BARBARA DE OLIVEIRA

DESENVOLVIMENTO DE VACINAS DE SEGUNDA GERACAO CONTRA
LEISHMANIOSE VISCERAL: ADJUVANTES E SEUS POTENCIAIS EFEITOS
IMUNOGENICOS EM FORMULACOES VACINAIS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural,
para obtenc¢do do titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva

VICOSA - MINAS GERAIS
2022



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vigosa

048d
2024

Oliveira, Barbara de, 1998-

Desenvolvimento de vacinas de segunda geracdo contra
leishmaniose visceral: adjuvantes e seus potenciais efeitos
imunogénicos em formulagdes vacinais / Barbara de Oliveira. —
Vigosa, MG, 2024.

1 dissertagdo eletronica (143 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva.

Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2024.

Inclui bibliografia.
DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2024.392
Modo de acesso: World Wide Web.

1. Leishmaniose visceral. 2. Vacinas - Desenvolvimento.
3. Adjuvantes (Imunologia). I. Silva, Eduardo de Almeida
Marques da, 1970-. II. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Biologia Geral. Programa de Pos-Graduagao
em Biologia Celular e Estrutural. I1I. Titulo.

CDD 22. ed. 616.9364

Bibliotecario(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




BARBARA DE OLIVEIRA

DESENVOLVIMENTO DE VACINAS DE SEGUNDA GERACAO CONTRA
LEISHMANIOSE VISCERAL: ADJUVANTES E SEUS POTENCIAIS EFEITOS
IMUNOGENICOS EM FORMULACOES VACINAIS

Dissertagao apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural,
para obtenc¢do do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 27/02/2024

Assentimento:

Documento assinado digitalmente

%ajfb BARBARA DE OLIVEIRA
ol Data: 22/07/2024 09:40:59-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Barbara de Oliveira

Autora

Documento assinado digitalmente

%a.‘fb EDUARDO DE ALMEIDA MARQUES DA SILVA
g ol Data: 23/07/2024 20:42:22-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Eduardo de Almeida Marques da Silva

Orientador



AGRADECIMENTOS

Sou imensamente grata a Deus, que até aqui me sustentou, me abengoando e me dando
forgas para seguir a caminhada.

Agradeco a minha familia, em especial a minha mae e tio, que nunca mediram esforgos
para eu conseguir trilhar o0 meu caminho, pelo amparo em todos os momentos e pelos valores
que me ensinaram, vocés sdo meus grandes exemplos de honestidade e simplicidade. Amo
vocés e obrigada por tudo.

Agradeco ao Jodo Pedro, meu companheiro de vida e melhor amigo. Vocé foi e é parte
essencial no percurso que venho trilhando. Obrigada por todos os conselhos e acolhimento.
Amo voceé.

Agradeco aos meus professores da Faculdade do Futuro (FAF), por todo o
conhecimento compartilhado.

Agradeco as minhas queridas amigas Maria Laura e Millena, que mesmo de longe se
fizeram presentes na minha trajetoria.

Agradeco a Mariana por todos os conselhos, incentivo e acolhimento aqui em Vigosa
quando cheguei, por toda ajuda e amizade.

Agradeco aos meus amigos Mauricio e Pedro por todos os conselhos, por estarem ao
meu lado em diversos momentos, por todo apoio que me deram em Vigcosa € por serem meus
grandes amigos de vida.

Agradeco aos meus companheiros de trabalho e amigos, Vagner ¢ Neverton por todo
apoio e companheirismo durante o mestrado, a nossa parceria foi essencial para a execucao de
todo o trabalho que realizei até aqui. Obrigada por terem tornado os meus dias melhores.

Agradeco ao Eduardo, por ter me orientado e acolhido no LIP, por todo o
conhecimento compartilhado, pela paciéncia em estar sempre disposto a ensinar da forma mais
didatica possivel e por servir de inspiracdo como profissional.

Agradeco ao Renner por todo apoio e trabalho em equipe para o desenvolvimento da
revisdo sistematica aqui presente.

Agradeco aos professores Fernanda e Leandro por terem gentilmente aceitado fazer

parte da minha banca.



Agradeco a professora Juliana Fietto e aos professores Sérgio de Paula e Leandro
Licursi por terem cedido equipamentos e espaco em seus laboratdrios para a realizagdo de
algumas partes do presente trabalho.

Agradeco ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de
Vicosa (NMM) pelo compartilhamento de equipamentos importantes para a realizagdo de
analises importantes presentes nesse estudo.

Por fim, mas ndo menos importante, um agradecimento a Universidade Federal de
Vigosa (UFV) e ao programa de pos-graduagdo em Biologia Celular ¢ Estrutural pela
oportunidade de formagdo, agradegco também a secretaria do programa Elizabeth Pena que com
todo o seu cuidado e profissionalismo auxilia pos-graduandos do programa de forma excelente,
a Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelas oportunidades
que me proporcionou durante toda minha trajetdria académica, por meio da concessao de bolsas
de estudos, como a da pds-graduagdo, que juntamente com a FAPEMIG tornou possivel a

realizacdo da minha pesquisa por meio do apoio financeiro.



RESUMO

OLIVEIRA, Barbara de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro, 2024.
Desenvolvimento de vacinas de segunda geracio contra leishmaniose visceral: adjuvantes
e seus efeitos imunogénicos em formulac¢des vacinais. Orientador: Eduardo de Almeida
Marques da Silva.

A leishmaniose ¢ uma doenga negligenciada transmitida por flebotomineos que se adaptaram a
se alimentar do sangue de cdes e humanos em areas urbanas. Existem diferentes manifestacdes
da doenga, como a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV), sendo esta
ultima mais letal, com sintomas como hepatomegalia, esplenomegalia, perda de peso e febre.
Os parasitos causadores da LV incluem Leishmania infantum e Leishmania donovani, sendo L.
infantum o principal agente nas Américas sob a sinonimia Leishmania chagasi. A resisténcia
dos parasitos aos tratamentos convencionais destaca a necessidade urgente de desenvolvimento
de vacinas eficazes. A resposta imune, especialmente as respostas do tipo Thl e Thl7,
desempenha um papel crucial no combate a infecgdo. O uso de adjuvantes em formulagdes de
vacinas ¢ uma estratégia significativa para promover respostas imunes desejadas, direcionando
a acdo das células do sistema imunologico inato. Vacinas baseadas em proteinas, embora menos
eficazes, sdo consideradas alternativas mais seguras do que aquelas com antigenos
enfraquecidos ou inativados. Estudos sobre a proteina lipofosfoglicano-3 (LPG-3) destacam seu
potencial como alvo vacinal, com resultados promissores em camundongos BALB/c. Além
disso, o eugenol e seus derivados apresentam propriedades leishmanicidas e inflamatorias. A
pesquisa visa compreender as respostas imunes induzidas por adjuvantes, identificar adjuvantes
eficazes e fornecer uma literatura integrativa para auxiliar na formulagdo de vacinas seguras e
eficazes. No primeiro capitulo, um experimento com camundongos BALB/c avaliou a
imunogenicidade de uma vacina contendo o antigeno recombinante de L. chagasi (tfLPG3) e o
derivado de eugenol MR2-5. Foram analisados padrdes de resposta de citocinas, niveis de 6xido
nitrico, linfoproliferacdo de esplenocitos e producdo de anticorpos IgG1 e IgG2a. O foco foi
testar o MR2-5 como adjuvante, considerando seus efeitos inflamatorios descritos e os
resultados positivos da rLPG3 com outros adjuvantes. O trabalho mostrou que a formulagéo
vacinal pode gerar um perfil Th2 proeminente, com aumento significativo de citocinas do tipo

Th2 e anticorpos IgG2a, embora citocinas Thl e Thl7 também tenham sido detectadas. No



segundo capitulo, uma revisdo sistematica intitulada "Use of adjuvants in vaccine formulations
for visceral Leishmaniasis: a systematic review of studies conducted with BALB/c mice,"
destaca a importancia dos adjuvantes em formulagdes vacinais. A analise de dezesseis estudos
incluiu informagdes sobre toxicidade, agdes imunomoduladoras e efeitos na carga parasitaria e
parametros imunologicos. A revisdo destaca desafios na escolha do adjuvante ideal e reforga a
necessidade de considerar varios aspectos imunologicos na aplicagdo desses componentes. Os
resultados visam contribuir para o desenvolvimento de novas vacinas de segunda geracao contra
a LV, enfatizando a importancia dos adjuvantes na busca por formulacdes mais eficazes e
seguras para o controle da doenca em caes ¢ humanos. Em conclusio, os adjuvantes sdo cruciais
para melhorar as respostas imunoldgicas contra a LV e suas combinagdes podem aumentar a
eficacia vacinal. Contudo, mais estudos sdo necessarios para entender completamente o impacto
das formulag¢des, como MR2-5 + rLPG3, na protecdo contra Leishmania infantum chagasi,

podendo oferecer insights valiosos para futuras pesquisas vacinais.

Palavras-chave: vacina; adjuvantes; leishmaniose visceral.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Barbara de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2024.
Development of second-generation vaccines against visceral leishmaniasis: adjuvants and
their immunogenic effects in vaccine formulations. Advisor: Eduardo de Almeida Marques
da Silva.

Leishmaniasis is a neglected disease transmitted by sand flies that have adapted to feed on the
blood of dogs and humans in urban areas. There are different manifestations of the disease, such
as cutaneous leishmaniasis (CL) and visceral leishmaniasis (VL), the latter being more lethal,
with symptoms like hepatomegaly, splenomegaly, weight loss, and fever. The parasites causing
VL include Leishmania infantum and Leishmania donovani, with L. infantum being the main
agent in the Americas under the synonym Leishmania chagasi. The parasites' resistance to
conventional treatments highlights the urgent need for the development of effective vaccines.
The immune response, especially Thl and Th17 responses, plays a crucial role in combating
the infection. The use of adjuvants in vaccine formulations is a significant strategy to promote
desired immune responses, directing the action of innate immune system cells. Protein-based
vaccines, although less effective, are considered safer alternatives than those with weakened or
inactivated antigens. Studies on the lipophosphoglycan-3 (LPG-3) protein highlight its potential
as a vaccine target, showing promising results in BALB/c mice. Additionally, eugenol and its
derivatives have leishmanicidal and anti-inflammatory properties. The research aims to
understand immune responses induced by adjuvants, identify effective adjuvants, and provide
integrative literature to assist in formulating safe and effective vaccines. In the first chapter, an
experiment with BALB/c mice evaluated the immunogenicity of a vaccine containing the
recombinant L. chagasi antigen (rLPG3) and the eugenol derivative MR2-5. Cytokine response
patterns, nitric oxide levels, splenocyte proliferation, and IgG1 and IgG2a antibody production
were analyzed. The focus was to test MR2-5 as an adjuvant, considering its previously
described inflammatory effects and the positive results of rLPG3 with other adjuvants. The
study showed that the complete vaccine formulation could generate a more prominent Th2
profile, with a significant increase in Th2-type cytokines and IgG2a antibodies, although Thl
and Th17 cytokines were also detected. In the second chapter, a systematic review titled "Use

of adjuvants in vaccine formulations for visceral Leishmaniasis: a systematic review of studies



conducted with BALB/c mice," highlights the importance of adjuvants in vaccine formulations.
The analysis of sixteen studies included information on toxicity, immunomodulatory actions,
and effects on parasite load and immunological parameters. The review highlights challenges
in choosing the ideal adjuvant and reinforces the need to consider various immunological
aspects in the application of these components. The results aim to contribute to the development
of new second-generation vaccines against VL, emphasizing the importance of adjuvants in the
search for more effective and safer formulations for controlling the disease in dogs and humans.
In conclusion, adjuvants are crucial to improving immune responses against VL, and their
combinations can increase vaccine efficacy. However, more studies are needed to fully
understand the impact of formulations like MR2-5 + rLPG3 in protecting against Leishmania

infantum chagasi, potentially offering valuable insights for future vaccine research.

Keywords: vaccine; adjuvants; visceral leishmaniasis
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral (LV) ¢é causada por parasitos das espécies Leishmania
donovani, Leishmania infantum ou Leishmania chagasi, que sdo transmitidos para cdes e
humanos pela picada de insetos flebotomineos fémeas, principalmente da espécie Lutzomyia
longipalpis (Lainson; Rangel, 2005; Wamai et al., 2020). LV ¢é considerada doenca
negligenciada (G; E, 2002; Yamey, 2002) presente em paises em desenvolvimento, mas
distribuida principalmente em sete paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sudio do Sul
e Sudao, onde mais de 90% dos casos mundiais de L'V sdo relatados (Pigott ez al., 2014; Wamai
et al., 2020).

Dentre os principais € mais preocupantes sintomas clinicos de LV estdo a
hepatomegalia e esplenomegalia, que se caracterizam como aumento do figado e do baco,
respectivamente (Scarpini ef al., 2022). Esses sintomas estdo relacionados com diversas mortes
por LV (Coura-Vital et al., 2014).

Os tratamentos para LV se baseiam em antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
Miltefosina, podendo ser utilizados de forma combinada para tentar controlar o parasitismo
(Alves et al., 2018; Ibiapina et al., 2022). Entretanto, alguns desses tratamentos se
demonstraram toxicos para diversos 6rgdos, como por exemplo os rins, apds determinado
tempo de administra¢do (Sundar; Chakravarty, 2010). Além disso, a eficacia dos medicamentos
se mostrou reduzida com o passar do tempo, visto que a geografia da doenca e a epidemiologia
dos parasitos estdo relacionadas a diferengas significativas nos resultados de tratamentos
utilizando a mesma abordagem (Croft; Sundar; Fairlamb, 2006; Alves et al., 2018; Pacheco-
Fernandez et al., 2021).

Programas de vacinagdo t€m baixo custo financeiro em relagdo ao tratamento e, além
disso, o individuo doente passa por um longo processo de tentativa de controle do parasitismo
com a utilizacdo de drogas que podem causar sequelas como consequéncia de sua alta
toxicidade (Croft; Sundar; Fairlamb, 2006; Mazire; Agarwal; Roy, 2022; Ponte-Sucre et al.,
2017; Sundar; Chakravarty, 2010) e com a possibilidade de abandono do tratamento, por se
tratar de um periodo longo e dificultoso para o paciente (Farina et al., 2022; Parkash et al.,
2021; Scariot et al., 2022).

Diversos estudos de vacinas de segunda geracdo demonstraram ter efeitos positivos
com relagdo a imunogenicidade e a protecdo contra LV, entretanto, poucos trabalhos avangam
para uma proxima fase de testes clinicos (Lage et al., 2020; Ribeiro ef al., 2018, 2020; Emerick

etal., 2021).



16

Estudos tém demonstrado que os adjuvantes envolvidos no estimulo de respostas
imunologicas protetoras contra LV (tipo Thl) podem atuar de forma positiva em formulagdes
vacinais que visam o controle das diferentes formas clinicas das leishmanioses (Costa-Da-Silva
et al.,2022; Emerick et al., 2021; Fernandez et al., 2021; Lage et al., 2022; Ostolin et al., 2021;
Ratnapriya et al., 2019). O uso do eugenol e seus derivados ja demonstrou efeitos positivos
contra células cancerigenas, parasitos e diversos outros microrganismos, incluindo espécies de
Leishmania (Benencia; Courréges, 2000; Islamuddin et al., 2016; Kar et al., 2021; Marchese et
al.,2017; Morais et al., 2014; Pisano et al., 2007; Raja et al., 2017; Teixeira et al., 2018, 2022;
Ulanowska; Olas, 2021) e, de forma nao menos importante, efeitos de acdo inflamatoria.

Ainda ndo existem vacinas contra leishmaniose licenciadas para humanos e as que
existem para o controle da doenca em cdes ainda ndo proporcionam nivel de protecdo eficaz e
satisfatorio (Duprey et al., 2006; Grimaldi et al., 2017; Morales-Yuste; Martin-Sanchez;
Corpas-Lopez, 2022; Seva et al., 2016; Solano-Gallego et al., 2011).

Diante deste contexto, o presente estudo objetivou aprofundar o conhecimento sobre
o uso de adjuvante em formulagdes vacinais de segunda geragdo contra LV, visando seu
beneficio e contribuigdes na ativagdo de respostas imunes especificas aos antigenos. No
capitulo 1, o trabalho intitulado “Avaliacdo da imunogenicidade de vacina composta por
proteina recombinante LPG3 de Leishmania chagasi (rLPG3) e derivado de eugenol MR2-5
em camundongos BALB/c” teve como objetivo avaliar uma formulagdo vacinal contendo o
antigeno recombinante de L. chagasi , r[LPG3, juntamente com um derivado de eugenol (MR2-
5). Os padrdes de resposta esplénica de murinos das citocinas [FN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17
e TNF foram avaliados, bem como os niveis de producdo de 6xido nitrico (ON), a
linfoproliferacdo de esplendcitos e a produgdo dos anticorpos IgG1 e IgG2a séricos. No capitulo
2, foi desenvolvida uma revisdo sistematica intitulada “Use of adjuvants in vaccine
formulations for visceral Leishmaniasis: a systematic review of studies conducted with BALB/c
mice”. Neste trabalho, a principal abordagem continua sendo a respeito dos adjuvantes e seus
efeitos em formulagdes vacinais, visando integrar informagdes sobre a toxicidade dos
adjuvantes utilizados, bem como suas agdes imunomoduladoras e protetoras. Para isso, foram
extraidos dados como produgdo de citocinas, perfil imunoldgico, produgdo de 6xido nitrico,

nivel de carga parasitaria dentre outros parametros significantes. Os resultados de ambos o0s
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trabalhos buscam contribuir com os estudos de formulagdes de novas vacinas de segunda

geracdo que possam ser utilizadas para o controle da LV em caes e, ou em humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral: Agentes Etiologicos, Taxonomia e Manifestagdo linica

As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por cerca de 20 espécies do género
Leishmania (Burza; Croft; Boelaert, 2018) transmitidas aos hospedeiros suscetiveis por vetores
flebotomineos. A LV é causada por protozoarios parasitas das espécies Leishmania donovani e
Leishmania infantum, sobretudo nos continentes Europeu, Africano e Asiatico, e pela espécie
Leishmania chagasi, sinonimia de L. infantum, nas Américas (Pace, 2014).

