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RESUMO

A proteina peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis conjugada ao adjuvante
MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem se mostrado um promissor candidato a vacina
antileishmaniose. Apesar do potencial imunogénico do processo vacinal ser amplamente
demonstrado para diferentes vacinas antiparasitarias, dados sobre a avaliagdo da seguranca
de proteinas recombinantes em formulagGes vacinais administradas durante o periodo
gestacional, assim como informacGes sobre a transferéncia passiva de imunidade em
animais vacinados durante a prenhez, sdo ainda escassos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a seguranca vacinal quando da administracdo no periodo gestacional, com possiveis
causas de prejuizos maternos ou fetais e avaliar a transferéncia passiva de imunidade para
0 recém-nascido de anticorpos reativos com a referida proteina, ap0s processo de
imunizacdo em modelo experimental com ratos Wistar. Ratas em idade reprodutiva foram
acasaladas e distribuidas em trés grupos: Controle - ratas que receberam salina; Adjuvante - ratas
que receberam adjuvante MPL, e Vacina - ratas que receberam a composi¢cdo adjuvante mais a
proteina peroxidoxina recombinante. A administracdo ocorreu por injecdo subcutanea, na regido
dorsal, em trés momentos (dias zero, sete e 14 de gestacdo). No 21° dia de prenhez, os animais
foram anestesiados e mortos. Amostras de sangue materno e fetal foram coletadas para dosagem de
anticorpos IgG anti-peroxidoxina por ELISA. O atero foi removido para se obter dados do
desempenho reprodutivo e os fetos foram submetidos a analise de anomalias externas, esqueléticas
e viscerais. Para avaliar a transferéncia de anticorpos via aleitamento, foi realizado um experimento
de cross-fostering, onde ratas imunizadas e ratas controle tiveram seus filhotes por parto vaginal e
as ninhadas foram trocadas para que recebessem amamentacao adotiva. No 21° dia de lactacdo, os
animais foram anestesiados e 0 sangue coletado para analise sorolégica por ELISA. Houve um
aumento na perda pos-implantag@o no grupo vacina (14,7%) em relagdo aos grupos controle (5,0%)
e adjuvante (4,4%). Foi verificado um maior indice de anomalias viscerais em fetos provenientes
do grupo Vacina. Com relacéo a sorologia, verificou-se que os niveis de imunoglobulina 1gG anti-
peroxidoxina foram superiores no grupo Vacina. Filhotes de ratas vacinadas também apresentaram
niveis de 1gG superiores aqueles provindos de ratas controle e adjuvante. A transferéncia de 1gG
anti-peroxidoxina permanece no periodo pds-natal, via aleitamento materno, e os indices de
transferéncia de anticorpos via placenta ou amamentagdo sdo semelhantes. Esses dados permitem
concluir que a imunizacao estimulou a producdo da imunoglobulina IgG anti-peroxidoxina, sendo
essa imunizacdo transferida para feto via placenta e leite, mas a vacina aumentou as perdas pds-
implantacdo e as anomalias fetais, mostrando que sua utilizacdo durante a gravidez exige cuidado e
maiores estudos.

Palavras -chave: peroxidoxina recombinante; leishmaniose, prenhez, malformagdes, imunidade.



ABSTRACT
The peroxidoxin recombinant protein of Leishmania braziliensis associated with adjuvant
MPL (Monophosphoryl Lipid A) has been shown to be a promising candidate for
antileishmaniose vaccine. Although the immunogenic potential of the vaccine process is
extensively shown for different anti-parasitic vaccines, data on the safety assessment of
recombinant proteins in vaccine formulations administered during pregnancy, as well as
information about the passive transfer of immunity in animals vaccinated during pregnancy
are remain scarce. The objective of this study was to evaluate vaccine safety when the
administration during pregnancy, with possible causes of maternal or fetal losses and
evaluate the passive transfer of immunity to the newborn after immunization process in
experimental model with Wistar rats. Rats in reproductive age were mated and allocated in
three groups: Control - rats received saline; Adjuvant - rats received adjuvant MPL, and
Vaccine - rats that received the composition adjuvant and peroxidoxin. The administration
was by subcutaneous injection at the dorsal region, three times (days zero, seven and 14 of
pregnancy). At day 21 of pregnancy the animals were anesthetized and blood collected for
serological analysis by ELISA. There was an increase in post-implantation loss in the
vaccine group (14.7%) compared to the control group (5.0%) and adjuvant (4.4%). It was
verified a higher rate of visceral anomalies in fetuses from the vaccine group. Concerning
to serology, it was found that levels of anti- peroxidoxin 1gG were higher in the vaccine
group. Offspring of vaccinated rats also showed higher 1gG levels compared the offspring
of rats control and adjuvant. The anti-IgG peroxidoxina transfer remains in the postnatal
period, via breastfeeding, and transfer rates of antibodies through the placenta or breast-
feeding are similar. These data showed that the immunization stimulated the production of
IgG anti-peroxidoxin immunoglobulin, and this immunization transferred to the fetus
through the placenta and milk, but the vaccine increased post-implantation loss and fetal

anomalies, showing that its use during pregnancy requires care and further study.

Key Words: recombinant peroxidoxina; leishmaniasis, pregnancy, malformation,

immunity
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1. INTRODUCAO

O sistema imunologico dos mamiferos recém-nascidos €, caracteristicamente, pouco
desenvolvido (LEWIS e WILSON, 2006). Antes da maturidade imunoldgica, estes animais
seriam muito susceptiveis as diversas infec¢fes se ndo pudessem contar com a defesa dos
anticorpos recebidos passivamente da circulacdo materna através da membrana placentéria
ou da glandula mamaria através do colostro (MARODI, 2006). Por outro lado, sabe-se que
a imunidade passiva tem duracdo limitada, tendo sido verificado que ela é evidenciavel por
um periodo relativamente curto, ao passo que a imunidade ativamente induzida pela
vacinacao €, em muitos casos, mais duradoura (FURUTA et al., 1982).

Embora as vacinas sejam desenvolvidas para proteger os animais contra um amplo
nimero de patdgenos importantes, algumas vezes elas sdo apenas parcialmente efetivas,
seja pela sua ineficiéncia em gerar uma resposta imune adequada, seja pela possibilidade
de transmitir doencas (ELLIS, 2004). Uma vacina ideal deve apresentar as seguintes
caracteristicas: prevenir a doenga, proteger contra as diferentes cepas, induzir imunidade
de longa duracdo, ser livre de antigenos contaminantes, conservar a poténcia durante o
armazenamento e transporte e ser de facil administracdo (DE VOS & BOCK, 2000;
COLER, 2005).

Neste sentido, ha um interesse crescente pelo uso da biotecnologia no campo da
medicina preventiva, diagndstico e controle. Nas Gltimas décadas, o rapido progresso das
pesquisas, em particular nas areas de imunologia e biologia molecular, langou as bases
para 0s avancos na tecnologia de producdo de vacinas, permitindo a introducdo de novas
estratégias para a obtencdo e producdo de antigenos, assim como foram otimizadas novas
maneiras de se administrar e apresentar esses antigenos para as células do sistema imune
(ADA e RAMSHAW, 2003).

Dentre as novas abordagens, encontram-se vacinas confeccionadas a partir de
sequéncias de aminoacidos de proteinas que sdo sintetizadas em laboratdrio (vacinas de
peptideos sintéticos), vacinas com proteinas recombinantes e vacinas de DNA. Nos trés
modelos de vacinagio citados, a escolha dos epitopos é fundamental. E necesséario que os
peptideos sejam naturalmente apresentados ao linfécito T durante a infeccdo; que sejam
reconhecidos por praticamente 100% dos individuos e que induzam resposta imune
adequada. O principal evento no desencadeamento da resposta imune é o reconhecimento
do antigeno pelo receptor ab do linfocito T ligado as moléculas HLA de classe | ou II.

Atualmente, existem programas computacionais baseados em algoritmos que indicam a
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capacidade de ligacdo de determinados peptideos a determinadas moléculas HLA,
permitindo a escolha de segmentos com maiores chances de serem reconhecidos pela
maioria dos individuos, no caso de escolha para uma vacina (CUNHA-NETO, 1999;
DUTHIE et al., 2012).

Especificamente no caso de vacinas recombinantes, a partir da identificacdo de
proteinas imunogénicas de um determinado agente patdgeno, é possivel identificar as
sequéncias de nucleotideos que compdem estas proteinas em um banco de dados e produzi-
las em grandes quantidades, expressando seus genes em sistemas heterélogos e
posteriormente testar, por imunizacédo ativa, o potencial imunoprotetor de cada uma destas
proteinas (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2008). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa
vem trabalhando na producdo novos imunobiol6gicos antileishmania (CARDOSO et al.,
2003; FUJIWARA et al., 2005; MIRET et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008). Dentre
eles, destaca-se a proteina peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis, utilizada
no presente trabalho, e que, conjugada ao adjuvante MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem
se mostrado um promissor candidato a vacina anti-leishmaniose (Patente depositada no
Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI - sob o numero de registro:
P11020120300664 em 11/2012).

Apesar do potencial imunogénico do processo vacinal ser amplamente demonstrado
para diferentes vacinas, estudos que determinam a seguranca do processo de imunizacao,
sobretudo em gestantes, sdo escassos (PIMENTEL et al., 2010). No Brasil, a edicdo mais
atual do Manual de Normas de Vacinacdo do Ministério da Saude especifica que a
administragdo de vacinas de virus inativados ou de bactérias mortas, toxdides e de vacinas
constituidas por componentes de agentes infecciosos nao acarreta qualquer risco para o
feto. Ja as vacinas vivas sao contra-indicadas em gestantes (BRASIL, 2001).

Sendo assim, ainda ndo existem recomendacdes especificas para a administracdo dos
imunobioldgicos provenientes da tecnologia recombinante durante a gestagdo. Além disso,
poucos sdo os estudos que determinam o potencial de transferéncia passiva de anticorpos
em neonatos. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar se a peroxidoxina
recombinante de Leishmania braziliensis administrada no periodo gestacional é segura
para o embrido e avaliar a transferéncia passiva para o recém-nascido de anticorpos
reativos com a referida proteina através da passagem transplacentaria e do aleitamento

materno, respectivamente.



2. JUSTIFICATIVA

Poucos séo os estudos randomizados e controlados que visam aferir a segurancga de
vacinas para uso em gestantes. No caso de seres humanos, muito da experiéncia da
utilizacdo de vacinas em gestantes advém do uso inadvertido desses imunobioldgicos
durante esse periodo. O Ministério da Salde preconiza que as vacinas que contém
componentes vivos devem ser evitadas durante a gestacdo, pelo risco tedrico de infeccdo
fetal pelo antigeno vacinal, com eventual interferéncia na embriogénese e desenvolvimento
do feto, enquanto vacinas inativas sdo seguras e podem ser utilizadas (SUCCI e FARHAT,
2006).

Por se tratar de uma tecnologia atual e com poucas substancias liberadas para
utilizagdo em humanos ou animais, a literatura ndo fornece dados sobre a avaliagdo da
seguranca de vacinas produzidas com proteinas recombinantes administradas durante o
periodo gestacional, assim como informaces acerca da transferéncia passiva da imunidade
conferida por elas.

Considerando que o0s animais neonatos apresentam imaturidade do sistema
imunolégico e que 0s mesmos estdo expostos aos diversos patdgenos desde o nascimento,
estudos que verifiqguem a eficiéncia da imunizagdo ativa durante a prenhez e a imunidade
transferida ao recém-nascido como saldo deste procedimento pode representar inimeras

vantagens no setor econémico, médico e cientifico.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. LEISHMANIOSES

3.1.1. Conceituacéo

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios incluidos na ordem
Kinetoplastida, na familia Trypanosomatidae e no género Leishmania. Estes protozoarios
sdo seres unicelulares e possuem ciclo bioldgico heteroxeno, necessitando assim de dois
hospedeiros, um vertebrado, representado por canideos silvestres e domésticos, além de
roedores e humanos, e de um invertebrado, representado pelo inseto vetor (SCHLEIN,
1993), no caso flebotomineos pertencentes ao género Phlebotomus, no Velho Mundo e ao
género Lutzomyia, no Novo Mundo (MACHADO-COELHO et al., 1999). A principal
forma de aquisicdo da doenca é através da picada do flebotomineo. Todavia, a transmissédo
pode ser também transfusional e vertical (GENARO, 2000; FIGUEIRO-FILHO et al.,
2004) esta ultima, por meio da passagem de formas amastigotas pela placenta durante o
periodo gestacional (MEINECKE et al., 1999; BOEHME et al., 2006). Outras formas de
transmissdo menos frequentes incluem acidentes de laboratério com objetos contaminados
e compartilnamento de seringas entre usuarios de drogas, sendo esta encontrada como
principal forma de transmissdo nos casos de leishmanioses em pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (FIGUERO-FILHO et al., 2005).

Os primeiros casos de leishmaniose humana aconteceram na india no ano de 1885 e,
somente alguns anos mais tarde, em 1903, é que o agente causador desta enfermidade foi
descoberto e descrito por William Boog Leishman e Charles Donovan (PESSOA &
MARTINS, 1988; REY, 2001). A epidemiologia da doenca € hoje extremamente
diversificada com vinte espécies de Leishmania patogénicas para o homem e trinta
espécies de inseto vetor. O parasito € encontrado nas formas promastigota e paramastigota,
ambas apresentando flagelo, no trato gastrointestinal dos flebotomineos (hospedeiros
invertebrados) e na forma amastigota, sem flagelo livre, dentro das células do Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados (RYAN et al.,, 1987;
BRANDONISIO et al., 2000; BAYELE et al., 2007).

As leishmanioses se caracterizam por dois ciclos epidemioldgicos principais, 0
zoonotico, onde o animal reservatdrio esta envolvido na transmissdo e, o antropondtico,
onde o homem é o reservatério e a fonte de infeccdo do vetor (LAINSON, 1983;

ROGERS, 1988). Sendo assim, o ciclo zoonotico apresenta, como principais reservatorios,



animais vertebrados como a preguica, o cdo doméstico, os ratos, o gerbil e a paca, dentre
outros (ASHFORD, 1996).

