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ABSTRACT.

This work concerns with the aim of to isolate antigens from a vaccine against
American Tegumentar Leishmaniasis (ATL), of long storage time (Leishvacin®). These
vaccines present high grade of degradation upon storage, but are able to protect human
individuals against ATL; some after have been storage by many years.

Antigens were isolated from polyvalent vaccine (Pl antigen) and from monovalente
ones of the strain Leishmania amazonensis (P8 antigen), by two fractionating methods
(dialysis and chromatography). Pl and P8 antigens, isolated by chromatographic methods,
are molecules of highly molecular weight, formed by complexes aggregation phenomena
involving low molecular weight molecules. Both antigens display specific reactivity against
sera from American humans and dogs suffering of visceral leishmaniasis (AVL). These
antigens not showed cross-reactivity with sera from individuals with other forms of the
leishmaniasis or disease related ones. Not cross-reactivity between Pl and P8 antigens with
sera of healthy humans or healthy dogs was observed, indicating that these antigens could
be used in diagnostic assays to leishmaniasis. Chemical analysis showed that Pl and P8
antigens are sensible to sodium dodecyl sulphate, periodic acid and 2-mercaptoethanol
treatment, being that two latter chemicals agents abolish the reactivity of these antigens
with AVL sera. All these treatments deaggregate the molecular structure of Pl and P8
antigens, but by different mechanisms. Chemical and analytical methods discarded the
presence of any moiety protein or nucleic acids ones in the structure of these antigens.
However, carbohydrate was detected by chemical or analytical analysis as some major

component of Pl and P8 antigens. The antigens Pl and P8 isolated of vaccines against ATL



are, therefore, antigenic aggregates formed by the aggregation of small saccharides or
oligosaccharides. These antigens are composed plausibly by glucose, galactose, manose,
and by some forms of saccharide derivatives (phosphate, sulpho and amino sugars).

The results of this study indicates early changes in molecular composition of the
vaccines against ATL (Leishvacin®), independent of the storage. Among these changes are
relevant: i) the high degradation grade of the molecules initially present in vaccine, ii)
formation of high molecular structures by aggregations phenomena, iii) recognizing of
these antigenic aggregates specifically by sera to AVL patients and dogs but not by ATL

sera from ones, iv) these antigenic aggregates are essentially constituted by carbohydrates.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS NESTE ESTUDO.

AGE Eletroforese em gel de agarose (Agarose Gel Electrophoresis)
ATL ... Leishmaniose Tegumentar Americana (AmericanTegumentary Leishmaniasis)
AVL Leishmaniose Visceral Americana (Active Visceral Leishmaniasis)
BADPNA e ———— N-Benzoil-L-Tirosil-p-Nitroanilida
FM8 Fracao soluvel de vacina monovalente (cepa PH8) recém preparada
FS8 Fracdo soluvel da vacina monovalente (cepa PH8) armazenada
FOE o Fracdo soltvel da vacina pentavalente
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PITC s Fenilisotiocianato (PhenyllsoThyoCyanate)
PrDM ... Fracdo precipitada dos antigenos isolados por dialise, com mercaptoetanol

PrDS Fracdo precipitada dos antigenos isolados por dialise, com SDS
SbDM Fracdo soltvel dos antigenos isolados por dialise, com mercaptoetanol
SbDS Fracdo soluvel dos antigenos isolados por dialise, com SDS
SDS Dodecil sulfato de sédio (sodium dodecyl sulphate)
TLC Cromatografia em camada delgada (Thin Layer Cromathography)
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I. INTRODUCAO.



.1. A Leishmania e as Leishmanioses.

As leishmanioses constituem um amplo espectro de doencas causadas por
protozoarios parasitos do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanossomatidae). A
doenca se estabelece apdés a picada dos hospedeiros vertebrados pelos insetos
flebotomineos (Diptera: Psychodidae), o hospedeiro invertebrado do parasito. Estas
doencas ocorrem em praticamente todos 0s continentes, sendo conhecidas diferentes formas
clinicas da doenca, causadas por diferentes espécies do parasito. Os sintomas da doenca
variam desde a lesbes cutaneas deformantes, que podem ser Unicas ou dispersas pela pele
do hospedeiro vertebrado, caracteristicas da forma tegumentar ou cutdnea da doenca
(LTA), lesdes mutilantes de mucosas tipicas da forma mucocutanea da doenca e,
finalmente, lesGes de érgdos internos como baco e figado principalmente, caracteristicas da
forma visceral da doenca (LVVA). Esta Gltima forma da doenca é letal em boa parte dos
casos. Entre os hospedeiros vertebrados que podem contrair a leishmaniose, 0 homem e o
cdo sdo os mais relevantes (ADLER 1964, ZUCKERMAN 1975, PEARSON et al.1983).

A importancia das leishmanioses tem crescido em todo o mundo e estima-se que
cerca de 400 milhdes de pessoas correm risco de contrair a doenca, sendo que 12 milhdes
de pessoas ja se encontram infectadas (WHO 1998). A Leishmaniose Tegumentar ocorre
em todos os continentes excetuando-se a Australia e a Antéartica. Nas Ameéricas é
encontrada desde o México até a Argentina e ocorrem cerca de 400000 casos anuais da
LTA segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A forma visceral da doenca
é endémica na Africa, Asia, América do Sul e Bacia do Mediterraneo, onde 98% dos casos
ndo tratados terminam em morte do paciente. Apenas no sudoeste do Sud&o cerca de 10%

da populacdo morreu vitima da leishmaniose visceral nos ultimos anos (DAVIDSON
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1998). A leishmaniose constitui-se numa das mais importantes zoonoses atualmente, sendo
considerada uma das doengas emergentes no mundo. Estima-se que 1/10 da populacédo
mundial est4 em risco de contrair a infeccdo por Leishmanias, sendo que, na maioria das
areas endémicas para esta doenca a incidéncia vém tendo uma tendéncia ao crescimento.
(BERMAN 1988, JAFFE & GREENBLAT 1991, LYNDEN et al. 2001).

Varias espécies de Leishmanias estdo associadas as diferentes formas clinicas da
doenca, havendo também uma distribuicdo diferencial das espécies do parasito nos
continentes onde a doenca ocorre. Nas Américas a forma tegumentar da doenca é atribuida
a infeccOes por L. mexicana e L. brasiliensis, esta Gltima sendo também responsavel pelos
casos da forma mucocuténea, enquanto que no Velho Mundo tal forma da doenca é causada
por parasitos das espécies Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica,
sendo esta Ultima espécie responsavel pela forma mucocutanea. No Velho Mundo a forma
visceral é causada principalmente por parasitos da espécie L. donovani, enquanto que no
Novo Mundo tal forma da doenca é atribuida a infeccBes por parasitos das espécies
Leishmania chagasi e L. donovani. Existem ainda outras espécies do parasito causadoras da
doenga como L. infantum, L. amazonensis, L. guianensis, L. tarentolae e L. enrietti,
havendo uma tendéncia em se agrupar as diferentes espécies segundo a forma clinica da
doencga que causam e a sintomatologia pertinente a cada caso (DORAN & HERMAN 1981,
FRANCK et al. 1985, PETERS & KILICK-KENDRICK 1987, GROGL et al.1987,
PUENTES et al. 1988, SARAIVA 1988, BERMAN 1988).

Além de constituir-se numa das principais doencas endémicas nos ultimos anos, 0s
efeitos da infeccdo na populacdo humana com parasitos do género Leishmania tém
assumido papel relevante, quando em combinacdo com os efeitos de outras doencas,

sobretudo as complicagbes decorrentes da coinfeccdo de pacientes aidéticos com
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leishmanioses. Com a disseminagdo do virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Humana (AIDS), casos de coinfeccdo com leishmaniose visceral tem aumentado, sendo que
manifestacbes incomuns da doenca tem ocorrido. Reativacfes da doenca em pacientes
previamente curados ou em pacientes assintomaticos ocorrem com freqtiéncia. Mais critico
ainda, pacientes coinfectados com parasitos do género Leishmania e com o virus da AIDS
sdo freglientemente resistentes ao tratamento e tém acelerada a progresséo tanto da AIDS
quanto da propria leishmaniose. Também é freqliente a evolugdo de outras formas clinicas
da leishmaniose para a forma visceral da doenca, sendo que esta forma clinica é letal na
maioria dos casos (LOPEZ-VELEZ et al. 1998, AMBROISE-THOMAS 2000, PINTADO

et al. 2001).



1.2. O parasito, os hospedeiros e a resposta imunoldgica.

As Leishmanias apresentam trés formas distintas em seu ciclo bioldgico, duas
flageladas e uma ndo flagelada. A forma infectante para os vertebrados € a forma flagelada
promastigota metaciclica, que € introduzida no hospedeiro vertebrado pela picada do inseto
vetor flebotomineo. Esta forma penetra nas células da linhagem monocitica, sobretudo no
macrofago, diferenciando-se entdo na forma ndo flagelada denominada amastigota, forma
esta que € parasita obrigatoria do macrdéfago. Dados clinicos revelam que fatores ligados ao
vetor, ao parasita e ao hospedeiro, definem em conjunto, a evolucdo da infeccdo e as
dificuldades em se controlar o avanco da doenca (SACKS & PERKINS 1984, SACKS &
PERKINS 1985, SACKS et al. 1985, DA SILVA & SACKS 1987, HOWARD et al. 1987).

Dois fatores principais respondem pela dificuldade do sistema imune em controlar a
progressdo da leishmaniose: a grande diversidade de espécies do parasito capazes de causar
a doenca, e a auséncia de uma resposta imunoldgica celular contra a Leishmaniose. Apos a
penetracdo, a leishmania sobrevive e multiplica-se no macréfago, sendo que a ativacao
destas células constitui importante mecanismo efetor no combate ao parasito (MOSSER &
ROSENTHAL 1993, JAMES & NACY 1993). A ativacdo dos macréfagos requer ainda a
participacdo de fatores solUveis liberados por linfocitos T (LT) ativados. Macréfagos
peritoneais de camundongos, ativados in vitro com interferon-y (IFN-y) e lipopolissacaride
(LPS), sdo capazes de destruir o parasito através da producdo macica de 6éxido nitrico
(REED & SCOTT 1993, STOUT 1993 ¢ LIEW & O’DONNELL 1993). A habilidade do
parasito em resistir aos efeitos toxicos do macrdfago ativado constitui um dos eventos
responsaveis pela auséncia de uma imunidade protetora no caso da leishmaniose (CONVIT

etal. 1972, HOWARD et al. 1980, CARVALHO et al. 1985 e COUTINHO et al. 1987).



Linfécitos T desempenham papel crucial na infeccdo por L. major em camundongos,
como verificado pelo fato de que camundongos atimicos serem incapazes de impedir a
progressdo da doenga. Estes mesmos animais tem a progresséo da doenga revertida quando
recebem LT de camundongos singénicos durante o curso da infeccdo (MITCHEL et al.
1980). Foi também observado que células T provenientes de tecido linféide de
camundongos resistentes, infectados com L. tropica, sdo capazes de conferir protecdo
quando transferidas para camundongos susceptiveis C57BL/6 infectados com L. tropica
(HOWARD et al. 1981, LIEW et al. 1982). MILON et al. (1986) demonstraram que a
susceptibilidade a infeccdo experimental por L. major, em camundongos susceptiveis
BALB/c, decorre de um aumento na populacdo de células T com fendtipo L3T4" nos
animais infectados. Foi ainda demonstrado que a susceptibilidade pode ser revertida pela
administragdo macica de anticorpos monoclonais anti-células T L3T4". TITUS et al. (1985)
relataram a importancia das células T L3T4" na resisténcia de camundongos BALB/c
susceptiveis a infeccdo por L. major, porém mostraram que o efeito era dependente do
isotipo de anticorpo monoclonal anti-L3T4.

As células T CD4" de camundongos foram divididas em duas subpopulagdes segundo
0 seu padrdo de secrecdo de citocinas. Células T CD4" secretoras de interleucina-2 (IL-2) e
interferon gama foram denominadas células Thi, enquanto que células T CD4" secretoras
de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) foram denominadas células Th2
(MOSMANN & COFFMAN 1989). GALLO et al. (1991) descreveram uma terceira
subpopulacdo de células T, denominada Th3, secretora de IL-2, IL-4 e IFN-y. SWAIN et al.
(1991) caracterizaram subpopulagdes de células T CD4" semelhantes as células Th3, cuja

diferenciagdo e padréo de secrecdo de linfocinas é estimulado pelo fator de crescimento e



transformacdo de células T (transforming Growth Factor, TGF-B). A producdo de altos
niveis de TGF-p como carater fenotipico das células Th3 foi posteriormente demonstrada,
bem como a secre¢do de interleucina-13 (IL-13) pelas células Th2 (CHEN et al. 1994,
ZURAWSKI & VRIES 1994).

Existe ainda uma populacdo de células T CD4" precursora (Th0), cujo perfil de
secrecdo de citocinas ndo foi ainda definido como Thl ou Th2. Estudos in vitro e in vivo
mostraram que citocinas presentes no inicio do processo de resposta imune tém importante
papel na diferenciacdo destas células precursoras em Thl ou Th2 (ROCKEN et al. 1992,
O’GARRA & MURPHY 1994). Tém-se considerado que as subpopulages Thl e Th2
correspondem aos extremos de uma ampla gama de fendtipos de expressdo de linfocinas e,
estas duas subpopulac6es celulares definem o tipo de resposta imune a ser desencadeado no
organismo, celular ou humoral (MOSMANN & SAD 1994).

A correlagdo entre a expansdo de células Thl e o controle da leishmaniose tem sido
amplamente descrita na literatura, seja na infeccdo em modelos animais experimentais ou
mesmo em casos da doenca entre humanos. Camundongos susceptiveis BALB/c, quando
infectados com L. major, desencadeiam uma resposta imunoldgica do tipo Th2, enquanto
camundongos resistentes C57BL/6 e C3H/HeN desencadeiam uma resposta imunoldgica
predominantemente do tipo Thl (LOCKSLEY & SCOTT 1991). Camundongos BALB/c
susceptiveis a infec¢do por L. major tornaram-se resistentes, apos tratamento com anticorpo
monoclonal anti-CD4 acompanhado da reposicao, no curso da infecgdo, de células T CD4"
obtidas de tecido linféide de camundongos resistentes. A mesma resisténcia era adquirida

quando os animais susceptiveis eram tratados com anticorpos monoclonais anti-IL-4,
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resultando num aumento de células CD4" secretoras de I1L-2 e IFN-y e numa diminuicéo de
células CD4" secretoras de IL-4 e 1L-10 (HEINZEL et al. 1991).

E amplamente discutido na literatura o papel das citocinas na evolucdo das
leishmanioses, havendo mesmo resultados controversos. Diversos estudos in vitro e in vivo
mostraram que o IFN-y produzido por macrofagos e células T apresenta funcéo efetora anti-
leishmania (MURRAY et al. 1983, REED et al. 1984, MURRAY et al. 1987). Em 1990
SADICK et al. realizaram estudos nos quais administraram altas doses de IFN-ya
camundongos susceptiveis BALB/c, apds infeccdo experimental com L. major. Tais autores
ndo observaram quaisquer modificacbes na evolucdo da doenca nestes animais. Apos a
combinacédo de IFN-y e antimoniais pentavalentes administrados a pacientes com LVA, nédo
respondedores a terapia convencional, BADARO et al. (1990) concluiram que tal
combinacao era eficaz no tratamento clinico da doenca em pacientes humanos. Também foi
demonstrado que o IFN-y, em combinacdo com o TNF-a endogenamente produzido pelos
macrofagos, induz a sintese das 6xido nitrico sintases, enzimas responsaveis pela sintese de
radicais reativos de nitrogénio no interior do fagolisossomo dos macréfagos, de acdo toxica
para as leishmanias (GREEN et al. 1990, LIEW & O’DONNEL 1993). Os estudos de
SCOTT (1991) mostraram que camundongos resistentes C3H/HEN injetados com
anticorpos monoclonais anti-IFN-y durante infeccdo com L. major, ap6s 28 dias de
infeccdo, ndo apresentavam IFN-y nos seus linfonodos. Os animais apresentaram uma
supressdo da resposta do tipo Th1l e concomitante progressdo da doenca.

A IL-4 tém sido relacionada com a manutencdo do quadro clinico da leishmaniose
induzida por L. major. Foi observado o desenvolvimento de resposta celular do tipo Thl,

em camundongos BALB/c tratados com anticorpos monoclonais anti-IL-4 no inicio da
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infecdo com L. major (SADICK et al. 1990, CHATELAIN et al. 1992). Observac6es
semelhantes foram relatadas por AFONSO & SCOTT em 1993. Apoés tratarem
camundongos BALB/c com anticorpos anti-1L-4, estes autores observaram tanto a redugédo
das lesbes provocadas nestes animais, apds infeccdo por L. amazonensis, quanto a reducéo
nos niveis de IL-4, sugerindo um papel relevante desta citocina na susceptibilidade destes
animais a infec¢do por esta espécie de leishmania. A capacidade de células Th2 em induzir
a liberacdo de citocinas como a IL-4 pode ser responsavel pela inibicdo da fungdo efetora
destas células. Também é sabido que células Th2 induzem a secre¢do de IL-10 e IL-13,
citocinas relacionadas com a reducdo da atividade anti-leishmania dos macréfagos (LIEW
etal. 1993, MOORE et al. 1993, ZURALSKI & VRIES 1994).

Outra citocina envolvida nos mecanismos de protecdo contra a leishmaniose € a IL-
12. Foi observado que esta citocina aumenta a resposta Thl em pacientes com leishmaniose
visceral (GHALIB et al. 1995). O mesmo foi observado apos infeccdo experimental de
camundongos C3H por L. major (SCHARTON-KERSTEN et al. 1995). Sabe-se que esta
citocina interage com células “natural killer” (NK) e com células T, desempenhando
importante papel na iniciagdo e manutencdo de uma resposta do tipo Thl e na producgéo de
IFN-y. A estimulacdo de células NK até a producdo de IFN-y é responsavel pelo inicio da
diferenciacdo de células Thl na leishmaniose e no controle da resisténcia inicial a infec¢éo
por L. major (SCHARTON-KERSTEN & SCOTT 1993).

GURUNATHAN et al. (1998) demonstraram que a administracdo e manutencédo de
IL-12 , em combinacdo com o estimulo antigénico, produz uma imunidade muito mais
duradoura que a obtida apenas na presenca do estimulo antigénico isolado durante a

infeccdo por L. major. ENGWERDA et al. (1998) utilizando anticorpos monoclonais anti-
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IL-12 demonstraram que a neutralizagdo da IL-12, em camundongos BALB/c
geneticamente susceptiveis a infeccdo por L. donovani, tanto nos estagios iniciais quanto
tardios da doenca, causou um retardamento na eliminagdo do parasito. Também foi relatada
uma diminui¢do transitéria dos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-4, assim como uma reducdo
nos niveis de Oxido nitrico sintase indutivel e supressdo da formacdo de granuloma no
figado destes animais. A neutralizacdo da IL-12, entretanto, ndo tem qualquer efeito sobre a
morte dos parasitos no baco destes animais até 28 dias apds a infec¢do. Apds este periodo a
IL-12 parece ser critica para o desencadeamento dos eventos relacionados ao crescimento e
manutencdo do parasito no baco, sendo que sua neutralizacdo culmina com uma
progressiva desestruturacdo da arquitetura deste orgao. Estudos imunohistoquimicos tém
mostrado que celulas normais de camundongos BALB/c geneticamente resistentes
produzem grandes quantidades de IL-12. Foi demonstrado que a IL-12 parece estar
relacionada tanto na geracdo de resposta do tipo Thl quanto Th2 durante a infec¢édo por L.
donovani em camundongos BALB/ ¢, sendo que a expressdo da IL-12 no figado e baco
destes animais ocorre em tempos diferentes no curso da infeccdo, entretanto observou-se
que a IL-12 ndo tem qualquer papel no curso da infeccdo no baco e figado de camundongos
susceptiveis CBA/n.

Ja é sabido que a progressdo da leishmaniose esta associada a reducdo nos niveis de
IFN-y e da atividade da 6xido nitrico sintase, entretanto os niveis de IL-12 no figado e baco
dos camundongos BALB/c sdo diferentes nos estagios iniciais da infec¢do, havendo no
baco niveis consideraveis desta interleucina, em comparacdo aos niveis observados no
figado dos mesmos animais. GORAK et al. (1998) demonstraram que a IL-12 presente no

baco de camundongos BALB/c infectados por L. donovani € produzida inicialmente, ndo
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por macréfagos ou linfocitos, mas por células dendriticas. Estes autores sugeriram que a IL-
12 produzida por estas células estimularia a ativacdo de células T e células NK, o que
explicaria o controle da progressao da doenca neste 6rgéo.

GABAGLIA et al. (1999) protegeram camundongos susceptiveis BALB/c contra a
infecgdo por L. major, injetando via intramuscular, adenovirus como vetor de expressdo de
IL-12. A IL-12 expressada era transitdria e altamente expressa no tecido onde o vetor foi
injetado, onde também se observou alta concentracdo de linfocitos secretores de IFN-y e
alta atividade de células NK. Inversamente, a injecao de adenovirus expressando IL-4 levou
a um aumento da susceptibilidade a doenca, com aparecimento de lesdes graves nos
animais infectados. Estudos de QUINONES et al. (2000) demonstraram a presenca de
estoques de IL-12 induzidas pela estimulacdo de células mieldides com LPS mais
interferon-y apds 2 a 4 horas da estimulacdo. Estes autores também demonstraram a
presenca de estoques preformados de I1L-12 associados @ membrana de células mielbides
em repouso, humanas e de camundongos (células dendriticas, macréfagos e tecidos ricos
em células dendriticas). Segundo os autores estes estoques sdo imediatamente liberados
apos o contato in vitro e in vivo destas células com Leishmania donovani.

BOURREAU et al. (2001) demonstraram que a auséncia de resposta de células T
humanas especificas para Leishmania guyanensis a IL-12 e a intensa producdo de IL-13 por
estas células seriam os eventos responsaveis pela persisténcia da infeccdo. YAMAKAMI
et al. (2001) demonstraram que a injecdo intradérmica de uma Unica dose de antigeno
soltvel de L. major, combinado a um plasmideo contendo as subunidades P35 e P40 da IL-
12, séo suficientes para induzir uma resposta Thl em camundongos BALBc infectados sete

dias antes com L. major, havendo total cura das lesdes e significativa reducdo dos parasitos
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no sitio da infeccdo. Os animais totalmente curados tornaram-se resistentes a uma
subsequente infecgdo com uma dose letal de parasitos. O efeito protetor estava associado a
producdo de niveis consideraveis de IFN-y e de 1gG-2a. Foi observado que a inje¢do do
plasmideo sem o0s insertos combinado ao antigeno sollvel, ou a injecdo apenas do
plasmideo com os insertos, eram incapazes de produzir o efeito protetor e o perfil de
resposta Thl. A administracdo de anticorpos anti-IL12 ou anti-IFN-y também inibiram o
efeito protetor.

Estudos realizados por NOORMOHAMMADI et al. (2001) utilizando camundongos
susceptiveis BALBc e camundongos resistentes C3H/He demonstraram que a injecdo
intramuscular de DNA codificando para IL-12 ou para o antigeno de superficie do parasito
(PSA), isoladamente, induzia uma protecdo significativa nos camundongos BALBc a
infeccdo por L. major. Os camundongos CH/He vacinados neste protocolo apresentaram
resolucdo das lesdes em tempo ainda menor que os camundongos BALBc. Entretanto a
vacinacao destes animais com a combinacdo do DNA para IL-12 mais o DNA codificando
para 0 PSA aboliu a resisténcia a infeccdo dos camundongos C3H/He e ndo conferiu
protecdo nos camundongos BALBc. NISHIKOMORI et al. (2001) estudaram os efeitos
reguladores da IL-4 produzida precocemente na infeccdo de camundongos BALBc por L
major sobre a expressdo dos receptores para IL-12 (IL-12R[2) e na manutencdo do perfil
de resposta TH2. Estes autores observaram um intenso actimulo de células T CD4"/ IL-
12RB2" nos linfonodos de camundongos resistentes C57BL/6, infectados com L major. As
células CD4"/IL-12RB2" produziram altos niveis de IFN-y. Entretanto, camundongos
BALBcC susceptiveis a L major e transgénicos para a expressdo do receptor CD4"/IL-

12RB2" ndo foram capazes de reverter o fendtipo Th2 ap6s infecgdo por L major. Estes
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camundongos apresentaram exacerbacdo da infecgdo quando tratados com IL-12 sete dias
apos a infeccdo, apresentando aumento da secrecdo de IL-4 induzida por antigenos do
parasito.

O papel das citocinas e dos seus diferentes receptores, dos diferentes tipos celulares
e das diferentes moléculas acessorias no estabelecimento de um perfil de resposta imune
vem sendo atualmente elucidado. Suas funcdes tem sido desvendadas por estudos
comparativos utilizando doencas que sdo modelos tipicos de interagcdes parasito-hospedeiro.
Tém-se observado que esses elementos podem desempenhar papéis distintos de acordo com
a doenca envolvida e com o hospedeiro infectado, sendo suas atividades dependentes de
fatores intrinsecos ao “status” imunoldgico do hospedeiro infectado (ALEXANDER et al.

1999 e MARIE-PIERRE et al. 2001).
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|.3. A doenca: as terapias, 0s antigenos e as vacinas.

Apesar de haver apenas duas espécies de flebotomineos confirmadamente envolvidos
na transmissao do parasito aos hospedeiros vertebrados, sabe-se que existem diversas
espécies potenciais de invertebrados capazes de responder pela transmissao da doenca. A
erradicacdo dos vetores envolve o uso de agentes quimicos extremamente danosos ao meio
ambiente e de alto custo. Do ponto de vista de satde publica, os hospedeiros vertebrados de
importancia sdo o cdo e 0 homem, entretanto sdo conhecidas outras espécies de vertebrados
silvestres capazes de serem infectadas pelas leishmanias, inviabilizando um controle a este
nivel. Considerando-se o cdo, a erradicacdo do parasito é feita mediante sacrificio dos
animais infectados, o que acaba por gerar um custo social alto, haja visto que nem sempre
os donos de animais infectados concordam com o sacrificio dos seus animais, apesar do
conhecimento dos riscos de manterem seus animais infectados vivos (LAINSON &
DIXON 1963, MODDABER 1990, DESJEUX 1991).

Estudos clinicos com os antimoniais pentavalentes, agentes classicos utilizados no
tratamento da doenca, permitiram estabelecer o melhor regime de utilizacdo destes
farmacos, permitindo um melhor controle dos efeitos colaterais associados a sua utilizacdo,
efeitos estes responsaveis pelas limitacbes do uso destas drogas. Apesar de ser
desconhecido o mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes e da sua estrutura
quimica, eles ainda sdo a droga de escolha para tratamento, seja isolado ou em combinagdes
outros farmacos recentemente propostos, ou ainda em protocolos de imunoterapia.
(BERMAN 1988, MAYRINK et al. 1992, CARVALHO et al. 2000, TOLEDO et al. 2001).

O “design” de novas drogas também experimentou consideravel avango nos ultimos

anos, basicamente devido ao estudo das vias metabolicas do parasito. Tais estudos
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mostraram que o0 metabolismo deste parasito apresenta diferencas em relacdo ao
metabolismo de células eucariontes. O parasito apresenta vias bioquimicas parasito-
especificas, relacionadas ao metabolismo de glicose, purinas, lipides e poliaminas. O
conhecimento destas vias parasito-especificas tem permitido o aparecimento de uma
variedade de modalidades de tratamento, empregando drogas relacionadas a diferentes
aspectos do metabolismo do parasito. Dentre as novas drogas utilizadas destacam-se o
cetoconazol, o alopurinol, a anfotericina B e as diaminidinas como a pentamidina e 0s
aminoglicosideos como a paromomicina, esta Gltima tendo se mostrado bastante eficiente
no controle da leishmaniose tegumentar no modelo murino (BERGMAN 1988, JAFFE &
GREENBLAT 1991, CARVALHO et al. 2000).