As espécies pertencentes a esse género realizam um ciclo de vida digenético,
alternando entre duas formas evolutivas predominantes. As formas amastigotas exibem uma
morfologia oval ou arredondada, com um nucleo posicionado anteriormente ao cinetoplasto.
Essas formas sdo caracterizadas por uma mitocondria contendo DNA mitocondrial (kDNA) e
um flagelo curto, que, embora ndo apresente movimento aparente, provavelmente desempenha
um papel importante na organizagdo e na percepgao celular (Bari; Rahman, 2008; Akhoundi et
al., 2016). Em contraste, as formas promastigotas possuem aproximadamente 10-15 pM de
comprimento e sdo adaptadas para se fixarem no intestino do inseto flebotomineo (Gluenz;

Ginger; Mckean, 2010; Emerick et al., 2021) (Figura 1).



19

Figura 1. Tlustragdo da Morfologia de Leishmania sp. Esta figura esquematica demonstra a forma promastigota
(A) e a forma amastigota (B) de Leishmania, junto com suas respectivas organelas: flagelo (F), cinetoplasto (C),

membrana (M) e nucleo (N).

Le

Este esquema foi criado pela autora utilizando o BioRender.com.

A infeccdo por espécies causadoras de LV pode ficar latente ¢ manifestar-se apds anos
em casos de imunodeficiéncia (Aronson et al., 2016). A LV se manifesta como uma doenga
assintomatica (Topno et al., 2010) em sua maioria, segundo dados de estudos realizados no
subcontinente indiano (Hirve ef al., 2016), na Etiopia (Ali; Ashford, 1994) e no Quénia
(Schaefer er al., 1995). Nas infecgdes sintomaticas, os sintomas podem variar conforme a
dindmica entre a resposta imunolégica do hospedeiro e as caracteristicas infecciosas das
espécies de Leishmania. Os principais 6rgdos acometidos sdo: bago, figado, medula 6ssea e
ganglios linfaticos. Em muitos casos, a doenga pode ser fatal (Coura-Vital et al., 2014) devido
ao curso da propria doenga ou por complicagdes infecciosas ou hemorragicas (Aronson et al.,
2016). O inicio dos sintomas € geralmente subagudo e lentamente progressivo (Topno et al.,
2010; Abbasi et al., 2013). Esses se caracterizam por febre, perda de peso, esplenomegalia,

hepatomegalia variavel, pancitopenia caracterizada mais frequentemente por anemia e
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trombocitopenia. Além desses, as enzimas hepaticas podem ser elevadas e pode haver
hipoalbuminemia com hipergamaglobulemia (Aronson et al., 2016; Bern ef al., 2005; Varma;
Naseem, 2010). A anemia normocitica normocromica ¢ mais comum em criangas, podendo
acometer a grande maioria delas, mas também ocorre em humanos (Al-Jurayyan et al., 1995).

A leishmaniose dérmica pods-calazar ¢ causada por uma resposta imune dirigida por
IFN-y a parasitos dérmicos residuais de L. donovani, sendo uma doenga cutdnea que ocorre
apos o tratamento da LV (Dasgupta; Ghose, 1995; BERN et al., 2005; Ghose; Zijlstra, 2016).
O tratamento incompleto e a exposicdo a luz solar podem ser fatores intensificadores do
aparecimento das lesoes (Bern et al., 2005; Zijlstra, 2016). Essas lesoes podem curar sozinhas
apos 12 meses. No entanto, representam problemas estéticos para pacientes, principalmente
jovens, podendo afetar a qualidade de vida dos mesmos (Pal et al., 2017; Singh et al., 2012).
Além disso, as lesdes podem se tornar focos para flebotomineos, uma vez que, os individuos
acometidos por essa forma clinica, acabam se tornando potenciais reservatorios do parasito

(Addy; Nandy, 1992).

2.2 Leishmaniose Visceral: ciclo biologico e epidemiologia

As leishmanioses sdo transmitidas por vetores flebotomineos fémeas, um inseto
hematofago, que possui de 2 a 3 mm de comprimento, com sua cor variando de branco ao preto
(pace, 2014). Os humanos sdo os principais reservatorios de L. donovani, fazendo com que o
seu ciclo seja considerado antropondtico em regides asidticas e africanas (pace, 2014; Safavi,
Eshaghi; Hajihassani, 2021), enquanto os cdes domésticos sdo os principais reservatorios em
area urbana, apesar de existir outros reservatorios mamiferos, inclusive em ambiente silvestre
(Molina et al., 2012; Jiménez et al., 2014). Portanto, na area do Mediterrineo ¢ na América
Latina, a LV & uma zoonose, transmitida principalmente por Lutzomyia longipalpis, sendo
causado pela espécie L. infantum (Bern; Maguire; Alvar, 2008; Takken; Koenraadt, 2013).

O desenvolvimento dos parasitos nos hospedeiros vertebrados e invertebrados
(vetores) ¢ o que torna o ciclo complexo, devido as mudancas morfologicas no decorrer do
ciclo. Os insetos vetores internalizam parasitos quando se alimentam de sangue de hospedeiros
vertebrados infectados, podendo esses serem humanos, mas, principalmente, caes ou animais

silvestres. O desenvolvimento do parasito e suas mudangas morfoldgicas nos seus hospedeiros
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estdo relacionados com alteracdes de pH e temperatura. Quanto a alteragdo morfologica, os
tamanhos e posicionamento dos flagelos do parasito sao fatores diferenciais entre uma forma e
outra. As formas promastigotas sdo ejetadas nos hospedeiros vertebrados durante o repasto
sanguineo feito pelos flebotomineos — Figura 2(1). Nesta forma, os parasitos possuem formato
alongado e seu flagelo se localiza na parte externa ao seu “corpo”, conferindo motilidade a ele.
Depois, as formas promastigotas invadem células do Sistema Fagocitario Mononuclear (como
os macrofagos) — Figura 2(2) e se transformam em formas amastigotas — Figura 2(3). Em sua
forma amastigota, os parasitos sdo arredondados e seu flagelo ¢ internalizado. As amastigotas
se replicam de maneira continua, até que as células infectadas se rompam, promovendo a
disseminacdo para outras células em diversos tecidos caracterizados pela presenca de células
mononucleares- conforme ilustrado na figura 2(4). Dessa forma, o hospedeiro vertebrado se
torna um reservatorio no qual insetos flebotomineos podem realizar o repasto sanguineo
novamente — Figura 2(5), internalizando assim, parasitos em sua forma amastigota, que podem
estar livres ou em células fagocitarias — Figura 2(6). Apds a ingestdo sanguinea, no sistema
digestivo do vetor, os parasitos passam por uma transformacdo, tornando-se promastigotas
prociclicos, os quais apresentam um flagelo localizado na extremidade anterior, caracterizado
por uma mobilidade reduzida — Figura 2(7). Nessa fase ocorre a proliferacdo do parasito, e,
apos um periodo, a taxa de reproducdo diminui e o parasito entra em uma fase denominada
metaciclogénese, que envolve modificagdes em sua morfologia, como por exemplo, um flagelo
alongado. Nessa etapa ocorrem também alteragdes quimicas, as quais sdo responsaveis por
aumentar a sua infecciosidade. O aumento do flagelo ¢ responsavel por preencher de forma
exacerbada o espaco da valvula estomadeal do inseto, fazendo com que ele precise regurgitar
essas formas promastigotas chamadas metaciclicas, altamente infectantes, o que ocorre no
proximo repasto sanguineo, quando os parasitos ja migraram do intestino do inseto para as
glandulas salivares do seu aparelho bucal sugador — Figura 2(8) (Freitas et al., 2012; Nieto et
al., 2011; Solano-Gallego et al., 2011; Dostalova; Volf, 2012; Takken; Koenraadt, 2013;
Emerick et al., 2021).

A LV ¢ uma doenga potencialmente fatal (Wang et al., 2016). Entretanto, a industria
farmacéutica demonstra pouco interesse em investir em pesquisas, visto que ¢ uma doenga
principalmente de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (Pacheco-Fernandez et al.,

2021). Nas areas mais afetadas, o acesso a saude para cuidados e diagndstico é pouco eficiente,
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¢ a falta de acessibilidade pode aumentar a taxa de mortalidade (Murray, 2002). Esses fatores
colocam a LV na lista de doengas negligenciadas ¢ ela é considerada a segunda mais fatal entre
as doengas tropicais e a sétima em danos aos individuos infectados, por incapacidade (Kyu et
al.,2018; Wang et al., 2016).

Quase 13.000 novos casos de LV ocorreram em 2020, segundo a Organizagdo Mundial
da Satide (OMS) (Ruiz-Postigo ef al., 2021), sendo endémica em mais de 70 paises espalhados
por quase todos os continentes, com exce¢do apenas da Antartida e Australia, colocando em
risco cerca de 200 milhdes de pessoas (Burza; Croft; Boelaert, 2018). Apesar de sua distribui¢ao
global, a LV esta distribuida principalmente no Brasil, Etiopia, Quénia, Somalia, Sudao do Sul
e Suddo, com 90% de todos os casos relatados (Burza; Croft; Boelaert, 2018; Van Griensven;
Diro, 2012). Embora ocorram casos nas regides do Mediterrdneo Oriental e Europa, a
quantidade ¢ reduzida em comparagio com o niimero de casos do Sudeste Asiatico e da Africa.
Outras doencas transmitidas por vetores causaram emergéncias de saude na Europa na ultima
década, entretanto a LV continuou a ser negligenciada (Dujardin et al., 2008; Varani et al.,
2013). Do ano de 2014 ao ano de 2019, o The European Center for Disease Prevention and
Control (ECDC) conduziu uma vigilancia de casos de LV na Europa, em que foi relatado
aumento na incidéncia em alguns paises como a Arménia, Azerbaijdo, Franca, Grécia e Libia.
Por outro lado, foi observada diminui¢do no numero de casos na Albénia, Argélia, Croacia,
Georgia, Marrocos e Tunisia (Berriatua et al., 2021). Surtos de LV foram identificados na Italia
entre os anos de 2012 e 2013, com quatorze casos relatados em Bolonha (Bern et al., 2005;
Bern; Maguire; Alvar, 2008). Isso também ocorreu entre 2009 e 2013 na regido do sudeste de
Madrid, na Espanha (Arce et al., 2013), com 446 casos notificados, sendo que 35,9% dos casos
foram confirmados como LV, nimero significantemente maior em comparagdo a casos
notificados em anos anteriores (Arce et al., 2013).

Embora as regides das Américas tenham registrado a maioria dos casos globais em
2016, seguidas pela Europa e pelo Pacifico Ocidental, a Africa Oriental, o subcontinente
indiano e o Brasil continuam sendo areas de foco epidemioldgico para a doenca (Wamai et al.,
2020). No Brasil, desde a década de 1980, houve um aumento significativo nos casos urbanos,
inicialmente observado em Teresina e, posteriormente, em outras grandes cidades, como Séo
Luis e Natal. A disseminagdo da doenga continuou nas décadas seguintes, com aumento no

numero médio de casos notificados por ano. Antes da década de 1990, a maioria dos casos
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estava concentrada no Nordeste brasileiro, mas a introdu¢do da doenca em cidades com mais
de 100 mil habitantes contribuiu para uma diminui¢do na propor¢do de casos nessa regido.
Cidades como Belo Horizonte, Araguaina, Campo Grande e outras foram responsaveis por uma
parcela significativa dos casos notificados entre 2001 e 2012, evidenciando que a LV é uma
doenga urbana cuja disseminagdo ainda nao esta sob controle (Werneck et al., 2014; Santana et

al., 2021).

Figura 2. Ciclo biologico de Leishmania. Em 1, ¢ demonstrado o repasto sanguineo feito pelo flebotomineo, que
inicia assim o estagio em humano, cdes ou hospedeiro selvagem (2), no qual as formas promastigotas sao
fagocitadas por macrofagos. Em 3, as promastigotas se transformam em formas amastigotas dentro dos macréfagos
e em 4 elas os rompem, se multiplicando em outras células de diversos tecidos. Em 5, o ciclo se inicia por meio
do flebotomineo novamente, no qual as amastigotas por ele adquiridas no repasto sanguineo em individuo
infectado (6) vao passar por transformag@o para promastigota (7), e migrar do intestino do flebotomineo para o

seu aparelho bucal sugador (probdscide) (8).
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2.3 Respostas Imunologicas desencadeadas pela infeccao por Leishmania spp.

Apds a entrada de parasitos de Leishmania na derme, as formas promastigotas
metaciclicas interagem com componentes do sistema complemento, ativando-o tanto pela via
classica quanto pela via alternativa. Como consequéncia, a maior parte desses parasitos sao
opsonizados e lisados (Filho et al., 2021). Entretanto, Leishmania possui mecanismos de
resisténcia para controlar esse processo, sendo um desses proveniente da metaciclogénese de
formas promastigotas, que geram parasitos mais resistentes (Wanderley et al., 2009). Isso
ocorre devido ao fato de que além das promastigotas metaciclicas, existe uma populagdo nao
viavel de promastigotas, as quais expde um analogo a fosfatidilserina como um sinal para que
essas sejam fagocitadas, visto que s@o parasitos apoptoticos, ajudando a silenciar a resposta pro-
inflamatoria e leishmanicida dos fagocitos (Zandbergen et al., 2006; El-Hani et al., 2012). Ao
contrario, as metaciclicas sdo parasitos ndo apoptoticos altamente infectantes (Wanderley et al.,
2009; Regli et al., 2017, Filho et al., 2021; Kolafova; Valigurova, 2021). Ainda com relagdo ao
sistema do complemento, alguns de seus componentes importantes (C3, C5 ¢ C9) podem ser
fosforilados por proteinas quinases expressas pela propria Leishmania, podendo inibir a
ativagdo do complemento por ambas as vias (Hermoso et al., 1991; Nunes et al., 1997).

Duas moléculas de adesdo do parasito, o lipofosfoglicano (LPG) (Hosseini et al.,2017;
Martins et al., 2018) e a glicoproteina de 63 kDa (GP63) (Kaur; Sobti; Kaur, 2011) também sao
utilizadas como mecanismo de evasdo do parasito, visto que essas moléculas medeiam a sua
ligagdo com o componente C3b inativado, o que previne a lise mediada pelo complemento ¢
facilita a internalizagdo de Leishmania via receptores do complemento (Dominguez et al.,
2003).

Além disso, esses parasitos estdo associados a producdo de quimiocinas que atraem
diversas células imunes como os neutr6filos e mondcitos para o lugar da picada (Teixeira et al.,
2006; Giraud et al., 2018), o que também desempenha um papel essencial no estabelecimento
da infecgdo (Costa-Da-Silva et al., 2022). Outro fator que influencia no estabelecimento da
infeccdo ¢ a saliva do flebotomineo, que contém moléculas que desempenham diferentes
atividades (vasodilata¢do, imunomodulagdo e inibigdo da coagulacdo), exossomos e microbios

intestinais (Andrade et al., 2007; Atayde et al., 2015; Dey et al., 2018).
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A infiltragdo de neutr6filos no local da infecgdo pode ser benéfica por contribuir com
a morte do parasito, ou prejudicial por prejudicar o desenvolvimento da resposta imune e do
controle da carga parasitaria. Isso depende da espécie de Leishmania e dos fatores do
hospedeiro (Tacchini-Cottier et al., 2000; Charmoy et al., 2007; Hurrell; Regli; Tacchini-
Cottier, 2016). Os neutréfilos, além de realizarem a fagocitose, produzem diversos fatores
microbicidas intracelulares como espécies reativas de oxigénio (ERO) e armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs do inglés neutrophil extracellular traps) (Regli et al., 2017;
Rochael et al., 2015). Entretanto, é sabido que os parasitos de Leishmania conseguem
sobreviver em neutr6filos por meio de diversos mecanismos, podendo ser de forma transitoria,
utilizando macréfagos como sua célula hospedeira definitiva. Dessa forma, os neutroéfilos, com
seus vacuolos repletos de parasitos, sdo fagocitados por macrofagos, nos quais se multiplicam
(Peters et al., 2008; Van Zandbergen et al., 2004). Além desse mecanismo importante, 0s
parasitos podem regular a biogénese do fagolisossomo (Moradin; Descoteaux, 2012), atrasar a
apoptose de neutrofilos (Laskay; Van Zandbergen; Solbach, 2003), prevenir o estresse
oxidativo (Aga et al., 2002) e a producdo de citocinas (IL-8) e quimiocinas (MIP1-$) que atraem
outros neutrofilos e outras células fagocitarias (Aga et al., 2002; Van Zandbergen et al., 2004;
Charmoy et al., 2016).

A interagdo entre macrofagos e o parasito desempenha um papel crucial na
patogenicidade da doenga, visto que macrofagos ndo apenas sdo determinantes para a
sobrevivéncia, replicagdo e diferenciagdo dos parasitos, mas também sdo indispensaveis para
sua eliminagdo (Horta et al., 2012). Essas células demonstram habilidade na producdo de
citocinas pro-inflamatorias no local da infecgdo, além de eliminar os parasitos por meio da
sintese de 6xido nitrico (NO do inglés nitric oxide) (Nunes et al., 1997).

As células dendriticas (mais especificamente as CD8a, langerinas negativas, e células
dendriticas derivadas de monocitos) sdo essenciais para o transporte de antigenos de
Leishmania até o linfonodo drenante e inducdo de respostas especificas de células T (Leon;
Lopez-Bravo; Ardavin, 2007; Ritter et al., 2004).

Ja as células de Langerhans sdo células dendriticas que podem ser prejudiciais no
controle do parasitismo, visto que essas podem ter uma fungdo reguladora, por meio de
produc@o aumentada de IL-10 e células Tregs, que pode estar associada a baixa produgdo de

IFN-y e progressao da carga parasitaria (Kautz-Neu et al., 2011).



26

Da mesma forma, pesquisas alternativas sugerem que os mastocitos t€m um impacto
negativo na infeccdo por Leishmania, contribuindo para a produgdo de IL-4 ¢ IL-13 ¢
promovendo a instaura¢do da resposta Th2 (De Oliveira et al., 2005; Romao et al., 2009).
Adicionalmente, a degranulagdo dos mastocitos antes da infeccdo por L. major revelou sua
habilidade para regular ndo apenas a inflamagdo por meio da liberagdo de histamina, mas
também para impulsionar a resposta Th2 (Romao et al., 2009). As células dendriticas ndo
representam o Unico tipo de célula necessaria e envolvida na instauragdo de uma resposta efetiva
das células T. Certos estudos indicam que as c€lulas Natural Killer (NK) desempenham um
papel protetor na leishmaniose, constituindo a principal fonte de IFN-y para o fortalecimento
dos efeitos de uma resposta do tipo Thl (Scharton; Scott, 1993; Bogdan, 2012).

