorrido esses aumentos,

néo foi observado diferenga estatisticamente significativa (Figura 19a, b).
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Figura 19. Frequéncia de linfécitos B em cultura de células mononucleares do sangue
periférico de cées submetidos a diferentes protocolos vacinais. a) Coleta de sangue

periférico realizada no Dia 63. b) Coleta de sangue periférico realizada no Dia 150.

Quando as analises foram realizadas em um mesmo grupo ao longo do tempo

do estudo, observou-se um aumento de células B nos grupos vacinados com as
vacinas Leish-111f®+MPL-SE®, Leish-85+MPL-SE® e VLg + MPL-SE®. Este

aumento foi significativo apenas no grupo vacinado com Leish-111f®+ MPL-SE®

(Figura 20a, b, c).
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Figura 20. Frequéncia de linfécitos B em células mononucleares do sangue periférico dos caes. a.
Grupo vacinado com Leish-111f" + MPL-SE®. b. Grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE®. c) Grupo
vacinado com VLg + MPL-SE®.

Por fim, utilizamos o percentual de linfécitos obtidos na fenotipagem celular
das células mononucleadas do sangue periférico dos cédes na coleta realizada no
ultimo dia do estudo (Dia 150) para comparar ao numero absoluto de linfocitos obtido
no hemograma realizado no mesmo dia. Os resultados obtidos ndo mostraram
diferengas estatisticamente significativa entre os grupos estudados (dados nao

mostrados).
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5.9. Ensaio de proliferagao linfocitaria

Os dados da proliferagao linfocitaria em resposta ao estimulo antigénico in
vitro foram obtidos a partir da razdo entre os valores de contagem por minuto (CPM)
das culturas de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) estimuladas
com antigeno recombinante Leish-111f®, Leish-85 ou AgLb e os valores de CPM das
culturas controles. Estas células foram coletadas do sangue total dos caes do estudo
nos Dias 0, 63 (apos 3 doses de imunizagao) e 150. Os dados foram analisados pela
comparagao entre grupos em um determinado dia e, posteriormente, comparando-se
0 mesmo grupo ao longo de todo periodo experimental.

Quando as células foram estimuladas com o antigeno recombinante Leish-
111f®, houve um aumento do numero de células no grupo vacinado com Leish-
111f°+MPL-SE® e no grupo vacinado com VLg+MPL-SE® no Dia 150, embora este
aumento tenha sido estatisticamente significativo (p<0,05) apenas neste ultimo

quando comparado ao grupo inoculado com adjuvante (Figura 21).

Figura 21. Reagdo de proliferagéo
linfocitaria em culturas de células

indice de Proliferagio

mononucleares do sangue periférico de
caes submetidos a diferentes protocolos
vacinais, ap6s cinco dias de estimulagéo
com antigeno recombinante Leish-111f".
Coleta de sangue realizada no Dia 150. Os
resultados foram expressos em indice de
proliferagdo, dividindo-se o resultado
encontrado nas culturas estimuladas por
antigeno pelos valores obtidos nas culturas
controle  (ndo-estimuladas). *Diferenca
estatisticamente  significativa  (p<0,05)
obtida quando comparado ao grupo com
adjuvante.

Quando as células foram estimuladas com Leish-85, o grupo vacinado com
este antigeno mostrou, no dia 150, um aumento da resposta proliferativa em
comparagao com o grupo adjuvante ou placebo. No grupo vacinado com VLg+MPL-
SE®, também ocorreu um aumento estatisticamente significativo do numero de

células em relagao ao grupo inoculado com adjuvante apenas (Figura 22).
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Figura 22. Teste de proliferagéo linfocitaria de células mononucleares do sangue periférico de caes
submetidos a diferentes protocolos vacinais, apés cinco dias de estimulagdo com antigeno rLeish-85.
Os resultados foram expressos em indice de proliferagdo dividindo-se o resultado encontrado nas
culturas estimuladas por antigeno pelos valores obtidos nas culturas controle (ndo-estimuladas).
Coleta do sangue realizada no Dia 150. *Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em
comparagao ao grupo vacinado placebo e (p<0,001) em comparagédo ao grupo vacinado somente o
adjuvante. **Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em comparagdo ao grupo vacinado
somente o adjuvante.

Conforme demonstrado na Figura 23, no Dia 63, embora também tenha sido
observado um aumento do numero de células no grupo vacinado com Leish-
85+MPL-SE® e no grupo vacinado com VLg+MPL-SE® apds estimulagdo com

antigeno recombinante Leish-85, este aumento nao foi estatisticamente significativo.
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Figura 23. Reacgdo de proliferagdo linfocitaria em culturas de células mononucleares do sangue
periférico de cdes submetidos a diferentes protocolos vacinais, apés cinco dias de estimulagdo com
antigeno recombinante Leish-85. Os resultados foram expressos por indice de proliferagéo, dividindo-
se o resultado encontrado nas culturas estimuladas por antigeno pelos valores obtidos nas culturas
controle (ndo-estimuladas). Coleta de sangue realizada no Dia 63.
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Estimulando as células com o antigeno Lb, ocorreu, no grupo de animais
vacinados com a vacina Leish-111f*+MPL-SE®, um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) de linfécitos no Dia 150 em relagdo aos caes inoculados com

adjuvante ou placebo (Figura 24).
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Figura 24. Teste de proliferagdo linfocitaria de células mononucleares do sangue periférico de
caes submetidos a diferentes protocolos vacinais, apds cinco dias de estimulagdo com AgLb. Os
resultados foram expressos em indice de proliferagdo, dividindo-se o resultado encontrado nas
culturas estimuladas por antigeno pelos valores obtidos nas culturas controle (ndo-estimuladas).
Coleta de sangue realizada no Dia 150. *Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em
comparagao ao grupo placebo ou adjuvante.