O sucesso da utilizacdo das diferentes drogas no tratamento das leishmanioses
depende ainda de um rapido e preciso diagnostico da doenga. Por décadas, o diagndstico
definitivo das leishmanioses tem continuamente se baseado na detec¢do do parasito nos
sitios de infeccdo. Tal procedimento consiste na obtencdo de amostras de tecido das lesdes
de érgdos como bago, pulmdes, medula dssea, linfonodos e pele, e/ou aspirado de fluidos
dos 6rgdos afetados, seguida da analise microscopica das amostras afim de se detectar a
presenca do parasito. Tais procedimentos, além de invasivos, sdo demorados, sendo
ineficazes em estudos de campo ou epidemiolégicos. Outros métodos tradicionais incluem
o cultivo de parasitos em meios especiais para analise microscépica e o teste cutdneo com
leishmanina ou o teste de Montenegro, que apresentam as mesmas restricdes de rapidez e
grau de certeza. Ainda hoje, em clinicas de zonas rurais, o diagnostico é feito por analise da
sintomatologia da leishmaniose, freqientemente levando a confusdo da leishmaniose
visceral com doencas de sintomatologia semelhante, tal como a malaria (PRICE &

SILVERS 1977, SINGH et al. 1995).
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BRAY & LAINSON (1965) descreveram pela primeira vez a utilizagdo de anticorpos
fluorescentes como técnica de coloracdo para identificacdo de parasitos em casos de
leishmaniose. Ensaios para deteccdo de Leishmania utilizando anticorpos marcados com
fluorescéncia foram explorados também por HERMAN em 1965. Nestes estudos anticorpos
foram utilizados para detectar a forma infectante do parasito em macréfagos. A utilizagéo
de anticorpos fluorescentes para detec¢do indireta de antigenos de Leishmania em casos de
leishmanioses foi explorada também por SHUIKINA (1965) e por DEL REY (1966). A
sensibilidade e especificidade do teste com anticorpos fluorescentes para deteccdo de
antigenos do parasito em casos de leishmaniose foram determinados por MAYRINK et al.
(1967) e ARAUJO & MAYRYNK (1968) em comparagdo com a técnica de fixagdo de
complemento (QUILICI et al. 1968). Os ensaios de imunofluorescéncia para o diagndstico
de leishmanioses sdo ainda um dos mais utilizados, e sua eficiéncia, em comparagdo a
outros métodos, foi revista por KALTER (1994).

PRICE & SILVERS (1977) discutiram as vantagens dos testes soroldgicos sobre os
testes tradicionais no diagndstico das leishmanioses, sobretudo o aspecto de poder explorar
a presenca de anticorpos dirigidos contra antigenos do parasito, tanto na busca de diferentes
métodos de diagnostico, quanto na obtencdo de antigenos para fins de profilaxia. Ensaios
diagndsticos de base soroldgica tém sido propostos, tanto no sentido de aumentar a rapidez
quanto a especificidade do diagnostico das leishmanioses.

BALDELLI et al. (1978) relataram o diagndstico sorologico de leishmanioses em
humanos utilizando a técnica de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Da
mesma maneira EDRISSIAN et al. (1979) relataram o diagnostico de leishmanioses
cutanea e visceral, utilizando soros de pacientes iranianos com estas formas clinicas da

doenca, demonstrando boa concordancia entre o diagnéstico por ELISA e por
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imunofluorescéncia indireta. Uma sucessdo de ensaios diagnosticos de leishmanioses
baseados em ELISA, utilizando tanto moléculas solGveis do parasito como parasitos
intactos para deteccdo de anticorpos antiparasito foram posteriormente relatados (LUZZI10
et al. 1979, ROFFI et al. 1980, MOHAMMED et al. 1985, HANDMAN et al. 1987,
GARCIA-MISS et al. 1990, MONTOYA et al. 1997, MARTIN et al. 1998).
MOHAMMED et al. (1985) argumentaram que a utilizacdo de formas intactas do parasita
seria mais indicada nos ensaios imunoenzimaticos uma vez que, oS antigenos semi-
purificados ou purificados do parasito, por serem sollveis, exigem extensa manipulacéo,
levando a perda de reprodutibilidade e de especificidade do diagndstico.

PIARROUX et al. (1994) utilizaram a técnica de PCR para amplificar uma sequéncia
repetida do genoma de Leishmania infantum. A ocorréncia da repeticdo em pacientes de
area endémica para leishmaniose, nos quais a suspeita da infeccdo era avaliada por exame
fisico, foi comparada com exame direto de aspirados de medula 6ssea, mielocultura, e
testes soroldgicos. De 73 pacientes analisados, apenas 10 apresentaram diagnostico
indiscutivel de calazar. De acordo com os autores nenhum dos testes apresentou 100% de
sensibilidade para o diagnéstico da doenca, mas entre todos o teste de PCR foi o mais
sensivel, apresentando sensibilidade acima de 82%. De todos os testes, os sorologicos
foram os de maior sensibilidade e especificidade para os novos casos da doenca, porém
eram menos eficientes nos casos de recidiva, em comparacdo com o PCR.

Regides correspondentes ao DNA do cinetoplasto (kDNA) das espécies de
Leishmanias tém sido utilizadas como alvo para testes de diagnostico das leishmanioses,
seja por PCR ou por ensaios de ELISA. Em estudo recente SALOTRA et al. (2001)
amplificaram um fragmento de 600 Kb do KDNA de L donovani. Utilizando sangue de

pacientes indianos com leishmaniose visceral, ou tecido colhido de pacientes com
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leishmaniose visceral pds leishmaniose tegumentar, estes autores conseguiram amplificar o
fragmento de 600Kb do KDNA de L donovani nestas amostras. Segundo 0s autores o teste é
capaz de amplificar este fragmento partindo de amostras correspondentes ao KDNA de um
Unico parasito. Mais importante ainda é o fato deste PCR ndo amplificar o DNA de
parasitos normalmente coendémicos com a Leishmania, sendo espécie-especifico. O teste
forneceu valores de 96% de positividade no diagnéstico de leishmaniose visceral e de
93,8% para o diagnostico de leishmaniose visceral pds-leishmaniose tegumentar. Estudos
foram conduzidos para avaliar a sensibilidade da técnica de PCR para o diagnostico de
leishmaniose tegumentar causada por Leishmania (Viannia) guyanensis. Utilizando a
amplificacdo de um fragmento do kDNA deste parasito a partir de amostras de bidpsias de
pele de pacientes infectados, foi obtido 100% de sensibilidade no diagnostico, quando
comparado a visualizacdo de amastigotas do parasito nas amostras de bidpsias. Apesar
deste resultado, foi sugerido que o teste de PCR deveria ser utilizado apenas naqueles casos
em que a visualizacdo do parasito seja negativa, por questdes do custo e do trabalho
envolvido nesta técnica (ROMERO et al. 2001).

Estudos foram conduzidos para avaliar a resposta imune de pacientes com
leishmaniose visceral, utilizando ensaios de ELISA e como antigeno uma proteina
recombinante purificada (rkK39), obtida pela clonagem de um gene do cinetoplasto de L.
chagasi. Esta proteina corresponde a um trecho repetitivo de 39 residuos, proveniente de
uma proteina de 230 KDa, predominante nas formas amastigotas do parasito, sendo uma
proteina membro da superfamilia de proteinas do cinetoplasto, as Cinesinas. Analises por
“western blotting” revelaram seqiliéncias relacionadas a essa proteina presentes em sete
especies de leishmanias, sendo que a maior homologia de seqiiéncia da repeticdo ocorre

entre as espécies L chagasi e L donovani. A avaliacdo sorologica por ELISA revelou que
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98% dos pacientes brasileiros e 100% dos pacientes sudaneses com calazar, apresentaram
altos titulos de anticorpos dirigidos contra a rK39. Anticorpos anti-rk39 estavam ausentes
em pacientes com leishmanioses tegumentar e mucocutanea. Estes dados segundo o0s
autores indicam que este antigeno purificado poderia substituir o extrato cru de parasitos
como antigeno em testes de diagnostico, sem perda de especificidade (BURNS et al. 1993).
Também ndo foi observada reatividade cruzada da rK39 com soros de pacientes chagésicos
(SINGH et al. 1995, BADARO et al. 1996).

A importancia de se trabalhar com antigenos especificos purificados é alvo de
discussdo na literatura. Entre outros aspectos encontram-se ndo s6 a questdo do diagnostico,
mas também o acompanhamento da resposta imune ao longo da doenca e a selecdo de
moléculas, possiveis candidatas para testes de vacinacdo (SHEPPARD & DWYER 1986,
BLAXTER et al. 1988, REED et al. 1990, BURNS et al. 1993). Por ser de extrema
simplicidade e permitir o diagnostico rapido das leishmanioses, inimeros antigenos vém
sendo propostos para uso em ELISA com fins diagndsticos. Outras varidveis que possam
maximizar o diagndstico de leishmaniose por este ensaio foram estudadas recentemente,
principalmente para o diagndstico de Leishmaniose tegumentar, a mais predominante das
formas clinicas desta doenca (RAJASEKARIAH et al. 2001).

Outra técnica soroldgica que tem recebido atencdo em ensaios de diagnostico é o
“immunoblotting”. Esta técnica ndo s6 tem se mostrado promissora para diagnostico das
leishmanioses, como também tem sido uma ferramenta importante para deteccdo e
isolamento de antigenos potenciais, tanto para diagnostico quanto para estudos
epidemioldgicos e de profilaxia. CARDENOSA et al. (1995) relataram a caracterizagéo
parcial de uma série de polipeptideos provenientes L. infantum, de pesos moleculares entre

14 e 100 KDa, reconhecidos por soros de pacientes com leishmaniose visceral. Dentre 0s
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polipetideos selecionados, uma banda de 17 KDa mostrou-se apropriada para estudos de
avaliacdo clinica, pos-tratamento e também para estudos epidemioldgicos.

Componentes antigénicos de uma fracdo semi-purificada de L. infantum foram
também estudados quanto a sua reatividade, frente a soros de 14 cdes com leishmaniose
visceral sintomética e 11 soros de cdes aparentemente sadios, provenientes de area
endémica para leishmaniose visceral canina. Foram isolados 7 polipeptideos de peso
molecular (PM) entre 18 e 73 KDa reconhecidos pelos soros de animais infectados e dois
componentes de PM de 63 e 70 KDa, reconhecidos por 3 dos 11 soros de animais sadios.
Foi sugerido que estes antigenos especificos semi-purificados podem induzir uma resposta
imune humoral, em animais infectados assintomaticos ou em animais com leishmaniose
visceral ativa (COSTA et al. 1996).

Apesar do numero crescente de propostas de ensaios diagnosticos de base sorolégica,
ensaios alternativos tem sido propostos, baseados em metodologias ja bem estabelecidas.
BARRECA et al. (2000) demonstraram que o laranja de acridina, um corante bastante
conhecido, é mais eficiente para identificar por microscopia, promastigotas de culturas de
medula dssea de caes infectados com Leishmania, quando comparado com os métodos de
uso corrente. O método proposto é também mais eficaz para detectar o parasito ainda nos
estagios iniciais de progressdo da infeccdo. Recentemente foi descrito um teste diagndstico
para leishmaniose visceral em pacientes e em ratos infectados com L. donovani (ATTAR et
al. (2001). Neste teste, particulas de latex recobertas com anticorpos dirigidos contra
antigenos de L. donovani se ligam a antigenos presentes na urina dos humanos com
leishmaniose visceral ou dos ratos experimentalmente infectados com L. donovani. Este

teste apresentou sensibilidade superior ao teste de ELISA para o diagndstico de
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leishmaniose visceral, sendo semelhante ao ELISA no monitoramento da evolugdo da cura
da doenca apds tratamento.

A busca por métodos diagnosticos mais eficientes incluem ndo sé a purificacdo de
antigenos potenciais para este fim, mas tem caminhado para a identificacdo, a nivel
molecular, dos epitopos ou por¢des minimas das moléculas envolvidas, tanto no
reconhecimento pelos anticorpos de pacientes infectados, quanto na influéncia destas
interacbes Ag/Ac e/ou Ag/células sobre o sistema imune. Com o advento das técnicas de
biologia molecular e engenharia genética, antigenos tém sido montados, pela clonagem de
segmentos relevantes de uma molécula fundidos a segmentos igualmente relevantes de
outra molécula, e avaliados quanto ao seu potencial no diagnostico de leishmanioses. Da
mesma maneira uma série de estudos tém-se focado na selecdo de segmentos de antigenos
relevantes, tanto para diagnostico quanto para fins de profilaxia.

Em 1996 SOTO et al. sintetizaram peptideos cobrindo toda a seqliéncia linear da
histona H3 de L. infantum e demonstraram que 0s determinantes antigénicos deste Ag
compreendem os 40 residuos do terminal amino da molécula. Eles ainda demonstraram,
utilizando proteinas recombinantes constituidas pelos 39 residuos amino terminais e
recombinantes constituidos pelos 90 residuos carbOxi terminais, em experimentos de
competicdo utilizando soros de cdes com leishmaniose visceral, que realmente os
determinantes antigénicos deste antigeno estdo confinados na por¢do amino terminal. Como
o soro de leishmaniose visceral ndo reage com histonas de mamiferos, os autores sugeriram
que a resposta imune anti-histona, observada durante a infeccdo por leishmania, seja
provocada pelas histonas do parasita. Eles entdo concluiram que desta proteina
recombinante, a por¢do amino terminal (rLiH3-Nt) poderia ser Gtil para diagnéstico rapido

e seguro de leishmaniose visceral canina. Estudos utilizando uma proteina recombinante,
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constituida de diferentes determinantes antigénicos, provenientes de proteinas ribossomais
de L. infantum (LiP2A, LiP2b e liPO) e da histona H2A da mesma espécie foram descritos
por SOTO et al. em 1998. A proteina hibrida apresentou alta sensibilidade e especificidade
no diagnostico de leishmaniose visceral canina, em testes de Elisa com soros de cées
infectados por L. infantum.

Outra proteina cuja estrutura tem sido explorada é a proteina de membrana-11 do
cinetoplasto de L. donovani (KMP-11). JENSEN et al. (1998) utilizaram trés peptideos,
KMP-11-1, KMP-11-2 e KMP-11-3, derivados de trechos da seqliéncia da KMP-11, como
ligantes em ensaios de ELISA e como antigenos em ensaios de linfoproliferacdo com
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com leishmaniose.
Anticorpos reativos contra os trés peptideos sintéticos foram encontrados no plasma de 63
individuos sudaneses com leishmaniose visceral, entretanto a reatividade era distinta, sendo
de 37% para KMP-11-1, 30% para KMP-11-2 e 58% para KMP-11-3. Foi também
detectada reatividade cruzada com soros de pacientes sudaneses infectados com L. major e
com soros de pacientes dinamarqueses infectados com Plasmodium falciparum. Nos
ensaios de linfoproliferacdo, 10 de 17 isolados de PBMC, de pacientes infectados com L.
major, mostraram resposta a um ou mais dos trés peptideos, porém com niveis de
proliferacdo distintos, sendo que o0 KMP-11-3 foi 0 que induziu uma maior proliferacdo
celular. A proteina KMP-11 intacta apresenta intensa reatividade cruzada com epitopos de
T. cruzi, agente causador da doenca de Chagas. Estes resultados comprometem o uso desta
molécula para diagnostico de Leishmaniose em regides onde estas duas doencas sejam
endémicas (TRUJILO et al. 1999). Recentemente foi demonstrado que 0s epitopos
responsaveis pela reatividade cruzada de KMP-11 com anticorpos contra a leishmaniose

visceral residem na porgdo amino-terminal desta molécula. Epitopos imunodominantes
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presentes na porcdo carboxi-terminal desta mesma proteina sdo especificamente
reconhecidos por anticorpos dirigidos contra a doenca de Chagas (THOMAS et al. 2000).
Estes resultados estdo de acordo com a alta reatividade observada para o soro de pacientes
Chagésicos com o antigeno B13, um antigeno constituido por uma série de repeti¢des “in
tandem” de um trecho da seqiiéncia de uma proteina (140/116 KDa), altamente expressa na
membrana de formas tripomastigotas infectivas de T. cruzi, sendo sua reatividade
especifica para soro de pacientes chagésicos (DURANTI et al. 1999).

Outro nivel de controle da progressdo das leishmanioses consiste na obtencdo de
vacinas capazes de conferir protecdo contra estas doengas. Inicialmente foram utilizados
parasitos virulentos vivos para imunizacdo, parasitos vivos atenuados, parasitos mortos,
misturas complexas de moléculas ou de diferentes formas e espécies dos parasitos e, mais
recentemente, pesquisas tém se focado na obtencdo de moléculas purificadas derivadas de
diferentes espécies e formas do parasito (MODDABER 1990, JAFFE & GREENBLAT
1991, MAYRINK et al. 1979, GENARO et al. 1996, GUIMARAES et al. 1996,
SJOLANDER et al. 1998).

Dada a sua importancia como doenca emergente, duas abordagens nos estudos de
vacinacdo tém sido utilizadas para obtencdo de imunidade protetora para as diferentes
formas de leishmanioses. A primeira, sistematica, inclui estudos de identificacao,
purificacdo e producdo de fracBes protéicas de varias espécies de leishmanias, capazes de
induzir protecdo, bem como a selecdo de adjuvantes e avaliagdo da resposta imunoldgica
em modelos animais. A segunda abordagem, pragmatica, inclui a maioria das vacinas em
testes clinicos atualmente, constituidas de extratos crus de leishmania ou formas vivas do
parasito, as quais, embora padronizadas em alguns casos, sdo ainda muito pouco definidas.

Ambas abordagens tem progredido e tém sido usados trés procedimentos de vacinacéo.
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a- Leishmanizagdo. Consiste na inoculagdo do parasito vivo numa regido ndo exposta
do corpo, em pessoas que vivem em regides de alta incidéncia da forma cutinea ou
tegumentar da doenca no velho mundo. Esta estratégia se baseia no fato de que as lesbes
promovidas pelas espécies de leishmania no velho mundo evoluem para cura espontanea, a
qual esté associada com um estado de prote¢do a infec¢Bes futuras pelo parasita. Em suma ,
consiste em promover a doenca em pessoa sadia em condigdes controladas, de forma que
um estado de imunidade se estabeleca nestes individuos contra infec¢des futuras. O fato de
muitas das lesGes artificialmente produzidas ndo terem evoluido para cura espontanea,
levaram ao descarte desta metodologia de vacinacdo como método de uso em larga escala,
sendo que ela ndo é mais recomendada pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS).

b- Vacinagdo com extratos de Leishmania sp. Embora mais restrita a modelos
experimentais, esta abordagem foi testada recentemente com base nos resultados obtidos
por MONJOUR et al. (1986a e b), que relataram a protecdo contra a leishmaniose
tegumentar induzida em um voluntério vacinado com um extrato soltvel de L. brasiliensis.
Num segundo estudo de triagem clinica em &area endémica, MONJOUR et al. (1992)
testaram fragOGes antigénicas de L. brasiliensis como vacina em um grupo restrito de
voluntarios, obtendo resultados promissores e altamente encorajadores, apesar da auséncia
de controle nestes ensaios.

c- Vacinas baseadas em diferentes formas do parasito mortas. Esta abordagem tem
sido aplicada no controle da leishmaniose tegumentar no Novo Mundo e tem dado
resultados promissores, tendo sido inclusive aprovada pela organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para testes em humanos em areas onde a doenca é endémica.

SALLES-GOMES (1939) utilizou uma suspensdo de formas promastigotas mortas

como antigeno imunizante em individuos na cidade de S&o Paulo, Brasil. A vacina consistia
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de uma suspensdo de formas promastigotas de Leishmania sp dermotrdpicas, mortas com
fenol, que eram inoculadas em pacientes com leishmaniose tegumentar americana (LTA).
Dois efeitos chamaram atencdo do autor: as reacGes gerais diminuiam em grau, apos
injecdo intravenosa da suspensao e, havia um efeito terapéutico, caracterizado pela reducao
no tamanho das lesfes no paciente & medida que o tratamento progredia.

PESSOA & PESTANA (1940) utilizaram uma suspensdo de promastigotas
constituida de 18 linhagens dermotrépicas de Leishmania sp como vacina, preparadas huma
solucdo salina contendo fenol. Esta vacina foi injetada em 527 individuos, sabidamente
negativos para o Teste de Montenegro, por via intramuscular. Um grupo controle de 600
individuos ndo vacinados foi incluido também neste estudo de triagem. Apds 20 meses foi
observado que 18% do grupo controle encontrava-se infectado com Leishmania, quando
comparado aos 3.2% de individuos infectados no grupo vacinado, correspondendo a uma
reducdo de 80% da infec¢do no grupo vacinado. Os autores também relataram a auséncia de
quaisquer efeitos colaterais significativos no grupo vacinado protegido (80% nao infectados
apos a vacinagdo), sendo que o Teste de Montenegro dos individuos restantes (20% néo
protegidos) permaneceu negativo.

MAYRINK et al. (1979) desenvolveram uma vacina constituida de formas
promastigotas de cinco linhagens dermotropicas de Leishmanias. A vacina constituia-se de
uma suspensdo de promastigotas do parasito mortos e sonicados, suspensos em tampéo
fosfato 0,10 M pH 7,40, contendo timerosal na propor¢do de 1:10000. Os autores
verificaram que a administracdo intramuscular desta vacina era capaz de induzir um teste
de Montenegro positivo em individuos voluntarios. Pela primeira vez ficou demonstrado

que uma preparacdo de parasitos mortos era capaz de gerar uma resposta imune do tipo



26

celular em humanos. Os autores também ressaltaram que nenhum efeito colateral
significativo foi observado apds a vacinacao.

Cinco ensaios clinicos utilizando a vacina produzida por MAYRINK et al. (1979)
foram conduzidos de 1978 a 1990. Nestes estudos foram testados desde diferentes
protocolos de vacinacdo, variacbes no nimero e nas linhagens constituintes da vacina,
ensaios de imunoterapia utilizando a vacina e avaliagdo da resposta imune humoral e
celular observada em individuos vacinados. Um encontro cientifico, patrocinado pela OMS,
foi realizado em 1991 para discutir os resultados destes estudos e entre as conclusdes e
decisdes tomadas ressaltaram-se:

1- A BIOBRAS S/A (Bioquimica do Brasil) iria produzir a formulagio da vacina
constituida de cinco cepas do parasito (IFLA/BR/67/PH8, uma linhagem de L.
amazonensis, MHOM/BR/70/M1176, uma linhagem de L. guyanensis,
MHOM/BR/60/BH6, uma linhagem de L. mexicana e, MHOM/BR/71/BH49 e
MHOM/BR/73/BH121, linhagens de L. major-Like (Silva et al. 1994)). Esta vacina
recebeu a denominacdo de LEISHVACIN® e seria feita segundo normas GMP (Good
Manufacturing Pratices) da OMS. Esta vacina pentavalente, produzida em escala industrial,
passou a ser utilizada a partir de entdo em novos ensaios clinicos, em regides de alta
incidéncia da doenca.

2- Em virtude das insuficientes indicacdes de diferencas de imunogenicidade entre as
diferentes linhagens, critérios técnicos mais que imunoldgicos seriam adotados na escolha
de uma linhagem do parasito, para produgdo de uma vacina constituida de cepa Unica.

3- Entre as conclusdes dos estudos utilizando a LEISHVACIN® na formulacio

pentavalente destacaram-se:
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i- Antigenos purificados da vacina pentavalente, isolados ou em combinacdo, apresentam
eficdcia semelhante a da vacina original na inducdo de protecdo, quando testados em
modelos experimentais (REGALADO et al. 1992, SANTOS et al. 1994).
ii- Uma vacina de constituicio quimica definida, com antigenos desta vacina,
necessariamente deve conter mais que um dos antigenos isolados e testados nos ensaios de
Imunizagdo em modelos experimentais.
Ii- A vacina apresenta propriedades terapéuticas quando utilizada isoladamente, ou em
combinacdo com os farmacos utilizados tradicionalmente na terapia contra a doenca,
guando testada em humanos (MAYRINK et al. 1991, MAYRINK et al. 1992)
iv- Tanto as propriedades de indugédo de protecdo quanto as propriedades terapéuticas da
vacina sdo mantidas apds o armazenamento por 14 meses e/ou apos autoclavagem (COSTA
et al. 1996).
v- A producdo industrial do LEISHVACIN® se concentraria numa Gnica linhagem, ou seja,
a marca LEISHVACIN® passaria a ser utilizada apenas para denominar a versdo
monovalente da vacina. A linhagem escolhida para sua producéo foi a IFLA/BR/67/PH8
(MAYRINK et al. 1978, MAYRINK et al. 1979, MAYRINK et al. 1985, ANTUNES et al.
1986, MAYRINK et al. 1989, NASCIMENTO et al. 1990, TAVARES et al. 1991, COSTA
et al. 1996, GUIMARAES et al. 1996, A Technical Consultation on Vaccine Development.
Meeting on Vaccines. Washington. Fevereiro de 1991, Meeting on Vaccines Against
Leishmaniasis. Belo Horizonte. Setembro de 1991).

Recentemente um novo programa de vacinagdo, utilizando formas promastigotas
mortas de L. major, autoclavadas, foi aplicado no Sud&o. A leishmaniose visceral é
endémica nesta regido, sendo que cerca de 5093 voluntarios humanos foram vacinados com

duas doses intramusculares desta vacina, acrescida ou ndo de BCG. Os voluntarios



28

vacinados foram acompanhados por cerca de 2 anos, ndo sendo observada nenhuma
evidéncia significativa de niveis de protecdo diferentes entre os dois protocolos de
vacinacdo. Individuos vacinados que apresentaram a reversdo do teste de Montenegro
foram menos acometidos da doenca. O indice de protecdo alcancado neste ensaio de
vacinacao foi 40%. (KALIL et al. 2000).

Ensaios de vacinacdo utilizando formas promastigotas mortas tem sido testada em
modelos animais filogeneticamente proximos ao humano. Vacinas constituidas por
promastigotas de L. major autoclavadas (ALM) encontram-se em fase Il de testes como
vacina, utilizando protocolos de duas e trés doses da vacina acrescida de BCG. indices de
protecdo satisfatorios contra infeccdo por L. donovani tém sido obtidos em ensaios
utilizando macacos Presbytes entelllus. MISRA et al. (2001) testaram a utilizacdo de ALM
ou de vacina constituida por antigenos autoclavados de L. Donovani (ALD), precipitados
com alimen e acrescidas de BCG neste mesmo modelo animal. Indices de protecdo
significativos foram obtidos utilizando estas formulagdes em ensaios de vacinagdo com
dose Unica via intravenosa. Os niveis de IFN-y no sobrenadante de PBMCs do grupo
vacinado foi sempre superior aos niveis de IFN-y do grupo controle, apds estimulagédo tanto
por ALD quanto por ALM. Os autores sugeriram a formulagdo do ALM precipitada com
alimen acrescida de BCG como potencial vacina contra leishmaniose visceral.

O controle das leishmanioses através de vacinacdo tém também explorado o uso de
moléculas dos vetores do parasito como antigenos. KANHAWI et al. (2000) demonstraram
que a saliva de Phlebotomus papatasi € capaz de conferir protecdo contra infec¢do por
Leishmania major em modelo murino. Mais importante ainda neste estudo foi o fato dos

flebotomineos utilizados no estudo néo estarem infectados com L. major. O efeito protetor,
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segundo este estudo, estava fortemente associado a promogdo de uma reacdo de
hipersensibilidade retardada (DTH) nos animais vacinados, caracterizada por intensa
producdo de IFN-y no sitio de injecdo de saliva dos flebotomineos. O efeito protetor
também foi observado em animais previamente inoculados com extrato de glandula salivar
de flebotomineos ndo infectados mais L. major, porém, a injecdo apenas de L. major nao
era capaz de conferir protecéo a picada por flebotomineos infectados com o parasito.