A ligagdo individual de receptores ndo leva a ativagdo de macrofagos e, portanto,
multiplos receptores podem estar envolvidos no inicio de uma resposta imune apropriada
(Ehrchen et al., 2010). Além de desempenharem um papel crucial no inicio da fagocitose e na
subsequente sobrevivéncia intracelular do parasito, as principais moléculas de superficie de
Leishmania spp, como LPG, gp63 e proteofosfoglicanos, tém a capacidade de atuar como
ligantes para diversos receptores semelhantes a Toll (TLRs) (Liu; Uzonna, 2012). Os TLRs
desempenham uma fun¢@o essencial no reconhecimento de patdégenos e na ativacao de células
do sistema imunoldgico. E relevante destacar que TLR2, TLR4 ¢ TLR9 sdo mediadores
importantes nas interagdes entre células imunologicas e Leishmania (Faria; Reis; Lima, 2012).
Adicionalmente, a fagocitose de amastigotas opsonizadas ocorre por meio da ativagdo de FcyR,
que ativam a produgdo de IL-10, facilitando a reproducdo dos parasitos (Kane; Mosser, 2001;
Belkaid et al., 2001, 2002; Miles et al., 2005). Outros receptores também estdo envolvidos no
processo de fagocitose de amastigotas, incluindo CRs, FnR e proteina de ligacdo a heparina

(Ueno; Wilson, 2012).

2.4  Vacinas contra Leishmania spp.: aspectos gerais

A importancia das respostas imunologicas no controle, erradicagdo da infeccdo e
prevengdo da reinfeccdo ¢ crucial no contexto da leishmaniose (Costa-da-Silva ef al., 2022).
Para o desenvolvimento eficaz de uma vacina contra essa doenga, ¢ fundamental compreender

0 mecanismo mais eficiente do sistema imunolégico no combate a Leishmania (Jain; Jain,
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2015). Descobriu-se que tanto as células T CD4+ (também conhecidas como linfocitos T
auxiliares) quanto as células T CD8+ (ou linfocitos T citotoxicos) desempenham papéis cruciais
na defesa e recuperacdo da LV (Ritter et al., 2004; Kaiko et al., 2008; Ridi et al., 2018).

Uma resposta imune polarizada assume uma relevancia significativa no tratamento
dessa enfermidade, onde a resposta Thl atua na protecdo contra a infec¢do (Ostolin et al., 2022),
composta por citocinas como IL-12, IFN-y, IL-2 e TNF-a (Bhattacharya; Ali, 2013). A
sinalizac@o por agdo IFN-y também esta intrinsecamente envolvida na mediacdo da geracdo de
oxido nitrico e na ativacdo de macrofagos e de células T. Essa sinalizagdo é particularmente
relevante, uma vez que suprime a acdo do parasito Leishmania, contribuindo significativamente
para a eficacia da resposta imunologica no combate a infecgcdo (Liew; Li; Millott, 1990).

Por outro lado, respostas Th2 envolvendo citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ¢
fatores de crescimento transformador-f3 (TGF-f), estdo associadas a vulnerabilidade a patologia
(Scott, 1991; Kima; Soong, 2013).

E relevante mencionar que a resposta Thl7, mediada por citocinas como IL-17,
também desempenha um papel crucial no controle da infec¢do por Leishmania, acrescentando
complexidade ao entendimento da resposta imunoldgica (Rodrigues et al., 2016; Degasperi et
al., 2018). Além disso, a sinergia dessa citocina com IFN-y esta envolvida na protecdo contra
o parasito (Nascimento et al., 2015). A conscientizag@o desses fatos ¢ amplamente explorada
por cientistas na busca pelo desenvolvimento de vacinas candidatas para o controle de LV (Li
et al., 2014; Jain; Jain, 2015; Duthie et al., 2022). O aprofundamento na compreensdo da
resposta Th17 acrescenta uma camada adicional de potencial estratégico no desenvolvimento
de abordagens terapéuticas inovadoras e eficazes (Bhattacharya; Ali, 2013).

Devido a crescente resisténcia do parasito aos medicamentos primdrios e a toxicidade
dos medicamentos secundérios, ¢ altamente desejavel avancar no desenvolvimento de uma
vacina segura ¢ eficaz contra LV (Croft; Sundar; Fairlamb, 2006). A utilizacdo de vacinas
apresenta vantagens sobre a quimioterapia, uma vez que as primeiras provocam efeitos de longa
duragdo e podem ser administradas tanto de forma preventiva quanto terapéutica (Ponte-Sucre
et al., 2017; Mazire; Agarwal; Roy, 2022).

Entretanto, até o momento, varias tentativas foram feitas para testar vacinas em ensaios
clinicos com seres humanos, mas ndo foram suficientemente eficazes (Kedzierski, 2010;

Abdellahi et al., 2022). Ha diferencas importantes, mas pouco compreendidas, na
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imunobiologia de parasitos que causam a mesma doenca, o que pode afetar o desenvolvimento
de uma vacina eficaz (Ilg et al., 1996; Soong et al., 1997; Spéth et al., 2000; McMahon-Pratt;
Alexander, 2004). Além disso, acredita-se que pressdes econdmicas ¢ financeiras tém
dificultado o avango dos estudos (Kedzierski, 2010). Outro fator bastante desafiador é a
utilizacdo de um adjuvante adequado para testar novas formulag¢des vacinais em humanos (Zaph
et al.,2004; Badiee et al., 2013). Quanto ao tipo de vacina, alguns estudos mostram que utilizar
o parasito inteiro resulta numa apresentagdo de antigenos ineficaz e no desenvolvimento
limitado de células de memoria anti-Leishmania, o que diminui a imunidade protetora induzida
pela vacina. Além disso, manter células de memoria central ndo exige a presenga do parasito
(Mayrink ef al., 1996; Uzonna et al., 2001; Giunchetti et al., 2007). Diferentes tipos de
vacinas e abordagens vacinais sdo, ao longo dos anos, avaliadas contra as leishmanioses.
Inicialmente, as vacinas de primeira gera¢do, que substituiram a leishmanizag¢do, mostraram
eficacia varidvel em ensaios clinicos. Estas vacinas incluem formas mortas, vivas atenuadas ou
formas fracionadas do parasito (Modabber, 1995; Wamai et al., 2020). As vacinas com
parasitos mortos foram desenvolvidas no Brasil (Mayrink et al., 1979, 1985) e apresentaram
resultados promissores em alguns estudos (Sharples et al., 1994; Armijos et al., 1998;
Machado-Pinto et al., 2002; Convit et al., 2003; Armijos et al., 2004), enquanto em outros ndo
foram eficazes (Mahmoodi et al., 2003; Momeni et al., 1999; Sharifi et al., 1998), dependendo
da espécie do parasito envolvida.

As vacinas de organismos vivos atenuados sdo consideradas padrdo ouro, sendo o
parasito ndo patogénico (Silvestre; Cordeiro-da-Silva; Ouaissi, 2008). Diversos métodos de
preparacdo foram explorados, como culturas in vitro de longo prazo (Mitchell; Handman;
Spithill, 1984), sensibilidade a temperatura (Gorczynski, 1985) e radiacdo gama (Rivier ef al.,
1993), dentre outros métodos (Daneshvar et al., 2003; Kimsey et al., 1993). Algumas
abordagens envolvem a modificacdo genética do parasito para induzir imunidade protetora
(Titus et al., 1995). As vacinas fracionadas, por sua vez, sdo vantajosas pela alta pureza e
rendimento. Em sua composi¢do, podem ser utilizadas diversas moléculas como alvos,
incluindo proteinas de membrana e fragdes soluveis (Joshi et al., 2014).

As vacinas de segunda geracdo baseiam-se em subunidades sintéticas, recombinantes
ou cepas geneticamente modificadas de Leishmania, bactérias recombinantes ou virus

portadores de genes de antigenos do parasito (Palatnik et al., 1989; Scarpini et al., 2022). Em
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experimentos com camundongos, foi constatado que vacinas contendo proteinas especificas
podem oferecer protecdo eficaz contra a leishmaniose, tanto quando desafiadas
experimentalmente por inoculagdo de parasitos quanto pela infec¢do natural, por meio da picada
do inseto vetor (Coler; Reed, 2005). Contudo, nem todos os antigenos mostraram eficacia na
protecdo contra a leishmaniose nesse modelo, o que torna importante a sele¢do de alguns
antigenos como candidatos promissores para futuras vacinas (Coler; Reed, 2005), como por
exemplo a proteina rLPG3 de L. chagasi, que demonstrou ser imunogénica e conferiu protegado
em formulacdo vacinal contra LV (Emerick er al., 2021). A identificagdo de potenciais
componentes para vacinas contra Leishmania envolve varias abordagens, como a analise da
abundancia e localizacdo na superficie, a utilizacdo de clones de células T, triagem de pools de
antigenos e analise de bibliotecas de expressdo com soros de animais ¢ humanos infectados
(Melby et al., 2000; Rafati et al., 2001; Reed; Campos-Neto, 2003; Coler; Reed, 2005).

As vacinas baseadas em Leishmania ndo patogénica (Leishmania tarentolae) mostram
potencial em seus resultados, como a proteg@o contra o desafio de L. infantum em camundongos
(Saljoughian et al., 2013).

Por fim, as vacinas de terceira geracdo utilizam DNA plasmidial que, apds a injegéo,
codifica proteinas especificas do agente infeccioso, promovendo respostas imunes especificas
(Liu; Wahren; Hedestam, 2006). Essas vacinas foram testadas em varios animais,
demonstrando imunidade celular e humoral (Kumari ef al., 2008; Rafati ef al., 2005; Restifo et
al., 2000; Sukumaran et al., 2003). Apesar das vantagens, existe a preocupagao com o risco
potencial de integracdo do DNA do parasito no genoma dos mamiferos, o que pode acarretar

riscos a saude (Liu; Wahren; Hedestam, 2006).

2.5 Tratamentos disponiveis atualmente para LV

O tratamento para LV teve progressos ao longo das décadas, inicialmente com o uso
generalizado de antimoniais pentavalentes, como estibogluconato de s6dio e antimoniato de
meglumina (Glucantime), desde 1920 (Alves ef al., 2018). Entretanto, limitagdes como dor na
injecdo e cardiotoxicidade levaram a busca por alternativas, como a anfotericina B desoxicolato
(Thakur et al., 1999). A introdugdo do miltefosina trouxe otimismo, mas enfrentou desafios de

resisténcia, longa duragéo do tratamento e alto custo (Hyam et al., 2002; Alves ef al., 2018). A
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paramomicina (PM) e a anfotericina B lipossomal mostraram eficacia, influenciando politicas
de tratamento em alguns paises (Berman et al., 1986; Sundar et al., 2007).

Na Africa Oriental, a LV afeta predominantemente comunidades pobres em areas
remotas (Gadisa et al., 2015; Alves et al., 2018). O tratamento tradicional com antimoniais
pentavalentes ¢ limitado por toxicidade das drogas e longa hospitalizagdo (Alves et al., 2018).
Tentativas com paramomicina e anfotericina B lipossomal apresentaram desafios de seguranga
e eficacia variada (Sundar et al., 2007; Khalil et al., 2014). A busca por regimes orais mais
seguros ¢ de curta duragdo continua. A regido enfrenta dificuldades na melhoria da eficacia do
tratamento, com testes clinicos envolvendo diferentes combinagdes de medicamentos, como
anfotericina B lipossomal, estibogluconato de sddio e miltefosina, ndo atingindo metas de taxa
de cura em 6 meses (Wasunna et al., 2016). A resposta ao tratamento varia devido a diferencas
ecologicas e genéticas dos parasitos e dos hospedeiros (Khalil ef al., 2014).

A LV zoonética, causada por L. infantum (ou L. chagasi), afeta humanos e canideos,
com destaque para o Brasil como pais significativamente impactado (Solano-Gallego et al.,
2011). Estratégias de controle, incluindo o uso controverso de anfotericina B e antimoniato de
meglumina, sdo adotadas (Alves et al., 2018). A anfotericina B lipossomal mostra eficacia, mas
a busca por abordagens mais efetivas persiste. O Brasil avalia politicas de saude, considerando
o ultimo medicamento mencionado como tratamento de primeira linha (Romero ef al., 2017).
Na LV zoonotica do Velho Mundo, desafios significativos envolvendo migragdo, mudangas
climaticas e imunossupressdo contribuem para a disseminagdo (Ready, 2010). O tratamento
baseia-se principalmente no antimoniato de meglumina com a necessidade urgente de
desenvolver opgdes eficazes, seguras e orais (Gradoni et al., 2008). Atuais pesquisas
identificam diversas classes de compostos promissores em desenvolvimento pré-clinico,
destacando uma oportunidade Unica para tratamentos combinados eficazes (Goyal, 2013;
Mowbray et al., 2015; Khare et al., 2016; Wyllie et al., 2016). Esses avangos respondem as
necessidades terap€uticas, requerendo apoio continuo da comunidade cientifica e financiadores

para entrega oportuna de tratamentos aprimorados (Alves et al., 2018).

2.6 Eugenol
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O eugenol (CioH1202; fenilpropanoide) é um composto aromatico pertencente ao
grupo dos fenois, comumente obtido a partir de 6leos essenciais naturais de plantas como
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Myristicaceae (Ulanowska; Olas, 2021). Principal
componente do 6leo de cravo (Syzygium aromatum), possui consisténcia oleosa ¢ aroma
picante, sendo moderadamente soluvel em agua ¢ bem solivel em solventes organicos
(Mowbray et al., 2015; Wyllie et al., 2016; Marchese et al., 2017; Mohammadi Nejad;
Ozgiines; Basaran, 2017; Batiha et al., 2020). O eugenol pode ser produzido sinteticamente pela
alilacdo do guaiacol com cloreto de alila ou biotransformagdo por microrganismos como
Corynebacterium spp., Streptomyces spp. € Escherichia coli (Khalil et al., 2017).

O eugenol, liquido limpido a amarelo claro, ¢ usado em microemulsdes e complexos
de inclusdo para aumentar a estabilidade térmica e proporcionar liberacdo lenta (Pramod;
Ansari; Ali, 2010; Marchese et al., 2017; Mohammadi Nejad; Ozgiines; Basaran, 2017).
Reconhecido como antioxidante e inibidor da monoamina oxidase (MAO) (Kabuto; Tada;
Kohno, 2007), exibe propriedades neuroprotetoras, eliminando radicais livres e protegendo
DNA e proteinas (Tammannavar et al., 2013; Khalil ef al., 2017). Seu potencial antioxidante,
atribuido a sua estrutura, contribui para eliminar radicais fendis (Gtilgin, 2011).

Em concentra¢des mais baixas, o eugenol demonstra propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, enquanto concentragdes mais altas podem gerar efeitos pro-oxidativos,
aumentando quebras de DNA (Tammannavar et al., 2013; Mohammadi Nejad; Ozgﬁnes;
Basaran, 2017; Fathy et al., 2019). Ele possui propriedades antibacterianas, atuando contra
espécies como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,
interferindo nas membranas celulares e enzimas bacterianas, produzindo espécies reativas de
oxigénio (Gill; Holley, 2006; Devi et al., 2010; Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012). Além disso,
apresenta sinergia com antimicrobianos convencionais (Hemaiswarya; Doble, 2009; Mak et al.,
2019). Estudos mostram sua eficacia contra Candida albicans, Aspergillus niger e outras
espécies de fungos, podendo ser considerado como fungicida (Sharifzadeh; Shokri, 2021).

Sua aplicagdo também se estende a agricultura como biopesticida, apresentando
eficacia contra Salmonella typhi e Aspergillus ochraceus (Marchese et al., 2017; Mak et al.,
2019). Em estudos recentes, derivados de eugenol demonstraram potencial como inseticidas e
antifingicos mais eficazes que o eugenol puro (Pavela, 2013; Fernandes et al., 2020). A

atividade antifingica ¢ notavel, especialmente contra Fusarium solani f.sp. piperis, um
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fitopatogeno responsavel por destruir culturas, gerando perdas economicas e de producao
agricola (Maximino et al., 2020).

Na medicina, o eugenol é usado como analgésico ¢ anestésico odontolégico, inibindo
canais de sodio dependentes de voltagem (Park et al., 2006). Possui propriedades anti-
inflamatorias, inibindo mediadores pro-inflamatérios (Hwang et al., 2020). Devido a sua
versatilidade, o eugenol ¢ amplamente utilizado em produtos farmacéuticos, alimentos,
cosméticos, sabonetes, perfumes, pesticidas e fumigantes (Mak ef al., 2019). Reconhecido
como seguro em baixas concentragdes, ¢ uma ferramenta valiosa em diversas aplicagdes,

destacando-se por sua agdo multifuncional e propriedades benéficas (Ulanowska; Olas, 2021).

Figura 3. Representagdo de estrutura quimica do eugenol.
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Fonte: ULANOWSKA; OLAS, 2021.

2.7 Adjuvantes em vacinas contra leishmaniose

As vacinas baseadas em proteinas apresentam vantagens sobre as classicas. No
entanto, os antigenos sintéticos muitas vezes carecem de imunogenicidade, exigindo a
assisténcia de adjuvantes para otimizar a formulagdo vacinal (Reed; Orr; Fox, 2013). A
presenca de adjuvantes ¢ crucial para aumentar a eficicia de antigenos fracos, induzindo
respostas imunitarias robustas que de outra forma ndo seriam estimuladas adequadamente

(Ratnapriya et al., 2019). A escolha cuidadosa de adjuvantes desempenha um papel vital nas
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formulagdes vacinais, sendo especialmente significativa no desenvolvimento de vacinas contra
a leishmaniose (Reed et al., 2009). Os adjuvantes sdo moléculas que potencializam respostas
imunes especificas contra antigenos, proporcionando maior eficicia e seguranca as vacinas
(Coler; Reed, 2005; Reed et al., 2009; Reed; Orr; Fox, 2013; Ratnapriya et al., 2019). Eles
devem ser adaptados de acordo com a natureza do antigeno, calendario de imunizagdo, via de
administragdo, tipo e duracdo da imunidade necessaria (Badiee et al., 2013; Reed et al., 2009).
A escolha apropriada de adjuvantes ¢ essencial para o sucesso das vacinas contra Leishmania
spp, uma vez que contribuem significativamente para a imunogenicidade do antigeno ¢ a
modulacdo eficaz das respostas imunitarias (Reed; Orr; Fox, 2013).