Na analise longitudinal, observou-se um aumento do indice de proliferagéo
nos grupos vacinados com Leish-111f*+MPL-SE®, Leish-85+MPL-SE® e VLg +MPL-
SE®. Como visto na Figura 25a, b, c, d, este aumento foi notado quando o estimulo
foi feito com Leish-111f® ou AgLb no grupo vacinado com Leish-111f*+MPL-SE®,
Leish-85 ou VLg, no grupo vacinado com Leish-85 +MPL-SE® e no grupo vacinado
com VLg+MPL-SE® quando o estimulo das células foi realizado utilizando-se a
vacina Leish-85 ou o AgLb. Embora estes aumentos tenham ocorrido, nenhum se
mostrou estatisticamente significativo, com exceg¢do do grupo vacinado com Leish-
85+MPL-SE® e as células estimuladas com Leish-85 (P<0,05). Esta diferenca

estatisticamente significativa ocorreu no Dia 150.
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Figura 25. Teste de proliferagdo linfocitaria em culturas de células mononucleares do sangue
periférico de cdes submetidos a diferentes protocolos vacinais, apés cinco dias de estimulagdo. a)

Grupo vacinado com Leish-111f° + MPL-SE® e células estimuladas com antigeno recombinante
Leish-111f®. b) Grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-SE® e células estimuladas com AgLb, c)
Grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® e células estimuladas com antigeno recombinante Leish-
85. d) Grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® e células estimuladas com AgLb e) Grupo vacinado
com VLg + MPL-SE® e células estimuladas com Leish-85. f) Grupo vacinado com VLg + MPL-SE® e
células estimuladas com AgLb. Os resultados estdo expressos como indice, dividindo-se o resultado
encontrado pelo seu respectivo controle.
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5.10. Avaliacao da eficacia

Apds a infecgdo desafio com 10° promastigotas infectantes de L. (V.)
braziliensis inoculadas pela via intradérmica os animais foram acompanhados
clinicamente e fotografados conforme protocolo experimental visando acompanhar o
aparecimento e crescimento das lesdes no local de inoculacdo. Todas as lesbes
encontradas no local do desafio foram registradas e distribuidas por grupo conforme
Tabela 5. Vale ressaltar que, ao longo do estudo, alguns animais morreram.
Entretanto, nenhuma morte foi relacionada com a leishmaniose ou com a vacinagéao.
Estes animais se apresentavam sem feridas ou lesdes provocadas pela L. (V.)
braziliensis.

No grupo placebo as primeiras lesdes foram observadas nos dia 61 e 73 apos
a infecgdo desafio. No Dia 61 (apds o desafio), um cdo do grupo Leish-111f® + MPL-
SE® apresentou lesdo. A lesdo mais precoce foi detectada no Dia 89, ou seja, 26
dias ap6s a infecgdo desafio em um animal do grupo vacinado com VLg + MPL-SE®.
Todas as lesbes apresentadas pelos animais foram pequenas, medindo
aproximadamente de 5 a 8 mm e desapareceram ao aproximar do Dia 150, termo da
avaliagao proposta. Os numeros de caes com lesdes estdo apresentados na Tabela
5, onde pode ser observada eficacia de 83,33% para a vacina Leish-111f®+MPL-
SE®, 75,00% para a vacina Leish-85+MPL-SE® e para a VLg+MPL-SE®. Nos grupos
controles foram observados 6 (75%) animais com lesbes para os que receberam

placebo e 4 (50%) para os cdes que receberam o MPL-SE®.
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Grupos (n=8 Controles e Com Eficacia (%) Valor de P
caes) Vacinas lesaol/Total de
caes
1 Placebo 6/8 25,00

2 MPL-SE® 4/8 50,00 0,3017*

3 Leish-111f"+ 1/6 83,33 0,0308*
MPL-SE® 0,1977**

4 Leish-85 + 2/8 75,00 0,0455*
MPL-SE® 0,3017**

5 VLg + MPL-SE® 2/8 75,00 0,0455*
0,3017**

Tabela 5: Eficacia das vacinas em proteger caes vacinados contra a L. (V.) braziliensis *p Valor em
comparagao ao grupo placebo. **p Valor em comparagao ao grupo MPL-SE.
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6. Discussao

O controle da LTA em humanos por imunoprofilaxia por meio do uso de
vacinas eficazes constitui-se na estratégia mais recomendada para prevenir a
infeccdo por formas infectantes causadoras da leishmaniose tegumentar. A
vacinacgao representa, talvez, a melhor abordagem para prevenir essa doenga,
considerando seu custo-efetividade e o fato histérico da mortalidade e
morbidade causada por diversos agentes infecciosos terem diminuido
dramaticamente apds o uso de vacinas (DEL GIUDICE, 2003; EHRETH, 2003).

Os protocolos de vacinagado contra leishmaniose, mais precisamente
contra a LTA, teve inicio quando da descoberta, no oeste e sudoeste da Asia,
de que pessoas curadas de LC possuiam uma forte imunidade na re-infecgéo
(BRAY & MODABBER, 2000). Devido a isto, o exsudato de lesdes ativas era
inoculado em partes cobertas do corpo de criangas saudaveis, em um processo
conhecido por leishmanizacao, induzindo autocura e protecdo contra multiplas
lesdes na face e em outras partes expostas do corpo. Posteriormente, a
inducdo de uma lesdo com consequente imunidade a doenga foi obtida com
promastigotas vivas provenientes de cultura. Devido a alguns problemas, como
perda da infectividade e também por alguns casos terem se tornado crbnicos e
resistentes ao tratamento, esta pratica tem sido abolida (KHAMESIPOUR et al.,
2006).