Em estudo recente foi isolada uma proteina salivar de P. papatasi, de cerca de 15
KDa, capaz de conferir protecdo contra infeccdo por L. major no modelo murino, em
animais desafiados com extrato de glandula de P. papatasi mais L. major. Semelhante
protecdo foi obtida em animais vacinados com cDNA desta proteina de 15 KDa, sendo
observada tanto uma intensa resposta do tipo DTH quanto humoral nos animais vacinados.
Animais deficientes de células B, vacinados com cDNA da proteina de 15 KDa,
apresentaram niveis satisfatorios de resisténcia a infeccdo por L. major mais o extrato de
glandula salivar do flebotomineo, o que indica que a resposta de DTH é a principal
responsavel pelo efeito protetor observado nestes animais (VALENZUELA et al. 2001).

Como os cdes constituem o principal reservatorio de parasitos causadores de
leishmaniose em centros urbanos, vacinas visando proteger estes animais tém sido
investigadas nos ultimos anos, principalmente por serem estes 0s principais propagadores
da forma visceral da doenca para humanos. Os aspectos a serem considerados para obter-se
uma vacina eficiente para controlar a progressdo das leishmanioses em caes foram
recentemente discutidos por GRADONI (2001). Numa primeira tentativa de vacinar cées
contra leishmaniose visceral, utilizou-se preparagdes liofilizadas de proteinas de L.

donovani, de pesos moleculares entre 94-67 KDa. Neste estudo, 0s niveis de protecéo
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obtidos durante o primeiro ano de acompanhamento foram inferiores ao do grupo controle,
entretanto esta relacdo inverteu-se no segundo ano poés vacinacdo dos animais. Os autores
deste estudo argumentaram que, apesar de se mostrar eficiente em modelo murino, esta
vacina ndo era capaz de conferir protecdo por longo tempo contra a leishmaniose visceral
nos cdes utilizados neste estudo (DUNAN et al. 1989). O antigeno FMN (fucose-manose
ligand) isolado por PALATNIK et al. (1989) foi descrito como uma das moléculas
importantes para a penetracdo da Leishmania donovani no interior dos macrofagos. Este
antigeno é uma fracdo glicoprotéica complexa, composta predominantemente por
monossacarideos (60%), rica em residuos de fucose, manose e galactose. Estudos recentes
tem utilizado este antigeno como vacina para o controle da leishmaniose visceral em cées.
Estes estudos ja se encontram em fase Il de testes e uma protecdo de cerca de 92% foi
obtida entre os animais vacinados. Os animais vem sendo acompanhados a cerca de dois
anos, indicando que o FMN pode ser Util para o controle da leishmaniose visceral entre caes
(SILVA et al. 2001).

A despeito das diferentes formulagdes de vacinas utilizadas em ensaios clinicos em
humanos terem se concentrado em misturas complexas de parasito e/ou antigenos
purificados, diversos estudos tém sido descritos sobre a possibilidade de se obter vacinas de
constituicdo quimica definida. Estes estudos envolvem desde a purificagdo de antigenos
quanto estudos sobre sua imunogenicidade, sobre a imunogenicidade de regifes isoladas da
estrutura quimica dos antigenos (mapeamento de determinantes antigénicos) e, finalmente,
a possibilidade de se utilizar misturas de diferentes epitopos relevantes e sabidamente
protetores contra a leishmaniose, seja na sua forma original ou com algumas alteragdes na

sua estrutura quimica original.
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Dentre os diversos antigenos isolados, candidatos potenciais a vacina quimicamente
definida contra leishmaniose destacam-se a gp63, a glicoproteina mais abundante da
superficie de leishmanias e o lipofosfoglicano (LPG), a principal molécula de superficie de
formas promastigotas de todas as espécies de leishmanias. NASCIMENTO et al. 1990
imunizaram  voluntarios humanos contra leishmaniose tegumentar utilizando
LEISHVACIN®, composto de estoques de cinco ou seis linhagens de Leishmania, com e
sem Corynebacterium parvum (C. parvum) como adjuvante. Os autores ndo observaram
nenhuma diferenca entre o indice de estimulacdo de linf6citos de pacientes nos grupos
vacinados apenas com Leishvacin ou com a vacina combinada com o adjuvante, entretanto
o indice de estimulacdo era significativamente maior para os grupos vacinados, quando
comparados ao grupo controle ndo vacinado. Utilizando ensaios de linfoproliferacdo de
linfocitos (PBL) dos individuos vacinados e de imunoprecipitacdo com soros dos mesmos
individuos os autores concluiram que, dentre os antigenos responsaveis pela protecao
salientava-se a gp63, que € imunogénica tanto a nivel de resposta celular quanto humoral.

Usando uma série de peptideos sintéticos derivados da sequéncia da gp63 de L.
major, YANG et al. (1991) identificaram onze epitopos reconhecidos por células T de
camundongos CBA e BALBI/c. Seis dos peptideos sintéticos eram reconhecidos por células
T de camundongos CBA infectados experimentalmente com L. major. Apds imunizacao
com o0s peptideos, observou-se que células de linfonodos dos animais eram capazes de
reconhecer os mesmos peptideos (sete para CBA e um para BALB/c). Cinco peptideos
compreendendo os residuos 10 a 28 (p10-28), p22-40, p209-309, p459-471 e p467-482,
induziam uma vigorosa resposta celular nos camundongos CBA, mas ndo eram
reconhecidos por células T isoladas do mesmo animal. Quatro peptideos (p321-336, p364-

476, p372-385 e p378-396) eram reconhecidos por células T provenientes de camundongos
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CBA imunizados, mas ndo por células de animais normais. Trés peptideos (pl46-171,
p289-309 e p395-414) eram capazes tanto de induzir uma resposta de células T, quanto de
serem reconhecidos por células recuperadas do animal apds a imunizacdo. Apenas dois
peptideos (pl46-171 e p467-482) eram capazes de ativar células T, que também
reconheciam epitopos expressados por células apresentadoras de antigeno (APC), de
animais previamente infectados com promastigotas de L major. As células T ativadas com
estes peptideos ou com uma mistura de ambos eram CD4" produtoras de IFN-y e de IL-2,
mas ndo de IL-4. Estes dois peptideos induziam uma tipica resposta do tipo retardada
(DTH) em camundongos CBA. Imunizacdo de camundongos CBA com uma mistura dos
dois peptideos, com ou sem adjuvante (C. parvum), ou incorporados em lipossomos,
induziu uma significativa resisténcia nos animais a uma subsequente infeccao por L. major.
A producdo de uma vacina sintética composta por estes dois peptideos foi sugerida pelos
autores.

Peptideos derivados da seqliéncia da gp63, com potencial para induzir protecdo na
infeccdo por L. major, foram também estudados por SOARES et al. (1994). Utilizando
camundongos susceptiveis e ndo susceptiveis a infeccdo pelo parasito, BALB/c e C57BL/6
respectivamente, estes autores concluiram que peptideos mais extensos e derivados da
porcdo central da seqliéncia da gp63 eram mais eficientes em desencadear uma resposta do
tipo Thil, em comparacdo com peptideos derivados das seqiéncias vizinhas a regiao central
da molécula, ou sequéncias derivadas dos extremos da estrutura da proteina.

Estudos de imunizacdo de camundongos CBA, utilizando como antigeno um peptideo
sintético derivado da gp63, compreendendo a regido da proteina constituida pelos residuos

467 a 482 (p467), covalentemente modificado na por¢do amino terminal pela adigédo de um
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grupo lauril-cisteina (LC-p467) foram conduzidos por FRANKENBURK et al. (1996).
Esses autores observaram que, em contraste com a exacerbacdo da doenca observada
quando animais eram imunizados com o p467, cisteinil-p467 ou a glicoproteina intacta e
posteriormente desafiados com L. major, significativa protecdo era obtida com a
imunizagdo utilizando o peptideo modificado LC-p467. Também relataram uma intensa
resposta proliferativa, seguida da secrecdo de IL-2, IFN-y e GM-CSF pelas células
esplénicas dos camundongos imunizados com o LC-p467, sugerindo que a imunizagdo com
0 antigeno modificado induziu uma resposta do tipo Thl, associada com uma imunidade
mediada por células.

GUIMARAES et al. 1996 demonstraram que entre os diversos antigenos purificados
da LEISHVACIN® e testados como vacina, a gp63 proveniente das cinco linhagens de
leishmania constituintes da vacina, era capaz de conferir protecdo em camundongos
C57BL/10 infectados com L. amazonensis. Entretanto foram observadas diferencas
significativas nos niveis de IL-2 e IFN-y produzidos pelas células esplénicas dos animais
apos a imunizacdo, dependendo da gp63 utilizada. Mesma observacdo pdde ser feita em
relacdo aos niveis de IgM sérica que , apesar de aumentados ap6s vacinagdo, ndo era
igualmente aumentado para todas as gp63 utilizadas.

TSIKARIS et al. (1996) ligaram covalentemente a seqiiéncia antigénica
IARSRYDQL da gp63 aos grupos H, do épsilon amino de um carreador oligopeptidico
contendo lisina como amino terminal. A estrutura quimica obtida ainda apresentava o
octapeptideo na sua estrutura quimica original, sendo esta estrutura utilizada para
imunizacédo de coelhos. Altos titulos de anticorpos capazes de reconhecer o octapeptideo e a

propria gp63 foram observados. Os autores sugeriram que este modelo quimicamente
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definido poderia ser utilizado para incorporar epitopos protetores de leishmania, na
formulacdo de uma vacina sintética multivalente.

Estudos sobre a antigenicidade e conformacgdo das sequéncias compreendendo a
regido dos sitios de ligacdo de Zn de diversas metaloproteases, entre estas a gp63 de L
major e a endopeptidase 24.11 de mamiferos (E-24.11) foram conduzidos por
SOTERIADOU et al. (1996). Peptideos sintéticos correspondentes a estrutura primaria da
regido do sitio de ligacdo do Zn destas metaloproteases foram produzidos e anticorpos
oligoclonais dirigidos contra eles foram purificados por afinidade. Os anticorpos eram
altamente seletivos quando testados contra os respectivos peptideos, a partir dos quais
foram produzidos, entretanto foi observada a ocorréncia de reatividade cruzada quando o
mesmo anticorpo oligoclonal era testado contra a gp63 e a E-24.11 de mamiferos.

PAPADOPOULOQU et al. (1998) relataram a imunizacdo de camundongos BALB/c
com gp63 incorporada em complexos imunoestimulantes (ISCONS). A protecdo obtida foi
avaliada pela reducdo das lesdes ap6s desafio dos animais vacinados com L. major. Os
autores relataram um aumento da expressdo de 1gG nos soros dos animais vacinados, com
mudanca para o isotipo 1gG2a. Células do baco, previamente colocadas em contato com 0s
complexos imunoestimulantes e, em seguida reestimuladas in vitro com antigenos sollveis
de leishmania ou com parasitos vivos, apresentaram intensa resposta proliferativa contra
gp63, secretando altos niveis de IL-2, IFN-y e IL-10, mas ndo de IL-4.

Camundongos BALB/c imunizados com uma gp63 recombinante de L. major,
incorporada a ISCONS ou com C. parvum como adjuvante, seguidos de infeccdo desafio
com L. major, apresentaram um perfil de resposta do tipo Thl. Apesar desta imunizacéo

desencadear uma resposta do tipo Thl, ndo houve uma inducéo de imunidade protetora nos
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animais vacinados. Segundo os autores estes resultados sugerem que a inducédo de protecédo
dependeria de uma habilidade do antigeno induzir células “Thl-like”, previamente
comprometidas com a infecgdo. Eles também sugeriram que a conformacgdo do antigeno
pode ter uma importancia muito mais ampla na indu¢do de uma imunidade mediada por
células T, que aquela proposta originalmente na literatura (SJOLANDER et al. 1998).

Estudos recentes tem revelado aspectos moleculares da interagdo da gp63 de L major
com receptores celulares. PETIT et al. (1998) sintetizaram o octapeptideo IASRYDQL,
correspondente aos residuos 250-257 da gp63 e obtiveram anticorpos monoclonais
dirigidos contra a seqliéncia imunogénica SRYD. Estes anticorpos reconheceram tanto os
peptideos contendo a fracdo SRYD quanto a gp63 intacta. Dois peptideos contendo a fracéo
RSYD mimetizam a sequiéncia RGDS de fibronectinas, sendo capazes de inibir a ligagéo do
parasito a superficie de macréfagos. A estrutura do complexo RSYD ligada ao anticorpo
monoclonal teve sua estrutura conformacional resolvida, mostrando-se comparavel tanto a
estrutura do octapeptideo livre em solucdo de DMSO, quanto a estrutura do octapeptideo
ligado a um anti-anticorpo que imita os sitios de ligacdo RGDS de macréfago.

A estrutura cristalografica completa da gp63 de formas promastigotas de L major foi
obtida por SCHLAGENHAUF et al. em 1998. Da analise desta estrutura destacam-se a
intensa similaridade estrutural entre a gp63 e outras metaloproteases de tripanossomatideos.
Também foram observados uma série de motivos estruturais novos, sugerindo que este tipo
de estrutura pode ser mais amplamente distribuido entre zinco-proteases. A estrutura do
sitio ativo da gp63 apresenta intensa similaridade com o sitio ativo de outras zinco-
proteases descritas. Estas informacgdes podem ser Uteis para o desenvolvimento de
inibidores especificos, o que permitiria estudar o papel da gp63 na infec¢do do inseto vetor

pelo parasito e o seu papel no curso da infeccdo nos hospedeiros vertebrados. O
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conhecimento da resposta imune desencadeada por por¢coes da gp63 de diferentes linhagens
de Leishmania tém permitido testar vacinas de composicdo definida, baseadas apenas
naquelas por¢bes da molécula capazes de induzir protecdo significativa. SPITZER et al.
(1999) sintetizaram o peptideo correspondente a por¢do da molécula de gp63 de L major,
onde se localiza a His que liga o a&omo de Zn pertencente ao centro ativo. Este peptideo,
denominado PT3, foi sintetizado mantendo o Unico residuo de Met presente no peptideo na
forma oxidada, como Met sulféxido. Uma Unica injecdo de PT3 mais o adjuvante
poloxamero 407 foi capaz de induzir protecdo em camundongos BALBc desafiados com
promastigotas de duas linhagens de L major, protecdo esta que se estendeu por cerca de 10
meses pds a infeccao.

Outro grupo de moléculas extremamente importantes na infeccdo por leishmanias sao
os glicoconjugados. Muita atengdo tém sido recentemente dada ao estudo desta familia de
moléculas, tendo sido observada sua producdo em diferentes estagios de vida do parasito,
como moléculas associadas ou ndo a membrana, secretadas ou nédo e livres ou associadas a
outras macromoléculas. Em 1972, SCHNUR et al. mostraram que formas promastigotas de
leishmanias excretam componentes antigénicos para 0 meio de cultura, os quais eles
denominaram fator excretado (EF). Este fator, semi-purificado, foi reconhecido por
anticorpos relacionados ao parasito, sendo observada a precipitagdo de complexos Ag/Ac
destes materiais. Aquecimento era capaz de romper 0s complexos imune, entretanto o EF
ndo tinha sua capacidade antigénica abolida ap0s este tratamento. Foram obtidos EF de
promastigotas de L. tropica e L. donovani, sendo que o EF de L. donovani constitui-se de
um material altamente negativo, resistente a uma série de tratamentos quimicos e extremos

de pH, sendo todavia sensivel a solventes organicos como dioxano e acetona.
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SLUTZKY & GREENBLAT (1977) obtiveram fragOes antigénicas de L. tropica,
através da precipitacdo do meio de cultura com soro de coelho imunizado com o meio de
cultura ou com soro de coelhos infectados com promastigotas de L. tropica, seguida de
cromatografia do precipitado com Sephadex G 120-150. As fracdes eluidas imediatamente
apos o volume de exclusdo da coluna, apesar de ricas em proteina, ndo continham quaisquer
antigenos reconhecidos por soro de animais imunizados com meio de cultura, ao passo que
as fragGes seguintes, de conteudo protéico decrescente, apresentavam reatividade crescente
contra este soro. Estas fracdes foram reunidas e o0 componente protéico (cerca de 80%) foi
separado do componente sacaridico. O componente protéico reagiu com o soro de coelhos
previamente infectados com L. tropica, enquanto que o soro dos coelhos imunizados com
meio de cultura reagiam com o componente sacaridico. Estes autores sugeriram que este
componente corresponde ao fator excretado de L. tropica (EF).

Os exometabolitos antigénicos de leishmanias tém sido alvo de discussdo e de
controvérsias na literatura, sobretudo sobre sua constituicdo quimica. SEMPREVIVO
(1978) descreveu 0s exometabdlitos de promastigotas de L. donovani como um
glicopetideo de baixo PM, exibindo espectros de absorcdo maximos em 193 e 278nm.
DECKER-JACKSON & HONIGBERG (1978) descreveram estes exometab6litos como
uma glicoproteina, com maximos de absor¢ao em 230, 260 e 280 nm. EL-ON et al. (1979)
descreveram 0s mesmos exometabolitos como substancias semelhantes a um
polissacarideo, com espectros de absorcdo maximos em 220 e 730 nm. Afim de definir a
natureza quimica dos exometabdlitos de promastigotas de L. donovani, SEMPRE-VIVO &
HONIGBERG (1980) conduziram uma série de estudos simulando as diferentes condicdes
em que os exometabdlitos foram isolados, demonstrando que as diferencas observadas

pelos autores era devida a forma de isolamento, aos tipos de meio de cultura utilizados,
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forma de armazenamento e fase de vida da forma promastigota utilizada, e do tempo de
cultivo da cultura da qual as formas promastigotas eram obtidas. Eles concluiram ainda que
0 exometabdlito inicial é uma pequena molécula semelhante a um glicopeptideo, sendo as
diferentes formas quimicas dos fatores de excrecdo encontradas na literatura, o resultado de
modificacOes espontaneas que ocorrem apos o isolamento deste glicopéptideo.

MITCHEL & HANDMAN (1986) descreveram um gliconjugado soltvel derivado de L.
major, cuja injecdo em camundongos geneticamente resistentes C57BL/6, levava a um
aumento nas lesdes e a persisténcia da infeccdo nestes animais. Este glicoconjugado é
derivado de um glicolipide ligado a membrana do parasita e que, segundo 0s autores, seria
o ligante utilizado pelo parasito para ligacdo ao receptor localizado na superficie dos
macrdofagos. Celulas linfoides de camundongos BALB/c imunizados contra o
glicoconjugado e transfectadas para camundongos BALB/c “nude” induziram a
leishmaniose cuténea nestes animais. Segundo estes autores as células transfectadas seriam
diferentes daquelas provenientes de animais ndo imunizados que, é sabido, sdo células
capazes de permitir a reconstitui¢gdo nos camundongos “nude ““ sem induzir infec¢ao. Ainda
segundo os autores este glicoconjugado pode ser uma molécula importante para indugédo de
protecdo contra a leishmaniose, mas a presenca de elementos protetores ou indutores da
doenca na mesma estrutura quimica poderia complicar sua utilizagdo como vacina.

Um glicoconjugado da superficie de formas promastigotas de L. donovani foi isolado
por KING et al. em 1987. A molécula constituia-se de uma porcao lipidica, uma sacaridica
e continha ainda grupos fosfato na sua constituicdo, sendo denominada portanto como
lipofosfoglicano (LPG). PIMENTA et al. (1991) estudaram glicoconjugados de superficie
de L. major e relataram a ocorréncia de LPG também nesta espécie. Sabe-se hoje que o

LPG corresponde a principal molécula de superficie, incluindo o flagelo, de formas
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promastigotas de todas as espécies de leishmanias. Todos os LPGs estudados sdo
constituidos de 4 dominios: uma ancora de lipideos de fosfatidilinositol, um nucleo de
fosfosacarideos, uma regido rica em repeticbes de agucares fosforilados e um pequeno
“cap” oligosacaridico. A andlise de LPGs de varias espécies de leishmanias revelou que a
ancora de fosfatidilinositol e o nucleo de fosfosacarideos sdo extremamente conservados
entre as diferentes espécies do parasito, enquanto que a composicdo de agucares e a
seqliéncia das repeticdes sacaridicas fosforiladas variam de uma espécie para outra, assim
como a estrutura do “cap” (TURCO & DESCOTEUX (1992). Existem ainda algumas
caracteristicas estruturais dos LPGs que os torna bem distintos dos glicoconjugados de
eucariotos. A porcao polissacaridica é ancorada por um derivado fosfolipidico incomum,
um 1-O-alquil-2-liso-fosfatidil(mio) inositol. A cadeia alifitica consiste sempre de
hidrocarbonetos de 24 ou de 26 carbonos saturados e sem ramificagdes. O core
fosfosacaridico apresenta entre outros, residuos de galactofuranose, incomuns em
glicoconjugados eucariéticos. Outro aspecto importante € a presenca da unidade repetitiva
Gal(a1,3)Gal, um dos epitopos para 0s quais anticorpos circulantes tém sempre sido
descritos em pacientes infectados com leishmanias.

O aspecto mais marcante da estrutura dos LPGs encontra-se nas unidades sacaridicas
fosforiladas. Todas elas sdo maultiplas unidades de um esqueleto do tipo PO*
6Gal(p1,4)Man(al). Outra caracteristica marcante desta por¢do da molécula é o residuo de
Man 4-O substituido, ausente em qualquer glicoconjugado conhecido de eucariotos. A
presenca nas unidades sacaridicas fosforiladas da repeticdo do dissacarideo Gal-Man,
comum aos LPGs descritos, e as substituicdes no grupo OH do C3 de residuos de Gal,

variaveis de uma espécie para outra, podem responder pelos epitopos espécie-especificos
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descritos na literatura. Outro aspecto relevante desta regido da molécula é que, em estudos
de dindmica molecular, observou-se que as unidades dissacaridicas repetidas, em solucao,
apresentam restricdes de mobilidade em torno das liga¢cdes Gal(f1,4)Man, enquanto que
uma serie de rotdmeros de baixa energia sdo obtidos para as repeticdes Gal(al,4)Man,
sendo que elas podem ser encontradas, numa mesma molécula de LPG, em diferentes
configuragdes, permitindo inclusive que a molécula possa variar seu comprimento em até
duas vezes. Também foi observado que o grupo OH, ligado ao C3 do residuo de Gal, em
qualquer dos rotameros de baixa energia, encontra-se exposto ao solvente e apresenta alto
grau de mobilidade. Isto é relevante pois € nesta posi¢do que ocorrem as substituices de
residuos, observadas nos LPGs de diferentes espécies do parasito (ORLANDI & TURCO
1987, MACCONVILLE et al. 1990, HOMANS et al. 1992, ILG et al. 1992).

Também ¢é sabido que partes da estrutura do LPG sdo encontradas em outras
moléculas do parasito, como nas ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) e nos
glicosilinositolfosfolipides de leishmanias, no fator excretado (EF) e como parte da
estrutura quimica de glicoproteinas. O LPG também é encontrado complexado com
proteinas dos meios de cultura, ou com proteinas séricas dos hospedeiros vertebrados,
sendo que esta forma tém implicacfes a nivel da resposta imune do hospedeiro infectado.
Partes da estrutura do LPG foram observadas também em uma série de glicoconjugados
excretados, como na fosfatase acida (SAP) encontrada em meios de cultura, que contém as
repeticbes de fosfoglicanos do LPG como parte de sua estrutura quimica, ou nos
fosfoglicanos que contém o “cap” ligado as mesmas unidades fosfosacaridicas encontradas
no LPG (JARDIM et al. 1991, MENDONCA et al. 1991, KELLEHER et al. 1992, TURCO

& DESCOTEUX 1992, MENDONCA et al. 1994, BEVERLEY & TURCO 1998).
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Recentemente, vacinas sintéticas e semi-sintéticas tem sido propostas explorando o
tetrasacarideo correspondente ao ‘cap” do LPG de L donovani. O tetrasacarideo contendo a
ligagdo incomum Gal-B-(1—» 4)Man foi obtido por sintese quimica e, numa primeira
construgdo o ‘cap” foi conjugado ao imunoestimulador Pam3Cys para producdo de uma
vacina totalmente sintética. Uma segunda construgao foi feita conjugando o “cap” sintético
ao carreador protéico KLH, produzindo-se desta forma uma vacina semi-sintética. Os
ensaios de protecdo contra infeccdo por L donovani utilizando camundongos vacinados
com estas construcdes estdo em andamento (HEWITT & SEEBERGER 2001).

Muita informacdo tém sido acumulada sobre o papel do LPG na infeccdo por
Leishmania. Esta molécula assim, como a gp63, tém sido considerada uma das provaveis
candidatas a uma vacina de composicdo quimica definida contra a leishmaniose. Muitos
aspectos da resposta imunoldgica, definidos em estudos com o LPG, com a gp63 e com
partes da estrutura quimica de ambas, tém indicado que mais estudos devam ser conduzidos
para definir melhor a resposta imune contra estes antigenos (MITCHELL & HANDMAN
1986, JAFFE et al. 1990, KEMP et al. 1991). Estudos recentes utilizando técnicas de
biologia molecular tém fornecido informacdes sobre 0s genes e moléculas ligadas a sintese
do LPG e de glicoconjugados de parasitos intracelulares, indicando que estes podem ser 0s
determinantes de viruléncia, nestes tipos de parasitos (BEVERLEY & TURCO 1998,
MENGELING & TURCO 1998). A importancia e o papel destes conjugados nos processos
de resposta imunoldgica e as suas interacbes com proteinas tém sido alvo de diversos

estudos, tendo sido muito bem revistos (RUDD et al. 2001, SPENCER & DAVIES 2001).
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11.1. Objetivo geral:

Isolar , identificar e fazer a caracterizagdo molecular e imunogénica de antigenos
presentes em amostras da vacina contra Leishmaniose Tegumentar Americana

(LEISHVACIN®), submetidas a longos periodos de armazenamento.

11.2. Objetivos especificos:

I1.2.1. Isolar antigenos a partir da fracdo solUvel de amostras de Leishvacin

polivalente e monovalente;

11.2.2. Identificar a(s) cepa(s) de Leishmania das quais o(s) antigeno(s) isolado(s) da

vacina polivalente sdo originados;

11.2.3. Comparar a natureza quimica e imunogénica do(s) antigeno(s) isolado(s) da

vacina polivalente com aquele(s) obtido(s) de vacina monovalente;

I1.2.4. Determinar o peso molecular dos antigenos isolados;

I1.2.5. Determinar a natureza quimica dos antigenos isolados;

11.2.6. Determinar a composicao quimica dos antigenos isolados;



I11. MATERIAIS E METODOLOGIAS.
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I11.1. MATERIAIS

Extrato total de formas promastigotas de Leishmania.

Como fonte de extrato total de parasitos foram utilizadas amostras de vacinas contra
Leishmaniose Tegumentar Americana (Leishvacin ®), produzidas pela Bioquimica do
Brasil (BIOBRAS, SA), como proposto por MAYRINK et al. 1979. Antigenos foram
isolados de vacinas constituidas de cinco cepas do parasito: Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Leishmania) mexicana (MHOM/BR/BH6),
Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/70/M1176), Leishmania major-like
(MHOM/BR/BH49) e Leishmania major-like (MHOM/BR/63/BH21), lote 9031004-1V
produzido em 1991. Antigenos foram também isolados de vacinas de cepa Unica do
parasito, Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), vacina monovalente,

lote 3031012-1V produzido em 1993, ou vacina monovalente recém preparada.