Existem dois principais modos de acdo dos adjuvantes utilizados: os ndo particulados
ou imunoestimulantes, que atuam diretamente no sistema imunologico (Badiee et al., 2013), e
os particulados, que direcionam os antigenos para o local de agdo (Reed et al., 2009). Entre os
adjuvantes ndo particulados, destacam-se o Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (Satti et al., 2001),
Propionibacterium acnes (P. acnes) (Ananias et al., 2007), muramil dipeptideo (MDP) e
citocinas. Esses adjuvantes induzem respostas imunes especificas, promovendo imunidade do
tipo Thl (Badiee e al., 2013). Os adjuvantes particulados, como o alimen, lipossomas,
montanida e adjuvantes de Freund, melhoram a resposta imunitaria ao direcionar os antigenos
para o local de agdo, facilitando a absor¢do e apresentagdo cruzada de antigenos (Ogawa; Liu;
Kobayashi, 2011). Combinar adjuvantes, como o motivo CpG em conjunto com montanida 720,
induz uma resposta imune mais equilibrada, proporcionando protegdo eficaz contra LV (Rafati
et al., 2005; Rafati; Zahedifard; Nazgouee, 2006). A combinacdo de diferentes adjuvantes
permite explorar sinergias que podem aumentar a adjuvanticidade, induzindo respostas
imunologicas desejadas (Ratnapriya et al., 2019).

Introduzido na década de 1920, o alimen foi o pioneiro entre os adjuvantes, sendo
aprovado pela Food and Drug Administration dos EUA para uso em humanos (White; Coons;
Connolly, 1955; Marrack; McKee; Munks, 2009; Reed et al., 2009). Inicialmente, acreditava-
se que o alimen facilitava uma resposta imunitaria ao fornecer um depdsito, mas estudos (Gupta
et al., 1996; Brewer et al., 1999) destacaram que o alimen aumenta a imunidade humoral,
oferecendo suporte de células Th2 as células B foliculares. Recentemente, descobriu-se que o
alumen pode induzir a produgdo de quimioatraentes ¢ aumentar a diferenciagdo de mondcitos

em células dendriticas (Kool et al., 2008; Seubert et al., 2008). Sua capacidade de aumentar a
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imunidade humoral com efeitos colaterais minimos, estabilizar antigenos ¢ a simplicidade de
producdo em larga escala conferem vantagens significativas. Entretanto, sua limitagdo em
provocar respostas Thl e respostas mediadas por células € uma desvantagem (Raman et al.,
2012). No contexto da leishmaniose, o alimen tem sido usado em combinagdo com BCG ou
IL-12 e L. major autoclavada para protegdo experimental contra leishmaniose cutdnea murina
(Kenney et al., 1999; Soudi; Hosseini; Hashemi, 2011). Em estudos clinicos, o alimen mais L.
major autoclavada e BCG foram testados no tratamento da LV, mostrando ser seguro ¢ capaz
de induzir rea¢des de hipersensibilidade do tipo retardado (DTH) (Kamil et al., 2003).

A TL-12 estimula a produgdo de IFN-y e desempenha um papel crucial na promogao
de resposta Thl (Kobayashi ef al., 1989; Chan et al., 1991; Manetti et al., 1993). Sua utilizagdo
como adjuvante demonstrou eficicia em modelos murinos de leishmaniose (Afonso et al.,
1994; Mougneau et al., 1995).

Os agonistas TLR4, como o lipideo A e seus derivados, mostraram eficacia como
adjuvantes (Persing et al., 2002; Takayama et al., 1983). O MPL, derivado do lipideo A, ¢
licenciado comercialmente ¢ comprovadamente seguro ¢ eficaz em vacinas, conferindo
imunidade protetora (Ribi et al., 1984; Coler et al., 2007). Estudos também exploram o GLA,
um derivado sintético do lipideo A, como adjuvante potente (Coler et al., 2011).

Agonistas TLR9, como os oligonucleotideos CpG, desempenham papel crucial na
modificag@o de resposta imune em leishmaniose. O reconhecimento de motivos CpG no DNA
procariotico ativa células B, sendo posteriormente identificado o TLR9 como receptor inato
(Krieg et al., 1995; Hemmi et al., 2000). CpG ODN, classes A, B ¢ C, foram explorados em
vacinas experimentais para diversas doengas, incluindo leishmaniose. Estudos em
camundongos CL destacaram a capacidade dos CpG ODN de modular a resposta Th2 para Thl,
conferindo imunidade duradoura contra o parasito (Klinman et al., 1996, 2000). Apesar de
ainda ndo ser utilizado em vacinas contra leishmaniose em humanos, foi demonstrado que a
inclusdo de CpG ODN na vacina aumenta também a proliferagdo de células Th17, podendo
conferir imunidade protetora (Walker ef al., 1999). Além disso, ensaios em primatas nao
humanos foram promissores, indicando seu potencial em aplicagdes clinicas futuras (Flynn et
al., 2005).

As saponinas, que sdo glicosideos naturais derivados de esteroides ou triterpenos de

origem vegetal, destacam-se por sua capacidade inata de estimular o sistema imunoloégico de
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mamiferos. Ao desencadear respostas como a imunidade Thl e a producdo de linfocitos T
citotoxicos, as saponinas sdo promissoras como adjuvantes em diferentes vacinas, tanto em
estagios pré-clinicos quanto clinicos (Sun; Xie; Ye, 2009). A combinacdo estratégica de
saponinas, inclusive em formas modificadas, com o ligante fucose manose ¢ eficaz em regimes
de vacinag@o, resultando em notavel reducdo da carga parasitaria e dos sinais clinicos, além de
promover a indu¢do de imunidade especifica em modelos animais (Santos et al., 2002, 2003;
Borja-Cabrera et al., 2004; Palatnik de Sousa et al., 2004; Oliveira-Freitas et al., 2006).

Os lipossomas, estruturas esféricas formadas por bicamadas fosfolipidicas anfipaticas,
sdo amplamente utilizados como veiculos de entrega para diversos antigenos e medicamentos.
Ao se fundirem com a membrana dos macrofagos, os lipossomas desencadeiam respostas
imunes tanto mediadas por células quanto pela produgdo de anticorpos. Estudos indicam que
os lipossomas cationicos, em particular, atuam como indutores potentes de respostas de células
mediadas por imunidade (CMI), incluindo respostas especificas de linfocitos T citotoxicos e
hipersensibilidade do tipo retardada, destacando-se em compara¢do com lipossomas anidnicos
e neutros com concentragdes equivalentes de antigeno (Afrin; Anam; Ali, 2000). A formulagio
de antigenos em lipossomas catidnicos, como o gp63 de promastigotas de L. donovani, confere
imunidade protetora duradoura em modelos animais, evidenciando a relevancia desses
adjuvantes na resposta imune contra LV (Afrin ef al., 2002; Bhowmick; Ravindran; Ali, 2008).

Os adjuvantes montanida, emulsdes agua em 6leo compostas por 6leo mineral ou 6leo
metabolizavel misturado com um surfactante, oferecem uma abordagem distinta. Estudos
revelam que esses adjuvantes estdo associados a indugdo de elevados titulos de anticorpos e
respostas robustas de células T citotoxicas em diversos modelos animais. A imunizagdo com
histona 1 (H1) e HASPBI, seja separadamente ou em uma vacina de coquetel de proteinas com
montanida, demonstrou eficacia em conferir prote¢do contra L. infantum em modelos de caes
(Moreno et al.,2007).

O adjuvante de Freund, uma emulsdo agua em 6leo de 6leo mineral, apresenta duas
variantes: completo, contendo Mycobacterium morto pelo calor, ¢ incompleto (AIF), sem
micobactérias. AIF ¢é associado a imunopotencializagdo ndo especifica de macrofagos,
impulsionando a produgdo de anticorpos (Sanchez ef al., 1980). Adjuvantes a base de emulsdes,

como os de Freund, facilitam a intera¢do do antigeno com as células do sistema imunolégico,



36

promovendo sua distribui¢do para os linfonodos e contribuindo para a resposta imune (Sanchez
et al., 1980; Stills, 2005; Vitoriano-Souza et al., 2012).

O eugenol exibe varias atividades, incluindo pro-inflamatéria (Morais et al., 2014;
Islamuddin et al., 2016). Portanto, sua capacidade como adjuvante em vacinas pode ser
promissora. Além disso, derivados do eugenol demonstraram maior eficacia leishmanicida do
que o proprio composto, sugerindo um potencial adjuvante com atividade pro-inflamatoria mais

robusta (Morais et al., 2014).
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3 CAPITULO 1: Avaliacio da imunogenicidade de vacina composta por proteina
recombinante LPG3 de Leishmania chagasi (rLPG3) e derivado de eugenol MR2-5
em camundongos BALB/c

3.1 Resumo

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga negligenciada e estd entre as doengas
tropicais prioritarias em satde publica. E caracterizada pela infeccio em 6rgdos como bago e
figado, além de medula 6ssea, ganglios linfaticos e outros 6rgdos internos. O desenvolvimento
de vacinas eficazes contra LV ¢ crucial devido a resisténcia dos parasitos aos tratamentos
existentes e a toxicidade dos medicamentos acessiveis economicamente. Atualmente, ndo
existem vacinas licenciadas contra LV para c@es e humanos no Brasil, destacando a necessidade
de busca por novas formulagdes vacinais eficazes. Uma resposta imunoldgica especifica
desempenha um papel fundamental na supressao da infec¢do por Leishmania, sendo necessario
um equilibrio entre as respostas Th1/Th2 e resposta imune Thl7. Além disso, outros parametros
como producdo de oxido nitrico e prevaléncia de anticorpos IgG2a sobre IgG1 sdo importantes
para o controle da doenca. A lipofosfoglicano 3 (LPG-3) ¢ um potencial antigeno vacinal contra
LV, que induz padrio de resposta favoravel para prote¢do e eficicia na reducdo da carga
parasitaria. O eugenol e seus derivados eugenol possuem propriedades medicinais, inclusive
antiparasitarias e inflamatorias. Adjuvantes tém o potencial de potencializar a resposta
imunologica em vacinas contra leishmaniose. O presente projeto de pesquisa avaliou o MR2-5,
um derivado de eugenol, como adjuvante em formulagdo vacinal com a proteina rLPG3 de
Leishmania chagasi, em teste de imunogenicidade por meio de dosagem de citocinas Thl, Th2
e Th17 e de anticorpos IgG1 e IgG2a, com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra LV. A imunizagdo desencadeou uma resposta complexa com citocinas
Thl, Th2 e Th17, sugerindo que a formulacdo completa (MR2-5 + rLPG3) pode modular a
resposta imune protetora contra LV. Entretanto, a resposta imune Th2 se demonstrou mais
proeminente visto o aumento do anticorpo IgG2a em comparagdo ao anticorpo IgG1, propondo

novas investigagoes relacionadas a proteg¢do dessa formulagdo vacinal.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; vacina; adjuvante; derivado de eugenol;

lipofosfoglicano 3.
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3.2 Introducio

A leishmaniose é considerada uma doenga negligenciada e esta entre as seis doencas
tropicais de alta prioridade em saude publica. Insetos flebotomineos sdo os vetores da doenga.
Eles se alimentam, principalmente, de sangue de raposas, gambas e roedores para manter o
ciclo do parasito em ambiente silvestre (Baneth et al., 2008). Entretanto, esses insetos se
adaptaram para a alimenta¢@o provida do sangue de cdes e humanos, inclusive em meio urbano,
em decorréncia da invasdo do meio silvestre pelo homem e de mudangas ambientais resultantes
do desmatamento (Lainson; Rangel, 2005). Caes infectados sdo os principais reservatorios em
areas urbanas, pois apresentam grandes quantidades de parasitos na pele. Por isso, eles t€ém
papel importante na transmissao da doenga para os humanos (Duprey et al., 2006; Baneth et
al.,2008; Seva et al., 2016).

A LV ¢é uma manifestagdo clinica comum, causada pelos parasitos Leishmania
donovani, Leishmania infantum e sua sinonimia Leishmania chagasi. Esta ultima ¢ o principal
agente causador de LV nas Américas, transmitida principalmente por flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis (Burza; Croft; Boelaert, 2018). Dentre as caracteristicas da LV, podemos
citar a alterag¢do de dois importantes 6rgdos: aumento no tamanho do figado (hepatomegalia) e
do baco (esplenomegalia), além de perda de peso e febre (Wamai et al., 2020), o que oferece
grandes riscos de vida para o individuo infectado, com inducdo de 6bito podendo atingir 95%
dos casos de infeccdo (Coura-Vital et al., 2014).

O desenvolvimento de vacinas com alta eficacia no caso de LV se torna de extrema
necessidade, visto que os parasitos t€m adquirido resisténcia a drogas que sdo utilizadas como
quimioterapia anti-Leishmania (Croft; Sundar; Fairlamb, 2006). Além disso, os medicamentos
que sdo mais acessiveis financeiramente possuem alta toxicidade para o organismo (Ponte-
Sucre et al.,2017). Eles podem causar danos hepaticos ou renais durante o tratamento da doenga
e, com isso, a vacinagdo seria uma intervenc¢ao de grande importancia para o controle da doenga
(Joshi; Malla; Kaur, 2014). Além disso, a vacinagdo efetiva de potenciais reservatorios como
cdes pode interromper o ciclo do parasito (Jain; Jain, 2015).

Atualmente, ndo existem vacinas contra LV para cdes liberadas no Brasil, visto que a
vacina LeishTec® foi retirada do mercado por problemas com conformidade em alguns lotes,

gerando um baixo nivel de eficacia, colocando em risco a saude humana e animal (Ministério
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da Agricultura e Pecuaria, 2023). Isso demonstra a necessidade em melhorar os niveis de
protecdo de vacinas contra as leishmanioses por meio da busca de novas formulagdes vacinais
(Fernandes et al., 2008; Grimaldi et al., 2017). Ademais, ainda ndo foi licenciada nenhuma
vacina contra LV para humanos (EBioMedicine, 2023).

A supressdo da infeccdo por Leishmania necessita de resposta imunologica especifica
que depende da producdo de citocinas Thl (IFN-y, IL-12, TNFa, IL-2, dentre outras), pois essas
citocinas protegem os individuos infectados principalmente por induzir a produgdo de
substancias toxicas para o parasito em células fagocitarias, como o 6xido nitrico (NO), que
causa morte do parasito (Liew; Li; Millott, 1990; Badirzadeh; Montakhab-Yeganeh;
Miandoabi, 2021; Bhattacharya; Ali, 2013). IFN-y, produzido a partir de células T estimuladas
por IL-12, ¢é capaz de ativar células fagocitarias que promovem a morte de Leishmania (Scott,
1991; Faleiro et al., 2014). Ao contrario, a montagem de resposta imune do tipo Th2, que ¢é
caracterizada pela producdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, na auséncia ou na baixa producao
de IFN-y, pode indicar dificuldade de protecdo contra a infeccdo pelas diferentes espécies do
parasito (Scott, 1991; Dayakar et al., 2019; Saha; Roy; Ukil, 2022). A raz&o entre os dois tipos
de resposta imune (Thl e Th2) é importante para determinar a resisténcia ou suscetibilidade da
infec¢do por Leishmania (Scott, 1991), entretanto, estudos recentes mostraram a importancia
da resposta imune do tipo Th17, que ¢ controlada pelas citocinas 1L-17, 1L-22, IL-6 e IL-23
(Degasperi et al., 2018; Nascimento et al., 2015). Portanto, vacinas que estimulam as respostas
imunes do tipo Thl e/ou Thl7 sdo candidatas promissoras para o controle de infec¢do por
Leishmania (Banerjee et al., 2016; Dayakar et al., 2019; Jain; Jain, 2015; Nascimento et al.,
2015; Pitta et al., 2009).

O lipofosfoglicano 3 (LPG-3) esta presente de forma abundante internamente ¢ na
superficie de formas promastigotas de Leishmania e esta envolvido com fatores de viruléncia e
sobrevivéncia do parasito (Martins et al., 2018; de Oliveira Emerick et al., 2021). LPG-3
pertence a familia da proteina de choque térmico HSP90, que ¢ uma ATPase essencial para a
sintese de LPG e ativagdo da resposta imune do hospedeiro (Beverley; Turco, 1998; Morrot et
al., 2015; Pereira et al., 2015; Hosseini et al., 2017). Ela esta envolvida na aderéncia a células
do hospedeiro, provavelmente relacionada com sua capacidade de ligacdo a heparina (Martins
et al., 2015, 2018). Trabalhos anteriores envolvendo LPG3 recombinante (rLPG3) mais

saponina na imunizacdo de camundongos BALB/c demonstraram um perfil de resposta imune
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Thl, eficacia na redugdo da carga parasitaria de L. chagasi no bago (98%) e no figado (99%),
além de ter protegido o 6rgdo, mantendo suas funcionalidades e arquitetura estaveis (Bastos et

al., 2020; Emerick et al., 2021).

Muitas atividades farmacéuticas de fitoconstituintes de plantas como Syzygium
aromaticum, também conhecido como cravo-da-india, sdo relatadas na literatura (Batiha et al.,
2020). Dentre esses fitoconstituintes, podemos citar as saponinas, taninos, flavonoides,
esteroides, alcaloides, terpenos e o eugenol, que ¢ o principal e mais abundante composto
bioativo do cravo-da-india. Estudos sobre tratamentos a base de plantas vé€m crescendo de
acordo com a necessidade de novas drogas para tratar doengas graves (Batiha et al., 2020;
Beshbishy et al., 2019). Os fitoquimicos citados sdo promissores na busca por drogas eficazes
contra diversas patologias (Batiha et al., 2020; Beshbishy et al., 2019; Cortés-Rojas; de Souza;
Oliveira, 2014).

O eugenol ¢ um composto de grande interesse para pesquisadores, que apresenta
diversas propriedades, dentre elas, atividades antibacterianas (Marchese et al., 2017),
antitumorais (Pisano et al., 2007), antifingicas (Ahmad et al., 2010), antioxidantes (Fujisawa
et al., 2002), anti ou pro-inflamatodrias, dependendo da concentragdo do composto (Morais et
al., 2014), e antivirais (Benencia; Courréges, 2000). Derivados do eugenol podem ser eficazes
contra leishmaniose, combinados ou ndo com outras substancias, por induzirem respostas
imunes do tipo Thl (Islamuddin et al., 2016; Kar et al., 2021; Ulanowska; Olas, 2021).
Atividade anti-Leishmania também foi descrita em estudo utilizando derivados de eugenol
(Teixeira et al., 2018). Alguns compostos sintetizados se destacaram dentre varios testados por
possuirem atividade contra a forma amastigota de Leishmania amazonensis, com efeitos mais
promissores em relacdo a alguns farmacos comerciais que sdo utilizados no tratamento de
leishmaniose (Teixeira et al., 2022). A atuacdo de derivados de eugenol pode estar associada
ao estimulo da agdo leishmanicida de macrofagos (Raja et al., 2017; Teixeira et al., 2022).