Mais tarde, no ano de 1940, estudos com vacinas de primeira geragao,
isto €, composta de Leishmania morta, foram conduzidos por Salles-Gomes e
Pessoa no estado de S&o Paulo. Esta vacina consistia de um pool de 1,2 x 10®
promastigotas de 18 espécies diferentes de Leishmania e foi testada
primeiramente em 527 individuos que apresentavam Teste de Montenegro
negativo comparando-os a 600 individuos do grupo controle. Vinte meses ap6s
a imunizagéo, 18% do grupo controle foram infectados contra 3,2% do grupo
vacinado. Vale ressaltar que nado houve a conversao no teste intradérmico
(PESSOA et al., 1940). Mais tarde, nos anos de 1970, MAYRINK e
colaboradores desenvolveram uma vacina composta de 5 espécies diferentes
de Leishmania, onde pela primeira vez foi demonstrado indugdo de uma
resposta celular com a conversdo do teste de Montenegro de negativo para
positivo apds vacinagdo (GENARO et al., 1996). Varios ensaios clinicos foram

realizados chegando-se a conclusdo de que esta vacina, agora constituida de
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apenas uma espécie, Leishmania amazonensis, poderia ser usada como
imunoterapia, em associagdo ao antimoniato ou nao (KHAMESIPOUR et al.,
2006).

Considerando a grande quantidade de informagdes genéticas e
biologicas que temos do parasito e o conhecimento da imunologia das
leishmanioses, acreditamos ser possivel a producdo futura de uma vacina
eficaz contra essa doenca. O sequenciamento do genoma de L. major permitiu
que se buscasse a identificagcdo de genes expressos no estagio infeccioso,
acreditando que, se uma proteina externa puder ser expressa no hospedeiro,
entdo uma imunidade também podera ser gerada contra esta proteina presente
no parasito (KHAMESIPOUR et al., 2006)

O avangco das técnicas de biologia molecular favoreceu o
desenvolvimento de vacinas constituidas de antigenos recombinantes e
vacinas de DNA, que sdo de baixo custo (KHAMESIPOUR et al., 2006;
GRADONI, 2006) e permitem combinar varios genes em uma unica construgao.

Uma das primeiras vacinas de segunda geracao foi a denominada Leish-
111f®, molecularmente construida pela fusdo de trés genes, resultando na
expressao de trés antigenos fusionados em linha, ou seja, o TSA, LmSTI1 e
LelF. Estes antigenos estdo presentes em amastigotas e promastigotas e sao
conservados em muitas espécies de Leishmania que causam a doenca em
humanos. Esta vacina tem sido eficaz nos estudos pré-clinicos, se mostrando
excelente na indugao de proteg¢ao contra leishmaniose cutdnea em murinos e
primatas ndo humanos (CAMPOS-NETO et al., 2001; SKEIKY et al., 2002).
Sua formulagdo se da em associagcdo ao mono-fosforil lipidio A (MPL;
preparacado derivada de lipopolisacarideo de Salmonella minessota) e o 6leo
esqualeno (SE).

A compreensdo da resposta imune devido a vacina é um pré-requisito
para o entendimento do mecanismo de protecdo contra o parasito
(GIUNCHETTI et al., 2007b). Como dito anteriormente, cada manifestagao
clinica da doenga possui uma caracteristica imunoldgica peculiar. Portanto,
esse fato ressalta a importancia de conhecer estas caracteristicas para se ter
uma idéia da progressao e do prognostico da doenga, seu melhor tratamento e
mais ainda, de se chegar a um antigeno com capacidade de induzir uma

resposta Th1 para se prevenir do aparecimento da Leishmaniose. Este estudo
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entdo nos permitiu avaliar a resposta imune celular e humoral de caes
imunizados com diferentes vacinas, recombinantes ou de extrato bruto contra a
LCL. Produgcdo de oxido nitrico, citocinas como IFN-y, IL-10 e IL-4, também
foram mensurados para avaliar a resposta imunoldgica induzida pelas vacinas.

Embora a atual estratégia de vacinagdo contra leishmaniose seja
baseada no uso de antigenos recombinantes, a vacina de antigeno bruto
usando todo o parasito ainda é atrativa, pois possui estabilidade em sua
composi¢ao bioquimica e antigenicidade, custo e seguranga, e ainda tem sido
usada nos ensaios contra leishmanioses. Ainda segundo GIUNCHETTI et al.
(2007b), a vacinagdo com antigeno bruto induziu producdo de anticorpos que
reconheceram lisado soluvel de L. amazonensis, 0 que sugere também que
pode ser usada contra LTA. Vale et al. (In press) nos mostrou, ainda, a
homologia entre L. guyanensis e L. braziliensis, o que justifica a tentativa de se
obter uma vacina contendo antigeno bruto de uma espécie diferente da qual o

hospedeiro sera desafiado.

6.1. Avaliagao parasitolégica, hematolégica e bioquimica

O grande desafio de induzir imunidade contra uma infecgdo natural em
um modelo, é acertar a dose correta do parasito na infeccao desafio (doses
altas podem independente de uma resposta imunoldgica desejada gerar a
doenca ou doses baixas podem ser insuficientes para o aparecimento da
doenga), além da forma do parasito utilizado (DUBREUIL et al, 1990;
ABRANCHES et al, 1991) no inéculo e a via de inoculagédo (TABBARA et al.,
2005).

O desafio no presente estudo utilizou uma dose de 108 promastigotas de
L. braziliensis administrado pela via intradérmica. Apesar de formas
amastigotas serem mais infectantes do que as formas promastigotas em caes
(DUBREUIL et al, 1990; ABRANCHES et al, 1991, FUJIWARA, 2005),
entendemos que ndo sendo esta a forma transmitida pelo vetor na natureza,
ela ndo deveria ser utilizada em nosso estudo, na tentativa de reproduzir um
modelo de infecgdo mais préoxima do natural. Apesar disto, o indculo utilizado
neste trabalho nao inclui saliva do inseto vetor. De fato, ha indicios de que o
sucesso da infecgdo por formas promastigotas parece estar ligado a saliva

liberada pelo flebotomineo juntamente com os parasitos, uma vez que ja foi
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demonstrado que lisados de glandula salivar no modelo murino aumenta a
severidade da infecgao (TITUS et al., 1998; RIBEIRO, 1989; SAMUELSON et
al., 1991; THEODOS et al., 1991; LIMA et al,, 1996; BELKAID et al.,
1998). Entretando, este papel coadjuvante da saliva ainda nao foi comprovado
para a infeccdo em céaes, conforme demonstrado por KILLICK-KENDRICK et al.
(1994).