A leishmaniose € uma doenca que pode apresentar varias formas clinicas,
dependendo da espécie do parasito e do estado imunoldgico do hospedeiro (BRASIL,
2006; 2007). Atualmente, o numero de pacientes com leishmaniose aumenta de maneira
alarmante e incontrolada, devido a diversos fatores como a inexisténcia de uma vacina, a
ineficacia do tratamento, a apari¢do de resisténcia aos farmacos disponiveis, e a expansdo
do parasito devido as mudangas climaticas, as migracoes e a globalizacdo (SHAW, 2007;
KEDZIERSKI et al., 2010).

3.1.2. Leishmanioses: Grupos e formas clinicas

As leishmanioses sdo classificadas em dois grupos clinicos de acordo com o
acometimento dos 6rgdos, sendo que a Leishmaniose Tegumentar (LT) acomete pele e
mucosas, e a Leishmaniose Visceral (LV) acomete visceras, principalmente baco, figado e
medula 6ssea e, ainda, linfonodos (TAVARES et al., 2009).

A LT pode apresentar-se em trés formas principais. 1) A forma cutanea localizada
apresenta como lesdo tipica ulcera indolor, de bordo elevado e fundo granuloso, podendo
ser Unica ou multipla. 2) A cutaneomucosa caracteriza-se por lesdes mucosas agressivas
que afetam as regiGes naso-faringeas e resulta da extensdo direta ou de metéstase
hematogénica de lesdo cutdnea primaria. 3) Na cutanea difusa ha presenca de lesdes
nodulares ndo-ulceradas, precedidas por Ulcera Unica que evolui com disseminacao
linfatica do parasito. Esta forma esta associada a uma resposta imune celular deprimida
que leva o paciente a um estado de anergia imunolégica (PETERS, 1993; WEIGLE e
SARAVIA, 1996; ASHFORD, 2000; BRASIL, 2006; MURBACK et al., 2011).

MORGAN et al. (2007) relatam que a leishmaniose tegumentar durante a gravidez é
caracterizada por lesdes mais graves e com uma aparéncia altamente atipica, e pode
aumentar o risco de complicacdes fetais. Os autores afirmam ainda que as terapias
disponiveis ndo sdo indicadas durante a gestacdo, devido a falta de estudos consistentes
gue definam um padrdo para a terapéutica de forma mais segura e eficaz, uma vez que 0s
farmacos disponiveis ndo s@o seguros para tratamento no periodo gestacional.

No Brasil, sete espécies de Leishmania causadoras da LT foram identificadas, sendo
seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies

sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L. (L) amazonensis e, mais recentemente, as
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espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi , L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi. (DESJEUX,
2004; BRASIL, 2007).

A Leishmaniose Visceral, ou Calazar, € uma doenca sisttmica grave que atinge as
células do sistema mononuclear fagocitario do homem e animais, sendo 0s 6rgdos mais
afetados o baco, figado, linfonodos, medula Gssea e pele. Possui amplo espectro
epidemioldgico com distribuicdo mundial, ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio,
Africa e nas Américas. Na América Latina ela esta presente em 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil (BRASIL, 2006).

As trés principais espécies causadoras da LV sdo a Leishmania (L.) donovani,
presente no continente asiatico, Leishmania (L.) infantum, presente na Europa e Africa e
Leishmania (L.) chagasi nas Américas. A L. donovani é responsavel pela infeccdo em
humanos, enquanto que a L. infantum e a L. chagasi causam a LV tanto em humanos
quanto em cdaes. A L.(L.) chagasi responsabilizada pela doenca nas Américas é
considerada por alguns autores espécie semelhante a L.(L.) infantum. Assim, respeitando
regras de prioridade o nome L. chagasi seria sindbnimo de L. infantum (BRASIL, 2006).

Em ambientes naturais, animais silvestres como preguicas, raposas, gambas, ratos,
gerbil e pacas, dentre outros sdo os principais reservatorios do protozoario e fontes de
infeccdo para os vetores. Porém, nos centros urbanos a transmissdo se torna
potencialmente perigosa devido ao grande nimero de cdes domésticos, que além de
atuarem como reservatdrios, ainda desenvolvem um quadro clinico semelhante ao do
homem (ASHFORD, 1996).

A LV é caracterizada clinicamente pela manifestacdo de febre irregular,
esplenomegalia e anemia, e quando ndo tratada, pode evoluir para o 6bito em mais de 90%
dos casos. As complicacBes infecciosas e as hemorragias sdo os principais fatores
associados a morte, visto que o hospedeiro ndo tem uma resposta protetora eficiente contra
0 parasito (ASHFORD, 2000).

O primeiro caso relatado de LV em gestante foi de descrito por Low e Cooke, na
Africa em 1926, com seu recém-nascido apresentando sinais e sintomas de LV,
confirmado posteriormente como sendo de transmissao vertical. Em 1955, outro caso foi
relatado na Inglaterra, de gestante que tinha residido na india, também com a crianca
tendo manifestacdes clinicas e confirmacéo laboratorial no sétimo més de vida (CALDAS
et al., 2003) Em 1999, Meinecke et al. chamaram a atencdo por relatar um caso de
transmissdo congénita de LV, estando a gestante assintomatica. Neste caso, a crianca

passou a apresentar sinais e sintomas compativeis com o calazar com 16 meses de vida,
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sendo que nunca tinha estado em regido endémica e ndo havia vetores onde residia.
Contudo, sua mae esteve em paises do Mediterraneo, endémicos de LV, sem no entanto
ter apresentado manifestacbes clinicas, todavia apresentava sorologia e teste de
Montenegro positivos

No Brasil, principalmente em &reas urbanas e periurbanas, o aparecimento de calazar
entre gestantes comeca a tornar-se mais frequente (CALDAS et al., 2003). O primeiro
caso foi relatado em 1993 e sequiencialmente, outros casos foram relatados (Moraes et al.,
1995; Viana et al., 2001; Silveira et al., 2003; Caldas et al., 2003; Vieira et al., 2007;
Figueiro-Filho et al., 2008).

Ainda existe discussdo quanto a toxicidade das drogas utilizadas para o tratamento
do calazar durante a gestacdo, e os medicamentos disponiveis ndo sdo considerados
seguros para 0 uso durante a gravidez. Todavia, o risco materno-fetal é elevado nos casos
de LV durante a gestagdo, aumentando a morbimortalidade materna e fetal, sem a
instituicdo de terapéutica adequada (FIGUEIRO-FILHO et al., 2004; 2005). Desse modo,
apesar de ndo haver concordancia sobre a seguranca dos medicamentos antileishmania na
gravidez, o tratamento de gestantes com LV esta indicado, uma vez que o risco de
mortalidade materna e fetal em situacfes de ndo tratamento especifico pode atingir indices
proximos a 90% (YADAV et al., 1989; FIGUEIRO-FILHO et al., 2004).

3.1.3 Epidemiologia

A leishmaniose é a segunda mais importante protozoose do mundo, esté entre as seis
endemias de maior relevancia e cerca de 350 milhdes de pessoas correm risco de contrair a
doenca em 88 paises, sendo 72 destes em desenvolvimento. Atualmente, mais de 12
milhGes de pessoas estdo infectadas e a cada ano ocorrem aproximadamente 2 milhGes de
novos casos em todo mundo (DESJEUX, 2004; WHO, 2012).

No Brasil, foram notificados, no periodo de 1990 a 2011, 561.673 casos de
leishmanioses, sendo 508.193 (90,5%) casos pelas espécies Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (L.)
amazonensis e 53.480 (9,5%) pela L (L.) infantum chagasi (KASHINO et al., 2012).

3.1.4. Ciclo bioldgico
Os parasitos podem se apresentar em trés diferentes formas no ciclo biolégico, a
amastigota, a promastigota e a paramastigota. A forma amastigota tem caracteristica

ovoide ou esférica, uninucleada, com cinetoplasto em forma de bastdo e com auséncia de
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flagelo livre. A forma promastigota ja se apresenta com formato alongado e pequeno, é
uninucleada, flagelada e possui cinetoplasto ovoide localizado na regido anterior enquanto
a forma paramastigota possui formato achatado, sendo também flagelada, uninucleada e
com cinetoplasto proximo ao nucleo (LAWYER et al, 1990).

O ciclo biolégico (Figura 01) tem seu inicio quando a fémea do inseto vetor pica um
animal vertebrado infectado e, durante o repasto, adquire formas amastigotas que
parasitam principalmente macrofagos presentes no sangue ingerido. Entre 15 e 221 horas
apos a picada, as formas de Leishmania ja estdo presentes no intestino médio do inseto
vetor (LAINSON e SHAW, 1988; ROGERS e BATES, 2007).

No lumen intestinal do inseto, ocorre o rompimento destes macrofagos, liberando as
formas amastigotas que se dividem por divisdo binaria e se transformam em promastigotas
prociclicas, dentro da membrana peritrofica. Estas formas se dividem rapidamente,
fazendo com que a membrana peritréfica se rompa, permitindo que a Leishmania colonize
o trato digestivo posterior, médio e anterior do flebotomineo. Apds isso, se transformam
em promastigotas prociclicas que, posteriormente, se diferenciam em promastigotas
metaciclicas, as formas infectantes do parasito (LAINSON e SHAW, 1988). Em novo
repasto, as formas promastigotas metaciclicas presentes no trato digestivo anterior,
proboscida, faringe e eséfago, sdo transmitidas pelo flebotomineo a um hospedeiro ndo
infectado, através da possivel regurgitacdo do inseto causada pelo blogueio da valvula
proventricular, devido ao intenso parasitismo no intestino anterior. No hospedeiro
vertebrado, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por células do Sistema
Fagocitario Mononuclear, macrofagos teciduais e granuldcitos neutréfilos, onde, dentro do
vacuolo fagocitario, sofrem diferenciacdo para formas amastigotas. Este vaclolo
fagocitario se funde com o lisossomo, formando o fagolisossomo onde as formas
amastigotas sofrem varias divisdes binarias até que, pelo excesso de parasitismo, as
células se rompem ou realizam exocitose (RITTIG e BOGDAN, 2000), liberando as
formas amastigotas que podem, assim, parasitar novos macrofagos e serem transmitidas a
outro flebotomineo durante nova picada (MURRAY et al., 2005; STUART et al., 2008).
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Figura 01. Ciclo bioldgico do parasita Leishmania. 1- Macrofagos infectados
podem ser ingeridos por insetos vetores durante o repasto. 2- No intestino do
inseto vetor as formas amastigotas até promastigotas metaciclicas que migram
para a porcdo anterior do intestino e sdo transmitidas durante a picada do
inseto. 3- Fagocitose das formas promastigtas que podem infectar outros
macrdfagos. 4- Hospedeiros vertebrados. 5- Hospedeiros invertebrados (inseto
vetor fémea do género Lutzomya em paises do Novo Mundo e do género
Phlebotomo em paises do Velho Mundo. 6- Manifestacdo clinica da
leishmaniose tegumentar. 7- Manifestacdo clinica da leishmaniose visceral.

http://www.who.int/trd/publications/documents/leishmaniasis-life-cycle.

3.1.5. Resposta imunoldgica a infec¢do por Leishmania

O hospedeiro imunocompetente € capaz de ativar as respostas inflamatdrias inata e
adquirida que véo estabelecer o grau de expressdo da doenca (Figura 02). Primeiramente,
os macréfagos sdo ativados a um estado leishmanicida estimulado por uma resposta de
células T auxiliares do tipo 1 (Thl). Esta resposta envolve um complexo sistema com
células apresentadoras de antigeno (APCs), células T CD4" e uma grande liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina- 2 (IL-2), interferon-gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-o). Esta mesma resposta Thl previne a manifestacéo da

doencga ap6s um estado latente e o estabelecimento de fase cronica (STOBIE et al., 2000).
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No sitio da infeccdo, uma resposta inata complexa inclui multiplos fatores, como a
presenca de células (neutréfilos, mondcitos/macrdfagos, células “Natural Killer” (NK) e
células dendriticas), mecanismos de reconhecimento de receptores (receptores “toll-like)
e mecanismos do sistema complemento e liberacdo de citocinas, em especial a IL-12 que
auxilia na inducdo de imunidade mediada por células. Este complexo conjunto de
mecanismos, em grande parte iniciado por células dendriticas infectadas, tem sua
continuagdo com a ativacio de células T CD4" e CD8". A migracio destas células T
efetoras para o local da picada se da, tanto na leishmaniose tegumentar como na visceral,
com a participacdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas. A partir dai, a resposta de
células T CD4" esta associada & producio de IFN-y e de outras citocinas como a IL-12, a
IL-2 e 0 TNF-a.. As células T CD8" apresentam papel importante por produzirem IFN-y e
promoverem o maior desenvolvimento de células T CD4", auxiliando no alcance da cura
da doenca (STOBIE et al., 2000; MURRAY et al., 2005).

Ao longo do desenvolvimento destes varios mecanismos na leishmaniose, sdo
produzidas também citocinas reguladoras que agem balanceando a resposta imunologica.
A IL-4, a IL-10 e a IL-13 s&o citocinas associadas com a resposta do tipo 2 (Th2), capazes
de interferir na resposta do tipo 1, inibindo macrofagos e, assim, favorecendo a infeccéo
intracelular. A auséncia da IL-10 favorece a ativacdo da resposta do tipo 1, promovendo a
eliminacdo do parasito e um sinergismo da resposta imunoldgica com a quimioterapia em
infeccdes agudas (MURRAY et al., 2002).