A alteragdo na estrutura molecular de compostos como o eugenol é realizada para obter
seus derivados, que podem ser ainda mais seguros por apresentarem menor nivel de toxicidade
¢ possuirem maior atividade contra parasitos no uso terapéutico e/ou profilatico (Raja et al.,
2017). O uso de adjuvantes na formulagdo de vacinas também tem importancia para alavancar

respostas imunologicas de interesse contra infecgdes (Jain; Jain, 2015). Ha resultados que
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demonstram diferengas com relagdo a aco de diferentes adjuvantes na eficacia de formulagoes
vacinais contendo os mesmos antigenos (Emerick ef al., 2021; Lage et al., 2022; Ostolin et al.,
2021; Ratnapriya ef al., 2019). Muitos estudos sdo realizados com compostos obtidos a partir
de vegetais como o eugenol e seus derivados no tratamento de doengas (Morais et al., 2014;
Raimundo et al., 2022).

Propriedades antiparasitarias do eugenol e de seus derivados contra Leishmania foram
relatadas (Ramirez-Macias et al., 2012; Charan Raja et al., 2017; Teixeira et al., 2018, 2022).
O uso de derivados do eugenol como adjuvante associados a antigenos que ja tiveram sua
atividade imunogénica e protetora relatadas, pode ser uma abordagem interessante, visto que, a
depender da sua dose, possui importante agdo inflamatoria (Morais et al., 2014; Islamuddin et
al.,2016).

O presente trabalho teve como intuito utilizar, como adjuvante, um composto bioativo
derivado do eugenol (MR2-5). O composto foi sintetizado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa pelo grupo de pesquisa de compostos bioativos coordenado
pelo Dr. Robson Ricardo Teixeira. O composto foi avaliado, no presente estudo, em uma
formulacdo vacinal contendo a proteina lipofosfoglicana-3 recombinante (rLPG3) de L.
chagasi, ja testada pelo nosso grupo de trabalho do Laboratorio de Imunoparasitologia do
Programa de Biologia Celular e Estrutural da Universidade Federal de Vigosa (Bastos et al.,
2020; Emerick ef al., 2021). O objetivo foi avaliar a imunogenicidade conferida aos animais
pela imunizagdo com a formulacdo vacinal por meio de analise da produgéo de citocinas Thl,
Th2 e Thl17, niveis de NO produzidos por esplenocitos dos camundongos imunizados e da

avaliagdo da resposta imune humoral pela dosagem de anticorpos IgG2a e IgG1 séricos.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da imunogenicidade apds trés etapas de imunizacdo de camundongos

BALB/C com a proteina rLPG3 e o derivado de eugenol MR2-5.

3.3.2 Objetivos especificos

o Dosar anticorpos IgG1 e IgG2a anti-rLPG3 por ELISA em soro coletado 15 dias

apos a imuniza¢do de camundongos BALB/c com rLPG3 na presenga ou ndo de MR2-5;

. Dosar citocinas (IL-2, IFN-y, TNF, IL-6, IL-17, IL-4 ¢ IL-10) por citometria de
fluxo em sobrenadante de cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c vacinados com

rLPG3 na presenga ou ndo de MR2-5 sob estimulo com rLPG3 in vitro;

o Dosar 6xido nitrico (ON) por espectrofotometria em sobrenadante de cultura de
esplenocitos de camundongos BALB/c vacinados com rLPG3 na presenga ou ndo de MR2-5

sob estimulo com rLPG3 in vitro.

3.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado com duas repeticdes para confirmagdo da
reprodutibilidade dos dados obtidos. Foram necessarios 24 animais por experimento
(totalizando 72 animais), divididos em 6 grupos com 4 animais em cada grupo.

Os animais foram imunizados por via intramuscular com volume de 50 pL por
aplicagdo. Quinze dias apdés a Ultima imunizacdo, os animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical para coleta de baco, e de soro por pungdo cardiaca (Figura 4).
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Figura 4. Delineamento experimental.
n n

IMUNIZACAO

oM
rLPG3 i
_ _ rlPG3

A

15 DIAS 15 DIAS
12 DOSE - 12 REFORCO 22 REFORGO

40pg rLPG3/dose 20pg rLPG3/dose

|

EUTANASIA — Coletade baco e soro

DOSAGEM : DOSAGEM DOSAGEM ENSAIO DE
DE ANTICORPOS LINFOPROLIFERACAO
CITOCINAS (IgG1 e 1gG2a) _ OXIDO NfTRICO CELULAR

Esquema feito pela autora.

3.5 Materiais e métodos

3.5.1 Animais

Camundongos BALB/c fémeas de 4 a 8§ semanas de idade foram obtidos do Biotério
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e
manuseados no biotério do Departamento de Biologia Geral — DBG/UFV. Os animais foram
mantidos em condigdes controladas de luminosidade, temperatura (21 + 2°C) e umidade relativa
do ar (60-70%). Foram distribuidos 4 animais em cada caixa de polipropileno com dimensio
de 49 cm x 34 cm x 16 cm forradas com maravalha autoclavada. Os animais receberam agua e

comida ad libitum. A 4gua ofertada aos animais foi proveniente do sistema de abastecimento
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da UFV apds ser autoclavada e a ragdo utilizada para alimenta-los foi do tipo comercial
apropriada para roedores. As gaiolas foram higienizadas a cada dois dias. Os animais passarao
por um periodo de adaptagdo antes do inicio dos experimentos. Os experimentos foram
realizados em conformidade com a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Vigosa (CEUA-UFV) e respeitando os principios éticos do Codigo de Etica
Profissional do Médico Veterinario. Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical em substituicdo ao uso de anestésicos gerais injetaveis recomendados pela Resolugéo
714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), ja que o uso de anestésicos pode

influenciar a resposta imune dos animais (Markovic; Murasko, 1990).

3.5.2 Grupos experimentais e tamanho amostral

Foram utilizados 72 animais para a realizacdo de trés experimentos independentes.
Para cada experimento, dividido em testes de imunogenicidade e de protecdo, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 6 grupos: controle PBS; 6leo mineral; adjuvante; rLPG3; rLPG3
+ adjuvante; e rLPG3 + 6leo mineral (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA) (n =4 para cada
grupo). O calculo do nimero minimo de animais por grupo foi feito levando em consideragéo
a for¢a e o tamanho da amostra, utilizando o software Minitab 14®, no qual foram assumidos
os seguintes valores: poder do teste de hipotese igual a 0,79; diferenga a ser detectada pelo teste
igual a 1,17; valor de alfa igual a 0,05; e desvio padrao de 0,5. As aplicagdes foram feitas por
via intramuscular, em trés doses com intervalos de 15 dias entre cada dose. O adjuvante
consistia em uma preparagdo com derivado de eugenol MR2-5 em 6leo mineral componente do
adjuvante incompleto de Freund. O derivado de eugenol MR2-5 foi obtido do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vigosa, sintetizado pelo grupo de pesquisa do professor
Dr. Rébson Teixeira. Os grupos imunizados com rLPG3 receberam 40 e 20 pg de rLPG3 na
primeira dose e 20 pg de rLPG3 nas doses de reforco (2% e 3* doses), enquanto o MR2-5 foi
aplicado na quantidade de 40 pg nas trés doses. A proteina recombinante LPG3 foi purificada

e produzida em nosso laboratério.

3.5.3 Producgdo e Purificacio de rLPG3
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Células de Escherichia coli cepa C41 foram transformadas com o plasmideo
modificado para a propagacdo dos vetores contendo o inserto de interesse conforme descrito
anteriormente (Martins et al., 2018). A proteina recombinante foi expressa em células de E. coli
C41 transformadas e cultivadas a 37°C em meio LB suplementado com Canamicina (50 pg x
mL") e cloranfenicol (34 pg x mL™!) para atingir uma densidade 6ptica de 0,6 a 0,8, seguida de
expressdo induzida por IPTG a 0,5 mmol x L' em meio LB a 37 °C por 4 h com agitagdo de
200 rpm. Apos, a cultura foi centrifugada a 5000 x g a 4° C por 20 minutos. Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em 15 mL de tampédo Tris 10 mM/cloreto de sodio 150 mM, ph
7,0 (Tampdo A). A suspensdo foi sonicada em sonicador (Q-Sonica) com a seguinte
programacdo: amplitude 30%, timer 8 minutos, pulse on 5 segundos e pulse off 30 segundos,
sempre em banho de gelo. O material sonicado foi centrifugado a 12000 x g a 4 °C por 30
minutos para recuperagdo do sobrenadante de proteinas soliveis a ser utilizado na purificagdo.
Em seguida, o sobrenadante foi vertido para outro tubo de fundo conico. A purificagdo doi
realizada utilizando uma coluna de heparina foi equilibrada com tampao A (1 seringa de 10 mL
cheia). Em seguida, foi adicionado todo o sobrenadante contendo a proteina. Na sequéncia,
adicionou-se o tampao A para retirar o material ndo adsorvido (10 Ml). Apos esta etapa, tampao
A com NaCl 2 M foi passado na coluna. A absorbancia de cada amostra foi lida a 280 nM para
a construcdo de curva padrio. As aliquotas de maior absorbancia foram dosadas pelo método
de Bradford (Nova Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante,
e prosseguiu-se com eletroforese SDS-PAGE a 10% cujo gel foi posteriormente submetido a
coloragdo com Coomassie Blue (5g de Coomassie Blue R em 200 mL de 4gua ultrapura, 50 mL
de 4cido acético e 250 mL de metanol). Apos a eletroforese, o gel foi colocado em um recipiente
e coberto com o corante Coomassie Blue e colocado sob por cerca de 30 minutos. Em seguida,
o gel foi retirado do corante e lavado com agua destilada para remover o excesso de corante.
Apds a lavagem, o gel foi submerso em outro recipiente contendo solugao descorante (500 mL
de metanol, 100 mL de acido acético e 400 mL de agua ultrapura) e colocado sob agitagcdo por

30 minutos. A solugdo descorante foi substituida até que as bandas estivessem visiveis no gel.

3.5.4 Teste de imunogenicidade
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Apbs passados 14 dias desde a tltima dose de reforgo, foram eutanasiados os animais
para avaliar a imunogenicidade da preparag@o vacinal. Nessa avaliacdo, foram utilizados os
procedimentos mencionados posteriormente para medir os niveis de anticorpos séricos IgG1 e

IgG2a, bem como para quantificar citocinas € ON no sobrenadante de cultura de esplendcitos.

3.5.5 Coleta e preparacdo de bago para dosagens de citocinas e de ON

Em um procedimento asséptico, o bago de cada animal foi removido e macerado em
meio de lavagem composto por meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Sigma-
Aldrich), pH 7,2, com bicarbonato de sodio, e suplementado com soro fetal bovino (SFB; LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) 1% inativado a 57°C/30 min, penicilina G (USB Corporation,
Cleveland, OH, USA) 100 U x mL™ e L-glutamina (Synth, Diadema, SP, Brasil) 2 mM. A
suspensao resultante da maceracdo foi centrifugada a 42 x g/4°C/1 min em tubo de fundo conico
de 15 mL, e o sobrenadante foi entdo centrifugado a 170 x g/ 4°C/ 10 min. O sobrenadante foi
descartado, e o precipitado foi ressuspenso em 2 mL de solugdo de lise de hemacias (Tris base
17 mM e cloreto de amonio 144 mM, pH 7,2). Apos 2 minutos, adicionaram-se 8 mL de meio
de lavagem ao volume no tubo, ¢ este foi centrifugado a 170 x g/4°C/10 min. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado foi ressuspenso em 5 mL de meio completo, composto por
DMEM (Sigma-Aldrich), pH 7,2, suplementado com 10% de SFB (LGC Biotecnologia)
inativado a 57°C/30 min, penicilina G (USB Corporation) 100 U x mL™! e L-glutamina (Synth)
2 mM. As células vivas da suspensdo foram contadas em azul de Tripan. Coletou-se o volume
de suspensdo correspondente a 5x106 células/mL e o volume correspondente a 9 pogos — 1 pogo
de excesso (4,5 mL) foi ajustado com meio completo. As suspensdes foram distribuidas, em
duplicata, em placa de fundo chato de 48 pogos (0,5 mL/pogo) sem estimulo ou estimuladas
com 2,5 pg de rLPG3 por pogo. As placas foram incubadas em estufa a 37°C/5% de CO», e os
sobrenadantes foram coletados em 24 e 72 horas de incubagdo, sendo posteriormente

armazenados a -20°C para as analises de citocinas e de ON.

3.5.6 Dosagem de citocinas
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Apds 72 horas de incubacdo, as amostras dos sobrenadantes das culturas de
esplenocitos foram processadas utilizando o "kit" BD Cytometric Bead Array (CBA)/Mouse
para a quantificagdo das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17 e TNF. A andlise foi conduzida por
citometria de fluxo, utilizando o equipamento BD FACSVerse do Nucleo de Microscopia e

Microanalise da Universidade Federal de Vigosa — UFV.

3.5.7 Dosagem de anticorpos IgGl1 e IgG2a

Anticorpos especificos contra rLPG3 serdo dosados por ensaio de imunoadsor¢do
enzimatica (ELISA) (Voller; Bidwell; Bartlett, 1976). O soro de cada animal foi obtido pela
centrifugacdo do sangue coletado por pungéo cardiaca. Placas de 96 pogos foram sensibilizadas
com 100 pL de antigeno rLPG3 (0,1 ng x mL ') e incubadas a 4°C durante a noite em tampio
carbonato/bicarbonato pH 9,6. No dia seguinte, o liquido total da placa foi descartado, ¢ 200
ug/poco de solugdo de bloqueio (gelatina 1% em PBS) foram adicionados, seguidos por uma
incubacdo de 30 minutos em temperatura ambiente. Apos o periodo de incubagdo, o volume
total foi descartado, e a placa foi lavada 5 vezes com solug@o de lavagem (PBS 0,05%/Tween
20 20%). Apos as lavagens, 100 pL do soro diluido (1:50000) para a dosagem de IgGl ¢
(1:16000) para a dosagem de IgG2a anticorpos de todos os grupos foram adicionados aos pogos
selecionados para amostras, e a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds
3 lavagens com solugdo de lavagem, 100 pL de anticorpos anti-IgGl ou anti-IgG2a de
camundongo produzidos em cabra, conjugados com peroxidase (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, EUA), diluidos 1:1.000 e 1:2.000, respectivamente, em solu¢do de
gelatina 1%, foram adicionados. A placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente e
lavada 10 vezes com solugdo de lavagem. Para a reacdo de cor, o-fenilediamina (OPD) foi
misturado a tampao citrato-fosfato e mantido a 4°C até o momento do uso. Para uso, 20 mL de
H20 + 10 pL de H20: 30% foram adicionados a cada aliquota. Um volume de 100 pL dessa
mistura foi adicionado a cada pogo, ¢ a reagdo foi interrompida usando 50 pL de H»SO4 1,5
mol x L! (Sigma-Aldrich). A densidade 6ptica (OD) foi determinada sob incidéncia de luz a

490 nm em espectrofotdmetro (SoftMax Pro 4.0, edi¢ao Life Sciences).
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3.5.8 Dosagem de ON

Apds 24 horas de incubagdo, os sobrenadantes das culturas de esplendcitos foram
analisados quanto a producao de nitrito pela reagdo de Griess, conforme descrito por Green et
al. (1982) (Green et al., 1982). Em resumo, em uma placa de fundo chato de 96 pogos, uma
curva padrao foi preparada por meio de diluicdo seriada de 50 pL de padrao de nitrito de sodio
250 uM em 50 pL de meio completo, em duplicata, realizando-se 12 dilui¢des sucessivas 1:2.
Em seguida, 100 pL de uma mistura 1:1 de soluc¢des de sulfanilamida (1% em H3PO4 2,5%) e
dicloreto N-naftil etilenodiamina (0,1% em H3POs 2,5%) foram adicionados aos pogos
contendo os padrdes. O mesmo volume dessa solucdo foi adicionado, em duplicata, a 50 pL de
sobrenadante de cultura de cada amostra e a 50 uL. de meio completo (branco). Ap6s 10 minutos
de incubacdo na auséncia de luz e em temperatura ambiente, as leituras das amostras, branco ¢
padrdes foram realizadas sob luz com comprimento de onda de 570 nM em um leitor Thermo

Scientific- Multiskan™ GO.

3.5.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a teste ¢ de Student ou andlise de varidncia (ANOVA),
seguida por teste de comparagdo multipla de Tukey para avaliagdo das diferengas entre grupos.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3.6 Resultados

3.6.1 Avaliagdo da producdo de citocinas IFN-y, IL-2, TNF, IL-4, IL-10, IL-6, IL-17
produzidas por esplendcitos de camundongos BALB/C apos imunizacdo, estimulados
ou ndo com rLPG3

As citocinas envolvidas nas respostas Thl, Th2 e Thl7 foram avaliadas apo6s o
protocolo de imunizagdo conforme a metodologia (Figuras 5, 6 e 7). Com relagdo as citocinas
Thl (IFN-y, IL-2 e TNF), houve aumento estatisticamente significativo apenas na citocina IL-

2 entre os estimulos e controles dos grupos OM + rLPG3 e MR2-5 + rLPG3 (Figura 5B). Nao
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foi detectada nenhuma diferenca estatistica significativa entre grupos da mesma citocina e nem
das citocinas IFN-y e TNF (Figura 5B e C, respectivamente). Entretanto, o nivel obtido de IFN-
vy aumentou quando a cultura foi estimulada com rLPG3, sendo 18,9 vezes maior no grupo
imunizado com MR2-5 + rLPG3 que no grupo rLPG3 e 2,2 vezes maior do que no grupo OM
+ rLPG3. Além disso, a diferenca na produgdo de IFN-y entre os sobrenadantes obtido de
células estimuladas com o antigeno e o controle ndo estimulado do grupo MR2-5 + rLPG3 foi

8,2 vezes maior (Figura 5A).
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Figura 5. Produgdo de citocinas Thl (IFN-y, IL- 2 e TNF) por esplendcitos de camundongos BALB/C apds

protocolo de imunizagdo.