O aparecimento das lesdes sugestivas de LCL com a posterior melhora
clinica, embora nédo se tenha comprovado a presenga do parasito, nos sugere
que mesmo uma pequena resposta celular pode ter sido imunologicamente

eficaz para a redugéo ou a cura da lesdo.

Alguns estudos demonstraram ser os antigenos usados nesta pesquisa
indutores de protecdo em camundongos. COLER et al., (2002) relataram que o
tamanho da lesdo apds a infecgcdo desafio com L. major progrediu mais
rapidamente quando estes receberam placebo ou adjuvante, em comparag¢ao
com os que eram vacinados com Leish-111f*+MPL-SE®. Similarmente, quando
estes foram desafiados com L. amazonensis a lesao progrediu igualmente até
a nona semana, sendo que apds este periodo as lesdes evoluiram para a cura.
SKEIKY et al. (2002) demonstraram que camundongos imunizados com rLeish-
111f® formulado com IL-12 ou MPL-SE® foram protegidos contra infecgdo por
L. major de forma igual ou melhor quando comparados com os camundongos
imunizados com vacina bruta.

SALAY et al. (2007) demonstraram uma resposta ndo protetora da
Leish-111f®, uma vez que ndo foi observada uma reducdo expressiva do
tamanho da lesdo em camundongos imunizados quando comparado ao grupo
controle, que recebeu plasmidio ndo recombinante acompanhado de adjuvante
CpG ODN1826 e alumen (2% de hidroxido de aluminio) em PBS ou somente o
adjuvante .

Nesta pesquisa, usando como desafio L. braziliensis nao foi
observado uma alteracédo significativa nos parametros hematologicos e/ou
biogquimicos no comego e no final do estudo. A redugédo dos valores da série
vermelha, mesmo ndo saindo da faixa normal de referéncia, talvez tenha

ocorrido devido ao estresse sofrido pelos animais.
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6.2 Resposta imune humoral, citocinas e éxido nitrico.

Nesse estudo foi avaliada a producdo de anticorpos anti-Leishmania
induzidos pelas vacinas ou pela infecgao desafio, utilizando-se para isto a
técnica de ELISA. Para diminuir o efeito de variagdes na absorbancia devido a
técnica, e deste modo permitir uma melhor comparagdo entre o0s grupos,
utilizamos indices, dividindo-se o valor encontrado pelo seu respectivo controle.

Um importante requisito para o sucesso de uma vacina € que a
exposicao do agente etioldgico para as células de memoria geradas pela
vacinagao produza uma efetiva amplificacdo das células efetoras (FUJIWARA
et al., 2005).

O grupo de animais que recebeu Leish-111f® + MPL-SE® como vacina
mostrou um significativo aumento sérico de IgG total (p<0,05) anti AgLb quando
comparado ao grupo placebo a partir do dia 63 (pdés imunizagdes). Semelhante
ao estudo de FUJIWARA et al. (2005), onde caes imunizados com antigenos
recombinantes formulados com MPL-SE® geraram uma forte resposta de
memoria, que foi claramente demonstrada pelo surgimento de um boosted
apos exposicao a parasitas viaveis, COLER et al. (2007) e MORENO et al.
(2007) também mostraram diferengas significativas na produgao de IgG entre
os grupos avaliados (Leish-111f® + MPL-SE®, MPL-SE® e placebo).

Esta producdo de anticorpos da classe IgG antigeno-especificos nos
grupos vacinais em relacdo aos seus controles, demonstra a imunogenicidade
das vacinas recombinantes assim como da vacina formulada com antigeno
bruto, assim como encontrado em estudos anteriores (GENARO et al., 1996;
MAYRINK et al., 1996; WEBB et al., 1996; WEBB et al., 1997; WEBB et al.,
1998; SKEIKY et al., 1998; MARZOCHI et al., 1998; DE LUCA et al., 1999;
BORGES et al.,, 2001; MENDEZ et al.,, 2001; CAMPOS-NETO et al., 2002;
MAYRINK et al., 2002; SKEIKY et al., 2002.)

Da mesma forma, GIUNCHETTI et al. (2007b) demonstraram um
aumento de IgG total anti Leishmania amazonensis e anti L. chagasi apds a
segunda e terceira imunizagdes no grupo vacinado com o antigeno bruto.

Em camundongos e humanos, anticorpos IgG1 e 1gG2 tém sido
tradicionalmente usados para demonstrar uma resposta Th2 ou Th1

respectivamente. Para cdes, embora esta associagdo ainda ndo tenha sido

64



Discusséo

demonstrada, evidéncias experimentais indicam que esta associacdo deva
ocorrer (BOAG et al., 2003; OLIVEIRA-MENDES et al., 2003; FUJIWARA et al.,
2005; FUJIWARA et al., 2006), de forma que uma resposta Th2 esta
provavelmente associada a producao de IgG1, enquanto uma resposta Th1, a

uma producao de 1gG2.

Vérias evidéncias sugerem que a resisténcia a leishmaniose cuténea é
correlacionada com o aparecimento de uma resposta Th1, sendo a resposta
Th2 nao protetora. Por isso, se torna importante avaliar o tipo de resposta
gerada pela vacinagédo (FUJIWARA et al., 2005).

A estimulacdo do sistema imune com uma vacina que induz uma forte
resposta Th1 anti-leishmaniose na auséncia de uma resposta Th2 pode induzir
protegdo (CAMPOS-NETO et al., 2001). A indugédo de uma resposta Th1 capaz
de ativar fungbes microbicidas dos macrofagos € necessaria para eliminar
parasitas que estdo em seu interior (SKEIKY et al., 1995).

Animais pertencentes ao grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-SE®
mostraram uma producdo significativamente aumentada (p<0,05) de
imunoglobulinas da subclasse IgG1 em resposta ao antigeno recombinante
Leish-111f® e ao AgLb a partir do dia 63. Esta produgéo foi aproximadamente
cinco vezes maior quando comparada ao grupo controle e ao grupo que
recebeu o adjuvante, permanecendo elevada até o dia 150. O grupo onde foi
administrado Leish-85 + MPL-SE® também mostrou um aumento destes
anticorpos, porém se manteve estatisticamente diferente somente nos dias 63
e 150.