No sitio da infeccdo, ha migracdo de neutrdfilos que iniciam a fagocitose dos
parasitos. Uma vez interiorizados, se inicia um processo de eliminacdo do parasito pelas
enzimas proteoliticas e por espécies reativas de oxigénio produzidas no interior dos
lisossomos que se fundem com os fagossomos formando os fagolisossomos. Neste
processo, ocorre ainda a producdo de IL-8, essencial para a atracdo de novos neutréfilos.
Da mesma forma, macrofagos sdo atraidos ao local da infecgdo, fagocitam o parasito e
iniciam a producéo de citocinas como TNF-y, IL-6, IL-18 e IL-12 e de metabdlitos toxicos
do oxigénio, como o anion superoxido, o radical hidroxil e o peréxido de hidrogénio e a
producdo de Oxido nitrico. A 1L-12 e a IL-18 sdo citocinas que auxiliam na ativacéo de
Thl, principalmente quando atuam em sinergismo. Mecanismos como a explosdo
respiratoria (producdo de intermediarios reativos do oxigénio) e a producdo de éxido
nitrico pela enzima &xido nitrico sintase induzivel (iNOS) sdo importantes para a
eliminacdo dos parasitos pelos macréfagos (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998;
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STAFFORD et al.,, 2002). Em humanos, o principal mecanismo de eliminacdo da
Leishmania por estas células resulta da acdo de radicais de oxigénio e de dxido nitrico
(MOSSALAY!I et al., 1999).
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Figura 02. Respostas imunoldgicas associadas ao controle ou progressdo da

leishmaniose

As células dendriticas, por sua vez, sdo potentes células apresentadoras de antigeno
que induzem uma eficiente ativacdo de células T e produzem também citocinas como IL-
12, IL-10 e IFN-y. A IL-12 produzida tem grande importancia no controle de infec¢Ges por
Leishmania (MATTNER et al., 1997a,b). Embora o macrofago também seja capaz de
produzir IL-12 diante da infeccdo pelo parasita, as células dendriticas sdo a principal fonte
desta citocina e estas células séo ainda essenciais para a manutencdo de nimero suficiente
de células Thl de memoria ou efetoras in vivo para mediar protecdo prolongada contra
Leishmania (STOBIE et al., 2000).
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3.1.6. Diagnostico, Tratamento e Prevencéo das Leishmanioses

Diversas sdo as tecnicas sorologicas e parasitologicas que podem auxiliar no
diagnostico das Leishmanioses, no entanto, se faz necessario a associa¢do de duas ou mais
técnicas para assegurar o resultado acurado e preciso (SAMPAIO et al., 2009).

Na presenca de lesdes tipicas de Leishmaniose Tegumentar, o diagnostico deve ser
realizado pelo histérico do paciente, exame dermatoldgico e pela positividade de pelo
menos, dois exames diagnosticos especificos. Deve ser realizada pesquisa de amastigotas
em esfregaco, cultura para Leishmania, exame histopatoldgico das lesdes, identificacdo de
Leishmania por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais
(SAMPAIO et al., 2009). Os métodos para deteccdo de anticorpos circulantes mais
utilizados no diagnoéstico da LT sdo: imunofluorescéncia indireta (IFI), imunoenzimaticos
como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e immunoblotting, além de testes de
aglutinac&o direta e citometria de fluxo (TANNUS et al., 2007).

O diagnéstico da leishmaniose visceral é complexo porque outras doengas como a
malaria, febre tifoide, tuberculose, dentre outras, podem compartilhar suas caracteristicas
clinicas e estar presentes juntamente com a LV, havendo uma co-infeccdo. Além disto, a
localizacdo do parasito no bacgo, figado, medula 6ssea e linfonodos dificulta o diagndstico
parasitologico direto (SINGH et al., 2006). O padrdo ouro para o diagnostico é a
demonstracdo do parasito (forma amastigota) em bidpsia de tecido, porém, este
procedimento necessita ser feito por um médico em um ambiente hospitalar e pode
oferecer riscos ao paciente por ser um método invasivo (SUNDAR e RAI, 2002).

O diagndstico molecular possibilita a deteccdo do DNA do parasito mediante reacao
de PCR usando-se diversas amostras bioldgicas, tais como sangue e aspirado de medula.
O diagnostico sorologico € favorecido pela expressiva resposta imune humoral que
caracteriza a doenca. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido
amplamente usada no diagnéstico da LV desde 1964 (DUXBURY e SADUN, 1964) e é 0
teste atualmente disponibilizado pelo Sistema Unico de Salde (SUS). S&o também
utilizados os métodos imunoenzimaticos que empregam grande variedade de antigenos e o
teste de aglutinacdo direta (DAT), um dos testes mais simples e de baixo custo ja
desenvolvidos para o diagndstico da LV, tendo sido validado em diversas areas endémicas
(ASSIS et al., 2008).

As opc0es de tratamento para as leishmanioses sao limitadas e estdo longe de serem

satisfatorias. Todos os farmacos disponiveis devem ser administrados durante um longo
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periodo de tempo, além de serem potencialmente tdxicos. A droga de primeira escolha no
Brasil e no Mundo para o tratamento humano é o antimonial pentavalente, na forma de
antimoniato de N-metilglucamina (Sb5"). O principal efeito colateral do Sb5" é decorrente
da sua acdo no aparelho cardiovascular e outras reacfes adversas também sdo observadas
como insuficiéncia renal aguda, ictericia e pancreatite (BRASIL, 2006). Em nosso pais o
tratamento com Sb5" tem alcangado um bom indice de cura e existem poucos relatos de
resisténcia. Entretanto, na india vem se observando uma grande resisténcia dos parasitos
aos compostos de antimoniais (SINGH et al., 2006).

Anfotericina B, antibiotico poliénico de reconhecida acdo leishmanicida, é a droga
de segunda escolha, empregada quando ndo se obtém resposta ao tratamento com
antimonial ou na impossibilidade de seu uso. Considerada mais eficaz que os antimoniais
no tratamento das lesdes mucosas (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

Anfotericina B lipossomal, trata-se de uma nova formulagcdo em que a anfotericina B
e incorporada dentro de lipossomas feitos com fosfatidilcolina, colesterol e
disterolfosfatidilglicerol. Nessa formulacdo, a droga atinge niveis plasmaticos mais
elevados que o desoxicolato de anfotericina B (BRASIL, 2006; 2007).

As pentamidinas sdo diamidinas aromaticas que vem sendo utilizadas como drogas
de segunda escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar em éareas endémicas dos
continentes americano, asiatico e africano (BRASIL, 2006; 2007).

Para conter o avanco da doenca, as medidas de controle sdo imprescindiveis. O
principal objetivo é interromper a cadeia de transmisséo do parasito através de um tripé de
acOes que incluem o diagnostico precoce e tratamento dos casos humanos, eliminacdo do
inseto vetor através de inseticidas piretrdides de acdo residual e eutanasia de cdes que
apresentam sorologia positiva (TESH, 1995; BRASIL, 2006). Cdes domeésticos exercem
importante papel na manutencdo do parasito, e 0s casos de leishmanioses caninas
precedem a ocorréncia de casos humanos. E importante salientar que a infecgdo em cées
tem sido mais prevalente do que no homem (CHAGAS et al., 1937; DEANE, 1955;
ALMEIDA-SILVA, 2002).

Um fator importante associado a dificuldade de eliminagdo do reservatorio do
parasito é o impacto social e emocional que a préatica da eutanasia de cdes soropositivos
causa em seus donos, que muitas vezes os consideram como parte da familia (Dantas-
TORRES, 2006). E comum em areas endémicas, a pratica terapéutica da Leishmaniose
canina como rotina nas clinicas veterinarias. Estes tratamentos, quando realizados com

produtos de uso humano, séo proibidos pelo Ministério da Saude de acordo com a portaria
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interministerial do Ministério da Saude (n°1.426, de 11 de julho de 2008), pois colocam
em risco os programas de controle da doenca, expondo a populagdo humana e canina ao
risco de infeccdo. Até 0 momento ndo existe no mercado esquema terapéutico que seja
capaz de promover a cura parasitoldgica em caes. Assim, diferentes estudos demonstram
que estes animais podem até apresentar melhora clinica, mas o parasitismo na pele persiste
e este cdo continua sendo fonte de transmissdo do parasito para o flebotomineo. Além
disso, & importante mencionar que este tratamento pode também selecionar cepas
resistentes aos farmacos utilizados para o tratamento humano (NEOGY et al., 1994; NOLI
e AUXILIA, 2005; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005, PASA et al., 2005;
VOULDOUKIS et al., 2006; BRASIL, 2006).

Desta forma, a melhor alternativa para combater a crescente expansdo da doenca
seria 0 desenvolvimento de vacinas anti-leishmaniose, tanto no &mbito da satde humana
como na saude veterindria, contribuindo de forma efetiva nos programas de controle do
Ministério da Saude. Até o momento ainda ndo had uma vacina humana comprovadamente
eficaz para ser recomendada pelo Ministério da Saude/Brasil nas campanhas de controle
nacional (GRADONI, 2001; MAUEL, 2002; COSTA et al., 2011), e somente duas
vacinas estdo licenciadas pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento —
MAPA- para uso em cdes domésticos (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008; FERNANDES et
al, 2008). Entretanto, tais vacinas ndo fazem parte do calendario vacinal obrigatério e
gratuito e sdo comercializadas a precos impraticaveis para a maioria da populacdo
brasileira.

Embora uma vacina segura e eficaz ainda ndo tenha sido desenvolvida para atuar em
programas de controle oficiais das Leishmanioses, muito esfor¢o tem sido despendido
nesta area e varios candidatos vacinais tém sido extensivamente estudados (LEMESRE et
al., 2007; ROATT et al., 2012; SINGH e SUNDAR, 2012). Os diferentes imunogenos
candidatos para o desenvolvimento de vacinas incluem parasitos mortos, fragoes
purificadas, antigenos recombinantes de Leishmania, além de DNA codificante de
antigeno (MELBY, 2002). No modelo canino, diferentes estratégias de vacina contra LV
tém sido utilizadas. A vacinagdo com promastigotas mortas ou misturas indefinidas de
antigenos induzem resposta imune celular e protecdo parcial contra a infeccdo
(GRADONI, 2001). O ligante de fucose manose (FML) purificado de L. donovani
(BORJA-CABRERA et al. 2002) e varios diferentes antigenos recombinantes, obtidos de
proteinas purificadas, também conferem pelo menos protecéo parcial contra infeccéo por
L. infantum em cées (SALDARRIAGA et al., 2006).
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3.2. VACINAS DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Vacinas de proteinas recombinantes sdo confeccionadas com proteinas imunogénicas
do agente patogénico produzidas em sistemas heter6logos. Geralmente sdo utilizadas
proteinas que induzem resposta imunologica capaz de proteger o individuo frente a
exposicao subsequente ao agente. Os sistemas heterdlogos mais utilizados para a producéo
das proteinas recombinantes sdo Escherichia coli, levedura, células eucariotas e
baculovirus (CUNHA-NETO, 1999).

A primeira etapa na confeccdo da vacina consiste na identificacdo da(s) proteina(s)
imunodominante(s) do agente e o gene que a codifica. Esse gene é entdo clonado em uma
molécula circular de DNA (plasmideo), sob controle de um promotor de procariotas ou
eucariotas. O plasmideo contendo o gene de interesse é introduzido nas células hospedeiras
e, no seu interior o DNA do gene vai ser transcrito e o0 RNA mensageiro traduzido,
resultando na producgdo da proteina de interesse. Essa proteina serd entdo purificada por
métodos bioquimicos e utilizada como vacina. Esse método € muito util para a producao
de grandes quantidades de antigeno (GURUNATHAN et al., 1997; SETH et al., 2006).

A existéncia de espécies de parasitos resistentes as drogas e o alto custo dos
medicamentos disponiveis, uma vez que o controle da doenga geralmente inclui extensas
areas populacionais e requer a necessidade de repeticdo do tratamento para que este seja
efetivo, reforca a necessidade de se desenvolverem novos medicamentos, assim como a
necessidade de métodos de controle alternativos, em particular a producdo de vacinas
(PENIDO et al., 1999; BERGQUIST, 1998; VERCRUYSSE et al., 2004; REED e
CAMPOS-NETO, 2003). Varios candidatos a vacinas (proteinas recombinantes) contra
maldria, leishmaniose, doenca de Chagas e esquistossomose humanas tém sido também
testados, criando-se perspectivas a curto/médio prazo de elaboracdo de vacinas efetivas
para a prevencdo destas parasitoses humanas (KNOX et al., 2001; VERCRUYSSE et al.,
2004; SCHETTERS, 2005; GOOD, 2005; COLER e REED, 2005).

Nosso grupo de pesquisa vem se empenhando no estudo de proteinas de parasitos
ortologas a proteinas do hospedeiro, com o intuito de contribuir para o uso no diagnostico
soroldgico e desenvolvimento de novas vacinas (CARDOSO et al., 2003; FUJIWARA et
al., 2005; MIRET et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008, MENEZES-SOUZA et al.,
2014a,b, 2015a,b; FIUZA et al., 2015). Dentre elas, destaca-se a proteina peroxidoxina

recombinante de Leishmania braziliensis, utilizada no presente trabalho, e que, conjugada
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ao adjuvante MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem se mostrado um promissor candidato a

vacina anti-leishmaniose.

3.2.1. Importancia dos adjuvantes no desenvolvimento de vacinas

O termo adjuvante deriva do latim adjuvare, que significa ajudar ou adicionar
(COUTER & COX, 1997). Os adjuvantes podem ser definidos como substancias que
induzem uma resposta imune mais potente. Em 1920, Ramon descreveu o termo adjuvante
ao observar que cavalos que desenvolveram abscessos no sitio da injecdo da difteria
toxoide produziram titulos mais altos de antitoxinas do que 0s animais que nao
desenvolveram os abscessos (RAMON, 1924). GLENNY et al. (1926) demonstraram a
atividade adjuvante de compostos de aluminio utilizando uma vacina da difteria toxoide
precipitada em alum. Na década de 1930, um potente adjuvante imunoldgico composto de
uma emulsdo agua-6leo mineral contendo micobactérias mortas pelo calor foi
desenvolvido (FREUND et al., 1937). Este adjuvante foi denominado adjuvante completo
de Freund. Apesar de altamente eficaz, o adjuvante Completo de Freund é altamente
reatogénico, ndo podendo ser utilizado em seres humanos e sendo desaconselhado para
uso mesmo em animais de laboratério.