Soros

Os soros humanos infectados com todas as formas de leishmaniose, soros de
individuos vacinados e soros de pessoas residentes em area endémica para leishmanioses,
mas ndo afetados pela doenca, e 0s soros de cdes foram fornecidos pelo Departamento de
Parasitologia da UFMG e tiveram o diagnostico das infecgbes, quando presentes,
confirmados por exame parasitoldgico. Os demais soros de pacientes foram fornecidos pela
Fundagdo Hemominas e tiveram seu diagnostico comprovado por teste de Elisa e por

exame parasitolégico.
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111.2- METODOLOGIAS

111.2.1. Preparacédo dos extratos solUveis de parasitos.

Para obtencdo da fracdo solGvel das vacinas, amostras de vacinas foram
inicialmente centrifugadas a 1,0 x 10° g por 75 min a 10°C. O sobrenadante (fracdo soldvel)
foi entdo recolhido e filtrado em filtro de 0,45 um e o precipitado desprezado. A fracdo
solivel de amostras de vacina pentavalente foi denominada SFE. A fragdo solivel de
vacina monovalente de longo tempo de armazenamento foi denominada SF8 e a da vacina

recentemente preparada foi denominada FM8.

111.2.2. Quantificacdo de proteinas e de carboidratos totais.

Dosagens de proteinas totais

Todas as dosagens de proteinas foram feitas pelos métodos de LOWRY et al. 1951
ou pelo método de BRADFORD 1976. Foram utilizadas em cada método, aloumina bovina
e ovalbumina, respectivamente.
Dosagens de carboidrato total

Todas as dosagens de carboidrato total foram feitas pelo método do fenol/acido

sulfurico como proposto por DUBBOIS et al. (1956) utilizando glicose como

monossacarideo padrao.
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11.2.3. Isolamento dos antigenos.

Isolamento de antigenos por dialise em camaras de microdialise.

Camaras de microdidlise tiveram seus compartimentos separados por membranas de
dialise de poros de 12-14 KDa. Um dos compartimentos foi preenchido com 1,2 mL de
fracdo solUvel das vacinas e o outro compartimento com 1,2 mL de solvente. Neste sistema
de isolamento, amostras de dialisado foram obtidas utilizando como solventes &gua,
carbonato de sodio 0,10M pH 7,40 e acetato de aménio 0,10M pH 6,70. Amostras de
dialisado foram coletadas em varios intervalos de tempo e diferentes sistemas de solventes.

Como controle da integridade do sistema e das membranas de dialise, amostras de
1,2 mL de solucdo de tripsina suina (10 mg/mL) foram dialisadas contra 1,2 mL de HCI pH
3,0. Amostras de dialisado foram entdo coletadas e a atividade enzimatica no dialisado foi
medida utilizando uma solu¢do do substrato triptico BapNA (N-Benzoil-DL-Tirosil-p-

Nitroanilida) em tampéo TRIS-HCI 0,050 M, pH7,40.
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Isolamento de antigenos por métodos cromatograficos

Cromatografia de exclusdo molecular em FPLC.

Amostras de fracdo sollvel das vacinas foram submetidas a cromatografia de
exclusdo molecular utilizando coluna Superose 12. Apds o equilibrio da coluna com
tampédo fosfato 0,10 M, pH 7,4, amostras da fracdo soltuvel de diferentes formulacdes da
vacina (SFE, SF8 ou FM8) foram aplicadas a coluna (2 mL/corrida) e eluidas com 0 mesmo
tampdo de equilibrio, a temperatura ambiente. Foi utilizado um fluxo de 0,25 mL/min,
sendo colhidas fracBes de 1,25 mL por tubo. A presenca de material nas fracbes foi
avaliada pelo monitoramento da absor¢do do eluato em 280nm. Fracdes de interesse foram
coletadas e reunidas, concentradas e submetidas as etapa cromatograficas subsequentes.
Uma curva de calibracdo da coluna foi feita utilizando como padrdes de pesos moleculares
0 blue-dextran (2,00 x 10° KDa), Alcool desidrogenase (150 x 10° KDa), soroalbumina
bovina (66,0 x 10° KDa), ovalbumina (45,0 x 10°® KDa), anidrase carbonica (29,0 x 10°
KDa) e ribonuclease (14,7 x 10° KDa). Estes marcadores foram eluidos no mesmo tampao
utilizado no isolamento de antigenos da fracdo sollvel das vacinas. O limite de exclusdo

desta coluna é de 300 KDa.

Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC.

As fragdes de interesse provenientes da cromatografia em coluna Superose 12 foram
reunidas e submetidas a uma nova cromatografia de exclusdo molecular utilizando a coluna
Ultra Hydrogel Linear. Apos o equilibrio da coluna com tampéo fosfato 0,10M, pH 7,4,
amostras foram aplicadas e eluidas com o mesmo tampé&o de equilibrio. Foi utilizado um

fluxo de 0.8 mL/min e as fracdes eluidas foram coletadas manualmente. A presenca de
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material de interesse nas fragdes foi feita pelo monitoramento da absorcdo do eluato em
280nm e 212 nm, simultaneamente. As fracOes de interesse obtidas nesta etapa foram
reunidas, dialisadas e concentradas para o proximo passo cromatografico. Uma curva de
calibracdo desta coluna foi feita utilizando como padrdes de peso molecular, dextrans de
2,0 x 10°%,600,0 x 10% 200,0 x 10°% 75,0 x 10°, 45,0 x 10°, 10,0 x 10°% 5,00 x 10°, e cadeia
alfa da insulina humana (23,0 x 10?), eluidos no mesmo tampé&o utilizado no isolamento de
antigenos. O limite de exclusdo da coluna Ultra Hydrogel Linear é de 7,00 X 10° KDa. O

mesmao protocolo foi utilizado nas cromatografias de fracGes obtidas nesta mesma coluna.

Cromatografia de fase reversa em HPLC.

As fracOes de interesse provenientes da cromatografia de exclusdo molecular em
HPLC foram submetidas a uma cromatografia de fase-reversa em HPLC utilizando a
coluna RP 300 HR (coluna C8) de 250/4,5 mm. Como eluente foi utilizada um solucdo de
acetonitrila (CH3CN) 70% em &cido trifluoroacético (TFA) 0,08%. A coluna era
previamente equilibrada com solucdo de TFA 0,02%. Apds o equilibrio da coluna, as
amostras suspendidas em H,O eram aplicadas a coluna e eluidas em gradiente crescente de
solugdo de CH3CN em TFA a temperatura ambiente. Foi utilizado um fluxo de 1,5 mL/
min. FracGes correspondente aos picos eluidos foram coletadas manualmente. A presenca
de material de interesse nas fracGes foi avaliada pelo monitoramento da absorcéo do eluato
em 280nm e 212 nm, simultaneamente. Nesta etapa as amostras foram também secas em
“speed vac” e em seguida ressuspendidas no solvente apropriado para as subsequentes
analises. O mesmo protocolo foi utilizado quando amostras coletadas nesta coluna foram

submetidas nesta mesma coluna.
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111.2.4. Caracterizacdo imunogénica dos antigenos isolados.

Caracterizacao por ensaios de ELISA.

Fracbes antigénicas foram selecionadas através de ensaios de ELISA como
realizado por TAVARES et al. (1984). Placas de ELISA de 96 pocos foram sensibilizadas e
incubadas durante uma noite com os antigenos diluidos em tampé&o carbonato / bicarbonato
de sodio 0,50 M, pH 9,60. Apos esta incubacdo as placas foram lavadas 3 vezes com
tampdo salina fosfato 0,150 M, pH 7,40 (PBS), contendo 0,050% de Tween 20 (PBS-
Tween) e incubadas por 1 hora com solucdo de albumina bovina 2,0% em PBS. Apds este
periodo as placas foram lavadas e incubadas com os soros teste diluidos em tampéo de
incubagdo (PBS contendo 0,10% albumina bovina ) por 1 hora a 37°C. Apéds 3 lavagens as
placas eram entdo incubadas com os conjugados apropriados, diluidos em tampdo de
incubagdo, por 1 hora a 37°C. Ap6s 5 lavagens com PBS-Tween e 1 lavagem com PBS as
placas foram incubadas com solucdo reveladora (tampéo citrato/fosfato 5,0 M, pH 5,0,
contendo 0.012% H,0, e 0,0020% de OPD) por 15 minutos. A reacdo foi entdo paralisada
pela adi¢do de 20 ul de H,SO,4 8,0N e a densidade 6tica em 492nm determinada em leitor

automatico de ELISA.
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Caracterizagao por ensaios de “Western Blotting”.

Ap0s separacdo dos antigenos por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
(descrito em 3.2.5), bandas contidas no gel foram submetidas a eletrotransferéncia para
membranas de nitrocelulose (0,22 u) segundo método descrito por TOWBIN et al. 1979.
Apos a transferéncia as membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras de cerca de
0,50 mm. Tiras contendo marcadores de peso molecular foram reveladas por coloragdo com
Ponceau 0,50% em solucéo de acido acético 10%. Tiras contendo amostras foram lavadas
com PBS-Tween 5,0% por 20 min. sob agitagdo. Em seguida as tiras foram incubadas com
PBS-Tween contendo 0,30% de caseina por 30 min. Apds o blogueio, as tiras foram entdo
incubadas com os soros apropriados diluidos em PBS-Tween por 60 min, sob agitac&o.
ApoOs esta etapa as tiras foram submetidas a duas lavagens de 20 min com PBS-Tween e
duas lavagens de 20 min. com PBS. As bandas reativas foram evidenciadas pela incubacéo
das tiras em tampdo TRIS-HC1 0,10 M, pH 7,40, contendo 0.050% de 3,3’
diaminobenzidina e 0,10% de H,0,. A reagdes foram paralisadas pela adi¢cdo de &cido

acético 60%.
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111.2.5. Caracterizacdo quimica dos antigenos isolados.

Caracterizacdo por métodos eletroforéticos em géis de poliacrilamida (PAGE).

As eletroforeses em gel de poliacrilamida foram conduzidas segundo proposto por
LAEMLI 1970, com ligeiras modificacbes. Amostras foram suspendidas e dissolvidas em
tampdo TRIS-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,002% de SDS e, 0,10% de azul de
bromofenol (tampdo de amostras). Quando conveniente, o tampdo de amostras era
acrescido de 5,0% de agente redutor (2-mercaptoetanol) para verificar a presenca ou nédo de
ligacOes de dissulfeto nas bandas observadas no gel. Géis em condi¢bes nativas foram
obtidos utilizando tampdes de corrida e de amostras sem SDS. O tampdo de corrida
utilizado foi o tampdo TRIS-HCI 1,5 M, pH 8,30, com ou sem SDS. As corridas foram

desenvolvidas a 150 V.

Procedimentos de coloracédo dos géis de poliacrilamida pela método da prata.

Apbs a corrida eletroforética os geis foram coradas pela prata, como proposto por
OAKLEY et al. 1980, com ligeiras modificacdes, para deteccdo de proteinas. Inicialmente
os géis foram incubados por 1 h no sistema metanol / acido acético / agua na proporcao 6,7:
1,0: 2,3. Em seguida os géis foram incubados por 1 h no sistema metanol / acido acético /
agua na proporcao de 0,67: 1,0: 8,33. Numa terceira etapa os géis foram incubados em
glutaraldeido 10% por 45 minutos. Ap6s extensiva lavagem para retirada do excesso de
glutaraldeido, os géis foram incubados por 20 minutos em solucdo amoniacal de prata. A
solugéo amoniacal foi preparada pela suspenséo de 0,70g de AgNO3; em 32 mL de solugéo

de NaOH 0,36%, que foi titulada com NH,OH até a completa dissolucdo da prata. O
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volume da solucédo foi entdo completado para 100 mL com H,O. Apds incubacao dos geéis
na solucdo de prata, procedeu-se a lavagem com H,0 ( 5 lavagens de 5 min) e a posterior
revelacdo das bandas. A solucédo de revelacdo foi preparada pela mistura de 25 pL de 4cido
citrico 2,60 M e 100 uL de formaldeido em 100 mL de H,0O. Os géis foram mantidos na
solucdo reveladora até a visualizacdo das bandas, sendo que a reacdo foi paralisada pela

substituicdo da solucdo reveladora por acido acético 0,020%.

Coloracéo dos géis de poliacrilamida pelo método do acido periddico-base de

Schiff (Periodic Schiff Acid, PAS).

Para deteccdo de carboidratos, géis de poliacrilamida foram corados pelo método do
PAS como proposto por DUBBOIS et al. 1956, com algumas modificacdes. Apds a corrida
eletroforética os géis foram incubados por 1 h numa solugdo fixadora composta por
metanol / acido acético / 4gua na propor¢do de 7,0: 2,0: 1,0. Em seguida os géis foram
incubados em 60 mM de HslOs em CH3COOH 5% por 1 h. O géis foram em seguida
brevemente lavados com &gua e incubados por 20 minutos em 10 mM de Na,S;0s em
CH3COOH 5%. Apo6s lavagem dos géis procedeu-se a revelacdo das bandas incubando o
gel reagente de Schiff por 2 h. O reagente de Schiff foi preparado pela dissolucdo de 4g de
fucsina basica em 800 mL de agua a 100°C. Apods fervura por 5 minutos, a solucédo foi
resfriada até 50°C e acrescida de 100 mL de HCI 1,0 M sob agitacdo. A mistura foi entdo
resfriada até 25°C e adicionou-se 6,80g de Na,S,0s. Ap6s incubacdo por uma noite a 4°C, a
solucdo foi decantada com 20g de carvao ativado durante 12 h, pré-filtrada em filtro de

papel Whatmam N° 1 e em seguida filtrada em membrana Millipore de 0,45p.
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Caracterizacdo por eletroforese em geis de agarose (AGE).

Para a deteccao de acidos nucléicos nas fraces, amostras foram submetidas a AGE
como proposto por MANIATIS et al. 1982. Géis de 0,50% de agarose foram preparados
pela dissolucdo a quente da agarose em tampédo TRIS-borato 50 mM, pH 8,0, contendo 1,0
mM de EDTA (TBE). Apo6s a suspensdo em tampdo da amostra (azul de bromofenol
0,040%, xilenocianol 0,040% e sacarose 6,60%) as amostras foram submetidas a
eletroforese em TBE a 75V. Apds a corrida o gel foi incubado em solucdo de brometo de

etideo 0,50 mg/mL e as bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz ultra violeta.

Caracterizacdo dos epitopos por tratamentos quimicos e enzimatico em placas

de ELISA.

Apds a sensibilizacdo e bloqueio (ver item 111.2.4), pogos contendo amostras de
antigenos (CT") foram tratados por incubacdes isoladas em 100 L, por 4 h a 37°C, com os
seguintes reagentes quimicos e enzimas:

- 2-mercaptoetanol 0,060 M, pH 4,71,

- Acido periodico 0,020 M, pH 4,70;

- Pronase 1,0 mg/ml em tampéo acetato de sodio pH 5,60;

Apo0s a incubacdo os pocgos foram lavados cinco vezes com PBS-Tween e uma vez com
PBS e os ensaios de ELISA foram conduzidos como descrito no item 111.2.4. Foram feitos
pocos sensibilizados mas ndo tratados (NT*), e pogos controles ndo sensibilizados mas
também tratados (TN™). Foram ainda feitos pogos controles sensibilizados e ndo tratados
mas incubados com soro normal ( NT ). O efeito (E) foi calculado de acordo com a

equacéo:
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E= (A-B)+C,onde:

A=NT"-NT
B=CT'
C=TN"'

Caracterizacdo das fracGes antigénicas apds tratamentos quimicos, por

cromatografia e por espectrofotometria.

Protocolo de tratamento dos antigenos com 2-mercaptoetanol.

Amostras dos antigenos foram dissolvidas em 2,0 mL de &gua desionisada, sendo
retirada uma aliquota de 1,0 ml. O 1,0 mL restante foi entdo seco em centrifuga a vacuo e
ressuspendido em 200 uL de mercaptoetanol 0,060 M, pH 4,71 e entdo incubadas em
banho a 95°C por 10 min. Apods esta incubagdo as amostras foram secas em centrifuga a
vacuo a 50°C, sendo em seguida incubadas a 37°C por 30 min com 200 pL de tampéo
acetato de s6dio 50 mM, pH 5,78 contendo 0,60 M de iodoacetamida. Apos a reagdo com a
iodoacetamida as amostras foram extensivamente dialisadas contra H,O e secas em
centrifuga a vacuo.

Um controle de reacdo foi feito e consistiu em submeter amostras dos reagentes a
todo o procedimento descrito anteriormente, na auséncia dos antigenos. Apds dissolucéao
em 1,0 mL de &gua desionisada, as amostras tratadas foram analisadas por métodos

cromatograficos em HPLC e por espectrofotometria.
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Cromatografia em HPLC dos antigenos tratados, utilizando coluna de

exclusdo molecular Ultra Hydrogel Linear.

Apbs o equilibrio da coluna com tampéo fosfato de sédio 0,10 M, pH 7,4, ou com
H.O desionisada, amostras de 20 uL de antigenos tratados foram aplicadas a coluna e
eluidas nos respectivos sistemas de equilibrio. Nos dois sistemas de elui¢do foi empregado
um fluxo de 0,8 mL/min. A absorvéancia das fracdes foi monitorada a 280nm e a 212 nm,
simultaneamente. FracBes correspondentes a cada pico eluido, nos diferentes sistemas
eluentes, foram coletadas manualmente e separadamente. As fracGes provenientes dos
diferentes sistemas de eluicdo foram recromatografadas, cada qual isoladamente,
empregando as mesmas condicOes de eluicdo da amostra original ou no outro sistema

eluente empregado.

Cromatografia em HPLC dos antigenos tratados utilizando coluna de fase

reversa RP 300 HR (coluna C8).

As amostras tratadas ou ndo com 2-mercaptoetanol foram submetidas a
cromatografia de fase-reversa, a temperatura de 40°C. Como eluente foi utilizada uma
solucdo de acetonitrila 70% em TFA 0,08%. A coluna era previamente equilibrada com
solucdo de TFA 0,02%. Ap6s o equilibrio da coluna, amostras de 20 uL foram aplicadas e
eluidas em gradiente crescente de solu¢cdo de CH3CN em TFA. Foi utilizado um fluxo de
1,5 mL/ min. Fragdes provenientes da cromatografia de filtracdo, em HPLC, das amostras
tratadas com 2-mercaptoetanol, foram também submetidas a este mesmo procedimento
cromatogréafico e nas mesmas condigdes. A presenca de material nas fraces foi avaliada

pelo monitoramento da absor¢do do eluato em 280nm e 212nm, simultaneamente.
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Caracterizagdo dos antigenos tratados por espectrofotometria.

O espectrofotdmetro foi zerado utilizando o controle de reacdo e a linha de base foi
obtida utilizando o préprio controle de reacdo, apds ter sido dialisado. Em seguida os
espectros das amostras de antigenos tratadas com 2-mercaptoetanol e iodoacetamida foram
obtidos tendo como branco o controle de reacdo. O espectro das amostras de antigeno néo
tratadas foram obtidos utilizando como branco a agua desionisada. Neste caso a agua

desionisada foi utilizada para zerar o aparelho, bem como para obtencéo da linha de base.

Analise de aminoacidos nos antigenos por cromatografia de fase reversa em

HPLC (Método Pico.Tag).

Protocolo de hidrélise acida.

Amostras de antigenos contendo 100 ug em peso e amostras de padrdes de
aminoacidos (Pierce) contendo cerca de 1,0 umol de cada residuo foram acondicionadas em
tubos de vidro limpos por pirélise e suspendidas em 100 pL de &gua desionisada. Um
branco de hidrolise foi também preparado pela adicdo de agua desionisada em dois tubos.
Os tubos foram entdo secos em centrifuga a vacuo e em seguida acondicionados em uma
frasco de vacuo contendo 250 uL de HCI 6,0 N e um cristal de fenol. O frasco de vacuo foi
entdo fechado a vacuo e com atmosfera de Ny, incubada em estufa a 100°C e mantida nesta
temperatura em intervalos de 2, 6, 12 e 16 horas. Apos hidrolise as amostras foram secas

em centrifuga a vacuo durante 15 minutos a 50°C.
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Amostras de cisteina foram previamente convertidas a acido cistéico numa mistura
de acido formico 97% contendo peroxido de hidrogénio na proporgdo de 19:1. Amostras
de 250 picomoles deste residuo foram incubadas em 100 uL desta mistura por 30 minutos a
22°C e em seguida secas em centrifuga a vacuo. Apos sua conversdo a acido cistéico as
amostras foram submetidas ao procedimento de hidrolise &cida descrito anteriormente.
Amostras de insulina humana foram utilizadas como controle do protocolo de oxidagédo de

cisteina. Controles de insulina e cisteina ndo oxidados também foram analisados.

Protocolo de hidroélise alcalina.

Amostras de antigenos contendo 100 pg de carboidrato e amostras de padrdes de
aminoéacidos (Pierce) foram acondicionadas em ampolas de 3,0 mL e suspendidas em 100
uL de NaOH 4,0 N. Um branco de hidrolise foi também preparado pela adicdo 100 uL de
NaOH 4,0 N em duas ampolas. As ampolas foram entdo fechadas a vacuo e em atmosfera
de N e acondicionadas em frasco de vacuo, tambem fechada a vacuo e com atmosfera de
N,. O frasco de vacuo foi entdo incubado a 100°C em intervalos de 2, 6, 12 e 16 horas.
Apos hidrdlise as ampolas foram abertas e 0 pH das amostras foi neutralizado pela adicao
de 100 uL de CH3COOH. Em seguida as amostras foram secas em centrifuga a vacuo a
50°C durante 75 minutos.

Amostras de cisteina e de insulina humana foram previamente oxidadas a acido
cistéico, como descrito anteriormente, antes de serem submetidas a hidrdlise alcalina.
Amostras de insulina humana e de cisteina ndo oxidadas foram também submetidas ao

protocolo de hidrolise alcalina.
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Procedimento de derivatizacdo dos aminoacidos utilizando o método do

fenilisotiocianato (COHEN et al. (1988).

Amostras e padrdes hidrolisados foram inicialmente submetidas a um procedimento
de ressecagem em uma mistura de metanol/ acido acético/ trietilamina (TEA) na proporc¢édo
de 2,0: 2,0: 1,0. As amostras foram ressuspendidas em 20 pL desta mistura e secas em
centrifuga a vacuo durante 15 minutos. Apds secagem as amostras e padrdes hidrolisados e
amostras e controles ndo submetidos ao procedimento de hidrélise foram ressuspendidos
em 100 pL de solucdo de derivatizagdo, composta por etanol/ H,O/ TEA/ PITC na
proporcéo de 7,0: 2,0: 1,0: 1,0 e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds
incubacdo o excesso de reagente foi retirado em centrifuga a vacuo, a temperatura

ambiente, durante cerca de 1 hora.

Analise cromatogréafica dos hidrolisados por cromatografia de fase reversa em

HPLC utilizando coluna Pico.Tag (Waters, Millipore).

Apo0s derivatizacdo, as amostras secas foram ressuspendidas em tampao acetato de
sodio 0,140 M, pH 5,80 contendo 5,0% de acetonitrila (CH3CN). Amostras de 20 uL de
padrdes e de insulina, contendo cerca de 200 picomoles de cada residuo foram aplicadas em
cada corrida. Para as amostras desconhecidas foram aplicados volumes contendo cerca de
10 ug de amostra, em massa.

A analise dos aminoacidos foi feita por cromatografia de fase reversa em HPLC,
utilizando o método PICO.TAG, como proposto por KOOP et al. (1982), com algumas
modifica¢fes. Como eluente foi usado o sistema acetonitrila / agua (CH3CN 60%, solucdo

B) e tampdo acetato de sodio 0,14M, pH 5,8 contendo 0,05% de TEA (solugdo A). As
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cromatografias foram conduzidas utilizando um fluxo de 1,0 mL / min e a 40°C, tendo a
duragéo de 12 min. A coluna era previamente equilibrada por 10 min com 6,0% de CH3;CN
(10% de solugdo B) antes da aplicacdo de cada amostra. Ap6s a completa eluicdo das
amostras (11,5 min), a concentracdo da solucdo B era elevada para 100% e mantida assim
por 7,0 min para completa lavagem da coluna, sendo entdo retomado o periodo de 10 min

de equilibrio da coluna.

Caracterizacéo das fragOes antigénicas por espectroscopia no infra vermelho.

Amostras de 1,0 mg do antigeno foram misturadas a 1,0 mg KBr até se obter um
pasta homogénea. A pasta foi entéo seca e comprimida sob pressdo de 240 Kg/cm? para se
obter o disco de sal de KBr da amostra. Os espectros foram obtidos em espectrémetro
FTIR utilizando detetor DGTS KBr. Como controle foi obtido o espectro do peptideo C
numa freqiiéncia de 32 varreduras min™ em resolucéo de 4,0 cm™. A amostra do antigeno
P1 foi obtida utilizando uma freqiiéncia de 46 varreduras min™ numa resolucéo de 4,0 cm™,

sendo realizados 2000 varreduras.
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Caracterizacéo das fracdes antigénicas por cromatografias em camada delgada

(TLC).

Procedimentos de cromatografia em camada delgada.

As cromatografias em camada delgada foram desenvolvidas utilizando como fase
estacionaria placas de silica. Os ensaios foram conduzidas em capela de exaustdo, sendo
que em todas cromatografias foram aplicados 20ug de amostras teste num volume de 2,0
uL e 2,0ug de padrdes de mono e / ou dissacarideos num volume de 2,0 uL por placa. Apos
a aplicacdo das amostras as placas foram colocadas na cuba de TLC contendo 20 mL da
fase mdvel. A fase movel era colocada na cuba 30 min antes da colocacdo da placa para
formar uma atmosfera da fase mével na cuba antes de iniciar-se as cromatografias. Como
fase maével foi utilizado o sistema piridina/ butanol/ &gua na proporc¢do de 3: 1: 3, sendo as
corridas neste sistema realizadas em 60 min. Cromatografias foram também desenvolvidas
utilizando como fase moével o sistema acetonitrila/ dgua (CH3CN 85%), neste caso
utilizando placas previamente tratadas com Na,S,0s 0,10 M e tampdo citrato de sodio 9,0
mM, pH 4,80. O tratamento consistiu em imergir as placas brevemente na solucdo de
metabissulfito seguida de secagem a 37°C. O processo foi entdo repetido com o tampé&o
citrato seguido da secagem das placas nas mesmas condicGes antes da aplicacdo das
amostras. No sistema acetonitrila/ agua, trés corridas com mesma placa eram realizadas em
sequéncia, sendo a placa seca a temperatura ambiente e em capela de exaustdao no intervalo
entre cada corrida. Apds a ultima corrida as placas eram secas em capela de exaustdo e a

temperatura ambiente.
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Procedimento de revelagéo das placas de TLC.

A deteccdo dos carboidratos nas placas de cromatografia foi feita utilizando o
sistema difenilamina/ anilina. A solucéo reveladora consistiu de uma mistura de 0,40 g de
anilina dissolvidos em 8,0 mL de acetona, acrescida de 100 mL de anilina 4,0% v/v em
acetona. O volume final da solucdo era entdo completado para 128 mL com 20 mL de &cido
fosforico 85%. As placas foram borrifadas com a solucéo reveladora e em seguidas secas a
temperatura ambiente na camara de exaustdo. Apos a secagem as placas foram incubadas a
100°C em estufa até o aparecimento dos sinais de carboidratos. O tempo de incubagdo a

100°C variou de 2,0 — 5,0 min.

111.2.6. Analise estatistica dos dados.
ComparacGes entre dados foram analisadas para sua significancia pelo Teste de
Student (teste t) bicaldal, pareado, utilizando o programa comercial SIGMA PLOT da

Jandel Coop. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.01.
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Numa primeira abordagem partimos para o isolamento de antigenos de amostras de
vacina pentavalente por métodos de dialise. Com a intencéo de evitar problemas com altas
concentragfes de sal nos possiveis antigenos isolados nesta abordagem, utilizamos trés
sistemas de solvente distintos nos procedimentos. Surpreendentemente apenas nos
dialisados da vacina contra a4gua obtivemos antigenos reativos com soro de pacientes com
leishmaniose visceral. Nos outros dois sistemas solventes utilizados (acetato de amonio e
carbonato de amonio) os materiais obtidos ndo foram reativos (Figura 1).