Quando analisamos os grupos de forma longitudinal, aqueles que
receberam Leish-111f® + MPL-SE® ou Leish-85 + MPL-SE® apresentaram um
aumento significativo de anticorpos da subclasse 1IgG1 no dia 84. O aumento
de anticorpos anti AgLb foi de quase dez vezes, sendo de aproximadamente
cinco vezes quando a sensibilizagdo da placa se deu com o antigeno
recombinante, ambos quando comparada ao dia zero

Embora tenham sido encontrados altos niveis de anticorpos da
subclasse IgG1 no soro dos caes imunizados com o0s antigenos recombinantes
(Leish-111f® ou Leish-85), isto ndo demonstra ser uma resposta do tipo Th2.
Foi demonstrada (FAQUIM-MAURO et al., 1999) que anticorpos IgG1 foram
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divididos em duas familias distintas de moléculas, uma dependente de IL-4
(associado com Th2) e outra dependente de IL-12 (associado com Th1). Por
isso, a presenga de altos titulos da subclasse IgG1 ndo € necessariamente
uma indicagcédo de uma resposta Th2 (CAMPOS-NETO et al., 2002).

O grupo de animais vacinados com extrato bruto também apresentou um
aumento significativo de IgG1 anti AgLb no dia 84. Contudo, este aumento néo
foi mantido nos dias posteriores e foi menos acentuado quando comparado aos
grupos de animais onde foram administrados os antigenos recombinantes.

De forma semelhante, GIUNCHETTI et al. (2007b) encontrou no grupo
vacinado com extrato bruto um aumento (p<0,05) de IgG1 anti Leishmania
depois da segunda e terceira imunizagdes.

No presente experimento, embora tenha ocorrido uma produgdo mais
acentuada de anticorpos da subclasse IgG1, também foi observada uma
producao de anticorpos IgG2. Isto nos confere uma resposta mista, quando

pensamos em linfécitos Th1 ou Th2.

Foi demonstrado neste estudo um aumento da producido de anticorpos
IgG2 no grupo onde foi administrado extrato bruto ao longo do tempo. Contudo,
este aumento foi significativo apenas apés o desafio (Dia 84). De forma similar,
nos estudos de GIUNCHETTI et al. (2007b), para a avaliagéo de 1gG2, o grupo
vacinado com o antigeno bruto de L. braziliensis e L. amazonensis apresentou
altos niveis (p<0,05) de anticorpos 1gG2 anti Leishmania apds a primeira e
terceira doses quando comparados ao grupo placebo.

O perfil do isotipo do anticorpo da resposta imune depende da citocina
produzida pelas células T antigeno especifico. Produgdao de IgG2a em
camundongos é dependente de IFN-y, enquanto IL-4 estd associada a altos
niveis de IgG1 (COLER et al., 2002).

Estudos sugerem que o balango entre as citocinas que ativam ou
suprimem a ativagcdo de macrdéfagos abrigando parasitos da espécie
Leishmania determinam o desenrolar da infeccdo. Portanto, o tratamento ou
formulagdo com antigenos e adjuvantes que podem alterar o tipo de resposta T
podem modificar o curso da doenga (COLER et al., 2002).

Foi observado no presente estudo, uma diminui¢do da producao de IL-4

no grupo vacinado com Leish-111f® + MPL-SE® quando o estimulo utilizado foi
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0 antigeno recombinante Leish-111f®. Apesar disto, como dito anteriormente,
foram evidenciados niveis altos de anticorpos IgG1 no soro dos caes
imunizados.

Estudos realizados utilizando a Leish-111f® como imundgeno
demonstraram ser esta vacina uma fraca estimuladora da sintese de IL-4. Um
exemplo destes estudos foi 0 de SKEIKY et al., (2002) onde nao foi detectado
IL-4 em culturas estimuladas com Leish-111f® ou com algum componente
individual da poliproteina.

COLER et al. (2007) mostraram baixos niveis de Th2 ou citocinas como
IL-4 em camundongos imunizados com Leish-111f® + MPL-SE®.

Podemos citar também COLER et al. (2002), onde esplendcitos de
camundongos imunizados com Leish-111f® formulado com MPL-SE® como
adjuvante proliferaram e produziram IFN-y com pouca produgdo de IL-4,
quando estes foram estimulados “in vitro” com SLA, rLeish-11 1f®, TSA, LmSTH
ou LelF.

Sabe-se que IL-10 regula para baixo a produgéo de NO por macréfagos
(COLER et al., 2007). Este estudo nos mostra que a produgao de IL-10 em
animais imunizados com vacina contendo Leish-111f® + MPL-SE® foi pequena
e nao causou falha na imunizagdo. Esta citocina é citada como sendo
importante na depressdo de uma resposta imune celular. Nossos estudos nao
mostraram uma diferenca estatistica significativa na producéo de IL-10 entre os
grupos, com excecdo do grupo vacinado com Leish-85 + MPL-SE® que, sob o
estimulo do antigeno bruto, ocorreu um aumento da produgéo desta citocina no
dia 150.

Uma efetiva vacinacdo contra infecgdo por Leishmania depende da
geracao de células T de memoria antigeno especifica, de modo que diante de
uma exposicdo ao parasito, consegue expandirem-se rapidamente como
células T efetoras (Th1) para producgéo de INF-y (COLER et al., 2002).

Varios estudos demonstraram ser a Leish-111f® importante indutora da
producio de IFN-y.

Em estimulacdo “in vitro” com proteinas recombinantes, foi detectado
producado de IFN-y antigeno especifica em cultura de células esplénicas da

maioria dos grupos imunizados com os antigenos distintos, seja pelo DNA
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plasmidial ou através de proteinas recombinantes formuladas com o adjuvante
CpG ODN1826 e alum (2% de hidréxido de aluminio) em PBS. Entretanto,
depois da estimulacdo “n vitro” pelo antigeno, células esplénicas dos
camundongos imunizados com o gen que codifica TSA ou a proteina
recombinante LbSTI1 falharam na produgdo de IFN-y quando comparado aos
grupos controle (SALAY et al., 2007).