Os adjuvantes podem ser divididos em duas classes de acordo com sua origem. A
primeira classe abrange o0s adjuvantes exdgenos e a segunda 0s adjuvantes
imunoestimulatoérios, podendo ser compostos por substancias quimicas, algumas delas
extraidas de plantas, como a saponina, ou serem derivados de patégenos, como 0
lipopolisacarideo (LPS) e CpG ODN. O uso destes adjuvantes permite o direcionamento
da resposta imunoldgica, com o favorecimento de determinada funcdo imune (SINGH e
SRIVASTAVA, 2003).

Adjuvantes imunoestimulatérios podem desempenhar seu papel atuando em nivel de
citocinas, pela ativagdo de moléculas MHC, de sinais co-estimulatérios ou por sinalizagdes
intracelulares. Um representante dessa classe de adjuvantes, o MPL (Monophosphoryl
Lipid A), é derivado do lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas (Salmonella
minnesota R595). A remocdo de um residuo de fosfato do LPS resulta no MPL,
diminuindo assim a toxicidade. Estudos recentes demonstraram que o MPL, assim como o
LPS, medeia a ativacdo imune pela interagdo com TLR-4. Em vaérios estudos pré-clinicos,
0 MPL mostrou ser capaz de induzir a sintese de citocinas do tipo 1 (IL-12, IFN-y, etc.)
que promovem a geracao de respostas do tipo Thl. Este adjuvante j& foi testado em mais

de 10.000 individuos em combinag¢éo com vacinas para cancer (por exemplo, melanoma) e
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doencas infecciosas (herpes, hepatite B, malaria) com poucos efeitos adversos (SINGH e
O’HAGAN, 2002). O MPL ja esta licenciado para uso em seres humanos em alguns
paises, compondo a vacina contra a alergia Pollinex Quattro (HOPKINS et al., 2001) e

fazendo parte de uma vacina contra melanoma no Canada (Melacine).

3.2.2. Peroxidoxina

Peroxidoxinas, também conhecidas como peroxirredoxinas ou antioxidantes tiol-
especificos, compreendem uma familia de antioxidantes que tem sido recentemente
descobertas em inimeros procariotos e eucariotos. A sequéncia génica e a funcdo protéica
das peroxidoxinas sdo altamente conservadas entre 0s organismos e podem ser
classificadas em dois grupos: 1-Cys e 2-Cys. As peroxidoxinas 1-Cys contem um residuo
de cisteina conservado na regido amino-terminal da proteina, no aminoacido de numero 47,
ao passo que a peroxidoxina 2-Cys apresenta um segundo residuo de cisteina conservado
na regido carboxila-terminal da proteina, no aminoéacido da posi¢cdo 170 (BARR e
GEDAMU, 2001).

Até agora foram descritos como substratos de peroxidoxina o perdxido de
hidrogénio, hidroperdxidos de alquilo (por exemplo, cumeno e hidroperéxidos de t-butilo),
e peroxinitrito (ONOO"). O mecanismo de acdo para a destoxificacdo destes substratos
envolve a oxidacdo do residuo Cys-47 formando um intermediario de sulfenilo, que reage
com o grupo tiol da subunidade adjacente oposta (Cys47 para peroxidoxinas 1-Cys e
Cys170 para peroxidoxinas 2-Cys) formando uma ligacdo intermolecular de dissulfureto
(BARR e GEDAMU, 2001; McGONIGLE et al., 1998).

Os substratos das peroxidoxinas sugerem que elas podem desempenhar papéis-chave
na defesa contra o estresse oxidativo. Peroxido de hidrogénio (H,0,), hidroperoxidos, e
ONOO'" sdo subprodutos extremamente reativos da reducdo molecular de O, durante o
metabolismo celular normal e dentro de fagolisossomas durante a explosao respiratoria
(Figura 03).

Peroxidoxinas foram identificados em varias espécies de Leishmania, incluindo L.
major, L. chagasi, L. donovani e L. infantum (BARR E GEDAMU, 2001; CASTRO et al.,
2002; FLOHE et al., 2002; LEVICK et al., 1998; WEBB et al., 1998), e varios estudos
demonstraram que as peroxidoxinas possuem propriedades imunogénicas (CAMPOS-
NETO et al., 2002; COLER et al., 2002; WEBB et al., 1998).

Atualmente tem-se maximizado esforgos para aperfeicoar uma formulacéo ideal de

vacina anti-leishmaniose utilizando a proteina peroxidoxina de Leishmania braziliensis,
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empregada nesse trabalho. Fundamentados nos riscos tedricos e praticos que uma vacina
aplicada durante a gestacdo pode causar no metabolismo materno ou no desenvolvimento
embrionario, é imprescindivel a realizacdo de testes que excluam a capacidade teratogénica

dessa nova formulacao.
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Figura 03 — Reacdes Celulares que culminam na producdo de intermediarios de O,
altamente reativos. O O, sofre a reducdo de um elétron, produzindo o &nion
superéxido (Oy), que pode interagir com o monoxido de nitrogénio (NO®),
originando peroxinitrito (ONOOQO"). O, pode dismutar-se espontaneamente ou via
superdxido desmutase em H,0, H,0, pode reagir com O", Fe," ou luz ultravioleta
originando *OH, que reage com reagir com lipidios celulares, proteinas, e DNA
provocando danos. Estudos recentes demonstram que a peroxidoxina neutraliza
H,0, ONOO e "OH (BARR e GEDAMU, 2001; SZABO et al., 2007).

3.3. TERATOGENESE
Durante muitas décadas a placenta foi considerada como uma barreira protetora e
intransponivel que impedia a atuacdo de substancias nocivas ao feto (DALLY, 1998;

KOREN et al., 1998) e esta idéia so foi derrubada a partir da identificagdo da sindrome da
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rubéola congénita em 1941 (WEBSTER, 1998). Outro fato marcante foi o da tragédia da
talidomida, ocorrida na década de 1960, cujas descobertas cientificas representaram um
marco para o desenvolvimento de novas linhas de pesquisa na ciéncia da teratologia
(DAMASCENO et al.,, 2008). A partir de entdo o interesse pelo conhecimento,
investigacao e deteccdo de agentes teratogénicos aos quais mulheres gravidas possam estar
expostas, tem aumentado progressivamente.

Agente teratogénico ¢é definido como qualquer substancia, organismo, agente fisico
ou estado de deficiéncia que, estando presente durante a vida embrionaria ou fetal, produz
alteracdo na estrutura ou funcdo da descendéncia (SHEPARD, 1995; HANSEN et al.,
2002; WANNMACHER, 2004). Para HANSEN et al. (2002), s&o considerados
teratogénicos: (1) agentes que tenham exposic¢do danosa documentada em um determinado
periodo do desenvolvimento pré-natal; (2) substancias cujos efeitos teratogénicos tenham
sido claramente demonstrados através de dados estatisticamente significantes em dois ou
mais estudos epidemioldgicos; e (3) drogas que, mesmo em rara exposicdao ambiental,
estejam associadas com ocorréncia de defeitos congénitos, contanto que exista uma
cuidadosa descri¢édo de casos clinicos.

A acdo de um agente teratogénico na reproducdo é variada. Eles podem provocar
aborto, malformacdes, retardo do crescimento intra-uterino ou deficiéncia mental. Sua agéo
depende de fatores como o estagio do desenvolvimento do concepto, a relacdo dose-efeito,
0 gendtipo materno-fetal e o mecanismo patogénico especifico de cada agente
(SCHULLER-FACCINI e SCHVARTZMAN, 2001; SCHULLER-FACCINI, 2002).

Assim, a avaliacdo do risco de novas moléculas ou de moléculas suspeitas de causar
danos reprodutivos a populacdo, baseia-se na importancia de estabelecer, com seguranca,
0s nhiveis de exposicdo permitidos para a espécie humana e/ou para outras espécies animais
(DAMASCENO et al., 2008).

3.4. IMUNIZACAO E GESTACAO

A protecdo da mulher gravida, prevenindo-a de doengas e complicacdes da gravidez,
e a protecdo do feto, recém-nascido e/ou lactente, dotando-0 de anticorpos para que possa
resistir a infecgBes durante o periodo de maior vulnerabilidade sdo os principais objetivos
da imunizacdo na gravidez (SUCCI e FARHAT, 2008; TAVARES et al., 2011). Porém,
poucos sdo os estudos randomizados e controlados que visam aferir a segurancga de vacinas
para uso em animais prenhes ou mulheres gestantes. No caso de humanos, sdo grandes as

dificuldades éticas na realizacdo desses estudos, dificultando uma adequada compreenséo
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dos mecanismos imunoldgicos de resposta as vacinas em gravidas. Muito da experiéncia
da utilizacdo de vacinas em gestantes advém do uso inadvertido desses imunobioldgicos
nessas mulheres. Sendo assim, a utilizacdo de modelos animais € importante para o
entendimento da seguranca dessas vacinas (PIMENTEL, 2010).

ELAHI et al. (2006) demonstraram que a imunizacgdo realizada durante a gestagédo
em porcas aumentou significativamente os niveis de anticorpos 1gG e IgA especificos para
Bordetella pertussis em soro e colostro materno. Estes anticorpos foram transmitidos
eficientemente aos seus filhotes, através da analise no fluido do lavado bronco alveolar.
Também foi observada, apds amamentacdo, uma maior protecdo conferida aos seus
filhotes apo6s desafio intrapulmonar com B. pertussis, demonstrando a importancia dos
anticorpos 1gG e IgA passivamente adquiridos pelo colostro contra a bactéria.

FURUTA et al. (1982) estudaram o comportamento da cinética de anticorpogénese
em cobaias inoculadas com toxoide diftérico e a dindmica da imunidade passiva
naturalmente transmitida aos filhotes. Os autores verificaram que a sintese de antitoxina
diftérica persiste, em titulos detectaveis, até 36 meses apds a vacinacao e que 0s anticorpos
sdo transferidos passivamente da mae vacinada para os filhotes via placenta, perdurando
em titulos detectaveis até cerca de trés meses de idade dos mesmos.

Foi avaliada a cinética de anticorpos colostrais antitoxina épsilon de Clostridium
perfringens em cordeiros nascidos de ovelhas vacinadas (30 dias antes do parto) com uma
dose unica da vacina comercial polivalente contra clostridioses, contendo toxdide épsilon.
Os autores constataram que foi induzida a imunidade passiva em niveis considerados
protetores (>0,5 UI/mL) aos cordeiros por, no minimo, 60 dias de idade (COSTA et al,.
2012).

E importante salientar que durante o periodo gestacional, 0 corpo materno sofre
diversas alteracBes enddcrinas, fisicas, psicoldgicas e também em seu perfil imunolégico
para se adaptar a presenca do feto. O sistema imune materno est4 em intimo contato com
células e tecidos do feto semi-alogénico, que possui 50% de material genético paterno, o
que o caracteriza como estranho ao organismo materno. Desta forma, mecanismos
especificos devem agir para modular e moderar o sistema imune materno, impedindo que
gestantes rejeitem seus fetos (MICHELON et al., 2006). Dentre os fatores envolvidos
nessa complexa rede imunomodulatoria para a tolerancia e regulacdo do desenvolvimento
fetal e formacdo da placenta, destacam-se: a influéncia hormonal sobre o sistema imune
materno, o reconhecimento das moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade

paterno (expressas pelo embrido), as citocinas liberadas no meio, o controle da citoxicidade
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direta das células Natural Killer uterinas e atividade das células T regulatdrias. Sendo
assim, alteragbes nestes mecanismos podem levar a complicagdes durante a gravidez
(HVIID, 2006).

Uma importante alteracdo imunologica em gestantes foi apresentada por Wegmann
et al. (1993). De acordo com esta proposicdo, citocinas de perfil Thl exercem efeito
deletério, induzindo a reacdo inflamatéria e a necrose placentaria, podendo assim
comprometer o desenvolvimento do feto e/ou placenta. Por outro lado, as citocinas Th2 sdo
benéficas para a gestacdo, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células
trofoblésticas e a placentacdo, além disso, desempenham um papel protetor sobre a unidade
feto-placentéria inibindo a produgdo de citocinas do tipo Thl, por um mecanismo de
feedback. Varios autores associam parcialmente o sucesso gestacional ao desvio do perfil
de resposta Thl- Th2 (PICCINI et al., 1998; SAITO et al., 1999; MICHIMATA et al.,
2002, SARAFANA et al., 2007; DAHER e MATTAR, 2009).

Esta intrincada rede de sinalizacdo via citocinas ganha novas dimensdes quando,
associada a gestacdo ocorre infeccdes patogénicas ou imunizacdes que desencadeiam a
producdo predominante de citocinas do tipo Thl (IFN-y, IL-2 e TNF-a), que pode
comprometer o sucesso da gestacdo (KRISHNAN et al., 1996).

A vacinagdo na gravidez comporta riscos reais, tedricos e hipotéticos, como a
transmissdo do virus vivo-atenuado para a placenta ou feto, o risco de efeitos reprodutivos,
reacOes idiossincrasicas ou imprevisiveis e ineficacia da vacina (TAVARES et al., 2011)
No Brasil, Ministério da Salde preconiza que as vacinas que contém componentes Vivos
devem ser evitadas durante a gestacéo, , enquanto vacinas inativas sdo seguras e podem ser
utilizadas (SUCCI e FARHAT, 2006).

Por se tratar de uma tecnologia atual e com poucas substancias liberadas para
utilizacdo em humanos ou animais, a literatura ndo fornece dados sobre a avaliacdo da
seguranca de vacinas produzidas com proteinas recombinantes administradas durante o
periodo gestacional, assim como informac@es acerca da transferéncia passiva da imunidade
conferida por elas. Considerando as vantagens que o esquema vacinal durante a gestagdo
pode proporcionar, é valida a realizacdo de experimentos que visam avaliar a seguranca
desse procedimento (PUIG BARBERA, 2004; BADILA et al., 2007; SUCCI e FARHAT,
2006).
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3.4.1. Transferéncia passiva de imunidade

A capacidade dos animais de produzir anticorpos € essencial para a defesa dos
mamiferos quando expostos a microrganismos e/ou substancias antigénicas A protecao
transferida da mée para o filho via placenta, colostro, ou por ambos, recebe a denominagéo
de imunidade passiva, atribuida em fungdo da ndo participacdo do sistema de defesa do
neonato (JEFFCOTT, 1972; ARGENZIO, 1984, BAXTER, 2011).