Outra caracteristica observada nesta abordagem €é que, com a dialise ao longo do
tempo, a concentracdo dos antigenos presentes no dialisado contra H,O atingem uma
concentracdo de equilibrio nas primeiras 24 horas de dialise, ocorrendo uma queda nesta
concentracdo por volta de 120 horas de dialise. Observa-se que ap6s 24 horas de didlise
ocorre precipitacdo parcial no dialisado. Apesar da vacina ser constituida de cepas de
Leishmania causadoras da forma tegumentar da doenca, a reatividade dos antigenos
presentes no dialisado é observada somente contra soros de pacientes com a forma visceral
da leishmaniose (Figuras 1 B e 2 A), ndo havendo nenhuma reatividade com soros de
pacientes com a forma tegumentar da leishmaniose (Figura 2 B). Antigenos com esta
propriedade ndo séo observados no dialisado dos outros dois sistemas de solvente testados
(Figura 1 B, simbolos verde e vermelho). Entretanto na fracdo ndo dialisvel destes
mesmos sistemas sdo observados antigenos com esta propriedade (Figura 1 A, simbolos

verde e vermelho).
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Figura 1. Reatividade dos antigenos da vacina pentavalente obtidos por dialise, medida
em ensaios de Elisa. Reatividade dos antigenos ndo dialisiveis presentes na vacina (A).
Reatividade dos antigenos presentes nos dialisados da vacina (B). As cores nos simbolos
(preta, vermelho e verde) indicam os solventes contra os quais a vacina foi dialisada, H,O,
CH3COONH,4 0,10 M e (NH4).CO3 0,10 M respectivamente. Foram aplicados 0,32 ug de
proteinas por po¢o e utilizada um grupo de 5 soros de pacientes com leishmaniose visceral
na diluicdo de 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-lgG humana conjugada a
peroxidase na diluicdo de 1 : 5000. Cada ponto corresponde a média de 3 determinacgdes

individuais.
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Figura 2. Reatividade dos antigenos obtidos por dialise da vacina pentavalente contra
agua, observada em ensaios de “Western blotting”. Reatividade dos dialisados contra
um grupo de 5 soros de pacientes infectados com leishmaniose visceral (A). Reatividade
dos dialisados contra uma reunido de 5 soros de pacientes infectados com Leishmaniose
Tegumentar Americana (B). Os soros foram utilizados na diluicdo de 1: 100. Como
conjugado foi utilizada anti-lgG humana conjugada a peroxidase na diluicdo de 1 : 2000.
Em cada canaleta do gel foram aplicados 100 uL de dialisado que foram submetidos a

SDS-PAGE (10%) antes da eletrotransferéncia.
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Como observado na figura 2, as moléculas presentes no dialisado da vacina contra
H.O, reativas com soros de pacientes humanos com leishmaniose visceral, apresentam peso
molecular muito superior ao corte da membrana utilizada no procedimento de dialise (12-
14 KDa). Estes antigenos comegcam a surgir por volta de 24 horas de diélise e praticamente
ndo penetram na malha do gel (Figuras 2 e 3 A). Em tentativas de se obter grandes
quantidades destes antigenos procedendo com a dialise ndo em cmaras de dialise mas em
sacos de didlise com maior volume de vacina, a precipitacdo do dialisado se torna mais
evidente, e o rendimento obtido foi baixo.

Observa-se que ja nas primeiras 6 horas de dialise sdo detectados no dialisado
moléculas de peso molecular (24 KDa) muito acima do corte imposto pela membrana de
diélise, entretanto estas moléculas ndo reagem com o0s soros testados, apesar de se
apresentarem em concentragdo maior, visiveis a prata, em comparacao com aquelas de peso
molecular alto e que sdo reativas (Figuras 2 A e 3 A). Estas moléculas de alto peso
molecular ndo sdo provenientes de contaminacdo ou de vazamentos através da membrana,
uma vez que amostras de tripsina suina, cujo peso molecular é de 24 KDa ndo atravessam
de maneira significativa a membrana (Figura 3 B). Estas observagdes indicam que estes
antigenos de alto peso molecular séo, provavelmente, produtos de associacdo de moléculas
menores que cruzam a membrana ao longo do processo de dialise.

Este achado estd de acordo com os resultados da figura 1, onde se observa que o
material ndo dialisdvel da vacina contém a maior parte dos antigenos que reagem com o
soro de pacientes com leishmaniose e, sua reatividade praticamente néo se altera ao longo
de 120 horas de dialise. Isso sugere que 0s antigenos presentes no dialisado ja se encontram
na fracdo soluvel da vacina original, podendo ser formados durante a dialise contra H,O por

fendmenos de agregagdo molecular no compartimento do dialisado.
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Figura 3. SDS-PAGE dos antigenos obtidos por diélise da vacina polivalente durante
108 horas e atividade enzimatica apresentada pelo dialisado de tripsina suina. Em (A):
SDS-PAGE (10%) corado pela prata. Foram aplicados 100 pL de cada dialisado por
canaleta. Em (B): Atividade enzimatica da tripsina suina presente nos dialisados (circulos

cheios). Atividade enzimatica da tripsina suina no compartimento da fracdo nao dialisada

(circulos vazios).
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Apesar de antigenos terem sido obtidos por dialise da vacina pentavalente contra
agua, este sistema ndo se mostrou apropriado um vez que, ap6s longos periodos de diélise,
parte do dialisado sofre um processo de precipitacdo. Apesar da precipitagdo observa-se
que, apos reducdo quimica com 2-mercaptoetanol, tanto o precipitado formado durante a
didlise (PrDM) quanto a porcdo solivel do dialisado (SbDM) apresentam bandas
semelhantes em SDS-PAGE, sugerindo que as duas fracOes, precipitada e sobrenadante,
possuem identidade quimica semelhante (Figura 4). Pode-se observar ainda que, apesar
desta vacina ter sido estocada por cerca de 10 anos, moléculas com peso molecular muito
acima de 60 KDa ainda estédo presentes (Figura 4, VPeS). Na fragdo correspondente ao
sobrenadante do dialisado s&o vistas bandas que praticamente ndo penetram na malha do
gel, independente ou ndo do tratamento com o 2-mercaptoetanol (Figura 4, SbDS e ShDM).

Antigenos com a propriedade de reconhecer especificamente soros de cées e de
pacientes humanos com leishmaniose visceral foram obtidos no dialisado de vacinas
constituidas por 4 das cinco cepas presentes na vacina pentavalente (Figura 5). Em todos os
casos, observou-se as mesmas propriedades vistas para 0s antigenos provenientes de vacina
pentavalente, principalmente o fenémeno de precipitacdo apds tempo extenso de dialise.

Os resultados até aqui apresentados indicam que os antigenos presentes nas amostras de
dialisados, das diferentes formulacbes da vacina, ja se encontram nas vacinas
originalmente. Os eventos de precipitacdo limitam o isolamento destes antigenos por
dialise, além de ndo termos obtido antigenos de peso molecular baixo, 0 que era a principio
esperado. Resolvemos entdo isolar estes antigenos diretamente da fracdo solivel das
vacinas por métodos cromatograficos e concentrar o estudo nas amostras das vacinas
pentavalente ou monovalente constituida pela cepa PH8, de longos periodos de

armazenamento.
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Figura 4. SDS-PAGE em condicbes redutoras (com 2-mercaptoetanol) das fracgdes
precipitada e soluvel dos antigenos da vacina pentavalente (lote 9031004-1V, 1991),
obtidos por dialise extensiva contra H,O. Gel de 10% corado pela prata. Foram aplicados
10 nug em proteinas de cada amostra de fragdo soltvel da vacina total e da fracdo soluvel
dos antigenos por canaleta. Da fragdo precipitada do antigeno foram aplicados 10 uL por
canaleta. Antigeno precipitado com redutor (PrDM). Antigeno precipitado sem redutor,
(PrDS). Antigeno soltvel com redutor (SbDM). Antigeno soltvel sem redutor (SbDS).
Fracdo soluvel total da vacina com redutor (VPeM). Fracdo soluvel total da vacina sem
redutor (VPeS). Marcadores de peso molecular (Pd).
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Figura 5. Reatividade dos antigenos, da vacina pentavalente e monovalentes obtidos
por dialise, medida em ensaios de Elisa. Antigenos de vacina pentavalente (barra vazia),
antigenos isolados de vacina da cepa BHO06 (barra preta), antigenos isolados de vacina da
cepa M1176 (barra vermelha), antigenos isolados da cepa BH121 (barra amarela),
antigenos isolados de vacina da cepa BH49 (barra verde), antigenos isolados de vacina da
cepa PH8 (barra azul). Foi utilizado para reacdo um grupo de 5 soros de cdes com
leishmaniose visceral na diluicdo de 1 : 640. Como conjugado foi usada anti-lgG de céo

conjugada a peroxidase na dilui¢do de 1 : 10000.
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Por métodos cromatograficos também obtivemos moléculas de alto peso molecular
da fracdo soluvel das vacinas. Moléculas foram obtidas tanto de amostra de vacina fresca,
qguanto de amostras de vacinas com mais de 7 anos de armazenamento. As vacinas
armazenadas apresentam alto grau de degradacédo proteica, o que pode ser inferido da baixa
absorcdo a 280nm das fragOes que eluem no volume de exclusdo da coluna, quando se
compara a vacina fresca (FM8) com as demais (Figura 6, setas). Isto concorda com o fato
de ndo detectarmos proteinas nas fracGes que eluem nestes volumes, no caso das vacinas
armazenadas, apds concentrarmos estas fracdes até 1000X.

Apos reunir as fragdes e submeté-las a ensaio de ELISA, verifica-se que apenas as
fracOes que eluem no volume de exclusdo da coluna, denominadas P1, e as outras trés
fracbes que eluem imediatamente apds este volume, denominadas P2, sdo reconhecidas
pelo soro de cdes com leishmaniose visceral. Observa-se ainda estes antigenos nas mesmas
fracGes provenientes de vacina monovalente fresca (Figura 7, simbolos verdes, P1 e P2).
Nenhuma reatividade é observada para as fracfes que eluem em volumes correspondentes a
moléculas de peso médio ou baixo (< 100 KDa) (Figura 7, P4 — P12). A sobreposi¢cdo das
linhas de absorcdo a 280nm com a medida da reatividade das fragdes confirma que as
fracOes reativas ndo apresentam contetdo protéico, tomando a absorcdo a 280nm como
indicativo da presenca de proteina. Apesar das fraces correspondentes a P1, isoladas de
vacina fresca (FM8) apresentarem maior absorcdo a 280nm (Figura 7, linha verde), sua
reatividade é menor (Figura 7, simbolo verde), em comparacdo as fracfes isoladas das
vacinas armazenadas, FSE e FS8 (Figura 7, simbolos preto e vermelho). As fracdes 4, 5, 6
da cromatografia de exclusdo molecular (Figura 6) foram reunidas e denominadas Pl se
isoladas de vacina armazenada pentavalente, P8 se isoladas de vacina armazenada

monovalente cepa PH8 e P9 se isoladas de vacina armazenada cepa BH49 de Leishmania.
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Figura 6. Cromatografias de exclusdo molecular da fracéo solGvel das vacinas em

FPLC utilizando coluna Superose 12. Vacina pentavalente lote de 1991, FSE (circulos),
vacina monovalente PH8 lote de 1994, FS8 (quadrados), vacina monovalente fresca lote
1999, FM8 (triangulos). Em todos os casos foram aplicados 3,2 mg de proteina. As
amostras foram eluidas com tampéo fosfato de sddio 0,10 M, pH 7,4 em fluxo de 0,25 mL /
min, na coluna previamente equilibrada com o mesmo tampé&o de eluicdo. Insergéo: curva
de calibracdo da coluna. Os numeros correspondem aos padrdes utilizados para a
calibracdo, em KDa. As setas indicam as fragdes correspondentes ao volume de excluséo da

coluna.
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Figura 7. Reatividade das fragdes obtidas por cromatografia das vacinas em coluna
Superose 12 frente a soros de cdes com leishmaniose visceral medidas por Elisa.
Fracdo sollvel da vacina pentavalente, FSe (cor preta). Vacina monovalente armazenada
da cepa PH8, FS8 (cor vermelha). Vacina monovalente recém preparada cepa PH8, FM8
(cor verde). Cada simbolo corresponde a reunido de diferentes fracBes cromatograficas
coletadas. P1 corresponde as fracdes 4, 5, e 6 que eluem no volume de exclusdo da coluna.
P2 corresponde a reunido das 3 fracbes que eluem imediatamente apds o volume de
exclusdo da coluna (fragcbes 7, 8 e 9). As linhas correspondem ao perfil de absor¢cdo em
280nm de cada cromatografia. Para o Elisa cada poco foi sensibilizado com 20 uL de
amostra de cada reunido de fragfes cromatogréficas. Foi utilizado um grupo de soros de 4
caes infectados na diluicdo de 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-IgG de céo
conjugada a peroxidase na diluicdo de 1 : 10000. Cada simbolo corresponde a media de 2

determinac6es individuais.
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Assim como observado em ELISA, também em ensaio de eletrotransferéncia os
antigenos Pl e P8 mostraram-se reativos contra soros de pacientes humanos e de cdes com a
forma visceral da leishmaniose. N&do se observa nenhuma reatividade deste antigenos contra
soros de pacientes infectados com a forma tegumentar da doenga e nem com soros normais
de humanos e de cées (Figura 8). Observa-se que as mesmas bandas que reagem com 0
antigeno P1 também reagem com o antigeno P8, indicando uma possivel identidade quimica
entre eles. Apesar da reatividade observada para estes antigenos, € interessante notar que
esta reatividade ocorre com moléculas de pesos moleculares variando numa faixa de 90
KDa a mais de 200 KDa, em contraste com a faixa de peso molecular esperada para estas
bandas reativas, em torno de 300 KDa ou mais, de acordo com seu volume de eluicdo na
cromatografia (Figura 6).

A reatividade dos antigenos Pl e P8 apresenta muita semelhanca com aquelas
observadas para antigenos que obtivemos por métodos de diélise. Pl e P8 s6 sdo
reconhecidos por soros humanos e de cdes com a forma visceral da leishmaniose e
apresentam peso molecular alto. Outra caracteristica comum aos antigenos obtidos nas
diferentes abordagens é o fato deles parecerem ser formados por associacdes de moléculas
menores. No caso dos antigenos Pl e P8 as bandas reativas de peso inferior a faixa de
separagdo da coluna com a qual foram isolados, sé poderiam ter surgido a partir de um
fenbmeno fisico-quimico durante o processo de eletroforese ou de eletrotransferéncia.
Apenas bandas reativas com pesos igual ou acima de 300KDa seriam esperadas
considerando o limite de exclusdo da coluna e o volume de eluicdo de Pl e P8. Para
verificar quais eventos sdo responsaveis pela dissociacdo da estrutura molecular dos
antigenos Pl e P8, resolvemos testar o efeito de alguns dos reagentes utilizados na

eletroforese e na eletrotransferéncia sobre a estrutura molecular dos antigenos.



Figura 8. Reatividade dos antigenos eluidos no volume de exclusdo da coluna
Superosel2 (PI, antigeno pentavalente e P8, antigeno da vacina monovalente PH8
estocada) em “western blotting”. Padrao de peso molecular corado por ‘“Ponceau”,
(Canaleta 1). Reatividade dos antigenos Pl e P8 com soro de pacientes com leishmaniose
visceral (canaletas 2 e 3). Reatividade dos antigenos Pl e P8 com soro de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana (canaletas 4 e 5). Reatividade de Pl e P8 com soros
de individuos normais (canaletas 6 e 7). Reatividade de Pl e P8 com soros de cdes com
leishmaniose visceral (canaletas 8 e 9). Reatividade de Pl e P8 com soros de cdes normais
(canaletas 10 e 11). Em todos os casos foi utilizado um grupo de 4 soros em cada teste. Os
soros humanos e de caes foram utilizados na dilui¢do de 1 : 100. Os conjugados utilizados

foram anti-lgG humana e de cdo conjugadas a peroxidase na dilui¢éo de 1 : 5000.
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Observa-se a formacgdo de varias bandas em PAGE na presenca tanto de 2
mercaptoetanol quanto na presenca de SDS (Figura 9). Este resultado indica que o efeito
de dissociagdo dos antigenos Pl e P8 é causado pelo SDS, que estava presente nas
solugbes dos ensaios eletroforéticos e de eletrotransferéncia desenvolvidos para se
identificar as bandas reativas com os soros (Figura 8). As bandas de peso molecular
inferiores a 300 KDa, reativas com 0s soros testados, sdo resultantes de uma acdo
desagregadora do SDS sobre os antigenos originais (Figura 9). No ensaio de
eletrotransferéncia (Figura 8) o 2-mercaptoetanol ndo foi utilizado, entretanto observa-se
que este reagente também age sobre a estrutura molecular dos antigenos Pl e P8,
produzindo uma série de bandas, porém o padrdo destas bandas é distinto daquele
produzido pelo SDS (Figura 9). Isto indica que os dois reagentes atuam sobre a estrutura
quimica dos antigenos provavelmente por mecanismos distintos.

Confirmando nossa suspeita, tanto a eletroforese quanto a eletrotransferéncia na
auséncia de SDS d&o origem a uma Unica banda para o antigeno Pl, que praticamente ndo
penetra na malha do gel (Figura 10 A). Isto indica que o antigeno Pl tem peso molecular
muito alto, o que é compativel com sua origem cromatografica (Figura 6). Observa-se ainda
que, assim como se verificou para o antigeno isolado por diélise (Figura 2), apenas esta
banda € reconhecida pelo soro de cdo e de pacientes humanos infectados com a forma
visceral da leishmaniose (Figura 10 B). Estes dados corroboram a hipoGtese de que os
antigenos obtidos nas duas formas de fracionamento correspondem a mesma molécula e
que ambos sdo formados por fendmenos de agregacao molecular de pequenas moléculas.

Apesar das evidéncias de que Pl e P8 ndo seriam agregados protéicos, os efeitos do
2-mercaptoetanol sobre os antigenos sugeriram que se confirmasse, por teste direto, a

auséncia de cisteina e de outros amino&cidos na sua composigao.
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Figura 9. SDS-PAGE dos antigenos Pl e P8 em condic¢des redutoras. Padrdo de peso
molecular (Canaleta 2), antigeno P8 com e sem 2-mercaptoetanol (canaletas 4 e 6), padrdo
de baixo peso molecular pré corado com azul de “Coomassie” (canaleta 8), antigeno Pl
com e sem 2-marcaptoetanol (canaletas 10 e 12), padrdo de peso molecular (canaleta 14).
Foi aplicado o equivalente a 1,0 mL de cada antigeno por canaleta. Gel de 10% de

acrilamida.
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Figura 10. Eletroforese e “western blotting” do antigeno Pl em condigdes nativas. Em
(A): gel nativo de amostra de antigeno PI. Foram aplicados 12 ug de aglcar total em gel de
canaleta Unica. O gel foi corado pela prata. Em (B): fita 1= reatividade do antigeno PI com
soro de cdo com leishmaniose visceral, fita 2 = reatividade do antigeno PI com soro normal
humano, fita 3 = reatividade do antigeno Pl com soro de humano com leishmaniose
visceral. Todos os soros foram usados na diluigdo de 1 : 500. Para revelagdo as fitas foram
incubadas com anti-lgG humana ou de cdo conjugadas a peroxidase nas diluicdes de 1:
2000 e 1 : 4000 respectivamente. Em cada teste foi utilizado um grupo de cinco soros

humanos ou de caes.
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Nenhum sinal relativo a presenca de proteina nos antigenos Pl e P8 foi observado
(Figuras 12 e 13). Também ndo foram detectados no antigeno Pl residuos de cisteina
(Figura 11), apesar do 2-mercaptoetanol ser capaz de dissociar a estrutura dos antigenos em
uma serie de fragmentos de pesos moleculares varidveis. Tanto o mercaptoetanol quanto o
SDS sdo agentes capazes de alterar estruturas protéicas, entretanto os antigenos P1 e P8 ndo
sdo proteinas apesar de corarem pela prata (Figuras 14A e 14B). Por se tratar de estruturas
quimicas de alto peso molecular e que sdo formadas por fenbmenos de associacdo
molecular, resolveu-se verificar se os antigenos Pl e P8 pudessem ser &cidos nucléicos.
Determinamos que estes antigenos ndo sdo &cidos nucléicos (Figura 14D, canaletas 2 e 3).
Restaram entdo as hipbteses dos antigenos serem lipideos ou polissacarideos. Até aqui ndo
podemos descartar a hipotese da presenca de lipideos ou de acidos graxos na composi¢ado
destes antigenos agregados, entretanto a hipétese da presenca de carboidratos na sua
composigdo foi confirmada (Figura 14C, canaletas 1 e 3). Estes carboidratos se mostram
sensiveis a acdo do SDS (Figura 14C, canaleta 1)

O SDS é um agente que tem tanto efeitos de carga quanto hidrofébicos sobre as
estruturas quimicas com as quais interage, e nds supomos que € por um efeito de carga que
0 SDS dissocia os agregados Pl e P8 em moléculas menores. O mercaptoetanol por sua vez
é um agente que atua diretamente sobre ligacBes quimicas, de forma que suspeitamos que
sua acdo provavelmente leve a uma perda da capacidade dos antigenos em serem
reconhecidos pelos soros. Uma vez que demonstramos que Pl e P8 apresentam carboidratos
em sua composic¢do, passamos a investigar qual a importancia deste componente para a
atividade destes antigenos. Como Pl e P8 séo antigenos de peso molecular acima de 300
KDa, passamos entdo a caracteriza-los utilizando coluna com faixa de separacdo acima

deste valor.
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Figura 11. Cromatografias de fase-reversa dos hidrolisados antigeno PIl. Padrdo de
aminoacidos ndo hidrolisado (A). Padrdo de aminoécidos submetidos a hidrélise alcalina
(B). Branco de hidroélise alcalina (C), Antigeno Pl submetido a hidrélise alcalina (D).
Padrdo de aminoacidos ndo hidrolisado (E). Padrdo de aminoacidos submetido a hidrélise
acida (F). Branco de hidrolise acida (G). Antigeno P1 submetido a hidrdlise acida (H). Para
andlise foi utilizada uma amostra de 20 ug do antigeno em peso e 250 pmoles de cada
aminoacido padrdo. Os tragos verticais indicam 0s picos correspondentes aos aminoacidos,
da esquerda para a direita, Asp, Glu, Ser, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Leu,

lle, Phe, Lys respectivamente.
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Figura 12. Cromatografias de fase reversa de amostras hidrolisadas e oxidadas do
antigeno PI. Padrdo de aminoéacidos oxidado (A). Insulina humana oxidada (B). Antigeno
Pl oxidado (C). As setas indicam o pico relativo ao &cido cisteico proveniente da oxidagado
de cisteinas. Foram utilizados 10 pg de insulina humana e 20 pg do antigeno Pl em peso.

Foram utilizados 200 pmoles de cada aminoacido no padréo.
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Figura 13. Cromatografias de fase reversa dos hidrolisados do antigeno P8. Padrdo de
aminoacidos ndo submetido a hidrolise alcalina (A). Padrdo de aminoacidos hidrolisado
(B). Antigeno P8 hidrolisado, 100 ug (C). Antigeno P8 hidrolisado, 20 ug (D). Foram
utilizados 20 pmoles do padrdo Tempo de retencio (min) € D as linhas pontilhadas
correspondem ao perfil da amostra de antigeno menos o branco de hidrélise e as linhas
continuas correspondem ao perfil da amostra. As setas pretas correspondem aos picos
referentes aos aminoacidos padr@es, Asp, Glu, Ser, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val,
Met, Leu, lle, Phe, Lys respectivamente. As setas vermelhas indicam picos néo

relacionados a aminoacidos.
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Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida e de agarose dos antigenos Pl e P8.
(A) PAGE de PI corado pela prata: Al - padrbes de peso molecular, A2 - fracdo soltvel
pentavalente na presenca de SDS, A3 - antigeno Pl na presenca de 2-mercaptoetanol, A4 -
antigeno Pl na presenca de SDS, A5 - antigeno Pl em condic¢des nativas. (B) PAGE de P8
corado pela prata: B1 - antigeno P8 na presenca de 2-mercaptoetanol, B2 - antigeno P8 na
presenca de SDS, B3 - antigeno P8 em condi¢des nativas, B4 - fracdo sollvel da vacina
monovalente PH8 na presenca de SDS, B5 - padrdes de peso molecular. (C) PAGE de PI
corado pelo PAS: C1 - antigeno Pl na presenca de SDS, C2 - ovalbumina, C3 -
tripsinogénio, C4 - antigeno Pl em condicBes nativas. (D) AGE de Pl e P8 corados por
brometo de etideo: D1 - marcador de DNA de 1,0 Kb, D2 - antigeno PI, D3 - antigeno P8,
D4 - DNA de A hynd. Géis de 10% de acrilamida e de 0,50% de agarose.
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A propriedade dos antigenos Pl e P8 serem reconhecidos pelos soros de cdes e
humanos infectados com leishmaniose visceral € marcadamente diminuida quando estes
antigenos sdo tratados com 2-mercaptoetanol (Figura 15). Ao contrario do que se observa
quando os antigenos sdo tratados com SDS, que dissocia 0s antigenos mas produz
intermediérios de peso molecular alto ainda reativos (Figura 8). Estes resultados em
conjunto confirmam que os mecanismos de acdo do SDS e do mercaptoetanol sobre a
estrutura dos antigenos é distinta. Isto indica que estes reagentes agem sobre sitios
diferentes na estrutura dos antigenos. Como se esperava, também a agdo do acido perioddico
sobre a capacidade de Pl e P8 serem reconhecidos pelos soros testados é marcadamente
reduzida quando os antigenos sao tratados com acido periddico (Figura 15). Este resultado
confirma a presenca de carboidratos na composi¢do tanto de Pl quanto de P8, e estad em
conformidade com o observado nos ensaios eletroforéticos (Figura 14 D, linhas 1 e 4). H&
ainda uma ligeira reducdo da capacidade dos antigenos se ligarem ao soros testados ap6s
tratamento dos mesmos com Pronase, reducéo que pode ser devida a possivel contaminacéo
das preparacdes desta enzima, que ndo séo isentas de contaminagdes.