Antes da infeccdo experimental, camundongos que receberam Leish-
111f® + MPL-SE® produziram altos niveis de IFN-y em resposta a uma
estimulagdo “in vitro” com Leish-111f® quando comparados com camundongos
que receberam salina ou adjuvante (COLER et al., 2007).

Resultados mostraram que a imunizagdo com Leish-111f® formulada
com IL-12 ou MPL-SE® estimulou a produgéo de IFN-y em uma estimulagéo “in
vitro” com rLeish-111f ou os componentes individuais da poliproteina (SKEIKY
et al.,, 2002). Neste mesmo estudo, os niveis de IFN-y produzidos apos
estimulagao “in vitro” com antigeno bruto foram mais baixos do que quando
estimulados com os antigenos recombinantes. Mesmo assim, este resultado é
considerado expressivo, quando levamos em conta a baixa quantidade de
componentes da Leish-111f® no lisado soltvel de Leishmania.

Em estudos em murinos, tanto IFN- y como TNF sdo envolvidos na
morte de L. donovani por macrofagos, através da regulagdo da indugdo de
sintese e NO. Tem-se demonstrado que o NO é critico para a atividade
leishmanicida de macréfagos murinos (COLER et al., 2007).

De fato, nosso estudo, onde a analise quantitativa da presenca de éxido
nitrico no sobrenadante da cultura realizada com as células mononucleadas
coletadas do sangue periférico dos cdes demonstrou baixos niveis desta
substancia, independente do antigeno vacinal utilizado, corrobora com os
baixos niveis de IFN-y encontrados no sobrenadante da cultura das células
mononucleares. Devemos lembrar que os mondcitos e/ou macréfagos foram
capturados do sangue venoso, podendo ser eles menos ativos quando
comparados as mesmas células situadas nos 6rgaos linfoides.

De forma semelhante, COLER et al. (2007), nos mostra que as
diferengas na quantidade do agente antimicrobicida NO nao foram observadas

entre os animais controle e o grupo imunizado.
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6.3. Imunofenotipagem

Poucos estudos usando avaliagdes criteriosas como citometria de fluxo
para leucdcitos caninos considerando diferentes vacinas anti Leishmania tem
sido descritos (GIUNCHETTI et al., 2007a; 2007b). Como uma resposta de
anticorpos 1gG1 e IgG2 é célula T dependente (FUJIWARA et al., 2006;
GIUNCHETT!I et al., 2007b), nés usamos este parametro para avaliagdo da
imunogenicidade de antigenos recombinantes em cées.

Através de deplecdo de LT CD4+ e LTCD8+ “in vivo”, foi demonstrado
que ambas séo importantes para protegao (MENDEZ et al., 2002).

Na doenga humana, ha evidéncias de que um perfil de citocinas esteja
presente, sendo que cura e protegédo contra re-infecgdo estdo associados com
perfil Th1 dominante e/ou células TCD8+ (COLER et al., 2002).

Segundo COLER & REED (2005), entre as células T, o linfécito T CD4+
€ crucial para resisténcia, enquanto T CD8+ participa mais da memoaria do que
como célula efetora.

Animais vacinados com a Leish-111f® + MPL-SE® nao tiveram uma
produgcao significativamente aumentada de células T CD8+ (COLER et al.,
2007). De maneira similar, nosso estudo mostrou que animais vacinados com
Leish-85 + MPL-SE® ou VLg + MPL-SE® também aumentaram o numero de
linfécitos T CD8+, apesar deste aumento ndo ter sido estatisticamente
significativo.

GIUNCHETTI et al. (2007b), demonstraram um aumento significativo
(p<0,05) de linfocitos T CD8+, depois da primeira e segunda imunizagdo com
Leishmania amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8) juntamente com
Leishmania braziliensis (cepa MCAN/BR/1972/C348) formulado com BCG
(FAP, Rio de Janeiro, Brazil) como adjuvante, podendo indicar um controle da
doenga, pois, segundo REIS et al. (2006b), este aumento é encontrado em
caes com Leishmaniose visceral assintomaticos com baixo parasitismo.

Nosso estudo mostrou que a quantidade de células T CD4+ se manteve
estatisticamente inalterada ao longo do estudo independente do grupo
analisado. Ja no estudo realizado por GIUNCHETTI et al. (2007b), quando os
linfécitos T CD4+ foram avaliados no grupo vacinado com o antigeno bruto, foi

observado uma reducgao significativa (p<0,05) depois da terceira imunizagao.

69



Discusséo

Similarmente, neste mesmo grupo, a avaliagédo de linfécitos B CD21+
mostrou uma diminuig¢ao significativa (p<0,05) depois da ultima dose de vacina
(GIUNCHETTI et al., 2007b). Este fato vai contra os resultados encontrados.
Uma possivel explicagdo para a manutencdo ou diminuicdo dos niveis das
células T CD4+ ou CD8+, mensuradas do sangue periférico dos caes, € uma

provavel migracao destas para os 6rgéos linféides.

6.4. Proliferacao celular

Diferente dos achados no estudo de GIUNCHETTI et al. (2007b), onde o
grupo vacinado com antigeno bruto formulado com BCG (FAP, Rio de Janeiro,
Brazil) como adjuvante mostrou uma significativa (p<0,05) piora na estimulagao
com L. chagasi para proliferagdo celular apdés a primeira e a segunda
imunizagdes, obteve-se neste estudo um aumento significativo da proliferagcao
no grupo onde foi administrado VLg + MPL-SE®. Este aumento se deu em
resposta ao estimulo com Leish-111f © e Leish-85.