A IFN-y
80
1 PBS

50 /= oM

§ = MR25

% 404 mm rLPG3

s EE OM +rLPG3
20- B MR2-5 + rLPG3
0_

CE CE CE CE CE CE

80 *
= 1 PBS
50 oM
§ B MR25
E 401 * B rLPG3
s Em OM+rLPG3
20 B MR25 + LPG3
0-

CE CE CE CE CE CE

1500
J PBS
O oM
|, 1000+ = MR25
E == rLPG3
()]
g Bl OM +LPG3
500
= MR2-5 + rLPG3
0-

CE CE CE CE CE CE

Duas semanas ap0s a Gltima vacinagdo, os camundongos da linhagem BALB/c, previamente vacinados conforme
detalhado nos métodos, foram submetidos a eutanasia. Foram realizadas dosagens de IFN-y (A), IL-1 (B) e TNF
(C) por citometria de fluxo em sobrenadantes de cultura de esplendcitos incubados por 72 horas a 37°C/5% COz,
sob estimulo com rLPG3 (E) ou sem estimulo (C). As barras nos graficos representam as médias mais o desvio

padrao das médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. As diferencas na producao de IFN-
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v, IL-1 e TNF pelos esplendcitos estimulados ou ndo dos animais dos grupos imunizados foram determinadas pelo
teste ¢ de Student (*p<0,05).

Com relacdo a produgdo de citocinas Th2, IL-4 e IL-10 (Figura 6), foram observados
aumentos estatisticamente significativos nos niveis de IL-4 apenas entre o controle e estimulo
do grupo que recebeu a formulacdo vacinal completa (MR2-5 + rLPG3) (Figura 6A). Também
foram obtidos aumentos estatisticamente significativos na produgao de IL-10 entre os controles
e estimulos dos grupos rLPG3, OM + rLPG3 e MR2-5 + rLPG3 (Figura 6B). Nao foram
detectadas diferencas significativas na producdo de IL-4 ou IL-10 entre grupos (Figura 6A e
B).

Figura 6. Produgao de citocinas Th2 (IL- 4 e IL-10) por esplendcitos de camundongos BALB/C apo6s protocolo de

imunizagao.
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Duas semanas ap0s a Ultima vacinagdo, os camundongos da linhagem BALB/c, previamente vacinados conforme

detalhado nos métodos, foram submetidos a eutanasia. Foram realizadas dosagens de IL- 4 (A) e IL-10 (B) por
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citometria de fluxo em sobrenadantes de cultura de esplendcitos incubados por 72 horas a 37°C/5% CO», sob
estimulo com rLPG3 (E) ou sem estimulo (C). As barras nos graficos representam as médias mais o desvio padrao
das médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. As diferencas na produgdo de IL- 4 e IL-
10 pelos esplenocitos estimulados ou ndo dos animais dos grupos imunizados foram determinadas pelo teste ¢ de

Student (*p<0,05).

As citocinas IL-6 e IL-17 que estdo relacionadas com a resposta Th17 foram dosadas
conforme a metodologia (Figura 7). Quando ao nivel de IL-6, foi notado um aumento
significativo apenas entre o controle e estimulo do grupo OM + rLPG3 (Figura 7A). Ademais,
também foi detectado um aumento significativo na producdo de IL-17 entre os controles e

estimulos dos grupos OM + rLPG3 ¢ MR2-5 + rLPG3 (Figura 7B).

Figura 7. Grafico de produgdo de citocinas Th17 (IL-6 e IL-17) por esplendcitos de camundongos BALB/C apos

protocolo de imunizagdo.
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Duas semanas ap0s a Ultima vacinagdo, os camundongos da linhagem BALB/c, previamente vacinados conforme
detalhado nos métodos, foram submetidos a eutanasia. Foram realizadas dosagens de IL- 6 (A) e IL-17 (B) por

citometria de fluxo em sobrenadantes de cultura de esplendcitos incubados por 72 horas a 37°C/5% CO2, sob
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estimulo com rLPG3 (E) ou sem estimulo (C). As barras nos graficos representam as médias mais o desvio padrao
das médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. As diferencgas na produgdo de IL- 6 e IL-
17 pelos esplenocitos estimulados ou ndo dos animais dos grupos imunizados foram determinadas pelo teste ¢ de
Student (*p<0,05).

3.6.2 Producgdo de anticorpos IgG1 e IgG2a detectados em soro de camundongos BALB/c
e razdo entre a producdo dos dois isotipos (IgG1/I1gG2a)

A avaliacdo da producdo de IgGl no soro foi conduzida por meio de ensaio de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) indireto, seguindo o protocolo detalhado na metodologia.
Notou-se um aumento na producdo de anticorpos do tipo IgGl no grupo que recebeu a
vacinagdo completa (MR2-5 + rLPG3), em comparagdo com todos os outros grupos, incluindo
aqueles que receberam apenas o antigeno isolado (rLPG3) e o antigeno em combinag¢do com
6leo mineral (rLPG3 + OM). Por sua vez, o grupo MR2-5 demonstrou aumento na producao
do anticorpo IgG1 em relacdo ao grupo PBS e ao grupo OM, diferenga esta que foi considerada
estatisticamente significativa (Figura 8A).

Com relagdo aos anticorpos do tipo IgG2a, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre o grupo imunizado com rLPG3 + OM e o grupo que recebeu MR2-5 +
rLPG3. No entanto, foi evidenciado um aumento significativo entre esses quando comparados
com os grupos PBS, OM, MR2-5 e rLPG3. O grupo rLPG3, por sua vez, apresentou aumento
estatisticamente significativo em relagdo aos grupos de controle PBS, OM e MR2-5, os quais

nao demonstraram diferencas estatisticamente significativa entre si (Figura 8B).



76

Figura 8. Produgdo de anticorpos IgGl (A) e IgG2a (B) em soro camundongos BALB/c dosados por ELISA

quatorze dias pos imunizagao.
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Quatorze dias apos a ultima vacinagdo, os camundongos da linhagem BALB/c, que receberam previamente a
vacina conforme detalhado na metodologia, foram submetidos a eutanasia. A quantificacdo das concentra¢des de
IgG1 (A) e IgG2a (B) foi realizada por meio de ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA) indireto. O soro de
cada animal foi obtido mediante centrifugacdo do sangue coletado por pun¢do cardiaca. As barras nos graficos
representam as médias mais o desvio padrdo das médias dos dados combinados de trés experimentos
independentes. Resultados distintos sdo representados por letras diferentes, enquanto resultados similares sdo
indicados por letras idénticas. A significincia estatistica desses resultados foi determinada pelo teste ¢ de Student

(p<0,05).

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas na razao entre IgG1/IgG2a
entre grupos que receberam MR2-5, rLPG3, rLPG3 + OM e a formulagdo vacinal completa
contendo MR2-5 + rLPG3. No entanto, foi identificado um aumento significativo entre esses
grupos em comparacdo com os grupos controle PBS e OM. Néao foram encontradas diferengas

significativas entre os grupos OM e PBS grupos mencionados (Figura 9).
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Figura 9. Razdo entre os isotipos de anticorpos IgG1 e IgG2a de camundongos (IgG1/IgG2a) dosados por ELISA

indireto.
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Quatorze dias apds a ultima vacinagdo, os camundongos da linhagem BALB/c, que receberam previamente a
vacina conforme detalhado na metodologia, foram submetidos a eutanasia. A quantificagdo das concentra¢des de
IgG1 e IgG2a foi realizada por meio de ensaio de imunoadsor¢@o enzimatica (ELISA) indireto e a razao entre as
absorbancias dos dois isotipos de anticorpos foi calculada. O soro de cada animal foi obtido mediante centrifugacao
do sangue coletado por pun¢do cardiaca. As barras nos graficos representam as médias mais o desvio padrdo das
médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. Resultados distintos sdo representados por
letras diferentes, enquanto resultados similares sdo indicados por letras idénticas. A significancia estatistica desses

resultados foi determinada pelo teste ¢ de Student (p<0,05).

3.6.3 Avaliagcdo da producdo de oxido nitrico (ON) por esplendcitos estimulados ou ndo
com rLPG3 apés a imunizagio de camundongos BALB/c

Foi conduzida uma analise indireta da producdo de ON por células fagocitarias do
bago, mediante a avaliagdo do nitrito em sobrenadantes de cultura de esplendcitos dos
camundongos pertencentes aos 6 grupos experimentais, os quais foram estimulados com rLPG3
(E) ou ndo estimulados (C). As amostras foram coletadas tanto apos 24 horas (A) quanto apds

72 horas (B), seguindo o procedimento detalhado na metodologia. No entanto, foram detectados
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niveis insignificantes de ON pelo método de Griess a partir dos sobrenadantes coletados tanto

apos 24 horas quanto apds 72 horas (Figura 10).

Figura 10. Produgao de 6xido nitrico (ON) por esplenocitos de camundongos BALB/c apds imunizagao.
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Apés duas semanas da ultima imunizacdo, os camundongos da linhagem BALB/c, previamente vacinados

conforme explicado no método, foram submetidos a eutanésia. A quantificagdo de ON foi realizada indiretamente

pela analise de nitrito utilizando o método de Griess em sobrenadantes de cultura de esplenocitos incubados por

24 e 72 horas a 37°C/5% CO,, estimulados com rLPG3 (E) ou ndo estimulados (C). As barras nos graficos

representam as médias mais o desvio padrdo das médias dos dados combinados de trés experimentos

independentes. As diferencas na producdo de ON pelos esplendcitos, estimulados ou ndo, dos animais dos grupos

imunizados foram avaliadas pelo teste ¢ de Student (*p<0,05).
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3.7 Discussao

No presente estudo, o perfil imunolégico decorrente do uso de vacina composta por
proteina recombinante LPG3 de L. chagasi, em conjunto com o derivado de eugenol MR2-5,
foi avaliado por meio de dosagens de citocinas dos tipos Thl, Th2 e Th17, anticorpos IgG1 ¢
IgG2a (Figuras 5, 6, 7 e 8) e ON (dados ndo mostrados) em camundongos BALB/c. A proteina
rLPG3 ja foi previamente testada em nosso laboratorio, utilizando dois adjuvantes diferentes:
saponina ¢ adjuvante incompleto de Freund (Emerick et al.,2021). As respostas imunes do tipo
Thl ou Th17 s@o de suma importancia no controle de LV (Scott, 1991; Banerjee et al., 2016;
Ostolin et al., 2022). Para isso, é necessaria a ativagdo de células da resposta imune inata ¢ a
adaptativa, principalmente no que se diz a ativacdo de macrofagos, células NK e a diferenciagao
de células TCD4+ em células Thl ou Thl17, produtoras de citocinas pré-inflamatorias (Soong
et al., 1997; Wijburg et al., 1998; Murray; Nathan, 1999; Filardy; Pires; Dosreis, 2011).

A produgdo de 6xido nitrico (ON) por macréfagos ¢ importante para o controle do
parasitismo na LV. ON ¢ induzido por IFN-y produzido principalmente por células NK, logo
no inicio da infecgdo (Carneiro et al., 2016; Horta et al., 2012; Kima; Soong, 2013; Liew; Li;
Millott, 1990). Entretanto, ndo apenas IFN-y est4 envolvido no controle da prote¢do primaria,
necessitando de outras citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a que, assim como IFN-y,
auxilia na produ¢@o de 6xido nitrico e morte de Leishmania (Liew; Li; Millott, 1990). Além
dessas citocinas, a IL-2 também ¢ uma citocina pro-inflamatdria importante no controle da
doenga, visto que esta relacionada seletivamente a produg@o de IFN-y (Chauhan et al., 2019).
Os resultados da avaliagdo da producdo de citocinas nesse estudo demonstraram um aumento
nos niveis de [FN-y no grupo que recebeu a formulacdo completa (MR2-5 + rLPG3) e no grupo
OM + rLPG3 quando os esplenocitos dos animais foram estimulados com o antigeno (Figura
5A). Ainda que esses niveis ndo tenham demonstrado diferencas estatisticamente significantes,
a produgdo de IFN-y entre o grupo que recebeu a imunizagdo com MR2-5 + rLPG3 e o grupo
que recebeu rLPG3 aumentou 18,9 vezes quando estimulados com rLPG3. Além disso, o
mesmo grupo (MR2-5 + rLPG3) mostrou aumento de 2,2 vezes na producdo de IFN-y em
comparagdo ao grupo que recebeu OM + rLPG3 quando também estimulados (Figura SA). Isso
demonstra um pequeno efeito aditivo na produgdo de IFN-y induzido pelo derivado de eugenol

MR2-5. Isso corrobora os resultados do trabalho do grupo de pesquisa de Raja et al. (2021), no
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qual ¢ relatada uma maior produ¢do de IFN-y por esplenocitos obtidos de camundongos
BALB/c ap6s serem tratados com eugenol (Raja et al., 2021).

A IL-2 produzida pela imunizagdo com MR2-5 + rLPG3 e OM + rLPG3 (Figura 5B)
pode estar associada a producdo de IFN-y. Nos trabalhos de Islamuddin ef a/. (2016), Kar ¢
Raja et al. (2021), foram detectados niveis significativos de IL-2 apos tratamentos com
eugenois associados ou ndo com drogas utilizadas em tratamentos contra LV. De forma
associada a produg¢do de outras citocinas pro-inflamatorias, a IL-2 direcionou a resposta imune
para Thl proeminente nos tratamentos utilizando eugenol e seus derivados (Islamuddin et al.,
2016; Kar et al., 2021; Raja et al., 2021). Apesar da producao de IFN-y ter tido uma média
notavelmente maior no grupo que recebeu a formulag@o vacinal completa contendo MR2-5 +
rLPG3 em comparacgdo aos outros grupos (Figura SA e B), seu nivel pode ter sido baixo, visto
que ndo se detectou diferencas estatisticas entre nenhum grupo. Com isso, ndo foi gerado um
gradiente de citocinas eficaz para ativagdo e diferenciacdo de células T CD4+, pois a IL-2 pode
ter estimulado pouca producdo de citocina IFN-y. Nado foram detectadas diferencas
significativas estatisticamente na produg@o de TNF no presente estudo (Figura 5C), sendo que
em trabalhos nos quais TNF foi produzido em conjunto com outras citocinas pré-inflamatorias,
os efeitos imunogénicos foram eficazes contra leishmaniose (Kar et al., 2021; Raja et al., 2021).
Portanto, a presenga de niveis mais elevados de IFN-y e TNF poderia ter impulsionado uma
resposta imune Th1 mais robusta e colaborado com a producdo de ON (Liew; Li; Millott, 1990),
0 que também ndo ocorreu em nenhum dos grupos presentes nesse estudo.

Diversos trabalhos mostram que altos niveis de IL-10 podem controlar a resposta
imune Thl de forma negativa, o que ndo ¢ favoravel para o controle de Leishmania (Gautam et
al.,2011; Kane; Mosser, 2001; Murray et al., 2002). A produgédo prioritaria de IL-4 em relacdo
a IFN-y, tanto em humanos quanto em camundongos, pode demonstrar um desfavorecimento
no controle da LV. Entretanto, o papel de IL-10, quando exacerbada em seus niveis de
produgdo, pode ser ainda mais preocupante (Kemp et al., 1993; Murphy ef al., 2001; Murray et
al.,2002; Dey et al., 2007; Roy et al., 2018). Todavia, em pacientes humanos curados da LV,
sdo detectaveis tanto células T produtoras de IL-4 quanto IFN-y, o que demonstra uma
complexidade na avaliagdo sobre as respostas Thl e Th2, o que também acontece em
camundongos. Ainda assim, ¢ preferencial que os niveis de células Thl que estdo relacionadas

a produgdo de IFN-y se sobressaiam, indicando assim uma resposta imune mais favoravel ao
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controle de LV (Kemp et al., 1993). Além disso, um trabalho demonstrou que a sinergia entre
IL-4 e IL-10 pode estar relacionada com o fracasso de uma vacina contra L. donovani, mesmo
que haja um aumento de IFN-y (Bhowmick; Ravindran; Ali, 2014).

No presente estudo, foram detectados niveis mais altos de IL.-4 na formulagdo vacinal
completa (MR2-5 + rLPG3) e de IL-10 nos grupos rLPG3, OM + rLPG3 e MR2-5 + rLPG3
(Figura 6A e 6B). Em contrapartida, o estudo de Emerick et al. (2021), utilizando saponina e a
proteina rLPG3, apresentou menores niveis de IL-10 associado a auséncia de niveis de 1L-4
(Emerick et al., 2021), o que foi capaz de controlar a infec¢do, conferindo 98% de reducdo na
carga parasitaria. Trabalhos envolvendo derivados de eugenol combinados ou ndo com
tratamentos ja existentes também demonstraram que esses compostos foram capazes de
diminuir niveis de IL-10 (Raja et al., 2017, 2021; Kar et al., 2021). Por outro lado, o trabalho
de Ostolin e colaboradores (2021) mostrou niveis elevados de IL-10 no grupo que recebeu a
formulacdo completa testada em seu estudo, o que ndo influenciou de forma negativa nos
resultados do seu estudo, pois a vacina demonstrou potencial no controle de LV (Ostolin et al.,
2021).

As diversas manifestacdes clinicas observadas na leishmaniose resultam ndo apenas
da genética, nutrigdo e imunidade do hospedeiro, mas também da espécie do parasito, do vetor
¢ de fatores ambientais e sociais (Bifeld; Clos, 2015; Blackwell; Fakiola; Castellucci, 2020;
Bradley, 1974). Ademais, a presenca de dados contraditorios na literatura pode ser atribuida a
essas diversas variaveis. Sendo assim, investigagdes mais aprofundadas das células imunes
inatas, da producdo de citocinas e anticorpos envolvidos nas diferentes respostas imunes
desencadeadas pelas diferentes Leishmania spp. podem contribuir para uma melhor
compreensdo do processo infeccioso e, consequentemente, para o desenvolvimento de vacinas
mais eficazes contra a leishmaniose (Costa-da-Silva et al., 2022).

Os resultados das dosagens de citocinas do presente estudo detectaram aumento nos
niveis de IL-17 nos grupos que receberam OM + rLPG3 e MR2-5 + rLPG3, e IL-6 apenas no
grupo que recebeu OM + rLPG3 quando esses grupos foram estimulados com rLPG3 em
comparagdo as culturas ndo estimuladas (Figura 7A e B). Nao foi encontrado aumento nos
niveis dessas citocinas no grupo que recebeu rLPG3 sozinha. Isso demonstra que o derivado de
eugenol MR2-5 pode colaborar com o aumento nos niveis de IL-17, mas ndo de IL-6. Como

dito anteriormente, estudos podem demonstrar resultados diferentes em condi¢des diferentes.
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Os resultados do trabalho de Emerick e colaboradores demonstraram niveis de IL-17 e IL-6
aumentados nos grupos de animais que receberam rLPG3 + saponina como adjuvante,
corroborando parcialmente com achados do presente estudo (Emerick et al., 2021). Essas
citocinas estdo relacionadas com respostas de subtipos de células Th17 e, juntamente com
outras citocinas como IL-23 e IL-22, estdo envolvidas no controle de leishmanioses. Na LV,
foi demonstrado que IL-17 e IFN-y atuam sinergicamente, promovendo uma resposta imune
Th1/Th17 eficaz para o controle do parasitismo. Portanto, isso demonstra que ndo apenas uma
resposta imune Th1/Th2 est4 envolvida no controle da LV (Pitta et al., 2009; Nascimento et al.,
2015; Banerjee et al., 2016; Dayakar et al., 2019; Badirzadeh; Montakhab-Yeganeh;
Miandoabi, 2021).