Estes resultados indicam que os epitopos reativos dependem tanto do tamanho das
formas agregadas dos antigenos quanto da sua massa molecular. Para isolar os produtos
resultantes do tratamento dos antigenos com o 2-mercaptoetanol e caracterizar 0s
monossacarideos que 0s constituem, resolvemos fracionar, em coluna com faixa de
separagdo mais ampla, tanto os antigenos ndo tratados como aqueles tratados com o
redutor, para estabelecer qual o papel dos grupos reativos com este reagente para o

processo de agregacao e qual o peso molecular maximo dos antigenos.
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Figura 15. Reatividade dos antigenos Pl e P8 contra soros de cdo com leishmaniose
visceral, ap0s tratamentos quimicos e enzimatico, em Elisa. Pl sem tratamento (1), PI
tratado com pronase (2), Pl tratado com 2-mercaptoetanol(3), Pl tratado com &cido
periddico(4), P8 ndo tratado(5), P8 tratado com pronase(6), P8 tratado com 2-mercaptoetol
(7), P8 tratado com acido periddico (8). Cada poc¢o foi sensibilizado com 0,03 pg de
carboidrato total. Foi utilizado um grupo de cinco soros de cdes com leishmaniose visceral
para reacdo diluida 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-lgG de cdo conjugada a

peroxidase. Os resultados correspondem a média de 3 determinac6es individuais.
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Pode-se observar que a coluna de exclusdo molecular Ultra Hydrogel Linear, que é
utilizada para cromatografias em HPLC, apresenta uma faixa de separacdo bem ampla.
Também é importante salientar que o volume de exclusio desta coluna é de 7,0 x 10° KDa,
0 que permite separar moléculas de faixas de peso variando de 7,0 x 10° a até 3,60 KDa
(Figura 16). Apds cromatografia na coluna Ultra Hydrogel Linear, surpreendemo-nos com
o fato do antigeno PI eluir como dois picos distintos neste sistema, sendo que ainda foi
observado um terceiro pico, bem menos evidente (Figura 17 A). Entretanto quando
observamos a curva de calibracdo da coluna Ultra Hydrogel Linear (Figura 16), verificamos
que os pico indicado como H2 e aquele que elui em seguida a este tem peso igual ou abaixo
de 3,60 KDa, 0 que contrasta com origem cromatografica do antigeno PI, que s6 deveria
apresentar moléculas com pesos em torno de 3,0 x 10° KDa, pois ele pertence ao volume de
exclusdo da coluna Superose 12. Como a amostra aplicada de PI foi de 50 uL, nés
suspeitamos que apds termos secado a amostra de 1,0 mL e suspendido-a num volume de
100 pL do tampdo fosfato 0,10 M, teriamos aumentado de tal forma a concentracdo de sal
que a forma agregada de PI tivesse se dissociado em suas formas de peso molecular menor.
Isto foi confirmado pelo fato de tanto o pico H1 quanto o pico denominado H2 , que eluem
em tempos distintos na cromatografia inicial (Figura 17 A), eluirem com tempo de retengédo
idénticos quando submetidos a cromatografia utilizando um tampdo com maior forca
ibnica. Note-se que ambos eluem com tempo de retencdo, caracterizado por cromatografia
(Figura 16), como correspondente ao tempo de retencdo de moléculas de 3,60 KDa, um

peso molecular muito menor que o do antigeno original (Figura 17 B e Figura 17 C).
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Figura 16. Curva de calibracdo da coluna de exclusdo molecular Ultra Hydrogel
Linear. Os numeros de 1 a 8 correspondem a Dextrans de pesos moleculares variando de
2,0 x 10° a 5,0 x 10® KDa. O namero 9 corresponde a cadeia a da insulina humana (2,30 x
10° KDa). As amostras foram eluidas com tampdo fosfato de sédio 0,10 M pH 7,40

utilizando um fluxo de 0,80 mL / min.
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Figura 17. Cromatografias de exclusdo molecular do antigeno Pl em coluna Ultra
Hydrogel Linear, em HPLC. Amostra de 50 uL do antigeno Pl em tampéo fosfato de
sodio 1,0 M, pH 7,40, eluida com tampéo fosfato de sodio 0,10 M, pH 7,40 (A). Amostra
de 50 pL do pico H1 em tampéo fosfato de sodio 1,0 M eluida com este mesmo tampéo (B).
Amostra de 50 uL do pico H2 em tampéo fosfato de sodio 1,0 M eluida com este mesmo

tampao (C). Foi utilizado um fluxo de 0,80 mL / min.
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Diferente do que acontece quando o antigeno Pl é submetido a condicdo de alta
forca idnica, varios picos, com tempos de retencdo distintos, sdo obtidos por cromatografia
em HPLC de amostras do antigeno PI, previamente tratado com 2-mercaptoetanol (Figura
18 A e 18 B). O volume correspondente aos picos foi coletado, tendo sido as fracGes
correspondentes a cada pico nomeadas de acordo com o seu tempo de retencdo como 5R,
11R, 13R, 15R, 18R, 19R, 23R e 25R (Figura 18 B). Mais importante ainda € o fato destas
fraces eluirem em proporgdes distintas quando se troca o tampéo de eluicdo (fosfato de
sodio 0,10 M) por H,O desionisada, havendo uma predominancia, no material eluido com
agua, de fracbes de maior peso molecular (Figura 18 B, fracdes 5R e 11R). Este resultado
demonstra que as fragOes provenientes do tratamento com o redutor ainda podem se
associar, dependendo das condicdes de forca idnica a qual sdo expostas.

Apesar destas fracOes se agregarem de maneira distinta na H,O ou no tampéo
empregado, os resultados até aqui apresentados mostram que, ap0s tratamento dos
antigenos Pl e P8 com o 2-mercaptoetanol, nenhuma reatividade das fracbes com soros
infectados com a forma visceral da leishmaniose é observada, independente do peso

molecular das fragdes (Figura 15).
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Figura 18. Comatografias de excluséo molecular em coluna Ultra Hydrogel Linear do
antigeno PI tratado com 2-mercaptoetanol. Amostra de 16 ug Pl eluida com tampéo
fosfato de sodio 0,10 M, pH 7,40 (A). Fluxo de 0,80 mL / min. Foram coletadas as fracfes
correspondentes aos tempos de retencao de 5, 11, 13, 15, 18, 19, 23 e 25 minutos. amostra
de 16 ug PI eluida com H20O desionisada, pH 6,70 (B). Fluxo de 0,80 mL / min. Foram
coletadas as fracOes correspondentes aos tempos de retencdo de 5, 11, 13, 15, 18, 19, 23 e

25 minutos.
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A hipotese de que o antigeno Pl é formado por agregacdo de fragmentos
moleculares menores é confirmada pelo fato de que, quaisquer dos fragmentos produzidos
pela acdo do 2-mercaptoetanol, independente do seu peso molecular, € capaz de gerar
agregados de peso molecular superior, desde que a forca idnica seja controlada (Figura 19).
Observa-se ainda que, enquanto o aumento da forga idnica produz intermediérios de peso
molecular em torno de 2,30 KDa (Figura 17 B e 17 C), a agdo do 2-mercaptoetanol produz
intermediérios de pesos bem abaixo deste, como inferido dos tempos de retengdo das
fragOes coletadas neste caso (Figura 18 A e 18 B). Entretanto a fracdo que elui no final da
cromatografia em H,0O, do material previamente tratado com o 2-mercaptoetanol, que elui
aos 25 minutos, denominada 25R, é suficiente para produzir as demais fragdes observadas
(Figura 19 A, 19 B, 19 C e 19 D). Notar que a associacdo de 25R forma inclusive fragdes
de tempo de retencdo semelhante aqueles de H1 e H2 (Figura 17 B e C), obtidas quando o
antigeno original se dissocia em alta forca ibnica e na auséncia de 2-mercaptoetanol. A
fracdo 25R tem peso em torno de 0,60 KDa, estimado por cromatografia utilizando
peptideos comerciais como padrdes.

Também o antigeno P8 é sensivel a variacdes bruscas da forca ibnica do tampéo de
eluicdo, dando origem a fragdes semelhantes aquelas obtidas do antigeno Pl nas mesmas
condicGes (Figura 20). As fracBes obtidas para este antigeno tendem, assim como as fracoes
de PI, a se reagregar de maneira distinta quando colocadas em H,O ou em tampé&o de maior
forca idnica. Quando eluido com &gua fragdes com tempo de retengdo igual ao do antigeno
P8 original séo observadas (Figura 21 B), entretanto em tampéo fosfato 1,0 M praticamente
todas as fragdes obtidas tem tempo de retencdo inferior ao do antigeno original (Figura 21

A). Estes resultados reforcam a hipotese de que Pl e P8 correspondem ao mesmo antigeno.
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Figura 19. Cromatografias de exclusdo molecular, em HPLC, das fragfes provenientes
da cromatografia de exclusdo molecular do antigeno Pl tratado com 2-
mercaptoetanol. Amostra de 50 uL da fracdo 11R (A). Amostra de 50 uL da fracdo 19R
(B). Amostra de 50 pL da fragdo 23R (C). Amostra de 50 uL da fracdo 25R (D). Todas as
amostras estavam em H,0 e foram eluidas com tampé&o fosfato 0,10 M, pH 7,40 utilizando
fluxo de 0,80 mL / min.
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Figura 20. Cromatografias de exclusdo molecular do antigeno P8, em HPLC,
utilizando coluna Ultra Hydrogel Linear. Amostra de 20 ug do antigeno P8 em tampao
fosfato de sodio 0,10 M, pH 7,4, eluida com tampéo fosfato de sédio 1,0 M, pH 7,4 (A).
Amostra de 20 pg do antigeno P8 em tampao fosfato de sodio 0,10 M, pH 7,40, eluida com

H.O desionisada (B). Em ambos os casos foi utilizado um fluxo de 0,80 mL / min.
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O fato das diferentes fracGes provenientes do tratamento dos antigenos com o 2-
mercaptoetanol se reassociarem lancou ddvidas se a iodoacetamida estaria realmente
reagindo com a estrutura dos antigenos no passo seguinte do tratamento. Esta duvida foi
afastada pois o espectro dos antigenos no visivel, apos tratamento com os dois reagentes
indica a incorporagdo da amida no material tratado. Pode-se inferir ainda que a mesma
modificacdo quimica ocorre em todos os antigenos testados, independente da vacina da
qual séo isolados, indicando tratar-se em todos os casos da mesma molécula (Figura 21).

Para identificar os possiveis grupos responsaveis pelo fendbmeno de agregacéo e / ou
que fossem alvo para a acdo do agente redutor foi feito o espectro do antigeno Pl no
infravermelho (Figura 22 B) Como se trata de um antigeno de carboidrato o espectro
apresentou uma grande quantidade de sinais relativos a grupos hidroxila, regido acima de
3000. Sinais caracteristicos de ligaces peptidicas na amostra do antigeno estavam ausentes
como ja era esperado, porém sdo abundantes na amostra de peptideo C humano, um
controle por nés utilizado (Figura 22 A) Este fato exclui também a possibilidade de termos
residuos de aminoacidos ndo aromaticos na estrutura dos antigenos. Os sinais mais
importantes observados séo aqueles observados na regido entre 750 e 1250, comuns aos de
monossacarideos. Outro achado deste espectro sdo as vibragdes entre 500 e 750, que podem
ser resultantes de vibragcGes de monossacarideos derivados contendo grupos sulfato ou
grupos sulfonato.

Partimos entdo para analises por cromatografia de fase reversa no intuito de separar
os diferentes estados dos antigenos agregados, ou mesmo de isolar as fragcdes provenientes

do antigeno tratado com 2-mercaptoetanol na sua forma de menor peso molecular.
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Figura 21. Espectros no visivel dos antigenos PI, P8 e P9 apds o tratamento quimico
com 2-mercaptoetanol. Espectro das amostras néo tratadas (linhas pretas). Espectro das
amostras apos tratamento (linhas azuis). Foram tratados 20 pg de carboidrato total de cada
antigeno. Pl corresponde ao antigeno isolado de vacinas pentavalente; P8 e P9 aos

antigenos isolados de vacinas monovalente das cepas PH8 e BH49 respectivamente.
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Figura 22. Espectro no infravermelho do antigeno PI. Espectro do peptideo C humano
(A). Espectro do antigeno Pl (B). Para obtencdo dos espectros foi utilizado 1,0 mg de cada
amostra. O espectro do antigeno foi obtido a partir de 46 varreduras / min. Foram realizadas
2000 varreduras. Regido de absorcdo de ligacGes peptidicas (setas pretas). Regido de
absorcdo de grupos hidroxilas (setas azuis). As demais setas indicam a presenca

monossacarideos.
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O antigeno PI elui no sistema de fase reversa como um Unico pico, indicando a
presenca de um Unico componente. Pelo seu tempo de retencdo na coluna pode-se inferir
que trata-se de uma molécula altamente polar (Figura 23 A). A amostra do antigeno
previamente tratada com 2-mercaptoetanol, por sua vez, elui neste sistema como dois picos,
indicando a presenca de dois componentes distintos. Este dois componentes eluem com
tempos de retencdo intermediarios ao tempo de retencdo do antigeno original, porém muito
proximos, sugerindo que estes componentes sdo também muito polares (Figura 24 B).

Duas das fracBes obtidas por gel filtragdo do antigeno Pl tratado com o 2-
mercatotanol (Figura 18 B) foram também analisadas em cromatografia de fase reversa.
Estas duas fragdes (25R e 19R) eluem no sistema de cromatografia de fase reversa
exatamente com 0 mesmo tempo de retencdo, confirmando que ndo existem diferencas de
polaridade entre elas (Figura 24 A e 24 B). Mais importante ainda é o fato deste tempo de
retencdo ser idéntico aquele do pico do antigeno previamente tratado, quando aplicado na
coluna de fase reversa sem fracionamento prévio por gel filtracdo. Este dado sugere que
todas as fracGes resultantes do tratamento com o redutor s6 diferem entre si pelo peso
molecular, mas ndo pela polaridade. Este resultado também sugere que a fracdo 25R é a
unidade molecular alvo de modificacdo pelo 2-mercaptoetanol. Partimos entdo para
andlises dos antigenos e de suas formas quimicamente tratadas por cromatografias em
camada delgada, concentrando o foco na identificacdo dos monossacarideos que constituem

0s antigenos e nos grupos da sua estrutura alvos de modificacdo quimica.
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Figura 23. Cromatografia de fase-reversa do antigeno Pl tratado ou ndo com 2-
mercaptoetanol. Antigeno PI ndo tratado (A). Antigeno PI tratado (B). Foram aplicadas
amostras de 20 pg de carboidrato total suspendidos em solugdo de TFA 0,020%. As
amostras foram eluidas com solugdo de acetonitrila 70% em TFA 0,080% com fluxo de

1,50 mL / min. A linha vermelha corresponde ao gradiente de acetonitrila.
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Figura 24. Cromatografias de fase-reversa das fracGes provenientes da cromatografia
de exclusdo molecular em HPLC, do antigeno Pl tratado com 2-mercaptoetanol.
Amostras de 50 ug em peso, suspendidas em TFA 0,020%, foram aplicadas a coluna e

eluidas com solucéo de acetonitrila 70% em TFA 0,080% com um fluxo de 1,5 mL / min.
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Apesar dos antigenos serem efetivamente hidrolisados, a resolugdo dos
monossacarideos resultantes ndo foi suficiente nos ensaios de cromatografia em camada
delgada. Hidrolisados &cidos submetidos a esta abordagem sugerem a presenca de galactose
como componente do antigeno PI, entretanto a hidrolise acida nas condi¢bes que
trabalhamos parece nao ser completa (Figura 25 B). A hidrdlise alcalina de Pl mostrou-se
mais eficiente que a hidrolise &cida, permitindo inferir que este antigeno apresenta ainda
glicose e manose na sua composicdo, e sugere também a presenca de galactose. Nesta
mesma abordagem a presenca de acido sidlico e de agUcares aminados e fosfatados é
também sugerida (Figura 25 D). Apesar de sua ocorréncia frequente em polissacarideos,
ndo temos nenhum indicio da presenca de fucose neste antigeno (Figuras 25 A e 25 B). O
antigeno ndo hidrolisado sequer deixa a origem de aplica¢do, entretanto sua formas tratadas
com SDS ou 2-mercaptoetanol migram muito mais que todos o0s padrfes de
monossacarideos testados (Figura 25 C).

A coloragdo observada para os diferentes monossarideos no sistema de revelacéo
que utilizamos é caracteristica (Figura 26 A). As amostras de P8 tratadas com SDS coram
em branco, enquanto as amostras tratadas com o redutor coram em azul (Figura 26 C). As
amostras de Pl submetidas a estes mesmos tratamentos também coram da mesma maneira
(Figura 25 C). Um possivel sitio de acdo do SDS sobre aclcares poderia ser 0 amino grupo
de acucares aminados, entretanto amostras de padrdes tratados com este agente ndo

mostraram qualquer alteracdo no seu padrdo de migragéo (Figura 26 B).
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Figura 25. Cromatografias do antigeno Pl em camada delgada. Em (A) padrBes de
monossacarideos. Em (B) hidrolisados acidos de 12 (H12) e de 6 horas (H6) do antigeno
Pl. nH corresponde ao controle ndo hidrolisado. Em (C) antigeno Pl tratado com 2-
mercaptoetanol (PIM) e com SDS (PIS). PI corresponde ao controle ndo tratado. Em (D)
cromatografia de hidrolisado alcalino de 12 horas do antigeno PI (12h). nH corresponde ao
controle ndo hidrolisado. Amostras de padrdes = 2 ug. Amostras do antigeno = 20 ug. S e
M correspondem aos reagentes. Fase movel: butanol/ piridina/ H,O. Todas as

cromatografias foram reveladas com o sistema difenilamina/ anilina/ HzPOA4.
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A acdo do 2-mercaptoetanol sobre oligossacarideos e / ou monossacarideos também
foi explorada nesta abordagem cromatogréfica. Observa-se que este reagente ndo é capaz
de quebrar a ligacdo glicosidica dos diferentes dissacarideos testados, uma vez que nao se
observa o0 aparecimento de manchas correspondentes aos valores de Rf dos
monossacarideos, apos o tratamento (Figuras 26 A e 26 B). Entretanto o tratamento é capaz
de alterar o padrdo de migracdo de alguns destes dissacarideos, como a lactulose e a
sacarose (Figuras 26 A e 26 B). Note-se que estes dois dissacarideos sdo formados pela
ligacdo de residuos de glicose e frutose, diferindo entre si apenas pelo tipo e posi¢do da
ligagdo entre os monossacarideos. Esta observacdo é importante porque glicose e frutose
isolados ndo sdo sensiveis a agdo do 2-mercaptoetanol (Figura 26 D).

Como etapa final deste estudo verificou-se a eficiéncia de Pl em discriminar a forma
visceral da leishmaniose de outras doencas. Observa-se que Pl é capaz de discriminar de
forma significativa (p < 0,01) cées sadios daqueles infectados com leishmaniose visceral
(Figura 27, grupos 10 e 11). No caso de humanos, Pl é capaz de discriminar de forma
significativa (p < 0,01) pessoas normais ou infectadas com calazar daquelas com outras
formas clinicas da doenca (Figura 27, grupos, 3, 4, 6 e 7). Também ndo se observa
reatividade cruzada de Pl com soros de pacientes infectados com doencga de Chagas (Figura
27, grupos 6 e 8) e nem com pacientes com outras doencas (Figura 27, grupos 6 e 9). Soros
de individuos normais que vivem em area endémica, ndo vacinados e um ano apds serem
vacinados e, soro de individuos tratados e curados por imunoterapia com a vacina, nao
reagem de maneira significativamente diferente (p > 0,01) com PI (Figura 27, grupos 1, 2 e
3). Um dado curioso é que soros de individuos normais, de area endémica para
leishmaniose tegumentar ou de area ndo endémica para leishmanioses, reagem de forma

significativamente diferente (p > 0,01) com o antigeno PI (Figura 27, grupos 1 e 5).
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Figura 26. Cromatografias em camada delgada de monossacarideos, dissacarideos e do
antigeno P8 tratados com SDS ou com 2-mercaptoetanol. Cromatografia de
dissacarideos tratados (A). Cromatografia de dissacarideos tratados (B). Cromatografia de
lactulose (Lat), glicogénio (Glg) e do antigeno P8 tratado (C). Cromatografia de
monossacarideos tratados (D). Os sufixos M e S indicam tratamento com 2-mercaptoetanol
e SDS respectivamente. S e M correspondem a controles da cromatografia. Como fase
movel em todas as cromatografias foi utilizada uma solucéo de acetonitrila 85%. Todas as
cromatografias foram reveladas com o sistema difenilamina/ anilina/ H3PO,4. Amostras de

dissacarideos = 2,0 ug. De monossacarideos = 2,0 pg. Do antigeno = 20 pg.
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Figura 27. Reatividade do antigeno Pl contra soros humanos e de cédes em Elisa. (1)
individuos humanos normais de area endémica (LTA), (2) os mesmos individuos humanos,
de &rea endémica para LTA, 1 ano apds terem sido vacinados. (3) pacientes com LTA
tratados e curados por imunoterapia utilizando a vacina. (4) pacientes com LTA. (5)
individuos humanos normais de area ndo endémica para LTA. (6) pacientes com LVA. (7)
pacientes com leishmaniose mucocutanea ativa. (8) pacientes com doenca de Chagas. (9)
pacientes com tuberculose. (10) cdes com LVA. (11) cdes normais. Em cada grupo foram
testados 10 soros. Cada poco foi sensibilizado com 0,030 pg de carboidrato total. Os soros
humanos foram usados na dilui¢do de 1 : 100. O conjugado utilizado foi anti-IgG humana
conjugada a peroxidase na diluicdo de 1 : 5000. Os soros de cdes foram utilizados na
diluicdo de 1 : 320 e como conjugado foi utilizada anti-lgG de cdo conjugada a peroxidase
na diluicdo de 1 : 10000. Os tracos horizontais correspondem ao valor medio da reacéo para
cada grupo. A linha pontilhada corresponde ao valor de corte para 0s soros humanos
normais mais 3 desvios padréo. A linha cheia corresponde ao valor de corte para 0s soros

de cdo mais 3 desvios padréo.
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DISCUSSADO.
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No combate as leishmanioses tém sido utilizado o isolamento e a caracterizacdo de
diferentes moléculas capazes de permitir ndo s6 um rapido e preciso diagnostico da doenca
nas suas diferentes formas, mas também em induzir protecdo prévia contra a infec¢do, na
forma de vacinas (SHEPPARD & DWYER 1986, BLAXTER et al. 1988, REED et al.
1990, BURNS et al. 1993). Moléculas com estas propriedades tém sido isoladas tanto na
sua forma intacta como fragmentada. Estas moléculas compreendem proteinas, lipideos e
polissacarideos, ou moléculas hibridas constituidas por estas trés classes de
macromoléculas. J& é sabido que nem todas as moléculas provenientes do parasito sdo
capazes de induzir protecdo, mais importante ainda, sabe-se que trechos da seqiiéncia
primaria de proteinas podem ser tanto protetores como indutores da leishmaniose. O
mesmo é valido para moléculas de natureza ndo protéica, como polissacarideos e lipideos,
ou hibridos destes trés tipos de moléculas (BEVERLEY & TURCO 1998, HEWITT &
SEEBERGER 2001).

Moléculas descritas como possiveis candidatas ao diagnéstico das leishmanioses
também apresentam restricbes quanto a sua eficiéncia para ensaios diagnosticos. Tais
restricbes podem estar ligadas a fatores relacionadas ao ensaio diagnéstico no qual elas séo
utilizadas, a forma do parasito do qual sdo isolados, ou mesmo, em se tratando de
fragmentos de moléculas, de qual porcdo da molécula estes sdo obtidos. Fatores ligados a
espécie do parasito do qual tais moléculas sdo isoladas também limitam sua utilizacdo para
diagndstico preciso das doencas, além da reatividade cruzada observada para antigenos
isolados de parasitos filogeneticamente relacionados (RAJASEKARIAH et al. 2001).

Neste estudo foram isoladas em duas abordagens distintas, moléculas de vacinas
contra Leishmaniose Tegumentar Americana capazes de discriminar soros de pacientes e de

caes infectados com a forma visceral da leishmaniose, daqueles infectados com forma
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tegumentar da doenca e de doengas relacionadas a leishmaniose. A reatividade é observada

999

tanto em ensaios de “western blot”’ quanto em ensaios de Elisa (Figuras 2, 8 e 27).
Antigenos reativos em “western blot” contra soros de pacientes com leishmaniose visceral
foram descritos na literatura. Estes antigenos foram isolados de cepas de L. infantum e
apresentam peso molecular entre 14 e 40 KDa (MARY et al. 1992). Estes antigenos séo
glicoprotéicos sendo que sua por¢do de carboidratos é responsavel pela reatividade cruzada
com soros de pacientes humanos infectados com doenca de Chagas. Foi ainda demonstrado
que a reatividade contra estes antigenos desaparece com a cura da doenga, apds tratamento
utilizando antimoniais (CARDENOSA et al. 1995).

Alguns autores tém correlacionado a expresséo de diferentes subclasses e subtipos
de imunoglobulinas com as diferentes fases de desenvolvimento das leishmanioses. ANAN
et al. (1999) demonstraram que 0 processo de cura por quimioterapia em pacientes com
leishmaniose visceral estd relacionado com reducdo nos niveis de IgG, IgE e IgM contra
antigenos de membrana de L. donovani. Também mostraram que a resisténcia de pacientes
a droga (estibogluconato de sodio) correlaciona-se com altos niveis do subtipo IgG1 e a
manutenc¢do dos niveis de 1gG4 e 1gG2, com predominio de IgG1 na fase aguda da doenca.
Para a classe 1gG foi demonstrado que realmente, em humanos, hd um predominio de IgG1
ao longo do curso da doenca, em relacdo aos demais isotipos de IgG, tanto contra a proteina
intacta rKMP-11 de L. panamenis, quanto ao extrato total deste parasito. Como esta
proteina é extremamente conservada entre as diferentes espécies de Leishmania (99% de
homologia), a reagdo contra segmentos peptidicos desta proteina também foram exploradas.
Foi demonstrado que, enquanto a proteina completa é reconhecida preferencialmente por
soros de pacientes com leishmaniose, peptideos derivados de sua sequéncia sao

reconhecidos preferencialmente por soros de pacientes com doenca de Chagas, indicando
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que soros de pacientes com leishmaniose reagem principalmente com antigenos
conformacionais (TRUJILO et al. 1999, THOMAS & LONGOBARDO 2001).

No presente estudo a reatividade de IgG total contra o antigeno Pl foi analisada.
Observa-se que o soro de individuos normais e de pacientes infectados com leishmaniose
tegumentar, provenientes de uma mesma darea endémica, apresentam diferencas
significativas (p = 0,005) nos niveis desta classe de imunoglobulinas (Figura 27, grupos 1 e
4). Observa-se ainda que soros dos individuos normais de area endémica, antes e um ano
apo6s terem sido vacinados com a vacina pentavalente, ndo apresentam diferencas
significativas (p = 0,479) de reatividade contra PI, (Figura 28, grupos 1 e 2). Estes dois
grupos também ndo apresentam diferencas significativas (p = 0,234) de reatividade contra
Pl quando comparados com aqueles tratados e curados por imunoterapia utilizando a vacina
(Figura 27, grupos 1, 2 e 3). Estes resultados mostram que independente de utilizarem a
vacina ou de contrairem ou ndo a leishmaniose, individuos vivendo em area endémica ja
apresentam um nivel basal de IgG contra o antigeno PI. Estes dados sugerem que o contato
prévio com antigenos do parasito pode ser importante para o estabelecimento da capacidade
do sistema imune em responder a infeccao.

Apesar de curados por imunoterapia, individuos tratados, individuos néo
infectados da mesma area endémica e individuos infectados com leishmaniose tegumentar
respondem igualmente ao antigeno Pl (Figura 27, grupos 1, 2, e 3), mas a reacdo é
significativamente diferente (p < 0,01) daquela observada para o soro de individuos
normais de area ndo endémica (Figura 27, grupo 5). Estes resultados contrastam com
aqueles observados por CARDENOSA et al. (1995), uma vez que a reatividade de PI
contra o soro de pacientes curados por imunoterapia nao é diferente daquela de individuos

normais da mesma area endémica (Figura 27, grupos 2 e 3), pelo menos em niveis
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guantitativos. Apesar de Pl e P8 serem antigenos polissacaridicos (Figura 14 C, canaletas 1
e 3 e Figura 15), ndo se verifica reatividade de Pl com soros de pacientes com doenca de
Chagas (Figura 27, grupo 8) e nem com soros de pacientes com tuberculose (Figura 27,
grupo 9), quando comparados aos individuos com a forma visceral da leishmaniose (Figura
27, grupo 6). Nossos resultados contrastam também com aqueles descritos para o antigeno
fucose-manose (FML), um antigeno de carboidrato (Palatnik et al. 1989). Soros de
individuos normais, de area ndo endémica para LTA (Figura 27, grupo 5), reagem
significativamente diferentes com o antigeno PI (p = 0,0001), quando comparado aos soros
de individuos normais de area endémica para LTA (Figura 27, grupo 1). A reatividade do
antigeno FMN com soros de individuos normais de &rea endémica para LVA e com soros
de individuos normais de area ndo endémica para esta doenca € a mesma, em termos
quantitativos. Por sua vez, ap6s cura da LVA por quimioterapia, a reatividade do soro dos
pacientes contra antigeno FML torna-se significativamente diferente (menor) que aquela
observada antes do tratamento (PALATNIK-de-SOUZA et al. 1995).