De forma geral foi observado um aumento da proliferagéo dos linfocitos
nos grupos imunizados seja com antigenos recombinantes ou com extrato
bruto, ambos utilizando o MPL-SE® como adjuvante. Embora este aumento
tenha sido observado, nao refletiu em niveis de citocinas, pois ndo sabemos se
a proliferagao se deveu aos linfécitos B ou T. Diferentemente, nos estudos de
MORENO et al. (2007) uma resposta linfoproliferativa especifica para SLA
(antigeno soluvel de Leishmania) nao foi observada em nenhum animal, seja
do grupo controle seja do grupo imunizado com a Leish-111f® + MPL-SE® apds

as imunizacdes e também apds o desafio.

6.5. Consideracgoes finais

Uma vacina composta de antigeno bruto apresenta diversas razdes para
se acreditar em sua conveniéncia, custo efetividade e seguranga, conforme
demonstrado em outros estudos desenvolvidos em modelos animais em que
parasitos mortos ou fragdes soluveis derivadas do parasito induzem protegao
quando administradas combinadas a adjuvantes (MODDABER, 1995), aliadas
ao fato de que a Leishmania pode crescer com facilidade em um meio de
cultura acelular (FUJIWARA, 2003).
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Por outro lado, uma vacina contendo antigenos recombinantes
representa algo desejavel em termos de padronizacdo e custo (GRADONI,
2001). Um fator a ser considerado para uma vacina de subunidades definidas,
como é o caso para os antigenos recombinantes, seria quantos deles seriam
necessarios ou suficientes para compor uma vacina, uma vez que a
contribuicdo na resposta imune para cada antigeno pode ser apenas parcial
(HANDMAN, 2001). Apesar de estudos em camundongos indicarem que uma
vacina contra Leishmania é melhor quando se utiliza varios antigenos co-
administrados (COLER et al.,, 2002; MENDEZ et al., 2001) em um estudo o
coquetel de vacina consistindo de antigenos HASPB1 e Histona H1 ou a
poliproteina Leish-111f®, produziu um efeito protetor menor em cdes quando
comparado a Histona H1 somente (MORENO et al., 2007).

Varios estudos onde se utilizou os mesmos antigenos recombinantes
como imunogenos empregados neste trabalho, seja no desafio com agentes
causadores de leishmaniose visceral, seja para leishmaniose cutanea, nos
mostraram resultados animadores.

A Leish-111f® + MPL-SE® quando administrada profilaticamente,
controla infecgao por parasitos do complexo L. donovani, agentes causadores
da leishmaniose visceral em humanos e cies, com efeito substancialmente
melhor quando comparado a outra vacina candidata anti-leishmaniose (COLER
et al., 2007).

Imunizagdo com a vacina Leish-111f® + MPL-SE® & altamente
imunogénica e confere um significante grau de protegcao contra infecgao por L.
infantum em murinos quando administrada profilaticamente (COLER et al.,
2007).

Estudos citados por GRADONI et al. (2005) mostraram que nenhum dos
cdes vacinados com os trés antigenos recombinantes ndo fundidos
apresentaram infecgcao por Leishmania apés 14 meses, sendo que 7 de 7 cées
usados como controles adquiriram a infeccdo. Em um segundo estudo
realizado pelo mesmo grupo, nenhum dos cdes vacinados com os trés
antigenos recombinantes apresentaram infecgao por Leshmania, enquanto que
5 dos 12 animais do grupo controle se infectaram, isto tudo ocorrendo dentro

de um periodo de 12 meses.
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A escolha do MPL como adjuvante foi devido a forte estimulagédo do
sistema imune inato por ativar as células apresentadoras de antigenos a
produzir IL-12, TNF-a, GM-CSF e INF-y, resultando entdo em aumento da
fagocitose e da atividade microbicida. Em adicdo, a formulagdo destes
antigenos (LelF, TSA e LmSTI1) com MPL-SE® tem sido usado em cdes e
mostrado ser altamente eficiente em induzir uma resposta Th1 juntamente com
os antigenos recombinantes, embora, em alguns estudos (GRADONI et al.,
2005; MORENO et al., 2007) falharam em induzir protecdo em caes apos
imunizagédo (MIRET et al., 2008).

Além disto, altos niveis de IgG2a foram mensurados em camundongos
que receberam Leish-111f® formulada em concentracdes variadas de MPL-
SE®. Estes titulos foram afetados quando na auséncia do adjuvante, assim
como pouca ou nenhuma resposta humoral especifica foi mensurada contra
rTSA e rLelF. Estes resultados sugerem que, em combinagdao com a Leish-
111f®, o MPL-SE® facilita a polarizacdo para uma resposta Th1 (COLER et al.,
2002).

Baseado nos achados de SALAY et al. (2007), foi considerado que as
diferengas bioldgicas entre L. (L.) major, L.(V.) braziliensis e L.(L.) donovani
podem causar uma inabilidade de gerar resposta imune protetora contra o
desafio com as duas ultimas citadas.

Alguns estudos, embora se tratando de Leishmaniose Visceral Canina,
nos mostraram falhos em induzir uma boa protecdo. Uma explicacao para isto
pode estar no fato de que, apesar da vermifugagdo ter sido feita, ndo foi
realizado controle da eficacia. Com isto, a alta carga imunogénica a qual os
animais foram expostos pode ter estabelecido uma resposta nao protetora.