A permeabilidade da placenta é inversamente proporcional ao nimero de camadas de
tecidos interpostas entre a circulacdo materna e a fetal. Placentas do tipo endotélio-corial
(humanos, primatas e carnivoros) e hemocorial (roedores) sdo altamente permeaveis a
imunoglobulinas e permitem a passagem de anticorpos da mée para os fetos. Por outro
lado, placentas do tipo epitélio-corial (equideos) e sindesmo-corial (ruminantes, suideos)
sdo virtualmente impermeaveis a passagem de imunoglobulinas (McCOY et al., 1970;
SIMPSON, 1972; SMEATON, 1985; PORTER, 1976, HASSELQUIST E NILSSON,
2012). Sendo assim, humanos, primatas, roedores e carnivoros transferem imunoglobulinas
através da placenta para o feto. Em espécies como equideos, suideos e ruminantes, ndo
ocorre passagem significativa de anticorpos pela placenta. Em conseqliéncia, os recém-
nascidos dessas espécies sao desprovidos de imunidade ao nascer e sdo muito dependentes
da imunidade conferida pelo colostro para sobreviverem (MARODI, 2006).

Em todas as espécies de mamiferos, no final da gestacdo ocorre uma passagem
significativa de imunoglobulinas do soro para a glandula mamaria. Com isso, ocorre uma
concentracdo muito grande de anticorpos no colostro. O colostro é definido como a
primeira secrecdo lactea produzida, coletada nos primeiros 2 a 3 dias de lactacdo ou até
uma semana apos o parto (ISLAM et al., 2006). Tanto o colostro, como o leite materno,
apresentam em sua composicdo quantidades adequadas de lipidios, carboidratos e
proteinas, além de substancias imunoativas que conferem protecdo ao recém-nascido para
uma ampla gama de doengas infecciosas e nédo infecciosas (MORCELI et al., 2011).

Ao ingerirem o colostro, os recem-nascidos recebem imunoglobulinas especificas
para varios agentes infeciosos para 0s quais a mae possui anticorpos. Grande parte das
imunoglobulinas (IgG, principalmente) sdo absorvidas no trato gastrointestinal do recém-
nascido (primeiras 24-36 horas) indo para o sangue. Uma parte (IgA e IgM) pode
permanecer no limen intestinal onde confere protecdo contra agentes infecciosos nesse
local (ISLAM et al., 2006)
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Tanto a imunidade adquirida pela placenta como a colostral sdo passageiras, duram
de semanas a alguns meses, que é o tempo de duracdo dos anticorpos recebidos (ISLAM et
al., 2006).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se 0 processo de imunizacdo com a proteina recombinante peroxidoxina de
Leishmania braziliensis, administrada no periodo gestacional de ratas, pode causar
prejuizos maternos e fetais e avaliar a transferéncia passiva para o recém-nascido de
anticorpos reativod especificos através da passagem transplacentaria e do aleitamento

materno.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar se a vacina administrada durante a prenhez induz alteragcbes na
performance reprodutiva maternal;

e Avaliar o desenvolvimento fetal da prole de ratas vacinadas;

e Determinar possiveis efeitos teratogénicos da vacina através de analises das
frequéncias de anomalias fetais;

e Determinar se a vacina induz a producdo de anticorpos 1gG especificos nas
ratas vacinadas;

e Auvaliar se anticorpos especificos sdo transferidos passivamente para o recém-
nascido através da passagem transplacentaria e do aleitamento materno,
respectivamente.

e Auvaliar a persisténcia da producdo de anticorpos induzidos pelo processo de

imunizagdo nos filhotes até a 3° semana de idade.
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5. METODOLOGIA

5.1. ETiCcA
O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT (Processo N°. 23108.007931/14-0).

5.2. PRODUGAO DA PEROXIDOXINA RECOMBINANTE

Para a realizacdo desse trabalho, a proteina peroxidoxina recombinante foi produzida
no Laboratério de Imunologia e Gendbmica de Parasitos (LIGP) /Depto. de
Parasitologia/ICB/UFMG/Belo Horizonte-MG, pela equipe coordenada pelo Prof. Dr.
Ricardo Toshio Fujiwara e gentilmente cedidas para o Laboratorio de Fisiologia

Reprodutiva (FisioTox)/UFMT/Barra do Garcas, onde foram feitas as imunizagoes.

5.2.1. Expressdo das proteinas recombinantes

Para inducgdo da expressdo das proteinas recombinante, colnias isoladas no sistema
de clonagem criopreservadas no LIGP/UFMG-BH foram inoculadas em 50 mL de meio de
cultura 2xYT (Kanamicina 50 pg/mL e Gentamicina 20 pg/mL) e incubadas overnight a
37°C sob agitacdo a 200 rpm. Em seguida, as culturas foram inoculadas em Erlemeyer
contendo 500 mL de meio 2xYT e cultivadas até densidade 6ptica (DOgqo) de 0,6-0,8 a
30°C sob agitacdo a 200 rpm. Apds atingir a DO desejada, a expressao foi induzida com a
adicdo de 0,ImM de IPTG (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) por 24 horas a 12°C sob
agitacdo a 200 rpm (COITINHO et al., 2012). Apds o periodo de indugdo, a cultura foi
centrifugada por 6000 x g, 30 minutos a 4 °C e em seguida armazenada a -80°C. Aliquotas
da cultura imediatamente antes da adicdo de IPTG, e apds o periodo de inducdo a

expressao, foram também congeladas para serem utilizadas como controle de expresséo.

5.2.2. Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade e gel
filtracdo

O pellet contendo a cultura apos a etapa de expresséo foi ressupendido em 100 mL
de PBS contendo 30 mM de Imizadol e lisozima 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA) e incubado por 30 minutos em gelo. Em seguida, o extrato foi lisado no
homogeneizador EmulsiFlex-C3 (Avestin, Mannheim, Alemanha) apds 5 ciclos de
homogeneizacdo conforme recomendado pelo fabricante do equipamento. Em seguida a

amostra foi centrifugada por 8000 x g por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante (fracdo
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soltvel) foi coletado e a proteina recombinante foi purificada por cromatografia de
afinidade no sistema “AKTAprime plus” (GE Healthcare, Piscataway, EUA). Nesta etapa a
fragdo sobrenadante foi aplicada em uma coluna “HisTrap HP” de 5 mL (GE Healthcare,
Piscataway, EUA). A coluna foi previamente lavada utilizando 5 vezes o seu volume com
o tampdao A (PBS contendo imidazol 30 mM). A eluicéo foi realizada através da adigdo do
tampdo B (PBS contendo imidazol 500 mM). Em seguida, as fracfes eluidas contendo a
proteina recombinante foi concentrada na coluna Amicon® ultra 15 Centrifugal Filters
10,000 NMWL (Millipore, Darmstadt, Alemanha) e melhor purificada na coluna de gel
filtracdo Superdex™ 200 (GE Healthcare, Piscataway, EUA). Todas as fragBes obtidas
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%.

5.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

As amostras obtidas nas expressdes e purificagdes foram submetidas a separacéo por
eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando Bis-acrilamida 40%. O gel de separagéo
12,5% foi preparado utilizando Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,01%, persulfato de aménio
0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v. O gel de concentracdo foi preparado de modo semelhante
ao de separacdo, mas utilizando o tampéo Tris-HCI 1,5 M pH 6,8. As amostras obtidas da
inducdo e teste de solubilidade foram adicionadas tampéao de amostra (SDS 10%, Tris-HCI
0,5 mM pH 6,8, azul de Bromofenol 1%, 2-B-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%), pré-
aquecidas durante 10 minutos para desnaturacdo das proteinas e posteriormente aplicadas
no gel para separacdo eletroforética. A eletroforese foi realizada utilizando tampdo de
corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% e pH 8,3) sob a voltagem constante
de 120 V. Apos a corrida, os géis foram corados por incubacdo por 12-16 horas com a
solucdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%, metanol 50% e acido

acetico 10%) e em seguida descorados em solucdo etanol 30% e acido acético 10%.

5.2.4. Ensaio de dosagem das proteinas

As amostras de proteina recombinante purificadas foram dosadas pelo método
colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA) utilizando o kit “BCA Protein Assay
Reagent” (Thermo Scientific, Waltham, EUA) de acordo com recomendagdes do
fabricante.
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5.3 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar (Figura 04A), em
idade reprodutiva (em torno de 90 dias de vida). Os animais foram fornecidos pelo biotério
do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude do Campus Universitario do Araguaia
(CUA) — UFMT e adaptados no biotério do Laboratério de Fisiologia de Sistemas e
Toxicologia Reprodutiva (FisioTox) (Figura 04B) durante sete dias. Neste periodo, eles
permaneceram em gaiolas coletivas com capacidade méxima de quatro animais (Figura
04C), sob temperatura controlada (22 + 5°C) e fotoperiodo de 12 horas. Agua e ragio

foram oferecidas ad libitum.

Figura 04. A: Rattus novergicus da linhagem Wistar. B: Bioério do Laboratorio de
Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox). C: Gaiolas coletivas com

capacidade méaxima de quatro animais.

5.4 - ACASALAMENTO

ApOs o periodo de adaptacdo, iniciou-se a fase de acasalamento. Para o
acasalamento, as ratas foram distribuidas quatro a quatro em gaiolas de polietileno, com
cama de maravalha, na presenca de um rato macho durante o periodo noturno (das 18 horas
as 7 horas). Na manhad subsequente, foi realizado esfregaco vaginal para analise do

material citologico em microscopia de luz A presenca de espermatozoides e as
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caracteristicas da fase estro do ciclo estral (Figura 05) confirmaram o diagnostico de
prenhez e este € considerado o dia zero de prenhez (VOLPATO et al, 2008). O
procedimento para acasalamento teve duracdo maxima de 15 dias para cada animal e foi
realizado até a obtencdo de nimero amostral.

As fémeas prenhes foram mantidas em gaiolas individuais de polipropileno até o 21°
dia de prenhez.

Figura 05. Lamina de esfregaco vaginal com células
queratinizadas (fase estro do ciclo estral) e
espermatozdides.

5.5 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

As ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais

e Controle (n=12 animais): Ratas que receberam inje¢do subcutdnea com 200uL de
solucéo salina

e Adjuvante (n=11 animais): Ratas que receberam injecdo contendo adjuvante MPL
(10ug de MPL e 200 uL solugdo salina);

eVacina (n=11 animais): Ratas que receberam injecdo com adjuvante mais a
proteina peroxidoxina recombinante MPL (10ug de MPL, 10 ug de proteina e 200

uL solucéo salina).
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5.6 —IMUNIZACAO DOS ANIMAIS

O tratamento foi administrado a ratas prenhes por via subcutanea, na regido dorsal
(Figura 06). Os animais receberam 3 doses da vacina, sendo a primeira dose administrada
no dia 0 de gestacéo e as demais em um intervalo de 7 dias entre cada dose (dias 0, 7 e 14

de gestacéo).

Figura 06. Imunizacdo por via subcutanea, na regido dorsal.

5.7. - DADOS DA PRENHEZ

5.7.1. Toxicidade aguda das progenitoras
Durante o tratamento, as ratas foram avaliadas quanto a presenca de manifestacfes de sinais

de toxidade aguda, tal como: diarréia, piloerecdo, estresse, tremores, saliva¢do e hemorragia.

5.7.2. Avaliacado da performance reprodutiva

Na manha do 21° dia de prenhez (das 8 as 10 horas), as ratas foram anestesiadas com
pentobarbital sédico (Hypnol®) a 3% e, posteriormente, submetidas a dessangramento. Em
seguida, foi realizada laparotomia com exposi¢cdo dos cornos uterinos e o numero de
corpos luteos, implantacGes, reabsorcbes e fetos vivos e mortos foram contados. Na
auséncia de pontos de implantaces visiveis, 0os cornos uterinos foram submetidos a
solucdo de Salewski (1964). A taxa de perda pré-implantacdo foi calculada pela seguinte
férmula: nimero de corpos luteos — nimero de implantagbes x 100/ nimero de corpos
luteos. A taxa de perda pos-implantacdo: namero de implantagdes — nimero de fetos vivos
x 100/ numero de implantacbes (DAMASCENO et al., 2008).
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5.7.3 - Resultados placentarios e fetais

As placentas, livres de membrana e corddo umbilical, foram pesadas em balanca
analitica. A eficiéncia placentéria foi determinada pela relacdo entre o peso fetal e 0 peso
placentario (VOLPATO et al., 2015). Cada feto foi pesado. A classificacdo dos pesos
fetais foi realizada de acordo com a média + desvio padrdo (DP) dos pesos corporais fetais
obtidos no grupo controle que definiu trés classes diferentes de pesos de recém-nascidos
(VOLPATO et al., 2011) em: AIP - recém-nascidos de peso adequado para idade
gestacional: peso corporeo compreendido entre a média de peso do grupo controle mais ou
menos 1,0 x desvio-padrao; PIP - recém-nascidos pequenos para idade gestacional: peso
corporeo inferior a média de peso do grupo controle menos 1,0 x desvio-padrdo; GIP -
recém-nascidos grandes para idade gestacional: peso corp6reo superior a média do peso de

grupo controle mais 1,0 x desvio-padréo.

5.7.4 - Teratogenicidade

5.7.4.1. Analise das anomalias externas

Depois de pesados, os fetos foram analisados macroscopicamente quanto a
conformacdo da caixa craniana, implantacdo dos olhos, orelhas, fenda labial, membros
anteriores e posteriores, cauda e presenca da perfuracdo anal com o objetivo de detectar
anormalidades externas (Figura 07) (DAMASCENO et al, 2008).

Figura 07. Analise de anomalias fetais externas

5.7.4.2. Analise das anomalias viscerais
Imediatamente apds o exame externo, metade dos recém-nascidos de cada ninhada

foi colocada em solugéo de Bodian para fixagdo das estruturas viscerais e descalcificagéo
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dos ossos. Completada a fixagdo, foi utilizado o método de seccdo seriada proposto por
Wilson (1965), para observacdo de anomalias viscerais (Figura 08).