As leishmanioses caracterizam-se por desencadear uma resposta imune do tipo
Th2, sendo que uma das caracteristicas desta resposta € uma intensa producdo de
anticorpos. No caso da forma visceral da doenga o titulo de anticorpos é em geral
extremamente alto, sobretudo em cées. As diferencas de reatividade observadas quando se
compara os antigenos Pl, FML e aqueles descrito por CARDENOSA et al. (1995) sugerem
que o contato de individuos e de cdes com antigenos do parasito pode estimular a produ¢édo
de anticorpos nestes individuos sem que eles necessariamente desenvolvam a infeccéo.
Considerando o antigeno PI, pode-se deduzir a partir dos resultados apresentados que, a

presenca de anticorpos contra este antigeno ndo estd relacionada com a manutencdo da
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LTA nos pacientes testados, dado que ndo existe diferengas significativas (p > 0,01) nos
niveis de anticorpos nos diferentes grupos testados (Figura 27, grupos 1, 2, 3 e 4).

O antigeno PI reage significativamente diferente com soros de pacientes com
leishmaniose visceral (p < 0,01), quando comprado com todos os demais soros humanos
testados. A reatividade do soro de pacientes com leishmaniose visceral ¢ significativamente
diferente (p = 0,0016) daquela observada com o soro de individuos normais (Figura 27,
grupos 5 e 6). Estes resultados indicam que este antigeno pode ser utilizado em ensaios de
Elisa ou de “western blot” para o diagndstico de leishmaniose visceral, mesmo em areas
onde esta doenca coexista com a doenca de Chagas ou outras formas da leishmaniose.
Tanto o antigeno Pl quanto P8 ndo apresentam reatividade contra soro de pacientes com
leishmaniose tegumentar, o que é inesperado, uma vez que as vacinas de onde estes
antigenos foram isolados sdo constituidas de cepas dermotrdpicas do parasito (Figura 8,
canaletas 6 e 7) e (Figura 27, grupo 4).

Em ensaios de Elisa Pl e P8 reagem com soros de cdes infectados com
leishmaniose visceral (Figura 5). E sabido que cies infectados com leishmaniose visceral
apresentam uma reagdo imune do tipo humoral intensa, com altos titulos de anticorpos
dirigidos contra antigenos do parasito, principalmente do isotipo IgG. Esta reatividade tém
sido explorada no sentido de se desenvolver ensaios de imunodiagnostico das
leishmanioses nestes animais, uma vez que este hospedeiro € principal propagador da forma
visceral da doenca para a populacdo humana (GRADONI et al. 2001). Tanto o antigeno Pl
quanto o antigeno P8 sdo capazes de discriminar soros de cdes infectados com leishmaniose
visceral do soro de animais normais em “western blot” (Figura 8, canaletas 8, 9, 10 ¢ 11).
Ainda nesta figura pode-se ver que a reatividade destes antigenos ocorre apenas com

moléculas de peso molecular acima de 90 KDa. Também o antigeno FML, um antigeno
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glicoproteico que apresenta bandas em SDS-PAGE numa faixa de PM entre 9,0 e 90 KDa
estd relacionado a infec¢do por Leishmania (PALATNIK et al. 1989). Este antigeno é
também capaz de discriminar soros de cdes infectados com leishmaniose visceral de soros
de cées sadios (CABRERA et al. 1999), entretanto este antigeno estd numa faixa de PM
abaixo daquela de Pl e de P8. Como observado para soros humanos, soros de caes
infectados com leishmaniose visceral reagem significativamente diferente com Pl (p =
0,0001) quando comparados com soros de cées sadios (Figura 27, grupos 10 e 11).
Antigenos com reatividade contra soros de cdes com leishmaniose, semelhantes a Pl e P8,
também foram isolados por métodos de diélise de outras vacinas monovalentes preparadas
com as cepas que constituem a vacina pentavalente. Nota-se que das cepas presentes na
vacina pentavalente, apenas a cepa BHO06 (Leishmania (L.) mexicana) ndo apresenta
antigenos com as propriedades antigénicas de Pl e de P8 como componentes do seu
dialisado (Figura 5). Estes resultados indicam que Pl e P8 podem ser usados também para o
diagnostico de leishmaniose visceral em caes, seja em “western blot” ou em ELISA.

E crescente o nimero de antigenos capazes de discriminar soros de pacientes e de
caes com leishmaniose visceral de soros normais. A grande maioria destes antigenos é de
natureza protéica, sendo obtidos tanto por fracionamento como por clonagem. Estes
antigenos tem sido obtidos de linhagens causadoras de leishmaniose visceral como L.
chagasi (BADARO et al. 1993, MARTIN et al. 1998), L. infantum (MARY et al. 1992,
CARDENOSA et al. 1995) e de L. donovani (RAJASEKARIAH et al. (2001). Antigenos
com estas propriedades também estdo presentes em linhagens causadoras de leishmaniose
tegumentar como L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, e em linhagens de Leishmania
major-like, as linhagens BH49 e BH121 (SILVA et al. 1994), como demonstrado no

presente estudo. Esta reatividade cruzada entre antigenos de Leishmania, causadoras de
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diferentes formas clinicas da doenca justifica o fato da vacina pentavalente conferir
protecdo em humanos, em areas onde a leishmaniose tegumentar americana é causada
principalmente por parasitos de espécies diferentes daquelas utilizadas nos ensaios de
vacinacdo com esta vacina (MAYRINK et al. 1979, ANTUNES et al. 1986,
NASCIMENTO et al. 1990, GENARO et al. 1996)). Neste mesmo contexto, vacinas
preparadas com promastigotas mortos de L. major tem promovido protecdo eficiente em
ensaios de vacinacdo no Suddo, em areas onde a doenca é causada principalmente por
parasitos da espécie L. donovani (KALIL et al. 2000).

Os antigenos aqui estudados, tanto isolados por métodos de didlise quanto por
métodos cromatograficos, ndo apresentam material protéico em sua composigdo (Figuras
11, 12, 13 e Figura 22). Apos sensibilizar-se a placa com a mesma quantidade de proteina
proveniente do dialisado de vacina pentavalente ou da fracdo ndo dialisdvel da mesma
vacina, a reatividade da fracdo ndo dialisada é duas vezes maior que a da fracdo dialisada
(Figura 1A e 1B). Observa-se ainda que o(s) antigeno(s) presente(s) no dialisado
apresentam peso molecular muito acima do corte imposto pela membrana de diélise (Figura
2 A), o que indica que este(s) antigeno(s) devem ser produto de agregacdao de moléculas
pequenas que atravessam a membrana de diélise (cujo corte é de 12 a 14 KDa). Estes
eventos de agregacdo sdo sugeridos também pelo observado na figura 3 A, onde se verifica
que, nas primeiras horas de didlise, a grande maioria das moléculas presentes no dialisado
tem peso molecular em torno de 24 KDa, entretanto elas ndo sdo reativas com quaisquer
dos soros testados (Figura 2 A e 2 B). O resultado apresentado na figura 3 B indica que
este antigeno origina-se de um fendmeno de agregacdo de moléculas que cruzam a
membrana ao longo do processo de dialise, pois a membrana restringe a passagem de

moléculas acima de 14 KDa. Isto é confirmado pela baixa atividade enzimatica de tripsina,
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cujo peso molecular é de 24 KDa, observada no dialisado de solugdo desta enzima. Este
resultado confirma que moléculas com peso igual ou acima de 24 KDa ndo cruzam a
membrana de dialise numa taxa significativa e que o antigeno dialisado é formado por
fendmenos de agregacdo de moléculas de PM menores que 24 KDa.

O fendbmeno de agregacdo, no caso dos antigenos obtidos por dialise, da origem a
moléculas de peso molecular tdo alto que ocorre a precipitacdo delas ao longo da dialise.
Entretanto verifica-se que tanto a fracdo que precipita quanto aquela que fica soltvel sdo
originarias de uma mesma molécula, uma vez que apresentam um padrdo de bandas muito
semelhante em SDS-PAGE, na presenca ou ndo de 2-mercaptoetanol (Figura 4). Os
antigenos Pl e P8, obtidos por métodos cromatograficos, também sdo formados pela
agregacdo de pequenas moléculas, pois bandas reativas com soros de humanos e de caes
com leishmaniose visceral séo observadas numa faixa de PM entre 90 KDa ou mais de 200
KDa (Figura 8). Estes pesos sdo incompativeis com o esperado para moléculas que eluem
no volume em que 0s antigenos sdo coletados durante o fracionamento, que corresponde ao
volume da excluséo da coluna, que deve conter moléculas em torno de 300 KDa ou acima
deste valor (Figura 6 e inser¢do da mesma figura). A desagregacao dos antigenos Pl e P8
gera moléculas de pesos que variam desde 29 KDa a mais que 200 KDa. Estas moléculas
aparentemente surgem de efeitos de dissociac¢ao, provavelmente induzidos pelo SDS e pelo
2-mercaptoetanol, sobre uma molécula originalmente de peso maior (Figura 9, canaletas 4,
6, 10 e 12). Pl é realmente uma molécula de alto peso molecular, como evidenciado na
figura 10 A, sendo sua dissociacdo em moléculas de menor peso molecular promovida pelo
SDS (Figura 14 A, canaleta 4 e Figura 14 C, canaleta 1).

Tanto os antigenos Pl e P8 quanto os antigenos isolados por didlise apresentam

varias propriedades em comum: (a) praticamente ndo penetram nos geis em condigdes
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nativas e coram como banda Unica muito superior a 200 KDa (Figura 2 A, 10 A e Figura 10
B canaletas 1 e 3), (b) eles s6 reagem em ELISA ou em western blot com soros de
pacientes ou de cdes com leishmaniose visceral, mas ndo com soro de pacientes com a
forma tegumentar da doenca (Figuras 1 B e 1 A, Figura 8 e Figura 27, grupos 6 e 4), (c)
eles dissociam em uma série de moléculas menores sob acdo do 2-mercaptoetanol (Figura
4, Figura 9 e Figura 14 A, canaleta 3 e Figura 14 B, canaleta 1), nesta condi¢do ocorrendo
perda da reatividade como antigeno (Figura 15), (d) eles dissociam também na presenca de
SDS, sem haver entretanto perda da reatividade como antigenos (Figura 2 A, Figura 4 e
Figura 8) e finalmente, (e) ambos s&o isolados das mesmas amostras de vacina. Todas estas
propriedades sugerem que estes antigenos parecem ser a mesma molécula. Esta suspeita €
reforgada pela perda da capacidade de Pl e de P8 serem reconhecidos pelo soro de cées
com leishmaniose visceral apos serem tratados com acido periddico (Figura 15), além de Pl
e P8 corresponderem as mesmas fracdes cromatogréaficas, com padrdo de absor¢do a 280nm
e reatividade semelhante em “western blot”, na presenca de SDS (Figura 6 e Figura 8).
Moléculas antigénicas de alto peso molecular, formadas por fenémenos de
agregacdo molecular de moléculas menores foram descritas na literatura, tendo sido sua
formacdo e composicdo quimica objeto de discussdo. EI-ON et al. (1979) descreveram um
antigeno sacaridico isolado de meios de cultura de L. tropica e L. donovani, o qual
denominaram EF (excreted factor). Entre as propriedades descritas para este antigeno,
chama a atencgéo o fato deles ndo absorverem na regido do espectro entre 220 e 750 nm, 0
que contrasta com os antigenos Pl e P8, cujas bandas de absor¢do no espectro se localizam
exatamente entre 250 e 220 nm (Figura 21, linha preta). O EF ndo apresenta em sua
composigdo acidos nucléicos, uma caracteristica comum entre o EF e os antigenos Pl e P8

(Figura 14 D, canaletas 2 e 3). Entre as propriedades fisico-quimicas descritas para o EF,
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mostrou-se que este antigeno ndo é sensivel a agentes como HCI 10%, H,SO, 5%, altas
concentracdes de acetona ou NacCl, altas variacGes de pH ou de temperatura e tratamento
com pronase. Pl e P8, assim como os antigenos isolados por diélise, precipitam quando
dialisados extensivamente contra &gua, sendo que estas formas precipitadas dos antigenos
apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes aquelas do EF. Apesar das formas
precipitadas de Pl e P8 apresentarem as mesmas propriedades antigénicas das suas formas
soluveis, uma das propriedades fisico-quimicas dos antigenos na sua forma soltvel difere
daquela observada para o EF. Em condicGes de forca ionica alta , Pl e P8 se dissociam em
componentes de menor peso molecular que o antigeno original (Figuras 17 Be 17 C e
Figura 20 A). Outra caracteristica marcante dos antigenos Pl e P8 é que, ap6s a completa
retirada do sal das amostras e liofilizacdo, os antigenos s6 sdo sollveis em meio &cido, o
que sugere que estes antigenos sdo moléculas &cidas. E interessante salientar que os
antigenos Pl e P8 sdo isolados da fracdo solivel das vacinas enquanto que o EF
corresponde a um antigeno soluvel que é excretado no meio de cultivo por formas
promastigotas da Leishmania.

Outro antigeno com caracteristicas semelhantes as de Pl e P8 é o PRA
(polysacharide-rich antigen), isolado de meio de cultura de promastigotas de L. donovani.
Este é também um antigeno formado por fenémenos de agregacdo molecular. Este
antigeno, apesar de ser predominantemente composto por carboidratos (80%), contém
material de natureza protéica (RAY & GHOOSE 1985), o que contrasta com 0s antigenos
Pl e P8, que sdo essencialmente constituidos por carboidratos (Figura 14 C, canaletas 1 e 4,
Figuras 11 e 13). O antigeno PRA néo é também reconhecido pelo soro de pacientes com a
forma visceral de leishmaniose, o que é diferente do observado para os antigenos Pl e P8

(Figura 8 canaletas 2 e 3 e Figura 27, grupo 6). Este resultado € surpreendente uma vez que
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PRA é reconhecido por soro de coelho imunizado com formas promastigotas de L.
donovani. PRA apresenta uma grande heterogeneidade de bandas em SDS-PAGE, assim
como os antigenos Pl e P8 (Figura 9), sendo que as formas mais reativas de PRA com o
antisoro de coelho s&o aquelas que apresentam peso molecular até 45 KDa. Diferentemente
do antigeno PRA, Pl e P8 reconhecem apenas moléculas de PM igual ou acima de 90 KDa.
Apesar de serem fortemente reconhecidos por soro de pacientes e de cdes infectados com
leishmaniose visceral, tentativas de se obter anticorpos contra Pl e P8 falharam, quando
utilizou-se o modelo de camundongos BALBc injetados por via subcutdnea com 10 ug
destes antigenos por animal (ndo mostrado). Experimentos preliminares sugerem que PI,
entretanto, € capaz de induzir a sintese de interferon-y por macréfagos peritoniais
infectados com L. amazonensis, quando estimulados com 5 a 10 ug do antigeno, sendo que
se observa forte inibicdo desta resposta quando as células séo estimuladas com 50 ug de
antigeno (ndo mostrado). O fato de ndo termos induzido a sintese de anticorpos contra Pl e
P8 em camundongos pode ser devido a diversos fatores, entre outros a quantidade de
antigeno utilizado na imunizacdo, a forma de injecdo ou mesmo o adjuvante utilizado
nestes ensaios, o hidréxido de aluminio.

As caracteristicas de Pl e P8 indicam que eles sdo moléculas resultantes de
alteracOes fisico-quimicas que ocorrem nas vacinas originais. Mudancas nas propriedades
fisico-quimicas de moléculas, resultantes da acdo de agentes quimicos, ou de componentes
presentes nos meios onde estas moléculas sdo estocadas ou isoladas foram bem estudadas
por SEMPRE-VIVO & HONIGBERG (1980). Estes autores demonstraram que 0S
antigenos AAGP (Antigenically Active Glycoprotein) (DECKER-JACKSON &

HONIGBERG 1978) e o0 EF (excreted Factor) (EL-ON et al. 1979) isolados de meio de
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cultura de L. donovani correspondem a diferentes estados moleculares de uma mesma
molécula. No contexto do componente principal a partir do qual o EF e o0 AAGP se
formam, foi sugerido que as propriedades destes antigenos se assemelham muito a
compostos descritos na literatura por LIGTH & SMITH (1963), compostos estes formados
pela condensacdo de triptofano com carboidratos (SEMPRE-VIVO & HONIGBERG
1980). Apesar das caracteristicas comuns com os antigenos EF, AAGP e PRA, os antigenos
Pl e P8 aqui descritos sdo distintos destes antigenos em muitos aspectos.

A acdo do 2-mercaptoetanol sobre a estrutura dos antigenos Pl e P8 ndo so
desagrega a estrutura destes antigenos em varios fragmentos, como também abole a
reconhecimento dos mesmos por soros humanos e de cées infectados com leishmaniose
visceral (Figura 15). Os antigenos com propriedades semelhantes as de Pl e P8, apresentam
algum conteudo protéico em sua estrutura, mas ndo foram analisados quanto a acdo do 2-
mercaptoetanol (DECKER-JACKSON & HONIGBERG 1978, EL-ON et al. 1979, RAY &
GHOSE 1985, PALATNIK et al. 1989). As alteragBes nestes antigenos poderiam ser
explicadas pela presenca de proteinas ou peptideos na sua composicdo, entretanto para Pl e
P8 isto ndo € valido, uma vez que eles ndo apresentam cisteina na sua estrutura (Figura 12
C e Figura 13). Assim como jé se tinha observado varias bandas em ensaios de eletroforese,
apos o tratamento do antigeno Pl com 2-mercaptoetanol (Figura 9, Figuras 14 A, canaleta 3
e 14 C, canaleta 1), uma série de fracdes foram obtidas em ensaios de cromatografia de
exclusdo molecular ap6s tratamento do antigeno com 2-mercaptoetanol (Figura 18 A e B).
Observa-se ainda que, apesar do tratamento com o 2-mercaptoetanol gerar pelo menos dez
fragdes de tempos de retencédo distintos, quando a amostra tratada é eluida em H,O ou em
tampéo fosfato a distribuicéo destas fracdes € diferente, predominando fracbes de alto peso

molecular na eluicdo com agua (Figura 18 B) em comparacdo com a amostra eluida com o
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tampéo fosfato (Figura 18 A). Apesar do tratamento com o 2-mercaptoetanol dissociar o
antigeno em diversas fragdes de peso molecular variavel, moléculas com PM igual aquela
do antigeno original ainda sdo observadas (Figura 18 B, fracdo 5R). Quando estas fragdes
séo analisadas individualmente quanto a sua reatividade em ELISA, inclusive 5R, nenhuma
delas é reconhecida pelo soro de cdes infectados com leishmaniose visceral como o
antigeno original (ndo mostrado), confirmando o resultado anteriormente mostrado (Figura
15). Foi também observado que toda a reatividade das vacinas totais com soros humanos e
de cdes com leishmaniose visceral é devida aos antigenos P1 ou P8 (n&o mostrado).

Os resultados até aqui apresentados indicam que o 2-mercaptoetanol altera
quimicamente o antigeno, enquanto o SDS age apenas dissociando-0, sem introduzir
alteracbes quimicas do tipo covalente. Qualquer das fracGes obtidas por cromatografia de
exclusdo molecular do antigeno Pl apds tratamento com o 2-mercaptoetanol é capaz de se
associar em fragdes de peso molecular superior ao da fragéo original (Figura 19), entretanto
nenhuma destas formas agregadas apresenta a reatividade do antigeno original, como era
esperado. Este resultado indica que o fenbmeno de agregacdo é provavelmente resultante de
interacbes idnicas, hidrofébicas ou mesmo do tipo pontes de hidrogénio, entre grupos
quimicos presentes nas unidades de menor peso molecular que se associam. Assim como
Pl, o antigeno P8 também desagrega em fracGes de pesos moleculares menores que as do
antigeno original quando submetido a alta forca idnica (Figuras 20 A e 20 B), tendendo a
apresentar formas de agregacao de peso molecular mais alto, se submetido a condigdes de
forca idnica menores (Figura 20 B). Estes resultados mostram que também a formacéo de
P8 envolve associa¢des ndo covalentes de moléculas durante o fendmeno de agregagéo.

Os resultados observados na Figura 18 mostram que a a¢do do 2-mercaptoetanol

sobre PI da origem a varias fracGes de pesos moleculares bem abaixo daquele do antigeno
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original, entretanto a simples manipulacdo da forga ibnica a que estas fracbes sé&o
submetidos é suficiente para induzir a reagregagdo dos fragmentos menores em formas de
maior peso molecular (Figura 19). Quaisquer daquelas fragdes vistas na figura 19 se
submetidas a esta condicdo d& origem a uma espécie intermediéria de tempo de retengédo
semelhante as fracbes H1 e H2, obtidas pela dissocia¢do do antigeno original (ndo tratado
com 2-mercaptoetanol) pelo aumento da forca idnica (Figuras 17 B e 17 C). E importante
salientar, entretanto, que as novas espécies obtidas por reagregacdo das fragdes oriundas da
acao do 2-mercaptoetanol (Figura 19) ndo apresentam as mesmas propriedades antigénicas
do antigeno original. Estes resultados demonstram que a associacdo da(s) unidade(s)
basica(s) que se agregam independentemente do(s) grupo(s) quimico(s) alterados pelo 2-
mercaptoetanol, mas a reatividade com o0s soros depende da estrutura topoldgica dos
agregados formados. Isto indica que os antigenos Pl e P8 sdo antigenos conformacionais.
Estudos recentes tém mostrado que anticorpos de pacientes com leishmanioses
reconheceriam preferencialmente antigenos conformacionais, enquanto anticorpos de
pacientes chagéasicos reconheceriam preferencialmente epitopos lineares (DURANTI et al.
1999, TRUJILO et al. 1999, LONGOBARDO et al. 2001). Nossos resultados concordam
com aqueles apresentados por estes autores uma vez que PI, apesar de ser um antigeno de
carboidrato, ndo é reconhecido por soros de pacientes chagasicos (Figura 27, grupo 8), mas
é fortemente reconhecido por soros de pacientes com leishmaniose visceral (Figura 27,
grupo 6). Ainda neste contexto, nenhum dos grupos de fracOes apresentadas na figura 7,
provenientes de vacinas armazenadas (simbolos preto e vermelhos), sdo reconhecidas por
soros de pacientes com LTA (ndo mostrado). Isto concorda com o fato destas vacinas

apresentarem alto grau de degradacéo e, portanto, apresentarem a maior parte dos seus
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componentes como fragmentos de moléculas sem a conformacdo das moléculas das quais
se originaram.

Apo6s a cromatografia na coluna Ultra Hydrogel Linear utilizando alguns
marcadores peptidicos, de pesos numa faixa entre 0,6 KDa e 2,30 KDa, foi estimado que o
peso das moléculas que eluem com tempo de retencdo igual ao da fragdo 11R (Fig. 18 B) é
de 2,30 KDa e da fracdo 25R (Fig. 18 B) € em torno de 0,60 KDa (ndo mostrado). A
variacdo de peso molecular das bandas presentes em SDS-PAGE do antigeno PI (calculada
a partir da Figura 9, canaleta 10) foi estimada ser em torno de 2,50 KDa (+/- 0,50 KDa)
para as bandas de pesos moleculares até cerca de 66,0 KDa. Acima deste valor as bandas
aumentam em peso como multiplos de 2,50 KDa ou como somas deste valor, com
variag0es de peso muito mais altas de uma banda para outra. Note-se que em SDS o
antigeno se dissocia como na presenca de altas concentracGes de sal, e esta variagdo de
2,50 KDa é compativel com o peso estimado por cromatografia para as fracbes H1 e H2
(2,3 KDa), provenientes da desagregacao do antigeno PI por acdo do tampdo fosfato 1,0 M
(Figuras 17 B e 17 C). Analisados em conjunto estes resultados indicam que a menor
unidade a partir da qual o antigeno Pl se forma tem peso molecular em torno de 2,50 KDa,
sendo as fracGes produzidas pela acdo do 2-mercaptoetanol produtos de alteragdes
covalentes introduzidas nesta unidade béasica de 2,50 KDa. Este peso molecular é diferente
daquele descrito para as unidades formadoras dos antigenos agregados PRA e ESA
(excreted saccharide antigen) descritos por RAY & GHOSE (1985 ), cujo peso molecular
minimo foi descrito como 20 KDa, e com o peso molecular descrito para o EF que é de
33,0 KDa (EI-ON et al. 1979). O antigeno FMN por sua vez, que corresponde a uma fracéo

glicoprotéica, € composto por moléculas cujo peso molecular varia entre 9,0 a 95 KDa
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(PALATNIK et al. 1989). Estes resultados confirmam que Pl e P8 sdo antigenos diferentes
dos descritos por estes autores.

O fato dos antigenos Pl e P8 reagirem com 2-mercaptoetanol e a auséncia de
cisteina na composi¢do destes antigenos surpreende, uma vez que ap0s o tratamento dos
antigenos com este reagente, a iodoacetamida, um agente quimico capaz de alquilar tiois
livres ainda reage com os antigenos PI, P8. Observa-se que 0 espectro do antigeno original
muda consideravelmente ap0s a etapa de reacdo com a iodoacetamida, havendo o
aparecimento de bandas de absorcdo tipicas de grupo amida no espectro dos antigenos
tratados (Figura 21, linha preta). Outro fato importante é que ap6s o tratamento dos
antigenos com 2-mercaptoetanol ainda é possivel dosar o teor de carboidrato da amostra,
entretanto apds a etapa de bloqueio dos tidis com a iodoacetamida esta dosagem ja ndo é
mais possivel. A cor alaranjada caracteristica da formacdo de furfurais, apos a adi¢do do
H,SO, & solucdo a ser dosada, é alterada por uma coloragdo pUrpura intensa, se 0 antigeno
for previamente tratado com 2-mercaptoetanol e em seguida com iodoacetamida.

A estrutura de Pl ndo apresenta quaisquer sinais relativos a presenca ligacoes
peptidicas em seu espectro no infravermelho, confirmando a auséncia de estruturas
protéicas neste antigeno. A presenca de residuos de aminoacidos ndo aromaticos na
estrutura de Pl é também descartada, uma vez que nao se observa sinais relativos a vibragédo
de ligagBes peptidicas (Figura 22 B), enquanto estes sinais sdo abundantes no controle
utilizado, o peptideo C humano (Figura 22 A, setas pretas). Estes resultados estdo em
acordo com aqueles observados na analise de aminoacidos, que descartaram a presenca de
proteina nas estruturas de Pl e de P8 (Figuras 11 D e 11 H e Figura 12 D). Como esperado,
sinais relativos a presenca de hidroxilas sdo abundantes no espectro do antigeno PI (Figura

22 B, setas azuis), 0 que € uma caracteristica tipica de polissacarideos. Os picos na regido
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entre 1250 e 1450 cm™ podem refletir a presenca na estrutura de P1 de ligacdes do tipo C-
O-H (Figura 22 B, setas cinzas). O espectro do antigeno Pl apresenta ainda sinais intensos
entre 800 e 1250 cm™, que séo indicativos da presenca de monossacarideos (Figura 22,
setas vermelhas), sendo que sinais na regido entre 850 cm-1 e 900 cm-1 sdo associados a
vibracOes e estiramento de ligagdes do tipo C-O-H. Estes picos estdo associados a presenca
de ligacdes glicosidicas, sendo os picos entre 890 e 900 cm™, mais precisamente em 897
cm™ (Figura 22 B, seta parpura), tipico de ligacdes p-glicosidicas (PAPPAS et al. 2001).
Observa-se ainda alguns picos entre 775 e 825 cm™ (Figura 22, setas verdes). Sinais nesta
regido do espectro tem sido atribuidos ao estiramento e a deformacdes de ligacGes do tipo
C-O-S (TOIDA et al. 1999), sendo que picos exatamente em 800 cm-1 (Figura 22, seta
marron) tem sido associados a vibracGes destas ligacbes em grupos sulfonato de residuos de
monossacarideos acidos, como aqueles do &cido glucurénico (SANDERSON et al. 1987).
A caracterizacao de antigenos de carboidrato ou de glicoconjugados tém crescido
nos ultimos anos, baseado no fato de que estes antigenos, assim como algumas proteinas ou
peptideos derivados deles, serem tdo eficientes em induzir protecdo em modelos
experimentais, em humanos e em cdes, como vacinas de composicdo quimicamente
definida (PAPADOPOU et al. 1998, SPITZER et al. 1999, DA-SILVA et al. 2001,
HEWITT & SEEBERGER 2001). Resolvemos entdo identificar o nimero de componentes
dos antigenos Pl e P8 por cromatografia de fase reversa e também tentar identificar os
monossacarideos destes antigenos por cromatografia em camada delgada. A analise dos
componentes de Pl por cromatografias de fase reversa sugere que o antigeno é composto
por componentes altamente polares pois ele elui como pico Unico em torno 2,5% de

acetonitrila, que praticamente ndo se ligam a coluna (Figura 23 A). O segundo pico
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observado na figura (que elui por volta de 45% de acetonitrila) corresponde a
contaminantes presentes no sistema eluente, pois ele é também visto quando se corre uma
amostra do branco (20 puL de solugdo de TFA 0,02 %). Os resultados observados nas
Figuras 23 A e B permitem-nos descartar por completo a presenca de acido graxos e de
lipideos na composicdo de PIl, uma vez que ndo se observa nenhum material eluindo em
concentragdes mais altas de acetonitrila. Amostras do antigeno Pl tratado com 2-
mercaptoetanol por sua vez eluem como dois picos neste sistema de fracionamento (Figura
23 B). Os dois picos apresentam tempos de retencdo intermediarios quando comparados ao
tempo de retencdo do pico observado para o antigeno ndo tratado. Este resultado contrasta
com aquele observado para a cromatografia de exclusdo deste mesmo material eluido com
agua (Figura 18 B), onde sdo observados pelo menos 8 fracGes distintas, 0 que sugere que
as varias fracGes obtidas pelo tratamento de Pl com 2-mercaptoetanol, de peso molecular
aparente distintos, sdo homogéneas quanto a sua polaridade. As fracdes provenientes da
cromatografia de exclusdo molecular do antigeno tratado (Figura 18 B) foram também
submetidas a analise por cromatografia de fase reversa. Tanto a fracdo 19R quanto a fracdo
25R eluem como dois picos na cromatografia de fase reversa (Figura 24 A e B), exatamente
com mesmo tempo de retencdo observado para o antigeno Pl apds ser tratado (Figura 23 B).