Um estudo de Fase lll com a Leish-111f® formulada com MPL-SE® ou
Adjuprime, realizado em uma area endémica para leishmaniose visceral (L.
infantum) no sul da Italia, mostrou falha ao constatar que apés um ano de
acompanhamento dos cées, 36 a 40 % dos animais vacinados e 43 % dos
animais controles se infectaram com a Leishmania. Apds o segundo ano, 87 a
100% dos caes de todos os grupos foram encontrados infectados, sendo que
0s animais sintomaticos foram somente aqueles que receberam a vacina
(GRADONI et al., 2005; GRADONI et al., 2006). Neste mesmo estudo, apds a
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terceira dose da Leish-111f® + MPL-SE®, todos os animais desenvolveram
anticorpos contra os antigenos, enquanto somente 8 dos 15 animais tinham
estes anticorpos no grupo imunizado com Leish111f® + Adjuprime. Este estudo
nos mostra a enorme distancia existente entre um experimento de fase /I,
utilizando de uma infecgao desafio experimental com dose Unica de amastigota
ou promastigota de L. infantum, de um estudo de fase lll, onde animais
vacinados séo expostos naturalmente a infeccdo em uma area endémica. Sob
condicbes otimas para o vetor, caes podem receber inUmeras picadas durante
toda a estagdo. Alem disto, outros agentes patogénicos podem contribuir com o
aumento da susceptibilidade imunolégica para a Leishmania. Durante o estudo,
todos os caes mostraram evidéncias de co-infeccdo com Erlichia. Foi
demonstrado que este patdégeno pode diminuir a expressdo de MHC de classe
Il piorando desta forma a resposta imune celular. Neste estudo, todos os cées,
apo6s algum tempo, mostraram uma significativa reducdo da resposta
linfoproliferativa ao estimulo inespecifico, o mitdgeno ConA.

Em outro estudo, para o grupo vacinado com Leish-11 1f® + MPL-SE®, a
porcentagem de animais positivos na medula 6ssea foi similar aquela do grupo
controle no final do estudo. No caso de cultura de células de linfonodo, este
grupo vacinado com a Leish-111f® mostrou um percentual de parasitos maior
quando comparado ao grupo controle. Apenas 29% dos animais vacinados
com Leish-111f® + MPL-SE® ndo mostraram sinais de Leishmaniose Visceral
Canina (MORENO et al., 2007).

Uma lembranga importante é que o0 modelo ndao humano para
leishmaniose € somente um modelo, € que 0 mecanismo de patogénese e
imunidade pode ser diferente em seres humanos. Extrapolacdo de
camundongos, cdes ou primatas ndo humanos para humanos requer muito
cuidado (HANDMAN, 2001).

Outro cuidado que se deve ter € nao esquecer de que varios estudos
utilizam animais confinados, onde o estresse a que eles sdo submetidos pode
interferir na resposta imunologica dos caes.

Considerando que ainda ndo possuimos um entendimento completo dos

fenbmenos imunoldgicos, e somando-se a isto temos a complexidade do
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parasito, mais estudos devem ser realizados para que possamos chegar a uma
vacina realmente protetora e segura.

Os resultados obtidos em nosso trabalho comprovam que as vacinas
utiizadas apresentaram imunogenicidade. Esta afirmacdo se deve
principalmente as lesdes encontradas nos cdes na sua maioria do grupo
placebo e também devido a resposta humoral, com a deteccdo de

imunoglobulinas IgG total, IgG1 e IgG2.

Todas as lesdes encontradas no local do desafio foram registradas e
distribuidas por grupo conforme Tabela 5. No grupo placebo as primeiras
lesbes foram observadas nos dia 61 e 73 apds a infecgcao desafio. Nesse
mesmo dia um cdo do grupo Leish-111f® + MPL-SE® apresentou lesdo. A les&o
mais precoce foi detectada em um animal do grupo vacinado com VLg + MPL-
SE®, no Dia 89, ou seja, 26 dias apds a infeccdo desafio. Na maioria dos
animais que apresentaram lesdes elas foram pequenas, medindo
aproximadamente de 5 a 8 mm e desapareceram ao aproximar do Dia 150,
termo da avaliagdo proposta (Tabela 5). Embora tenham aparecido lesdes e
elas curaram espontdneamente ao longo do estudo podemos concluir que
houve eficacia de 83,33% para a vacina Leish-111f®+MPL-SE® e 75% para as
vacinas Leish-85+MPL-SE® e VLg+MPL-SE® em proteger os caes contra a L.
(V.) braziliensis, o que abre uma janela para novos estudos de protecao

envolvendo esse agente etioldgico da leishmaniose cutanea mucosa.
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7. Conclusoes
Os nossos resultados permitiram concluir que:

1) As vacinas compostas por antigenos recombinantes, independente de sua
formulagdo vacinal, ou composta por extrato bruto, induziram uma resposta
imune humoral nos animais. Nos caes vacinados com extrato bruto foram
observados niveis mais baixos de anticorpos quando comparado aos induzidos

pelas vacinas recombinantes.

2) Tanto a vacinas constituida por antigenos recombinantes quanto a VLg
constituida por extrato bruto induziram significativa resposta imune celular.
Essa resposta foi verificada na linfoproliferagdo usando estimulos com

antigenos recombinantes e/ou AgLb.

3) Embora tenham aparecido lesdes com cura espontanea ao longo do estudo
podemos concluir que houve eficacia de 83,33% para a vacina Leish-
111f°+MPL-SE®, 75% para as vacinas Leish-85+MPL-SE® e VLg+MPL-SE®
em proteger os caes contra a L. (V.) braziliensis, 0 que abre uma janela para
novos estudos de protecao envolvendo esse agente etioldgico da leishmaniose

cutanea mucosa.
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Valores de referéncia

Hemograma

Valores de referéncia Unidades
Hemacias 5.50 - 8.50 Milhdes/mm3
Hemoglobina 12.0 - 18.0 9%
Hematocrito 37.00 - 55.00 %
V.C.M. 60.00 - 72.00 u3
H.C.M. 19.00 - 23.00 uu3
C.H.C.M. 31.00 - 37.00 %
Plaquetas 150.000 - 500.000 /mm3
Leucocitos 55-16.5 mil/mm3
Metamielécitos 0-165 mm3
Bastonete 0-495 mm3
Segmentado 3300 - 12705 mm3
Eosinofilo 0-1650 mm3
Linfocito 660 - 4950 mm3
Mondcito 0-1650 mm3
Basofilo 0-495 mm3
Funcao renal / fungao hepatica

Valores de referéncia Unidades
Uréia 15-40 mg/dI
Creatinina 0.5-15 mg/d|
Alanina 10 - 88 U.l./L
aminotransferase
Aspartato 10 - 88 U.l/L

aminotransferase
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