Figura 08. Processamento fetal para analise de anomalias viscerais.

Cortes seriados de Wilson.

5.7.4.3. Analise das anomalias esqueléticas

A metade restante dos recém-nascidos de cada ninhada foi colocada em alcool (70%)
e, apds 24 horas, foram eviscerados, diafanizados e corados com alizarina (Figura 09). Para
analise das anomalias esqueléticas foi utilizado o método de STAPLES & SCHNELL
(1964). Os centros de ossificagdo foram contados e analisados usando parametros
propostos por ALIVERTI et al. (1979).

5.8. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE

5.8.1. Ensaio Imunoenzimatico para deteccao de IgG anti-peroxidoxina

O protocolo para deteccdo de IgG anti-peroxidoxina foi adaptado de MINOZZO et
al. (2004). O antigeno (proteina peroxidoxina recombinante) foi diluido em tampao
carbonato-bicarbonato, pH 9,6, até as concentracdes de 0,25, 0,5 e 1,0 ug.mL™, que foram
testadas na padronizagdo. Foram adicionados 100 pL de solucdo antigénica por poco de
placas de microtitulagédo (NUNC® Maxisorp-Demarck) e a placa foi incubada overnight a
4-8 °C. O excesso de antigeno foi removido por duas lavagens com tampao fosfato salino
(0,01 M) acrescido de 0,05% (v/v) Tween-20®, pH 7,4 (PBST). O bloqueio dos pocos foi
realizado com 300 uL de uma solucéo de 2% de albumina de soro bovino, por uma hora, a
37 °C.
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Figura 09. Processamento fetal para analise de anomalias esqueléticas.

Para determinar uma diluicdo ideal de soro, apds a aspiracdo da solugdo de bloqueio,
volume de 100 uL de varias diluicdes (de 1:50 a 1: 3.276.800) de soro em PBST foi
analisado em duplicata. Os soros foram incubados a 37°C por uma hora, e posteriormente
foi adicionado o anticorpo secundario. O conjugado utilizado consistia em anticorpos
contra IgG de rato marcados com a enzima peroxidase (SIGMA) . Optou-se por testar as
dilui¢bes de 1:1000, 1:2000 e 1:500, em um volume total de 100 uL por pogo. A placa foi
incubada a 37 °C por uma hora e procedidas mais trés lavagens com PBST.

O OPD (orto-fenileno-diamina, SIGMA P6787) foi utilizado como substrato e o
peréxido de hidrogénio, como catalizador, tendo o tampé&o citrato, pH 5,0 como veiculo.
Apos adicdo de 100uL desta mistura por poco, a placa foi incubada em temperatura
ambiente, por 20 minutos, ao abrigo de luz. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 50 puL
por po¢o de uma solugdo de acido sulfirico a 5%. Os valores de absorbancia foram obtidos
em leitora (BioRad-Model 550) com filtro de 450 nm.

Apos as analises dos resultados, optou-se como dilui¢fes de trabalho de soro 1:100,
de antigeno 0,5 pg.mL™ e do anticorpo secundario de 0,025 pg.mL™. O ponto de corte da
reacdo entre soros reagentes e nao reagentes, foi determinado pela média aritmética dos
valores de absorbancia das amostras de soros controle negativo acrescido de trés desvios
padrdao da média. A titulacdo de IgG anti-peroxidoxina foi realizada a fim de se obter a

guantidade relativa de anticorpos presentes no soro dos animais imunizados.
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5.8.2. Avaliagdo da Imunizagéo transplacentaria

Para a avaliacdo da concentracdo de anticorpos 1gG especificos, amostras de sangue
foram coletadas ao nascimento. ApoOs a coagulacdo do sangue, aliquotas de soro foram
obtidas por centrifugacdo e armazenadas em freezer a -80 °C até o momento do uso.

O perfil da resposta humoral nos animais vacinados foi avaliado através da producéo
de anticorpos IgG especificos as proteinas recombinantes. O material foi submetido ao
teste de ELISA conforme padronizado e descrito no item 5.8.1, para determinacdo dos

niveis de anticorpos nos diferentes grupos.

5.8.3. Avaliacdo da Imunizacéo pelo leite materno

Para avaliacdo da imunizacdo adquirida pelo leite materno, algumas ratas tiveram
seus filhotes (geracdo F;) por parto vaginal. De acordo com a origem materna, a geracao F;
foi classificada em:

e Grupo F; controle - Mae controle (n=10) — constituido de recém-nascidos

provenientes de ratas controle (injecdo com salina).

e Grupo F; vacina - Mé&e vacina (n=10) - constituido de recém-nascidos
provenientes de ratas vacinadas (injecdo com adjuvante mais proteina
recombinante).

e Grupo F; vacina - Mae controle (n=10) - constituido de recém-nascidos
provenientes de ratas vacinadas (injecdo com adjuvante mais proteina
recombinante), mas amamentadas por ratas controle (injecdo com salina).

e Grupo F; controle - Mae vacina (n=10) - constituido de recém-nascidos
provenientes de ratas controle (injecdo com salina), mas amamentadas por ratas
vacinadas (injecdo com adjuvante mais proteina recombinante).

No 21° dia de lactacdo, maes e filhotes foram anestesiados com pentobarbital sédico
(Hypnol®) a 3% e, posteriormente, submetidos a dessangramento para obtencéo de sangue
para testes de imunizacdo, como descrito anteriormente. As taxas de transferéncia passiva
de anticorpos 1gG anti-peroxidoxina via placenta e aleitamento foram expressas em
porcentagem definidas como a razado entre os niveis de 1gG no soro fetal e niveis de 19gG no
soro materno multiplicados por 100 (QUINELLO et al, 2010).
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5.9. - ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada ANOVA seguida pelo Teste de Student-Newman-Keuls para
comparacdo dos valores medios entre 0s grupos experimentais. Para valores médios entre
duas variaveis foi utilizado Teste t de Student. Para analise estatistica das proporcoes, foi
utilizado Teste Exato de Fisher. Foi considerado o limite minimo de significancia de 95%
(p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. EXPRESSAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA PEROXIDOXINA RECOMBINANTE

A purificacdo da proteina recombinante peroxidoxina, de 25,3 kDa, foi feita a partir
de bactérias E. coli BL-21(DE3) transformadas com o plasmideo pET28a-TEV. A
purificacdo foi realizada no Laboratério de Imunologia e Genémica de Parasitos do
Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG. Apos a purificacao, para confirmar o tamanho
da proteina e detectar sua presenca, a proteina foi separada por SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida de 12,5% e, posteriormente, corado pela com solugdo de Coomassie Blue
(Figura 10).
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Figura 10. Expressdo e purificacdo da proteina peroxidoxina recombinante, separada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% corado com Coomassie Blue. (A) Padréo de
peso molecular (B) lisado de cultura antes e depois (C) da indugdo com IPTG e purificacdo

da proteina peroxidoxina recombinante (peso: 25,3 kDa) (D) por filtracdo em gel.
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6.2. DADOS MATERNOS
A Figura 11 apresenta as taxas de perdas embrionarias antes a apds o processo de
implantacdo. Os animais do grupo vacina apresentaram aumento estatisitcamente

significativo da perda pds-implantacdo em relagdo aos grupos controle e adjuvante.
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Figura 11. Porcentagem de perdas pré- e pés-implantacdo de ratas que receberam salina
(Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.
*p<0,05 — diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (Teste exato de Fisher).

#p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo adjuvante (Teste exato de Fisher).
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6.3. DADOS FETAIS

6.3.1. Resultados placentérios e fetais

O tratamento com o adjuvante ou com a vacina ndo alterou o peso fetal e sua
classificacdo. O peso e a eficiéncia placentaria também ndo diferiram estatisticamente em

comparagdo com o grupo controle (Tabela I).

Tabela 1. Dados dos pesos dos fetos e placentas de ratas que receberam salina (Controle),

MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.

Grupos

Controle Adjuvante Vacina
Peso fetal (g)° 5,06 + 0,50 5,04 + 0,56 5,18 + 0,51
Fetos PIP (%)° 14,32 13,81 11,53
Fetos AIP (%)b 74,30 75,69 70,54
Fetos GIP (%)° 11,38 10,30 17,93
Peso placentario (g)? 0,50 + 0,08 0,49 £ 0,07 0,50 + 0,07
Eficiéncia placentaria® 10,47 £ 1,90 10,41+ 1,65 10,47 +£1,74

Dados mostrados como média + desvio-padrdo e proporcdes (%). AIP - recém-nascidos de peso
adequado para idade gestacional; PIP - recém-nascidos pequenos para idade gestacional; GIP -
recém-nascidos grandes para idade gestacional.

p>0,05 — sem diferenca estatisticamente significativa (*ANOVA seguido de teste de Student-
Newman-Keuls; "Teste Exato de Fisher).

6.3.2. Centros de ossificacao fetais

A Tabela Il mostra os centros de ossificagdo dos fetos. O numero de 0ssos
encontrados nos centros de ossificacdo especificos foi estatisticamente semelhante entre
todos os grupos experimentais. O mesmo foi observado na contagem total dos centros de

ossificagdo.
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Tabela I1. Médias e respectivos desvios-padrdo dos centros de ossificacdo de fetos de ratas

que receberam salina (Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.

Grupos
Controle Adjuvante Vacina
Falanges anteriores 3,46 + 0,45 3,19+1,01 3,13+ 0,61
Metacarpos 3,87+0,45 4,00 £ 0,00 4,00 £ 0,00
Falanges posteriores 1,16 £1,14 0,63+0,71 0,84 + 0,95
Metatarsos 4,93 £ 0,09 4,82 + 0,30 4,91+0,14
Vertebra caudal 3,73+1,30 3,47+0,61 3,87+£0,90
Esternébrios 5,99+ 0,04 5,98 £ 0,05 5,97 £ 0,06
Total 23,14 + 2,63 22,09+ 2,11 23,01 £2,28

p>0,05 — sem diferenca estatisticamente significativa (Anova seguida do teste de Student-Newman-
Keuls).

6.3.3. Incidencia de anomalias fetais

A andlise da incidéncia de anomalias externas, esqueléticas e viscerais foi realizada
em 397 fetos. Conforme demonstrado na Tabela Ill, a frequéncia de fetos com alteragdes
morfologicas externas ndo diferiu entre 0s grupos experimentais (p>0,05). Foram
observadas alteracbes em anomalias especificas, no qual houve aumento significativo na
ossificacdo incompleta do esternébrio (Figura 12A) dos fetos do grupo adjuvante e
diminuicdo na frequéncia de esternébrios assiméatricos. No entanto, ndo foi observado
alteracdo em relacdo ao numero total de anomalias esqueléticas (Figura 12B). A analise das
anomalias viscerais evidenciou que ratas vacinadas apresentaram aumento significativo de
recém-nascidos afetados. Neste grupo houve aumento do total de anomalias viscerais

devido ao aumento significativo de hidronefrose (Figura 12C).
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Tabela I11. Frequéncia de anomalias em fetos de ratas que receberam salina (Controle),
MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.

Variaveis Grupos
Controle Adjuvante Vacina
Anomalias Externas
Numero de fetos examinados (ninhada) 140 (13) 136 (11) 121 (11)
Numero total de fetos (%) com alteracéo 0 (0,0%) 3 (2,2%) 0 (0,0%)
Média % fetos com alteracdo por
ninhada (média + DP) 0,0+£0,0 23157 0,0+£0,0
Gastrosquise 0 (0,0%) 2 (1,4%) 0 (0,0%)
Hipoplasia caudal 0 (0,0%) 1 (0,7%) 0 (0,0%)
Anomalias Esqueléticas
Numero de fetos examinados (ninhada) 76 (13) 72 (11) 66 (11)
Numero total de fetos (%) com alteracdo 33 (43,4%) 33 (45,8%) 27 (40,9%)
Média % fetos com alteragdo por 46,4 + 29,7 46,8 + 21,1 39,1+ 29,8
ninhada (média + DP)
Ossificacao incompleta do cranio 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (3,0%)
Ossificacdo incompleta dos centros vert. 1(1,3%) 5 (6,9%) 1(1,5%)
Centros vertebrais assimétricos 1(1,3%) 2 (2,8%) 4 (6,1%)
Centros vertebrais bipartidos 0 (0,0%) 1(1,4%) 0 (0,0%)
Costelas supranumerarias 10 (13,1%) 6 (8,3%) 11 (16,7%)
Costela em onda 1(1,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Agenesia de esternébrio 1(1,3%) 1(1,4%) X 2(3,0%)
Esternébrio com ossificacédo incompleta 8 (10,5%) 19 (26,4%) 8 (12,1%)
Esternébrio bipartido 4 (5,3%) 2 (2,8%) 5(7,6%)
Esternébrio assimétrico 31 (43,0%) 24 (33,3%) 14 (21,2%)
Anomalias Viscerais
NUmero de fetos examinados (ninhada) 64 (13) 64 (11) 56 (11)
Nuamero total de fetos (%) com alteracdo 21 (32,8%) 25 (39,1%) 32 (57,1%)"
Média % fetos com alteracédo por 3374245 A7 4994 £52 4976
ninhada (média + DP) T T R
Traquéia alargada 1(1,7%) 0 (0,0%) 1(1,8%)
Hidroureter 10 (15,6%) 16 (25,0%) 16 (28,6%)
Ureter sinuoso 5 (7,8%) 1(1,7%) 4 (7,1%)
Cdlice alargado 2 (3,1%) 5 (7,8%) 2 (3,6%)
Hidronefrose 4 (6,2%) 3 (4,7%) 11 (19,6%) *
Ectopia renal 1(1,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*p<0,05 — diferenca significativa em relacéo ao grupo controle (Teste exato de Fisher).