Analisando os resultados em conjunto podemos sugerir que os antigenos Pl e P8
sdo formados por no minimo dois componentes, que por filtracdo molecular apresentam
PM em torno de 2,50 KDa. Um componente que elui naquele sistema com tempo de
retengdo de cerca 11,6 min e outro de tempo de retengcdo de cerca de 12,2 min Estes
componentes apresentam a mesma polaridade pois eluem na cromatografia de fase reversa

como um Unico pico, com tempo de retencdo de 3,3 min (Figura 23 A). Apos o tratamento
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com o 2-mercaptoetanol estes dois componentes sofrem alteracdes quimicas, levando a um
ligeiro aumento na polaridade de um dos componentes, que elui em 3,1 min, e a uma
reducdo na polaridade do outro, que elui com 3,6 min (Figura 23 B). A presenca de dois
componentes distintos é reforcada pelo fato de quaisquer das fracGes mostradas na figura
18 darem origem a dois componentes, sempre com tempos de retencdo de 3,1 e 3,6 min,
quando aquelas fracdes sdo eluidas separadamente no sistema de fase reversa. Este
resultado indica que todas as fracbes mostradas na figura 18, a principio de PM aparente
distintos, séo resultantes do fendmeno de associagdo dos mesmos dois componentes de PM
em torno de 2,50 KDa, quando colocados na condicio de baixa forca idnica. E importante
observar que Pl e provavelmente P8 sdo constituidos por formas agregadas em equilibrio,
sendo que no tampdo original da vacina do qual s&o isolados (fosfato de sédio 0,10 M, pH
7,4) predominam as formas de PM muito alto (Figura 17 A, H1), enquanto em condicdes de
maior forca ibnica predominam as formas de menor PM, a partir das quais 0s antigenos se
formam (Figura 17 A, H2). A distribuicdo das vérias formas agregadas em H,O ou em
tampéo fosfato de diferente forca idnica pode refletir a presenca de dois componentes de
associacao distintos, um hidrofobico que seria favorecido em H,O e um outro idnico, que
seria favorecido em fung&o da forga idnica ou pH do meio (Figuras 17, 18, 19 e 20).

Apesar da baixa resolucdo observada nos experimentos de cromatografia dos
antigenos em camada delgada (Figura 25), algumas consideracfes importantes podem ser
inferidas destes experimentos. A técnica de TLC é capaz de detectar até 2,0 ug de
monossacarideos, sendo que cada monossacarideo cora com uma cor caracteristica (Figura
25 A). Apos ser submetido a até 12 horas de hidrélise em condi¢fes &cidas, o antigeno Pl

aparentemente ndo é totalmente hidrolisado, uma vez que o hidrolisado ndo migra até a
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regido onde a maior parte dos agucares neutros migra, na fase movel utilizada (Figura 25 B,
H6 e H12). Apesar da baixa resolucdo, a presenga de Galactose na estrutura do antigeno
pode ser inferida deste resultado. Apesar da sua alta polaridade (Figura 23 A), Pl ndo
hidrolisado sequer deixa o ponto de aplicacdo da amostra em TLC (Figura 25 B, nH e
Figura 25 C, PI), o que ¢é provavelmente uma consequéncia do seu alto peso molecular. Isto
pode também explicar a ndo migracdo do Glicogénio (Glg), ou de Glg tratado com 2-
mercaptoetanol (Figura 26 C, Glg e GlgM). Enquanto Pl na sua forma nativa Pl sequer
deixa 0 ponto de aplicacdo da amostra, 0 antigeno tratado com 2-mercaptoetanol migra
muito mais que todos os padrGes de monossacarideos utilizados (Figura 25 C, PIM), mas
cora de maneira distinta daquela amostra do antigeno tratada com SDS, que também migra
consideravelmente (Figura 25 C, PIS). Na presenca de mercaptoetanol Pl cora como uma
mancha totalmente branca, enquanto que em SDS ele cora como uma mancha totalmente
azul, confirmando a acdo quimica distinta dos reagentes sobre a estrutura dos antigenos.
Também chama a atencéo o fato do antigeno PI tratado com 2-mercaptoetanol migrar mais
que fucose, 0 monossacarideo neutro que mais migra na fase mdvel empregada. Os
produtos do tratamento dos antigenos com 2-mercaptoetanol sdo tdo polares quanto o
antigeno ndo tratado, o que esta de acordo com resultados anteriores (Figuras 23 B e
Figuras 24 A e B). A migracdo aumentada em TLC dos antigenos ap0s tratamento com
SDS e 2-mercaptoetanol, em comparacao aos antigenos nao tratados, é compativel com os
resultados apresentados (Figura 9, canaletas 4, 6, 10 e 12 e Figuras 18 A e B) que mostram
que, nestas condicOes, as fracdes resultantes dos tratamentos tem peso molecular aparente
de 2,50 KDa ou menos, principalmente os produtos do tratamento com 2-mercaptoetanol.
Neste caso ndo so ha indicios de aumento de polaridade nos componentes que se agregam

mas também de possiveis quebras de ligacGes quimicas gerando fragmentos de PMs muito
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abaixo de 2,50 KDa e mais polares que 0s monossacarideos neutros testados (Figuras 18 A
e 18 B, Figura 19, Figuras 23 e 24 e Figuras 25 C e 26 C).

A hidrdlise alcalina do antigeno PI é mais eficiente que a hidrolise acida. Nessa
abordagem pode-se inferir que Pl apresenta na sua composi¢do agucares neutros como a
glicose, galactose e a manose. N&o se observa mancha na éarea correspondente ao Rf de
residuos de fucose, confirmando a auséncia deste agucar neutro na composicdo de Pl
(Figura 25 D, H12 e Figura 25 B, H6 e H12). A presenca de &cido sialico é sugerida, em
funcdo da presenca de uma mancha na regido de Rf deste acucar acido (Figura 25 D, H12 e
Sia). A presenca de acucares fosfatados € também sugerida pois é observada uma mancha
nitida na regido de Rf destes monossacarideos (Figura 25 D, H12, GIc6P e GallP). Os
resultados obtidos em TLC ndo permitem descartar a presenca de aglcares aminados na
composicdo de Pl e P8. Os resultados da analise de aminoécidos ndo apresentaram nenhum
pico relativo a presenca de aglcares aminados em Pl ou P8, que também seriam alvo de
derivatizacdo com o PITC naquela abordagem, a menos que estivessem com 0S amino
grupos bloqueados (Figura 11 D e 11 H). Alguns picos foram observados quando
trabalhou-se com a hidrélise alcalina de uma amostra maior (100 ug) de P8 seguida da
derivatizacdo com o PITC, cujos tempos de retencdo ndo correspondem a aminoacidos e
nem aos aminoacgucares comuns (Figura 13 C, setas vermelhas), com tempos de retencao
caracteristicos de material consideravelmente hidrofobico. Ensaios preliminares utilizando
a analise de monossacarideos por espectrometria de massa combinada com ensaios de
ressonancia magnética nuclear confirmaram a auséncia de fucose em Pl e em P8. Nestes
ensaios a presenca de glicose (10 %), galactose (60%) e manose (30%) como os agucares

neutros presentes na composi¢do dos antigenos vem sendo confirmada (ndo mostrado). A
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identificacdo de monossacarideos carregados bem como de derivados de monossacarideos
em Pl e P8 vem sendo estudada nesta abordagem.

Numa tentativa de verificar como o0 mercaptoetanol atua sobre a estrutura dos
antigenos Pl e P8 submetemos amostras de monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos
ao mesmo tratamento. A hipdtese de que o 2-mercaptoetanol aja por quebra de ligacdes
glicosidicas pode ser descartada. Os dissacarideos maltose, celobiose, lactose, lactulose e
sacarose ndo apresentaram manchas em TLC correspondentes aos valores de Rf dos
monossacarideos que 0s constituem, apos o tratamento com 2-mercaptoetanol (Figura 26 A,
Glc, Gal, Fru), sugerindo que ndo ha quebras de ligacBes glicosidicas. Este resultado
entretanto ndo descarta a possibilidade de que outra ligacdo covalente, que ndo a
glicosidica, seja o alvo do 2-mercaptoetanol nas estruturas de Pl e P8. Além disto, lactulose
e sacarose apresentam um aumento nos seus valores de Rf ap6s o tratamento (Figura 26 A,
Lat e LatM e Sac e SacM), indicando um aumento da polaridade destes dissacarideos. A
maior migracdo da sacarose tratada com 2-mercaptoetanol comparada ao controle ndo
tratado foi confirmada em um segundo experimento (Figura 26 B, Sac e SacM), bem como
0 da lactulose tratada (Figura 26 D, Lat e LatM). A auséncia de quebra de ligacdes
glicosidicas também é confirmada, uma vez que ndo se observa manchas correspondentes
aos valores de Rf de Glicose e de frutose na linha de corrida dos dissacarideos tratados
(Figuras 26 A, B e C). Neste experimento foi também descartada uma possivel acdo do
SDS sobre aglcares aminados como a glicosamina ou a galactosamina, uma vez que estes
monossacarideos nao tem seu perfil de deslocamento alterado pela presenca deste reagente
(Figura 26 B, GIcN e GIcNS e GalN e GalNS).

Assim como o antigeno PI, também P8 na presenca de 2-mercaptoetanol e SDS

migra muito mais que todos 0s monossacarideos testados (Figura 26 C, P8M e P8S). Nessa
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figura pode ser vista a coloragdo branca da mancha correspondendo ao Rf do antigeno apos
tratamento com 2-mercaptoetanol e a mancha azul correspondente ao Rf do antigeno
tratado com SDS. Observa ainda que a lactulose tratada com 2-mercaptoetanol, assim como
a sacarose tratada nas mesmas condic¢Ges, migram mais durante a cromatografia em camada
delgada que o controle ndo tratado (Figura 26 B Sac e SacM) e (Figura 26 C, Lat e LatM).
Nota-se ainda que amostras de glicogénio tratadas ou ndo com 2-mercaptoetanol
permanecem no ponto de aplicacdo das amostras (Figura 26 C, Glg e GIgM). Isto sugere
que ndo ha alteracBes nos residuos deste polimero, razdo pela qual provavelmente eles
permanecem na origem de aplicacdo, além de serem polimeros de alto peso molecular.
Tanto a lactulose quanto a sacarose, que se mostraram sensiveis ao 2-mercaptoetanol, séo
dissacarideos formados pela ligacdo de glicose com frutose, diferindo apenas na posicéo e
no tipo de ligagdo que une os dois monossacarideos. Interessante ainda € o fato de ambos
reagirem com o 2-mercaptoetanol, apesar de sacarose ndo ser um agulcar redutor mas da
lactulose ser. Também é relevante o fato dos dissacarideos formados apenas por glicose nao
serem afetados pelo 2-mercaptoetanol (Figura 26 A, Clb e CIbM, Mal e MalM e Lac e
LacM), além do glicogénio, que também é formado s6 por residuos de glicose (Figura 26 C,
Glg e GIgM). Como a frutose é um glicofuranosideo e glicose um glicopiranosideo,
suspeitamos que a frutose pudesse ser o residuo alterado pelo 2-mercaptoetanol e isto
poderia explicar a migragdo alterada da lactulose e da sacarose tratadas pelo 2-
mercaptoetanol. Como era esperado, a glicose e a galactose tratadas com 2-mercaptoetanol
ndo tem o seu valor de Rf alterado quando comparadas aos controles ndo tratados, para
nossa surpresa, entretanto, também a frutose aparentemente ndo tem o seu valor de Rf
alterado, migrando exatamente igual ao seu controle ndo tratado (Figura 26 D, Glc e GlcM,

Gal e GalM e Fru e FruM). Apesar destes resultados, a acdo do 2-mercaptoetanol sobre a
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estrutura de Pl e P8 sugere que a estrutura de carboidratos é de alguma forma passivel de
sofrer alteracGes quimicas promovidas por este reagente, resultando em fragmentos mais
polares inclusive, que os monossacarideos testados.

Relatos na literatura sobre a reacdo de 2-mercaptoetanol com carboidratos sdo
escassos, entretanto é sabido que este reagente é capaz de alterar a cinética de interacdo de
drogas como as enediinas com DNAs. Sabe-se que estas drogas agem sobre o terminal 4’
do DNA produzindo, por mecanismos que envolvem radicais livres, radicais livres de
desoxiribose que séo estabilizados pelo 2-mercaptoetanol. O mecanismo proposto para esta
atividade envolve a transferéncia de &tomos de H da hidroxila do tiél para os radicais da
droga e para o radical desoxiribose (LOPEZ-LARRAZA et al. 2001). Outro mecanismo de
acdo do 2-mercaptoetanol envolve a incorporacao simultanea de &tomos de hidrogénio e de
uma molécula do reagente 2-mercaptoetanol durante a quebra de ligagdes do tipo C-S-C
(TSIKAS et al. 1999), presentes em vasodilatadores fisiolégicos humanos inibidores da
agregacdo de plaquetas. No presente estudo temos evidéncias de que a reacdo do 2-
mercaptoetanol envolve ou um ataque aos antigenos via hidroxila do reagente, deixando o
grupo tiol livre para a incorporacdo da iodoacetamida, jA que este reagente reage apds a
etapa de tratamento do antigenos com 2-mercaptoetanol (Figura 21) ou, outro mecanismo
que resulte na manutencgdo de grupos tidis livres na estrutura dos antigenos. Um mecanismo
de acdo como o proposto por TSIKAS et al. (1999) responderia pelo observado para a
reacdo dos antigenos Pl e P8 com o 2-mercaptoetanol, uma vez que o produto de quebra de
ligacbes do tipo C-O-S, que podem estar presentes em Pl e P8 (Figura 22, setas verdes),
resultariam em produtos com tiois livres para o ataque pela iodoacetamida. Nossos
resultados entretanto ndo sdo suficientes para confirmar isto. Como observado nos estudos

de espectroscopia no infravermelho, muitas séo as possibilidades de reacdo dos antigenos
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Pl e P8 com o 2-mercaptoetanol, sendo que a determinagdo precisa da composicdo e as
quantidades relativas de cada monossacarideo sdo necesséarias para se vislumbrar um
modelo completo de como estes antigenos sdo formados por agregagdo e como 0 2-
mercaptoetanol altera estes complexos agregados.

O fato de termos determinado a presenca de glicose, galactose e manose na
estrutura dos antigenos Pl e P8 ndo é incomum, uma vez que estes monossacarideos sdo
freqlentes em polissacarideos de Leishmania. EI-ON et al. (1979) ndo caracterizaram as
hexoses presentes no EF e relataram a auséncia de acido sialico, de aminoagucares e de
frutose, assim como a presenca de &cido urdnico neste antigeno. Os resultados aqui
apresentados sugerem que Pl e P8 podem apresentar acido sialico em sua estrutura, assim
como fosfoagUcares. Os resultados também apontam para a presenca de monossacarideos
derivados modificados com grupos sulfato e/ou sulfonato. RAY & GHOSE (1985)
identificaram galactose como monossacarideo presente nos antigenos PRA e ESA e
observaram um outro componente em TLC, mas ndo o identificaram. Em comparacgdo ao
antigeno FMN descrito por PALATNIK et al. (1989), nossos resultados descartam a
presenca de fucose como constituinte dos antigenos Pl e P8, bem como de aminoacidos.
Como se trata de antigenos obtidos de amostras de vacinas de longos periodos de
estocagem, Pl e P8 podem ser formados por agregacdo de fragmentos de qualquer molécula
presente nas cepas de Leishmania a partir das quais a vacina é produzida. Neste contexto é
relevante salientar que partes da molécula do lipofosfoglicano (LPG) sdo encontradas como
constituintes de uma série de moléeculas isoladas de Leishmanias, como a fosfatase acida, o
proprio EF, nas ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIs), em glicosilinositolfosfolipides
(GIPLs) e em glicoproteinas (MENDONCA et al. 1991, KELLEHER et al. 1992,

BEVERLEY & TURCO 1998), o que sugere que porcOes isoladas desta molécula
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desempenham papel crucial no processo de infec¢do pelo parasito, sendo portanto alvos
potenciais nos estudos voltados para o desenvolvimento de vacinas. Antigenos
predominantemente de carboidrato tém sido testados quanto ao seu papel como vacinas. O
antigeno FMN encontra-se em fase 111 de testes como vacina contra leishmaniose visceral
em cdes (DA-SILVA et al. 2001). PATEL & LINDHORST (2001) tém estabelecido
estratégias de sintese quimica para obter vacinas constituidas por por¢es de moléculas de
carboidrato relevantes no processo de infecgdo por Leishmania. HEWITT & SEEBERGER
(2001) produziram por sintese quimica um antigeno correspondente ao tetrasacarideo do
“core” do LPG de L. donovani, que esta em fase de testes para uso como vacina contra
leishmaniose visceral em humanos. Pl e P8 sdo moléculas de carboidrato que fazem parte
da vacina contra Leishmaniose Tegumentar Americana produzida por MAYRINK et al.
(1979). O papel destes antigenos na prote¢do induzida pela vacinagdo em humanos pode ser
importante no contexto da vacina como um todo, permanecendo este papel como uma

perspectiva futura de estudo.
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CONCLUSOES.
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i. Antigenos foram isolados tanto de amostras de vacinas compostas por cinco
cepas de parasitos do género Leishmania, quanto de amostras de vacinas produzidas a partir

de quatro das cinco cepas presentes na vacina polivalente;

ii. Os antigenos isolados destas vacinas sdo fortemente reconhecidos pelos soros
de individuos humanos e de cdes infectado com a forma visceral da leishmaniose, mas néo
pelo soro de individuos humanos infectados com outras formas da leishmaniose, sendo

capazes de permitir o diagndstico diferencial destas doengas;

iii. Os antigenos isolados destas vacinas sdo fortemente reconhecidos pelos soros
de individuos humanos e de cées infectado com a forma visceral da leishmaniose, mas ndo
pelo soro de individuos humanos normais, sendo capazes de permitir o diagnostico de

leishamaniose visceral em humanos e em cées;

iv. Os antigenos isolados destas vacinas ndo ddo reatividade cruzada com soro de
individuos humanos infectados com doencas relacionadas com a leishmaniose visceral e

nem com soro de individuos humanos infectados com outra doengas;

v. Os antigenos isolados da vacina polivalente, antigeno Pl e o antigeno isolado de
vacina monovalente, antigeno P8, reconhecidos especificamente pelo soro de humanos e de

caes com leishmaniose visceral, sdo antigenos de carboidrato;
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vi. As vacinas contra Leishmaniose Tegumentar Americana utilizadas neste estudo
sofrem mudancgas na sua composi¢do molecular, principalmente devido a fendmenos de
agregacdo molecular, dando origem a moléculas de alto peso molecular, antigenicamente

reativas;

vii. Os fendmenos agregacdo molecular que ddo origem a estes agregados
antigénicos ocorrem independentemente do tempo de estocagem das vacinas, sendo estes

agregados isolados mesmo de vacinas recém preparadas;

viii. Os antigenos PI e P8 isolados neste estudo sédo formados por fenémenos de
agregacao molecular, e correspondem a agregados moleculares de alto peso molecular, em

torno 7,0 x 10° KDa;

ix. Os antigenos Pl e P8 sdo sensiveis a agdo dos reagentes SDS e 2-
mercaptoetanol, dissociando-se em seus constituintes de menor peso molecular por agdo

destes agentes quimicos;

X. Os produtos de dissociacdo dos antigenos Pl e P8 pela acdo do SDS nédo perdem
a capacidade de serem reconhecidos pelo soro de humanos e de cées infectados com
leishmaniose visceral, sobretudo os intermediarios de pesos moleculares acima de cerca 90

KDa;
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xi. Os produtos de dissociagdo dos antigenos Pl e P8 pela acdo do 2-
mercaptoetanol perdem completamente a capacidade de serem reconhecidos pelo soro de

humanos e de caes infectados com leishmaniose visceral;

xii. A desagregacao dos antigeno Pl e P8 pela acdo do SDS é mediada por efeitos
ibnicos enquanto a desagregacdo dos antigenos Pl e P8 por acdo do 2-mercaptoetanol

envolve alteragdes covalentes na estrutura quimica dos antigenos;

xiii. O antigenos Pl e P8 sdo constituidos por glicose, galactose, manose, e
possivelmente por &cido sidlico e/ou acido glucordnico, acucares fosfatados e agucares

sulfatados e/ou sulfonatados;

xiv. Os epitopos reativos dos antigenos Pl e P8 sdo de carboidratos e sdo os

antigenos PI e P8 antigenos conformacionais;
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RESUMO.

Este trabalho baseou-se na idéia de se isolar antigenos de vacinas contra
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), armazenadas por longos periodos,
(Leishvacin®). Estas vacinas apresentam alto grau de degradacdo em funcéo dos anos de
armazenamento, mas sdo ainda capazes de induzir protecdo contra a leishmaniose
tegumentar em humanos, apesar de terem sido estocadas por periodos acima de cinco anos.

Antigenos foram isolados de amostras de vacina polivalente, constituidas por cinco
diferentes linhagens dermotrdpicas de Leishmania, e de amostras de vacina monovalente
constituida pela linhagem do parasito  Leishmania amazonensis, por dois diferentes
métodos de fracionamento (dialise e cromatografia). Pelo método de dialise foram isolados
antigenos de quatro das cinco linhagens de Leishmania presentes na vacina polivalente
(Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (L) mexicana, e duas linhagens de Leishmania
major-like). Estes antigenos sdo capazes de discriminar soros de individuos americanos e
de cdes infectados com a forma visceral da doenca (LVVA) de soros de individuos infectados
com a forma tegumentar da doenca (LTA), ou de individuos saudaveis. Estes antigenos
foram também isolados de amostras de vacina fresca constituida por L amazonensis,
indicando que sua formacdo é independente do tempo de estocagem das vacinas. Tais
antigenos sdo formados por fendmenos complexos de agregacdo molecular de pequenas
moléculas, apresentando peso molecular na faixa de 10° KDa, tendo sido obtidos tanto no
dialisado das vacinas quanto na fragdo ndo dialisada.

Por cromatografias de exclusdo molecular foram isolados antigenos da fracdo

soltvel da vacina polivalente (antigeno PI) e de vacina monovalente da linhagem
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Leishmania (L) amazonensis, cepa PH8 do parasito (antigeno P8). Assim como 0s
antigenos obtidos no dialisado e na fragcdo ndo dialisavel destas vacinas, Pl e P8 s&o
também antigenos formados por fendémenos de agregagdo molecular de pequenas
moléculas, independente do tempo de armazenamento das vacinas. Estes antigenos sdo
também especificamente reconhecidos pelo soro de humanos e de cdes com LVA, mas ndo
pelo soro de individuos normais ou infectados com outras formas da leishmaniose ou com
outras doencas. N&o ha reatividade cruzada destes antigenos com soro de individuos com
doenca de Chagas, seja em ensaios de Elisa ou em ensaios de “western blot”. PI ¢ P8 sdo
moléculas de peso molecular na faixa de 10° KDa, assim como os antigenos obtidos pelo
fracionamento da vacina por métodos de dialise.

Andlises dos antigenos Pl e P8 por métodos quimicos e fisicos indicam que estes
antigenos ndo apresentam material de natureza protéica ou &cidos nucléicos na sua
composicdo. A analise direta por métodos quantitativos confirmam a auséncia de proteinas
na composicao dos antigenos. Por outro lado, tanto a analise por métodos quimicos quanto
a analise por métodos de analise quantitativos confirmam que Pl e P8 sdo antigenos de
carboidrato. Pl e P8 sdo sensiveis ao tratamento por agentes quimicos como o dodecil
sulfato de sodio (SDS), 2-mercaptoetanol e o &cido periddico, sendo que os dois ultimos
agentes sdo capazes de abolir por completo a reatividade destes antigenos com o soro de
humanos e de cdes com LVA. Nossos estudos indicam que os trés reagentes agem na
estrutura destes antigenos dissociando-0s em seus componentes de menor peso molecular,
porém a desagregacao ocorre por mecanismos distintos de acordo com o reagente utilizado.
Os resultados indicam que o SDS age desestabilizando interacdes idnicas na estrutura dos
antigenos, enquanto o 2-mercaptoetanol age, provavelmente, rompendo ligacdes quimicas

intra ou intermoleculares nos antigenos. Os resultados também indicam que o 2-
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mercaptoetanol ndo promove o rompimento de ligacGes glicosidicas, sendo que a perda da
capacidade dos antigenos de reagirem com os soros de individuos com LVA envolve
alteracbes na conformacdo dos antigenos, sendo estes antigenos Pl e P8 provavelmente
formados por epitopos conformacionais.

Anélises em eletroforese e por cromatografia de fase reversa indicam que Pl e P8
sdo formados pela agregacdo de moléculas de peso molecular (PM) em torno de 2,50 KDa.
Os resultados obtidos por fase reversa descartam a presenca de &cidos graxos ou de lipideos
na composi¢do quimica dos antigenos. Finalmente, analises por métodos de cromatografia
em camada delgada confirmam que Pl e P8 sdo antigenos de carboidrato. Pl e P8 séo
constituidos por glicose, galactose, manose e, possivelmente, apresentam na sua
composic¢do derivados de agucares como fosfoagucares, aminoagucares e sulfoaglcares.

Os resultados aqui apresentados indicam que as vacinas, objeto deste estudo, sofrem
alteracbes consideraveis em sua composicdo quimica sendo as mais relevantes: i) o alto
grau de degradacdo de moléculas gerando moléculas de menor PM, ii) formacdo de
antigenos de alto PM por fendbmenos de agregacdo molecular, ii) o reconhecimento destes
antigenos por soro de individuos com LVA mas ndo por soro de individuos com LTA, iv) o

fato destes antigenos agregados serem essencialmente constituidos de carboidrato.
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