Os anticorpos IgG1, associados a resposta Th2, podem indicar uma agdo moduladora
da inflamacgdo e regular a resposta imune a partir da producdo de citocinas como IL-4 e IL-10,
embora sejam menos eficazes na eliminag¢do do parasita. Por outro lado, os anticorpos IgG2a
estdo associados a resposta Thl, induzida por citocinas como I[FN-y e IL-2 que sdo cruciais para
a eliminacdo do parasita (Tripathi; Singh; Naik, 2007; Rostamian et al., 2017).

O presente estudo detectou um aumento de IgG1 estatisticamente significativo no
grupo que recebeu MR2-5 + rLPG3 em comparagdo a todos os outros grupos, incluindo rLPG3
sozinha. Os niveis de IgG2a aumentaram de forma significativa nos grupos que receberam
rLPG3 sozinha, OM + rLPG3 e MR2-5 + rLPG3 (Figura 8A e B). Entretanto, a razio
IgG1/IgG2a mostrou aumentos significantes em MR2-5, rLPG3, OM + rLPG3 e MR2-5 +
rLPG3 em relagdo aos controles PBS e OM (Figura 9). Isso demonstra que tanto a proteina
quanto o derivado de eugenol MR2-5 podem produzir anticorpos IgGl e IgG2a, e que a
associacdo entre os dois manteve esse perfil de producdo de anticorpos. Isso pode colaborar ou
ndo para a profilaxia da LV, visto que estudos ja relataram que uma resposta mista desses
anticorpos foi responsavel por uma melhor prote¢do na profilaxia e tratamento contra a doenga
(Ghosh; Zhang; Matlashewski, 2001; Roque, 2020). Entretanto, com a razao IgG1/IgG2a
significativamente aumentada no grupo que recebeu a formulagdo vacinal completa em
comparagdo com os controles (PBS e OM) (Figura 9), é sugestivo que o padrdo de resposta
imune tenha se desviado para um perfil Th2. Além disso, as citocinas I[L-4 e IL-10 envolvidas

com aresposta Th2 tiveram aumento significativo em sua produ¢@o no grupo que recebeu MR2-
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5 + rLPG3 comparado com os controles (Figura 6A e 6B), corroborando com os resultados
relacionados a razdo 1gG1/IgG2a (Figura 9).

E importante ressaltar que IFN-y apresentou um aumento na média, que nio foi
estatisticamente significativo, no grupo que recebeu MR2-5 + rLPG3 quando comparado com
os grupos controles. Essa produgdo de IFN-y no grupo que recebeu a formulagdo vacinal
completa pode estar relacionada com o aumento estatisticamente significante na producdo de
IL-2, que foi detectado no mesmo grupo (Figura 5SA e B), visto que a IL-2 esta relacionada de
forma importante com a producdo de IFN-y (Murray et al., 1995). Embora essa diferenca ndo
tenha sido detectada pelo teste estatistico, a média mais elevada no nivel de IFN-y no grupo
MR2-5 + rLPG3 em comparagdo com os grupos controle pode estar relacionada com desvios
padrdo significativamente altos, observados em todos os grupos experimentais (Figura 5A). A
fim de tentar amenizar e verificar esses dados, um aumento no n amostral pode ser realizado a
partir de novos testes. Além disso, estudos posteriores, nos quais os animais sejam infectados
com parasitos de L. chagasi para testar a protecdo dessa vacina contra a LV, s3o requeridos,
visto que a producdo de citocinas e anticorpos relacionados com respostas Thl, Th2 e Thl7

foram encontradas no presente estudo.

3.8 Conclusao

Os resultados do presente estudo revelam uma complexidade na resposta imune a LV.
A imunizag@o desencadeou uma resposta envolvendo citocinas Thl, Th2 e Th17. Entretanto,
houve sobreposi¢do na producdo de anticorpos IgGl em relacdo a IgG2a e aumentos
estatisticamente significativos de citocinas Th2, indicando uma possivel inconsisténcia na
formulacdo vacinal completa (MR2-5 + rLPG3) na modulacdo da resposta imune para uma
resposta protetora contra LV. Embora os niveis de produ¢do de algumas citocinas ndao tenham
atingido significancia estatistica em relagdo aos grupos controle, os padrdes observados
implicam na possibilidade de realizar futuros experimentos a fim de avaliar uma possivel

eficacia da vacina em teste de protecdo.
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4 CAPITULO 2: Use of adjuvants in vaccine formulations for visceral Leishmaniasis:
a systematic review

4.1 Abstract

Leishmaniasis, a neglected tropical disease, is transmitted by sandflies. These insects
have adapted to urban areas, feeding on the blood of dogs and humans, potentially transmitting
parasites of Leishmania species, posing a significant threat to public health. Visceral
Leishmaniasis (VL), caused by Leishmania donovani and Leishmania infantum, manifests with
hepatomegaly, splenomegaly, weight loss, and fever, resulting in a mortality rate of up to 95%.
With drug resistance and toxicities in existing therapies, effective vaccines are crucial,
especially for potential reservoirs like dogs. The required immune response to control VL
involves Thl-type cytokines, such as IFN-y and IL-2, which have proven essential for parasite
elimination. Th2-type responses may limit protection, while prominent Th1 and Th17 responses
have emerged as favorable for controlling parasitism. Other parameters, such as macrophage
activation and nitric oxide (NO) production, are also important, as they are involved in
intracellular parasitism control. Adjuvants play a vital role in vaccine development, activating
cellular and humoral responses, enhancing a specific immune response to antigens. While
vaccines with weakened or inactivated antigens stimulate the immune system, they pose risks
for individuals with compromised immunity. Protein-based vaccines, though weak in
stimulating responses, can be enhanced with adjuvants and present fewer risks. The challenge
lies in establishing clear profiles for adjuvants, considering the immunogen's needs and safety
regarding toxicity. This systematic review aims to analyze vaccine study data, demonstrating
the enhancing effects of different adjuvants, providing a foundation for researchers to choose
safe and effective adjuvants for visceral Leishmaniasis vaccine formulations. This brings

vaccine development one step closer to clinical trials with promising results.

Keywords

Adjuvants; Leishmaniasis; visceral Leishmaniasis vaccine; second-generation vaccines
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4.2 Introduction

Leishmaniasis is categorized as a neglected disease and is among the six tropical
diseases of significant importance in public health (Duprey et al., 2006). Sandflies are the
vectors of Leishmaniasis, primarily feeding on the blood of foxes, opossums, and rodents to
maintain the parasite's cycle in the wild (Solano-Gallego et al., 2011). However, these insects
have adapted, now also feeding on the blood of dogs and humans, even in urban areas (Lainson;
Rangel, 2005; Seva et al., 2016).

VL is primarily transmitted by sandflies of the species Lutzomyia longipalpis and is
caused by the parasites Leishmania donovani and Leishmania infantum/Leishmania infantum
chagasi (Lukes et al., 2007; Wamai et al., 2020). The latter is the primary causative agent of
visceral Leishmaniasis in the Americas, while L. donovani is found in the Indian subcontinent
and East Africa (Pigott et al., 2014).

Within the peculiarities of VL, we can mention the alteration of two vital organs, such
as an increase in the liver's size (hepatomegaly) and the spleen (splenomegaly) (Jain; Jain,
2015). This is accompanied by weight loss and the occurrence of fever, significantly increasing
the life-threatening risks for the infected individual (Ready, 2014). Mortality can reach up to
95% of infection cases (Coura-Vital et al., 2014).

The pressing need lies in the development of highly effective vaccines for VL, given
that parasites have shown resistance to drugs used in therapy against Leishmania (Jain; Jain,
2015). Furthermore, economically more accessible treatments reveal significant toxicity to the
body, which can result in damage to the liver and kidneys (Croft; Sundar; Fairlamb, 2006).
Therefore, the introduction of vaccination emerges as an intervention of immense importance
in disease control (Joshi; Malla; Kaur, 2014; Li et al., 2014). Additionally, effective vaccination
of potential reservoirs, such as dogs, has the potential to interrupt the parasite's cycle (Morales-
Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022).

Control of Leishmania infection requires a specific immune response that is
intrinsically linked to the generation of Thl-type cytokines, such as gamma interferon (IFN-y)
and interleukin 2 (IL-2) (Costa-da-Silva et al., 2022; Ivashkiv; Donlin, 2013). These cytokines
play a pivotal role in safeguarding infected individuals, primarily by stimulating the production

of toxic agents against the parasite in phagocytic cells, like NO, resulting in its annihilation
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(Liew; Li; Millott, 1990). IFN-y, produced by T cells under the influence of IL-12, has the
capability to activate phagocytic cells responsible for promoting the elimination of Leishmania
(Bhattacharya; Ali, 2013; Badirzadeh; Montakhab-Yeganeh; Miandoabi, 2021). On the other
hand, the immune response configuration of Th2, characterized by the release of cytokines IL-
4, IL-5, and IL-13, may indicate a limitation in protection against infections by different species
of the parasite (Saha; Roy; Ukil, 2022). More recent studies have highlighted the relevance of
another type of immune response in combating VL, which is the Th17-type response regulated
by cytokines such as [L-17, IL-22, IL-6, and 1L.-23 (Banerjee et al., 2016). Therefore, vaccines
that stimulate both Thl and Thl7 immune responses emerge as promising candidates in
controlling Leishmania infections (Pitta et al., 2009).

The use of adjuvants in vaccine development plays a significant role in promoting the
desired immune responses against visceral Leishmaniasis (VL), a disease caused by parasites
that invade innate immune cells (Ratnapriya et al., 2019). Targeting these cells with appropriate
binding molecules can contribute to controlling the disease, promoting immunomodulation, and
consequently, activating adaptive responses (Raman et al., 2012; Maisonneuve et al., 2014).

Vaccines that utilize weakened or inactivated antigens have a greater ability to
stimulate the immune system due to the natural adjuvants present in their diverse composition
(Grenfell et al., 2010; Datta et al., 2012a). However, these vaccines can cause adverse effects
in individuals with weakened immune systems and have the potential to induce reactogenicity
(Gupta et al., 1993).

A solution to these challenges emerged with the development of protein-based
vaccines (Reed et al., 2009). However, these vaccines demonstrated a weak capacity to
stimulate immune responses, necessitating the inclusion of adjuvant systems in the formulations
to promote a stronger and more durable immune response (Orr; Fox, 2013; Li et al., 2014;
Reed). It is imperative to ensure that these adjuvants are safe and do not cause toxicity in
humans, especially in dogs, as they represent the main reservoirs of the parasite (Gupta et al.,
1993; Oscherwitz et al., 2006). This is also essential to obtain regulatory approval for vaccine
formulations along with their respective adjuvants by the relevant authorities (Tritto; Mosca;
De Gregorio, 2009).

As current evidence is fragmented, it is a challenge to establish a clear profile of

adjuvants and the response profiles they can induce in certain vaccine formulations, making
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their selection for a vaccine formulation against visceral Leishmaniasis difficult. Therefore, the
present systematic review aims to analyze the available data from studies involving vaccines
that used adjuvants in their formulations, comparing the possible enhancing effects of
adjuvants. This analysis can provide a foundation on which other researchers can base their
choice of adjuvants to induce immunological and protective responses against Leishmania
parasites that cause visceral Leishmaniasis. Additionally, it is essential to consider the non-
toxic nature of adjuvants, which can advance the vaccine formulation closer to the next phase

of clinical trials demonstrating good results.
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4.3 Methods

4.3.1 Framing question, databases, and PRISM A workflow

Our research protocol was outlined considering the PICO/PECO strategies (Huang;
Lin; DemneR-Fushman, 2006). Following the PICO/PECO strategy, we outlined this guiding
question: "What kinds of immune response profiles and protection can various adjuvants induce
in vaccine formulations for visceral Leishmaniasis in BALB/c mice?"

This study has been registered in the International Prospective Systematic Review
Registry (PROSPERO) under registration number CRD42024480756. This systematic review
was conducted in accordance with the updated PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-analyses) guidelines (Page et al., 2021) The PRISMA workflow
was implemented using two complementary research approaches to identify potentially
pertinent studies, as follows: (i) a primary search across four comprehensive electronic
databases (PubMed-Medline, Embase, Scopus, and Web of Sciences), and (ii) a secondary
search through manual screening of the reference lists of all relevant studies identified in the

primary search (Pereira-Santos et al., 2019).

4.3.2 Search strategy

A search strategy based on structured filters, divided into two complementary levels,
was employed to retrieve research records from electronic databases: (i) Visceral Leishmaniasis
and (ii) immunization. These structured filters were initially designed for the PubMed-Medline
search engine, utilizing standardized descriptors extracted from the MeSH (Medical Subject
Headings) thesaurus and relevant indexing keywords associated with the topic. These
descriptors and keywords were combined using Boolean operators (AND/OR) as well as
through search algorithms [MeSH Terms] and [TIAB]. Additionally, the native algorithms of
PubMed, "species [other animals]" and "article types [journal article]," were used in this
database to achieve a more specific search.

The same search strategy was adapted for the Embase, Scopus, and Web of Science

databases, employing the specific syntax and search algorithms recognized by the search engine
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associated with each database. In Embase, the filter "[Types of publication - article and article
in press]" and the search limit "(Venn diagram - Sources: Embase)" were applied to restrict the
retrieval of records in scientific articles and exclude duplicate studies in Medline. A similar
approach was applied in Scopus, using the algorithms "(Type of document - article)" and the
search limit "(AND NOT INDEX (medline))." The reference list of each identified relevant
study in all databases was manually reviewed to identify additional potentially relevant studies
to expand the scope of our search strategy. All relevant studies published up to April 2023,
indexed and retrieved in full text, were included in the systematic review. No chronological or
language limits were imposed on our search strategy. The complete search strategy and the

results found are described in table 1.

Table 1. Complete search strategy with search filters and number of studies recovered in databases PubMed-

Medline, Web of Science, Scopus and Embase.

Filter N° studies
MEDLINE/Pubmed
#1 ((((("visceral Leishmaniasis"[Title/Abstract]) OR ("kala- 16.896
azar"[Title/Abstract])) OR ("Leishmania
donovani"[Title/ Abstract])) OR ("Leishmania
infantum"[ Title/Abstract])) OR ("Leishmania

chagasi"[Title/Abstract])) OR ("Leishmania infantum
chagasi"[Title/ Abstract])

#2 Vaccine [Title/Abstract] 252.404
#3 #1 AND #2 858
#4 #1 AND #2 Filters: Books and Documents, Meta- 120

Analysis, Review, Systematic Review

#5 #3 NOT #7 738
Web of Science
#1 TS=(*“visceral Leishmaniasis” OR “kala-azar” OR 20.501

“Leishmania donovani” OR “Leishmania infantum” OR

“Leishmania  chagasi” OR “Leishmania infantum

chagasi’)
#2 TS=(vaccine) 335.525
#3 #1 AND #2 1.551
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#4 #3 AND Article (Document type) 1.163
Scopus
#1 TITLE-ABS-KEY ("visceral Leishmaniasis" OR "kala- 4.564

azar" OR "Leishmania donovani" "Leishmania infantum"

OR "Leishmania chagasi" OR "Leishmania infantum

chagasi")
#2 TITLE-ABS-KEY (vaccine) 521.555
#3 #1 AND #2 499
#4 #3 AND (LIMIT-TO( DOCTYPE , "ar")) 407
Embase
#1 'visceral Leishmaniasis"ab,ti,kw OR 'kala-azar':ab,ti,kw 18.838
OR 'Leishmania donovani'ab,ti,kw OR 'Leishmania
infantum".ab,ti,kw OR 'Leishmania chagasi'ab,ti,kw OR
'Leishmania infantum chagasi':ab,ti,kw
#2 'vaccine':ab,ti,kw 305.474
#3 #1 AND #2 975
#4 #3 AND [embase]/lim NOT ([embase]/lim AND 226
[medline]/lim)
#5 #4 AND 'article'/it 929

April 24, 2023 at 09:57

4.3.3 Document screening and identification of relevant studies

In this systematic review, only studies investigating the VL vaccine were included.
The selection process followed the PRISMA framework (Page et al., 2021) and was carried out
independently by the reviewers (BDO and NJF). All research records obtained from electronic
databases were initially imported into the Mendeley Reference Management Program
(Mendeley, London, Westminster, UK). Duplicates were removed from all databases by
comparing metadata such as titles, authors, year, volume, edition, journal of publication, and
DOI. Subsequently, the titles and abstracts of all research records were examined, excluding
those unrelated to the research topic. All potentially relevant records were obtained in full text
and assessed for eligibility based on specific inclusion and exclusion criteria. In case of

disagreements at any stage, a specialized investigator (EDAMDS) acted as a mediator to reach
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a consensus. The complete PRISMA framework, derived from our search strategy, is presented

in Figure 1.

4.3.4 Studies reviewed

The following criteria were previously established for inclusion of studies in these
reviews: (i) studies with second-generation vaccines that target VL, (ii) studies where the
animal model used comprised BALB/c mice, (iii) studies that have groups immunized only with
the adjuvant and only with the antigen involved in the vaccine formulation (to evaluate the
immunogenicity of both individually), (iv) published in peer-reviewed journals, (v) published

in the English, Spanish, or Portuguese language.

4.3.5 Data extraction

The following data were systematically collected: (i) general characteristics of the
study: authors, year of publication, and country where the study was carried out, (ii) parasite
species (L. infantumor L. donovani), (iii) inoculation methods of the parasite, (iv) adjuvant used,
(v) frequency and duration of treatment, (vi) method of immunization, (vii) post-infection
monitoring period, (xiii) production of cytokines before and after infection, ( ix) parasite load,
(x) secondary outcomes (cell proliferation, cell-mediated immune response index, nitrite or

nitric oxide production, antibody profile).

4.4 Results

4.4.1 PRISMA guideline

The flow diagram summarizing the literature search process is shown in figure 11. We
recovered 2407 records from the databases (PubMed/MEDLINE, n=738; Scopus, n=407; Web
of Science, n=1163; Embase, n=99). After that, 1097 duplicates were removed, and 1312

records were screened by reading the title and abstract. Then, the 1189 studies were excluded
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because they did not fit into the focus of this study. Through the eligibility criteria, 123 studies
were assessed, and 16 were included (Table 2). No studies were included based on the

references of the selected studies.