#p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo adjuvante (Teste exato de Fisher).
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Figura 12. A: Ossificagdo incompleta do esternébrio (seta). B: Esternébrios assimétricos
(setas). C: Calice renal dilatado (seta), uma das alteracfes necessarias para constatagcdo de
hidronefrose.
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6.4. DADOS IMUNOLOGICOS

6.4.1. Deteccao de anticorpos 1gG maternos reativos a peroxidoxina

Os valores da absorbancia de IgG, obtidos em amostras de soro materno diluidas de

1:100, estdo representadas na Figura 13. O ponto de corte (cut off) foi determinado e os

animais que apresentaram absorbancia acima de 0,190 nm foram considerados imunizados.

O grupo vacina apresentou aumento significativo nos niveis de 1gG em relagdo aos demais

grupos.
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Figura 13. Deteccdo de IgG anti-peroxidoxina em ratas que receberam salina (Controle),

MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.

*p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (Anova seguida do teste de

Student-Newman-Keuls).

#p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo adjuvante (Anova seguida do teste de

Student-Newman-Keuls).
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6.4.2. Persisténcia dos niveis de 1gG anti-peroxidoxina maternos

Na Figura 14 estdo comparados os niveis de anticorpo IgG anti-peroxidoxina
maternos no dia 0 dia de lactacdo (21 ° dia de gestacdo) que corresponde a 7 dias ap0os
ultimo reforco e no 21° dia de lactacdo (dia do desmame) que corresponde a 28 dias ap0s
ultimo reforgco. Nao houve alteracdo nos niveis de anticorpos neste periodo entre 0s grupos
vacinados, que apresentaram niveis de 1gG superiores ao grupo ndo vacinado em ambos 0s

momentos.
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Figura 14. Deteccdo de IgG anti-peroxidoxina em ratas que receberam salina (Controle),

MPL (Adjuvante) ou Vacina nos dias 0 e 21 de lactacéo.
*p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (Anova seguida do teste de

Student-Newman-Keuls).

47



6.4.3. Transferéncia de imunidade via placenta

A Figura 15 compara os niveis de 1gG anti-peroxidoxina no soro (diluigdo 1:100)
materno (21° dia de prenhez) e de seus respectivos fetos (dia O de nascimento). Os valores
da densidade dptica de 1gG anti-peroxidoxina foram estatisiticamente superiores nas maes

e nos fetos do grupo vacina em relacdo ao grupo controle e adjuvante.
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Figura 15. Detecgdo de IgG anti-peroxidoxina materna e fetal de ratas que receberam
salina (Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez.

*p<0,05 — diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (Anova seguida do teste de
Student-Newman-Keuls).

#p<0,05 — diferenca significativa em relacdo ao grupo adjuvante (Anova seguida do teste de

Student-Newman-Keuls).
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6.4.4. Transferéncia de imunidade via aleitamento

A Figura 16 apresenta os niveis de 1gG anti-peroxidoxina no momento do desmame
(21° dia de lactacdo) nos soros de mées e filhotes. Nenhum dos grupos apresentou
diferenca siginificativa nos niveis de 1gG anti-peroxidoxina entre mée e filhote. O grupos
Flvacina-Mae vacina e Flcontrole-Mé&e vacina apresentaram aumento nos valores nos
niveis de 1gG anti-peroxidoxina materno e fetal comparados aos grupos Flcontrole-Mée
controle e Flvacina-Mae controle. Os niveis de IgG anti-peroxidoxina fetal no grupo
Flvacina-Mae controle aumentou em relagdo ao grupo Flcontrole-Mée controle. Houve

diminuicdo nos niveis de 1gG no Flcontrole-Mée vacina comparado ao Flvacina-Mae

vacina.
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Figura 16. Médias e desvios-padrdo da quantificacdo de IgG anti-peroxidoxina materna e
fetal no dia 21 de lactacdo de ratas que receberam salina (Controle) ou MPL +
peroxidoxina recombinante (VVacina) durante a prenhez.

abedn<0,05 — letras diferentes diferem significativamente entre os grupos (Anova seguida do teste

de Student-Newman-Keuls).
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6.4.5. Indice de Transferéncia de Imunidade
A Figura 17 ilustra as taxas de transferéncia passiva de anticorpos IgG anti-
peroxidoxina via placenta e aleitamento. Os resultados sugerem que a transferéncia de

imunidade foi semelhante nas duas vias.
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Figura 17. Porcentagem da taxa de transferéncia passiva de anticorpos IgG anti-

peroxidoxina via placenta e leite de ratas que receberam vacina durante a prenhez.
p>0,05 — Teste Exato de Fisher.
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6.4.6 Titulacdo de 1gG

A Figura 18 apresenta os valores de absorbancia de 1gG anti-peroxidoxina dos soros
de animais imunizados em funcdo da diluicdo dos soros, quando a placa foi sensibilizada
com solugdo antigeno a 5 pg.ml™ e o conjugado anti-IgG foi diluido 1:2000. O soro foi
considerado positivo até a diluicdo de 1:819.200.
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Figura 18. Titulagdo de IgG anti-peroxidoxina de ratas que receberam vacina durante a
prenhez e em seus filhotes.
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7. DISCUSSAO

As leishmanioses representam um grave problema de sadde puablica, sendo
consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude, em conjunto, como uma das seis mais
importantes doencas tropicais de paises em desenvolvimento (WHO, 2004; DESJEUX,
2004; ALVAR et al., 2012). O controle da doenga no Brasil se faz principalmente por meio
do controle das populacGes do inseto vetor e da eliminacdo dos reservatérios da doenca,
representado pelos cées infectados. Entretanto, ha uma grande falha no controle da doenca
em fungdo da auséncia de uma vacina eficaz e de testes diagnosticos acurados
(ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004; CHAPPUIS et al., 2007; BOELAERT et al., 2007).
Nesse contexto, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Ricardo Fujiwara (UFMG),
utilizando metodologias de mineracdo de dados na area de imunogenémica, vem
selecionando epitopos conservados entre as espécies de Leishmania, e divergentes nos
ortdlogos presentes nos hospedeiros Homo sapiens e Canis familiaris, com o intuito de
desenvolver vacinas e testes de diagndstico para multiplas leishmanioses (MENEZES-
SOUZA et al.,, 2014a,b; 2015a,b). Dentre as vacinas, destaca-se a peroxidoxina de
Leishmania V. braziliensis, que, associada ao adjuvante MPL, foi empregada nesse
trabalho.

A peroxidoxina € uma proteina com funcdo antioxidante, particularmente relevante
para Leishmania, ja que estas invadem e se proliferam no interior de fagolisossomas de
fagdcitos, local com alta expressdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS sdo
mediadores que reagem prontamente com diversos tipos de moléculas, como proteinas,
DNA e lipidios, e tém sido implicados huma grande variedade de processo celulares, tais
como transducdo de sinal, homeostase do sistema redox, apoptose, envelhecimento celular,
progressdo de tumores e mecanismos de resposta efetora contra patégenos (HARDER et
al., 2006).

Devido as peroxidoxinas serem altamente conservadas em Leishmania sp, associado
ao fato da prevaléncia de mais de uma espécie de Leishmania em &reas endémicas, 0 uso
dessa proteina como antigeno vacinal poderia gerar uma imunidade protetora contra
espéecies responsaveis pelas formas cutdneas e visceral da leishmaniose. Trabalhos
anteriores tem descrito antigenicidade contra peroxirredoxinas de espécies de Leishmania,
tanto em infec¢cbes em humanos como em cées (COSTA et al., 2011; SANTAREM et al.,
2010; TODOLI et al., 2009).
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No Brasil, principalmente em é&reas urbanas e periurbanas, o aparecimento de
leishmanioses entre gestantes comeca a tornar-se mais frequente (MORAES et al., 1995;
VIANA et al., 2001; SILVEIRA et al., 2003; CALDAS et al., 2003; VIEIRA et al., 2007;
FIGUEIRO-FILHO et al., 2008). E de consenso desses autores que durante a gestacao, as
manifestagdes clinicas, tanto da LV quanto da LT, sdo mais graves e acentuadas e elevam
as taxas de morbimortalidade materna e fetal. Ainda existe discussdo quanto a toxicidade
das drogas utilizadas para o tratamento das leishmanioses durante a gestacdo, e 0s
medicamentos disponiveis ndo sdo considerados seguros para o0 uso durante a gravidez
(FIGUEIRO-FILHO et al., 2008).

A administracdo de vacinas no periodo gestacional poderia ser uma intervengao com
grande potencial na prevencdo de doencas. Na mae seria eficaz por proteger a gestante e,
na crianca, por receber anticorpos maternos hum momento em que ndo poderia responder
adequadamente aos estimulos vacinais. Portanto, a estratégia de vacinar as gestantes,
principalmente em paises pobres, poderia prevenir doencas em lactentes menores de 3
meses (TAVARES et al., 2011).

Para avaliacdo e diagndstico da toxicidade sistémica deve-se levar em consideracédo a
diminuigdo da massa corporal dos animais, alteragdo no desenvolvimento ponderal, no
consumo de &gua e racdo, assim como o aparecimento de alterages comportamentais e
fisicas, como apatia, movimentos estereotipados, prostracdo, pelos arrepiados, além de
alteracdes na massa relativa dos 6rgdos (MANSON e KANG, 1994; CHAHOUD et al.,
1999; MELLO, 2001; DAMASCENO et al., 2002a). Seguindo 0 mesmo protocolo
experimental deste estudo, MORAES-SOUZA (2015) ndo observou alteracbes nos
parametros ou qualquer sinal clinico de toxicidade sistémica.

A toxicidade reprodutiva pode ocorrer devido a qualquer interferéncia causada por
alguma substancia nas capacidades reprodutivas de machos e fémeas, incluindo o periodo
pré-natal e pds-natal (NEUBERT et al., 1992). Dependendo do periodo de gestacdo nos
quais 0s agentes entram em contato com 0 organismo materno, essa exposicdo pode
resultar em diferentes respostas que variam desde um efeito anti-implantacéo, alteracdes
funcionais ou morfologicas, retardo geral de desenvolvimento, incidéncia de malformacoes
até letalidade (DAMASCENO et al., 2008b). Todos os animais do presente trabalho
apresentaram prenhez a termo, e este resultado demostra que a vacina ndo apresentou dose
letal para as fémeas prenhes.

Sabe-se que o indice de implantagdo correlaciona-se com o nimero de corpos luteos,

sendo este um indicador do sucesso da implantacdo do blastocisto no endomeétrio (FORD,
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1982). Dado que existe uma correlagdo entre 0 nimero de corpos lGteos e 0 nimero de
ovulages, é habitual que o primeiro também seja correlacionado com o nimero de pré-
embrides (ORTIZ, VILLALON e CROXATTO, 1979), pois se pressupde que cada
ovulacdo libera um ovécito que pode ser fecundado e viabilizar-se em um pré-embrido.
N&o houve diferenca estatistica significante entre os grupos em relagdo ao numero de
corpos luteos. Este resultado j& era esperado, uma vez que adjuvante e vacina foram
administrados somente no dia O de prenhez, ou seja, apds a ovulacdo. Além do nimero de
corpos lateos também ndo houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao
nimero de implantacBes, e consequentemente porcentagem de perdas pré-implantacéo.
Esses parametros sdo utilizados para verificar o efeito de determinado fator ambiental no
periodo de pré-implantacdo (dia 0 ao 4° da prenhez), ou seja, verificar o efeito anti-
implantacdo de fatores ambientais (DAMASCENO et al., 2008b).

Neste estudo observou-se um aumento da porcentagem de perdas pds-implantacdo no
grupo vacina em relacdo aos demais grupos. Dentre os diversos fatores imunoldgicos que
levam ao sucesso da gestacdo estd a modulacdo para a resposta imunolégica do tipo T
helper 2 (Th2) (LIN et al., 1993; MARZI et al., 1996; MICHELON et al., 2006;
SARAFANA et al., 2007). Como 0 embrido se comporta no organismo materno como um
enxerto semi-alogénico, estando vulneravel as teorias de rejeicdo e intolerancia
imunoldgica, essa modulacdo para a resposta do tipo Th2 é essencial. A imunizacao
experimental com outros antigenos de Leishmania spp foi capaz de induzir protecdo
associados a resposta imune Thl, caracterizada por altos niveis de IFN-y, bem como
reduzida producédo de IL-4 e IL-10 em animais imunizados (GHOSH et al, 2001; GHOSH
et al., 2002; SANTOS et al., 2002; COELHO et al., 2003; COELHO, 2004; MORENO et
al., 2012. 1Isso nos faz supor que o mesmo perfil de resposta Thl tenha sido estimulada
pela vacina de peroxidoxina recombinante, o que provavelmente provocou um desvio do
balanco Th1/Th2 proposto para 0 sucesso gestacional, e as perdas pos-implantacdo
observadas nesse trabalho.

De acordo com a Organizacdo PanAmericana de Salde, o uso de substancias
exogenas durante a gestacdo é um dos fatores de risco, tanto ambiental quanto
comportamental, que pode comprometer o crescimento fetal intra-uterino. KHERA (1985)
demonstrou que quaisquer alteracbes no organismo materno podem perturbar o
desenvolvimento embrionario. CHERNOFF et al. (2008) afirma que toxicidade materna
pode causar restricdo de crescimento intra-uterino (RCIU). O diagnostico de RCIU ocorre

através da comparacéo de fetos considerados saudaveis (vindos de gestacdo sem patologias
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conhecidas) com fetos que apresentam algum tipo de alteracdo ou advindos de gestac¢oes
com algum problema (FESCINA, 2011). Ndo houve diferenca nos pesos fetais entre os
grupos experimentais, mostrando que a vacina e/ou adjuvante ndo causaram influéncia
sobre esse parametro. Da mesma forma, a classificacdo dos pesos fetais para a idade de
prenhez (PIP, AIP e GIP) foi semelhante entre os grupos, confirmando que o tratamento
n&o causou alteragdo no peso fetal na dose testada.

O peso das placentas e a eficiéncia placentaria foram semelhantes entre os grupos
experimentais. A eficiéncia placentaria € uma medida para confirmar a capacidade
placentaria de garantir as trocas materno-fetais e o suprimento nutricional ao feto em
desenvolvimento (FOWDEN et al., 2009). O bom funcionamento da placenta, que ndo foi
afetada pelo tratamento, contribuiu para o adequado desenvolvimento fetal.

Além do peso, a avaliacdo dos centros de ossificacdo dos fetos é importante para
determinacdo do estdgio de maturidade fetal ao nascimento. Aliverti et al (1979)
propuseram o estudo dos centros de ossificacdo nos fetos de ratas, pois estes seriam 0s
pontos mais afetados em fetos imaturos. A analise dos centros de ossificacdo dos fetos,
obtidos de ratas tratadas com vacina e/ou adjuvante, mostrou que o tratamento ndo
influéncia na maturidade esquelética fetal. Chahould e Paumgartten (2005) verificaram
forte correlacédo entre o peso corporal e grau de ossificacdo, o que pode ser observado em
nosso estudo.

A andlise da incidéncia de anomalias externas, esqueléticas e viscerais foi realizada
em 397 fetos. Foram observados alguns casos esporadicos de anomalias externas nos
recém-nascidos, como fetos com gastrosquise e hipoplasia caudal. Como ndo houve
diferencas estatisticas no nimero total das anomalias externas, essas observacfes foram
consideradas espontaneas e ndo relacionados com o tratamento. Também ndo houve
alteracdo na frequéncia de anomalias esqueléticas, sendo observado somente aumento
significativo na ossificacdo incompleta do esternébrio dos fetos do grupo adjuvante e
diminuicdo de esternebrios assimétricos nos fetos do grupo vacina. Essas anomalias
esqueléticas encontradas neste estudo sdo consideradas como variagdes (CHAHOUD et al.,
1999). Anomalias classificadas como variagdes sdo aquelas que nédo afetam a
sobrevivéncia ou saude, e podem desaparecer na fase pds-natal. Isto pode incluir um atraso
no crescimento ou morfogénese. As anomalias classificadas como malformagbes séo as
que causam mudancgas estruturais permanentes, que sdo susceptiveis de afetar
negativamente a sobrevivéncia ou a salde das espécies sob investigacgdo (CHAHOUD et

al., 1999.; SOLECKI et al., 2012). Uma vez que néo houve alteracéo no total da frequéncia
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de anomalias esqueléticas, essas alteracbes podem ser consideradas como variagdes
transitorias.

O grupo adjuvante ndo apresenou alteracdo na frequéncia de anomalias viscerais. O
adjuvante MPL, um derivado ndo tdéxico de lipolissacarideo (LPS) de Salmonella
minnesota é considerado um produto seguro e bem tolerado, licenciado em alguns paises
para uso humano (RAVINDRAN et al., 2010). A atividade adjuvante do MPL ¢ atribuida
principalmente a sua capacidade de interagir com TLR-4 nas APC’s induzindo a cascata de
citocinas pro-inflamatorias. Varios estudos tém demonstrado a capacidade do MPL de
ativar mondcitos e macréfagos, sendo que através da ativacdo destas células, antigenos
vacinais sdo mais facilmente fagocitados, processados e apresentados (SINGH;
O’HAGAN, 2002). Varios estudos estabeleceram a seguranca e eficicia deste adjuvante
(AFRIN e ALI, 1997; BALDRICK et al., 2001; BHOWMICK e ALI, 2009). Em nosso
estudo, como ndo houveram alteragdes na performance reprodutiva materna e nos
parametros fetais, podemos inferir que o adjuvante é seguro na gestacéo.

Ainda com relacdo as anomalias viscerais, foi verificado que o grupo vacina
apresentou aumento na frequéncia do total de anormalidades viscerais. — A hidronefrose
foi a anormalidade predominante neste grupo, sendo esta anomalia considerada uma
malformagdo (CHAHOUD et al, 1999.; SOLECKI et al 2003). Trata-se da dilatacdo da
pelve renal, demonstrando que ha um bloqueio ao fluxo da urina ao nivel da juncao
pieloureteral ou uretero-vesical (PETERS et al., 2012). A obstrucdo do trato urinario é
causa de 9,3% das insuficiéncias renais agudas no periodo neonatal (MIKLOVICOVA et
al., 2008)

Uma ac¢do perturbadora sobre a proliferacdo, migracao ou diferenciacéo cellular pode
induzir uma cascata de efeitos que culminam nas anomalias do desenvolvimento.
Processos teratogénicos em tecidos embrionarios incluem alteracdes metabolicas e
sistemas de sinalizagdo (ERIKSSON, 2009), como metabolismo do inositol (HOD et al.,
1990), a via poliol (ERIKSSON et al., 1986), o acido araquidonico/prostaglandinas
(PINTER et al., 1986; GOLDMAN & GOTO, 1991) e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(HAGAY et al., 1995, DAMASCENO et al., 2002). Talvez a proteina atue em alguma via
do desenvolvimento, modificando a atuacdo dos sinalizadores embrioldgicos,
principalmente na formacdo do sistema renal. Mais estudos sdo necessarios para elucidar
este achado.

A principal vantagem da vacina de proteinas recombinantes € que, assim como as

vacinas atenuadas, ela induz resposta imune celular, tanto de linfécitos T auxiliares, quanto
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T citotoxicos e a producdo de anticorpos (VAN TIENHOVEN et al., 2001; NAGATA et
al., 2004). Este trabalho mostrou que a vacina utilizada conseguiu estimular a producéo de
anticorpos da classe 1gG especificos para proteina peroxidoxina recombinante nos animais
vacinados. Outros estudos também demonstraram resultados semelhantes, onde antigenos
protetores induziram altos titulos de 1gG (BAYIH et al., 2014; CAMPOS-NETO et al.,
2002; FERNANDES et al., 2014; GURUNATHAN et al., 1997; SKEIKY et al., 2002).

H& um consenso geral de que as células T e a imunidade mediada por células
contribuem para a patogénese das diferentes formas de leishmaniose. Embora estudos
avaliem a resposta humoral tanto na LV como na LT, ainda ndo estd completamente
esclarecido o papel de anticorpos especificos na imunidade contra Leishmania (TRUJILLO
et al., 1999; SOUZA et al., 2005). No entanto, entre outras funcdes, a imunoglobulina G
(IgG) antigeno-especifica é responsavel pela opsonizacdo de patdgenos, para que
componentes do sistema imune inato 0os reconhegcam como estranhos (JONES et al., 1998;
COLMENARES et al., 2002).

Sabe-se que a Leishmania sp é um parasito intracelular que sobrevive no interior de
fagaocitos, principalmente mondcitos, gracas a sua capacidade de suprimir a resposta de tais
células a infeccdo. Os mecanismos envolvidos na sobrevivéncia sdo relacionados a suas
moléculas de superficie e tem como resultado a inibi¢do da fusdo dos fagossomos onde
sobrevivem aos lisossomos, supressdao da sintese de NO, bem como interromper vias de
sinalizacdo celular para ativacdo de resposta imunologica (CUNNINGHAM, 2002; WEI et
al., 1995; DESCOTEAUX e TURCO, 1999; SORENSEN et al., 1994). No entanto,
quando um parasito fagocitado é incapaz de suprimir as respostas imunes, os fagdcitos
atuardo no reconhecimento do patdgeno, na ativacdo de resposta imunoldgica adquirida,
bem como células efetoras na eliminacdo do parasito. A primeira etapa da fagocitose é o
reconhecimento dos patdgenos por meio de receptores especificos, que podem ser
receptores de padrdo, como o0s receptores do tipo Toll, ou receptores que reconhecem
parasitos opsonizados, seja por proteinas do complemento ou por anticorpos. Dentre estes
receptores estdo aqueles que reconhecem cadeias pesadas de 1gG, denominados receptores
Fcy, por exemplo o FcyRII, também denominado CD32. O CD32 € expresso na superficie
de mondcitos e estéa relacionado a fagocitose de particulas opsonizadas. (NIMMERJAHN e
RAVETCH, 2008). Apds a fagocitose, ocorre a fusdo do fagossomo com o lisossomo,
dando continuidade a atividade microbicida, por meio de espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio e enzimas proteoliticas (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; SEGAL, 2005;
SERBINA et al., 2008; TAKEUCHI e AKIRA, 2010). Entretanto, alguns estudos tém
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indicado que a presenca de anticorpos 1gG pode ser desfavoravel na protecdo contra a
leishmaniose. Quando a superficie de amastigotas de Leishmania est4 recoberta por
anticorpos do tipo IgG, o imunocomplexo resultante permite sua ligagdo aos receptores Fc
de macrofagos ativados, preferencialmente induzindo a producdo de altas quantidades de
IL-10 (MOSSER e ZHANG, 2008). Caso seja detectado o aumento da expressao de 1L-10
em decorréncia deste mecanismo, ele pode indicar o direcionamento da resposta para o tipo
Th-2. Sendo assim, novos estudos que possam elucidar a participacdo dos anticorpos
antigeno-especificos no processo de imunizacgdo sdo necessarios.

Outra abordagem do projeto foi avaliar se a imunidade conferida pela vacina de
peroxidoxina recombinante de L. braziliensis administrada durante a prenhez pode ser
transferida para a prole via placenta ou aleitamento. Observou-se uma eficiente
transmissdo de anticorpos IgG anti-peroxidoxina, tanto pela placenta, quanto pelo
aleitamento, reveladas pela da taxa de transferencia de anticorpos IgG acima de 100%, nos
dois casos. Esses dados estdo de acordo com o que tem sido relatado para ratos e
murganhos (GITLIN e GITLIN 1974; ZHIZHEN et al., 2012; YOSHIKAZU HONDA-
OKUBO et al., 2014). Ao contraro de muitos mamiferos de outras espécies, nas quais a
passagem de imunoglobulinas maternas ao recém-nascido é verificada na fase poés-natal,
através do colostro, nos ratos, pelo fato desta espécie possuir estrutura placentaria de
naturezam hemoendotelial, apresentando camadas de pequena espessura, a transmissdo de
imunoglobulinas maternas para o filhote se processa com relativa facilidade. Estrutura
placentéaria semelhante é apresentada também pela espécie humana, o0 mesmo verificando-
se entre outros mamiferos que tém placenta do tipo hemocorial, como nos primatas e
outros roedores. Esta estrutura permite que 0s anticorpos, atravessando a barreira
placentaria, atinjam, no sangue fetal, concentracdes iguais ou superiores ao do sangue
materno (FURUTA et al., 1982; RUCKEBUSCH et al., 1991; SIMISTER e STORY,
1997). Segundo MUSSI-PINHATA e REGO (2005), o transporte ativo de 1gG através da
placenta inicia-se precocemente e vai aumentando proporcionalmente até o termo
gestacional, mostrando que a idade gestacional influencia nos niveis de IgG totais do
corddo umbilical.

Os niveis de IgG totais detectados nos neonatos a termo, no presente trabalho, foi
exatamente 20% superior aos niveis maternos. Estes resultados estdo de acordo com
diversos trabalhos na literatura (SALIMONU et al., 1978; CARVALHO et al., 1988;
NAGAO et al., 1999 e 2001). Entretanto, essa imunidade parece ser breve, visto que,

recém-nascidos de ratas vacinadas, que receberam anticorpos anti-peroxidoxina via
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placentaria, quando amamentados por ratas controle, ja ndo apresentavam mais anticorpos
detectaveis no 21° dia de nascimento. Estes dados estdo de acordo com outros trabalhos
descritos na literatura (ZHIZHEN et al., 2012; YOSHIKAZU HONDA-OKUBO et al.,
2014).

Por outro lado, os filhotes que foram amamentados por suas maes bioldgicas
(vacinadas), mantiveram anticorpos detectaveis no 21° dia de vida. Em roedores, o leite
materno é uma importante via de transferéncia passiva de imunidade, com predominancia
de IgG em relacdo a IgA (GHETIE e WAARD, 1997). Os anticorpos presentes no leite sao
transferidos a circulagdo do neonato atraves dos receptores FCRn expressos pelas células
do epitélio intestinal (GHETIE e WAARD, 1997). Nesse trabalho ndo foi mensurado os
niveis de anticorpos 1gG anti-peroxidoxina nos filhotes ap6s o desmame, mas segundo
ZHIZHEN et al. (2012), assim como os anticorpos transferidos via placentaria, anticorpos

adquiridos através do leite materno também declinam rapidamente.
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8. CONCLUSOES

Baseados nos resultados deste trabalho é possivel concluir que a vacina composta pela
peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis é potencialmente imunogénica
quando administrada no periodo gestacional, sendo a imunidade materna efetivamente
transferida para a prole, tanto por via placentaria, quanto pelo aleitamento materno. No
entanto, a composi¢do vacinal aumentou as taxas de perdas embrionérias pés-implantacéo,
além de aumentar a frequéncia de anomalias viscerais, mostrando que sua utilizacdo

durante a gestacdo exige cuidado e maiores estudos.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Avaliar as repercussdes fetais da vacina de peroxidoxina recombinante
administrada durante a prenhez de animais infectados por Leishmania
braziliensis, para verificar se os potenciais beneficios superam os riscos;

2. Auvaliar o perfil de resposta (Th1/Th2) induzido pela vacina;

3. Verificar se a transferéncia de imunidade é consequéncia da transferéncia de
anticorpos ou antigenos;

4. Auvaliar o efeito de outras vacinas administradas durante o periodo gestacional.
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Anexo: Certificado de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFMT)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO b‘EU A

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMITE DE ETcA N0 US0 0E ANMAS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.007931/14-0, sobre “Avaliagdo da
seguranca reprodutiva e da transferéncia passiva de imunidade em ratas Wistar
ap6s processo de imunizacdo contra as leishmanioses durante a prenhez”, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. GUSTAVO TADEU VOLPATO/ANA PAULA
BARCELOS REINAQUE & Col., estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselhe Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA)-UFMT em reunido ordinaria de 22/05/2014.
CERTIFICATE

We certify that the protocol N2 23108.007931/14-0, entitled "Evaluation of the
reproductive outcome and passive transfer of immunity in Wistar rats after
immunization process against leishmaniasis during pregnancy", is in agreement
with the Ethical Principles for Animal Research established by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of Animals

(Federal University of Mato Grosso — UFMT) on May 22, 2014.

Cuiaba-MT, 23 de maio de 2014.
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