Figure 11. Flow diagram of search results to define the articles to be included in systematic review.

( Identification of studies via databases and registers | | Identification of studies via other methods

—
Records identified from Records identified from:
.§ databases (n=2.407) Records removed before Websites (n=0)
g MEDLINE-Pubmed (n=738) screening Organisations (n=0)
Web of Science (n=1163) Duplicate records removed Citation searching (n=0
H Scopus (n=407) (n=1097) aa
Embase (n=99)
S,
y Records excluded
Not second-generation vaccines
Records screened (n=1097)
(n=1312) Not vaccines for visceral
leishmaniasis (n=1189) y
Reports sought for retrieval
2 (n=0)
§ Reports excluded
-8- v Not Balb/C (n=57) l
- Vaccines without adjuvants
Reports assessed for eligibility studies (n=62) S
(n=123) Not have antigen control group Reports assessed for eligibiity
— (n=0)
(n=78)
Not have adjuvant control group
(n=107)

A4

§ Studies included in review
_2 (n=16) ~

4.4.2 Publication data

The general characteristics of the publications used in the selected studies are
presented in figure 12. Most of these papers are carried out in institutions in Brazil (n=12). In
second place are studies carried out in India (n=3), followed by studies in countries such as
Greece, Canada, and Iran (n=1, each; Figure 12A). Most of these studies were published in the
journal "Cellular Immunology" and the journal "Vaccine" (n=3, each), followed by publications
in the journal "Experimental Parasitology" (n=2). The other studies were published in the
journals "Cytokine," "Parasitology Research," "Biomedicine and Pharmacotherapy," "Medical

Microbiology and Immunology," "Cellular Immunology," "Infection and Immunity,"
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nomn

"Frontiers in Immunology,

2008 and 2022 (Figure 12C).

(n=1, each; Figure 12B). The studies were published between



Table 2. Reference, title, and DOI of all relevant studies identified and included in the systematic review.

Reference

Bhowmick et al., 2008

Mazumder et al., 2011

Daifalla et al., 2011

Pereira et al., 2015

Dias et al., 2017

Ribeiro et al., 2018

Ridi et al., 2018

Lage et al., 2020

Title

Gp63 in stable cationic liposomes confers sustained vaccine
immunity to susceptible BALB/c mice infected with Leishmania
donovani

Potentiating Effects of MPL on DSPC Bearing Cationic
Liposomes Promote Recombinant GP63 Vaccine Efficacy: High
Immunogenicity and Protection

Immunogenicity of Leishmania donovani iron superoxide
dismutase B1 and peroxidoxin 4 in BALB/c mice: The contribution of
Toll-like receptor agonists as adjuvant

Evaluation of adjuvant activity of fractions derived from
Agaricus blazei, when in association with the recombinant LiHypl
protein, to protect against visceral Leishmaniasis

Recombinant prohibitin protein of Leishmania infantum acts
as a vaccine candidate and diagnostic marker against visceral
Leishmaniasis

Evaluation of a Leishmania hypothetical protein
administered as DNA vaccine or recombinant protein against
Leishmania infantum infection and its immunogenicity in humans

Liposomal Elongation Factor-1a Triggers Effector CD4 and
CD8 T Cells for Induction of Long-Lasting Protective Immunity
against Visceral Leishmaniasis

Liposomal formulation of chimeraT, a multiple t-cell
epitope-containing recombinant protein, is a candidate vaccine for
human visceral Leishmaniasis

104

DOI

10.1128/IAL00611-07

10.1371/journal.pntd.0001429

10.1016/j.exppara.2011.07.001

10.1016/j.exppara.2015.03.027

10.1016/j.cellimm.2017.11.001

10.1016/j.cellimm.2018.05.009

10.3389/fimmu.2018.00018

10.3390/vaccines8020289



Ribeiro et al., 2020

Ribeiro et al., 2020

Agallou et al., 2020

Bastos et al., 2020

Vakili et al., 2020

Ostolin et al., 2021

Emerick et al., 2021

Ostolin et al., 2022

Leishmania infantum amastin protein incorporated in
distinct adjuvant systems induces protection against visceral
Leishmaniasis

Evaluation of the protective efficacy of a Leishmania protein
associated with distinct adjuvants against visceral Leishmaniasis and in
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Figure 12. Graphs representing the publications characteristics.
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4.4.3 Experimental animals and infection data

Regarding experimental animals, 14 studies used female BALB/c mice, while in 2
studies, this information on sex was not available. The age of the animals ranged from four to
eight weeks, with the majority being over six weeks old (n=10). In other studies, animals as
young as four weeks old were used (n=4). Only one study used five-week-old animals. The age
of the animals was not specified in one of the studies (Figure 13A). Concerning infection, L.
infantum was the predominant species used to infect BALB/c mice (n = 10), followed by L.
infantum chagasi (n=2) and, finally, L. donovani (n=3; Figure 13B). The routes of parasite
inoculation included subcutaneous (n=5), intravenous (n=8), and intraperitoneal (n=1; Figure
13C). One of the studies focused exclusively on the immunogenicity provided by vaccination
with its respective formulation, without infection, to evaluate vaccine protection (Daifalla et
al., 2011 - Figure 13B and C). The duration of Leishmania infections varied across studies,
ranging from twenty days (approximately three weeks) to a maximum of ninety days

(approximately thirteen weeks; Figure 13D)
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Figure 13. Graphs representing the characteristics of animals and Leishmania infection of studies included in

systematic review.
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Information about the age of animals (A), Leishmania species (B), routes of inoculation of Leishmania parasites

(C), and duration of infection (D).

4.4.4 Adjuvants used in vaccine formulations and characteristics of immunizations
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Studies have conducted experiments with formulations using different adjuvants or a
combination of adjuvants to compare the immune response generated by these different
formulations. Among the adjuvants used in vaccine formulations, saponin was the most used
(n=10), alone (n=8) or in combination with another adjuvant (n=2). Next, liposomes (n=5),
monophosphoryl lipid A (n=4), some of the latter being conjugated with saponin (n=2),
considering that a study also used monophosphoryl lipid A-trehalose dicorynomycolate.
Furthermore, some studies also used incomplete Freund's adjuvant (n=2). Other less common
adjuvants in the selected studies included complete Freund's adjuvant (n=1), fractions rich in
purified polysaccharides from Agaricus blazei (n=1), Addavax (n=1), and bacterial CpG
(cytosine-phosphate-Guanine) oligodeoxynucleotide (n=1; Figure 14).

Figure 14. Graphs representing the adjuvants used in studies included in systematic review.
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MPL-A, monophosphoryl lipid A; IFA, Incomplete Freund’s adjuvant; CFA, complete Freund’s adjuvant; MPL-
TDM, monophosphoryl lipid A-trehalose dicorynomycolate (MPL-TDM).

The vaccine formulations were administered at intervals of no more than three weeks
between each dose. In most cases, the intervals were two weeks (n=11), followed by intervals
of three weeks (n=2) and one week (n=1). One of the studies did not provide information
regarding the time interval between immunization doses (Figure 15A). The number of doses

varied from two to three, with immunization with three doses being the most adopted strategy
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(n=14). In two other studies, only two doses of the vaccine were administered (Figure 15B).
The immunization inoculation routes included subcutaneous (n=12), intramuscular (n=1) and
intraperitoneal (n=3), and one study did not specify the route used for immunization (Figure
15C).

Figure 15. Graphs representing the immunization characteristics of studies included in systematic review.
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4.4.5 Immune response provided by vaccine formulations containing adjuvants

When the saponin adjuvant was used, the doses varied from 15 to 50 pug. This adjuvant
was incorporated into vaccine formulations containing various proteins such as rPHB, rLiHyR,
rLPG3, rAmastin, rLiHyE, ChimeraT, native LPG3, and rLiHyp1 (Table 3). Generally, these
formulations exhibited a more robust immune response compared to formulations containing
only the antigen, which was reflected in increased levels of [FN-y, IL-12, TNF-a, GM-CSF,
and nitrite. Ribeiro et al. (2020a, 2020b) also reported lower levels of IL-4 and IL-10 before
and after infection in comparison to the antigen-only group.

In the study by Emerick et al. (2021), no significant differences in the immune

response were observed between formulations with and without saponin, indicating that the
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antigens rLPG3 and native LPG3 were sufficient to elicit an immune response on their own. In
terms of parasite load, studies by Lage et al. (2020) and Emerick et al. (2021) did not observe
differences between groups in the reduction of parasites in organs such as the spleen, liver, bone
marrow (BM), and draining lymph nodes (dLN). However, other studies reported a more
pronounced reduction in parasite load in these organs when saponin was included in the
formulations.

Additionally, a more favorable IgG2a/IgG1 antibody ratio was observed in animals
that received vaccine formulations containing saponin compared to other experimental groups.
Interestingly, only the study by Emerick et al. (2021) demonstrated no differences in secondary

responses between formulations containing saponin and those that did not include the adjuvant.



Table 3. Immune response of second-generation vaccine formulations containing adjuvants compared to their respective formulations without adjuvants.

Adjuvant Antigen

Saponin rPHB
rLiHyR
rLPG3
rAmastin

Immune response

1 IFN-y and IL-12 before infection

1 T cells producing intracytoplasmic
cytokines IFN-y and IL-12 after
infection

1 TNF-0, GM-CSF and nitrite after

infection

TIFN-y, IL-12, TNF-a, GM-CSF and

nitrite before and after infection

1 markers of oxidative damage

hydrogen peroxide and nitrite/nitrate

1 IFN-y, IL-12 and GM-CSF before
and after infection and nitrite after
infection

| IL-4 and IL-10 after infection

Parasite burden

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

Secondary outcomes

1 IgG2a/IgG1 before and after

infection

1 IgG2a/IgG1 after infection

|l granuloma  formation,
inflammatory infiltrate, and
serum levels of AST, ALT,

and ALP

1 IgG2a/IgG1 before and after

infection
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Reference

Dias et al.,

2017

Ribeiro et al.,
2018

Bastos et al.,
2020

Ribeiro et al.,
2020



rLiHyE

rChimeraT

rLPG3

native LPG3

1 IFN-y, IL-12, GM-CSF before
infection and after infection and
nitrite

| IL-4 and IL-10 after infection

1 IFN- v, IL-12 and GM-CSF when
stimulated with SLA or Chimera T
before and after infection

1 nitrite when stimulated with SLA or

Chimera T after infection

No difference in cytokine responses

or other parameters

No difference in cytokine responses

or other parameters

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

No differences in
parasitic load in spleen,
liver, BM and dLN

No  difference  in
parasitic load in spleen

and liver

No  differences in
parasitic load in spleen

and liver

1 IgG2a/IgG1 before and after

infection

i IgG2a/IgGl when
stimulated with SLA or
Chimera T before and after

infection

No difference in secondary

responses

No difference in secondary

responses
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Ribeiro et al.,
2020

Lage et al,
2020

EMERICK et
al, 2021

EMERICK et
al, 2021



Liposome

rLiHypl

rAmastin

rLiHyE

rChimeraT

1 IFN-y, IL-12 and GM-CSF before

and after infection

1 IFN-y, IL-12 and GM-CSF before
and after infection and nitrite after
infection

| IL-4 and IL-10 after infection

1 IFN-y, IL-12, GM-CSF before
infection and after infection and
nitrite

| IL-4 and IL-10 after infection

1 IFN- v, IL-12 and GM-CSF when
stimulated with SLA or Chimera T
before and after infection

1 nitrite when stimulated with SLA or

Chimera T after infection

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

No  differences in
parasitic load in spleen,

liver, BM and dLN

1 IgG2a before and after
infection
1 predominant Thl response

before and after infection

1 IgG2a/IgG1 before and after

infection

1 IgG2a/IgG1 before and after

infection

1 IgG2a/IgGl when
stimulated with SLA or
Chimera T before and after

infection
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PEREIRA ef
al., 2015

Ribeiro et al.,
2020

Ribeiro et al.,
2020

Lage et al,
2020



CpG ODN

GLA-SE

Gp63

EF1-a

rEF1-a

rSODB1

rPxn4

rSODB1

1 IFN- y and IL-12

1 IL-12 before infection
| TGFp after infection

1 CD4 + and CD8 + T cells producing
IFN-y and TNF-a

No difference in cytokine responses

or other parameters

1 IFN- y/IL-10

1 IFN- y/IL-10

| parasites in liver and

spleen

| parasites in liver and
spleen (in short and
long term of infection)

| parasites in liver and
spleen (long-term

infection)

1 cell-mediated immunity
index

1 IgG2a/ IgGl

| antigen-specific  cell-

mediated immunity (CMI)

No difference in secondary

responses

1 1gGl
1 1gG2a
1 IgG2a /IgGl

1 Thl

1 IgGl

1 1gG2a
1 IgG2a /IgGl
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Bhowmick et
al., 2008

Ridi et al,
2018

Ridi et al,
2018

Daifalla et
al., 2011

Daifalla et
al., 2011

Daifalla et
al., 2011



Incomplete Freund's adjuvant
(IFA)

Freund’s adjuvant (incomplete
and alternated

between doses) (IFA and CFA)

complete

rPxn4

rLPG3

native LPG3

Peptide vaccine
composed of histone
H1, SMT, LiHy and

LSAP

1 IFN- y/IL-10

No difference in cytokine responses

or other parameters

No difference in cytokine responses

or other parameters

No difference in cytokine responses

or other parameters

No difference in
parasitic load in spleen
and liver

No difference in

parasitic load in spleen
and liver

No  difference  in
parasitic load in spleen

and liver

1 IgGl
1 IgG2a
1 IgG2a /IgGl

No difference in secondary

responses

No difference in secondary

responses

[No difference in secondary

responses

115

Daifalla et
al., 2011

EMERICK et
al, 2021

EMERICK et
al, 2021

Vakili et al.,
2020



Fraction F2 (purified
polysaccharide-rich  fractions

from Agaricus blazei)

Fraction F4 (purified
polysaccharide-rich  fractions

from Agaricus blazei)

Addavax

rLiHypl

rLiHypl

LiChimera

1 IFN-y, IL-12 and GM-CSF before

and after infection

1 IFN-y, IL-12 and GM-CSF before

and after infection

1 antigen-specific multifunctional
IFN-y+TNFo+IL-2+ CD4* and CD8*
T cells long and short-term of
infection

1 nitric oxide

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver,

spleen, BM and dLN

| parasites in liver and
spleen in the long- and

short-term of infection

1 IgG2a before and after
infection
1 predominant Thl response

before and after infection

1 IgG2a before and after
infection
1 predominant Thl response

before and after infection

1 1gG
1 antigen-specific CMI
1 cell proliferation

| infected macrophages

116

PEREIRA et
al., 2015
PEREIRA et
al., 2015
Agallou et
al., 2020

CMLI: Cell-Mediated Immunity; dLN: Draining Lymph Node; EF1-a: Elongation Factor 1-alpha; Gp63: Gp63 Protein; GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating

Factor; H1: Hemagglutinin 1; IFN-y: Interferon-gamma; IgG1: Immunoglobulin G1; [gG2a: Immunoglobulin G2a; IL-2: Interleukin-2; IL-12: Interleukin-12; IL-2: Interleukin-

2; LiChimera: Leishmania Antigen Chimera; LSAP: Leishmania-Associated Protein; LPG3: Lipophosphoglycan 3 Protein; rAmastin: Recombinant Amastin; rChimeraT:

Recombinant Antigen Chimera; rEF1-a: Recombinant Elongation Factor 1-alpha; rLiHyp1: Recombinant Leishmania Hypothetical Protein 1; rLiHyE: Recombinant Leishmania

Hypothetical Protein E; tLPG3: Recombinant Lipophosphoglycan 3 Protein; rPHB: Recombinant Prohibitin; rPxn4: Recombinant Peroxin 4; rSODB 1: Recombinant Superoxide

Dismutase B1; SMT: sterol 24-c-methyltransferase; Thl: T Helper Cell Type 1; Th2: T Helper Cell Type 2; TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha.
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Regarding the use of liposomes as an adjuvant (Table 3), their concentration was
reported in some studies (15 pg - Ribeiro ez al., 2020), while in others, only the volume used
was reported (200 pl; Bhowmick; Ravindran; Ali, 2008 and Ridi ef al., 2018). In other studies,
this information was not clear. The proteins rAmastin, rLiHyE, rChimeraT, Gp63, EF1-a, and
rEF1-a were used as antigens. In general, these studies demonstrated significant increases in
the cytokines IFN-y, IL-12, and GM-CSF, as well as in the level of nitrite and a significant
reduction in the production of the cytokines IL-4, IL-10 (Ribeiro et al., 2020a, 2020b), and
TGFp (Ridi et al., 2018) in the groups in which liposome was administered together with the
respective antigen compared to the groups that received only the antigen. Only one study did
not report significant differences in parasite load (Lage ef al., 2020), with other studies detecting
significant reductions in parasites in organs such as the spleen, liver, bone marrow (BM), and
draining lymph nodes (dLN). Regarding humoral and cellular responses, all studies observed a
significant [gG2a response in relation to IgG1, indicating a stronger Th1 response. An increase
in immunity mediated by cells specific to the antigen was also observed. Interestingly, only one
study did not demonstrate significant differences in any previous parameters (Ridi et al., 2018).

Freund's adjuvant was used in two studies (Table 3). In the study conducted by
Emerick et al. (2021), the incomplete Freund's adjuvant (IFA), 50% V/V emulsified, was
administered together with the LPG3 protein in its native form and in its recombinant form
(rLPG3). However, no significant differences were reported between the groups of animals that
received the adjuvant conjugated with both antigens and the groups that received only the
antigens. Vakili et al. (2020), in turn, used IFA and Complete Freund’s adjuvant (CFA)
alternately between doses (200 pl/dose of IFA or CFA). These doses were administered
together with their respective antigen (peptide vaccine composed of histone H1, SMT, LiHy,
and LSAP). Surprisingly, in this study, no significant differences were described in relation to
any type of parameter related to immunological responses and protection between the group
that received the adjuvants plus the antigen compared to the group that received only the
antigen.

Pereira et al. (2015) used fractions obtained from the Agaricus blazei mushroom
species as an adjuvant (Table 3). These fractions were characterized as rich in polysaccharides
and used for in vitro immunological stimulation of splenic cells from naive BALB/c mice. Both

were able to induce a specific and selectively greater production of IFN-y, which was associated
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with low IL-4 and IL-10 levels. From this, these fractions were tested as an adjuvant in a vaccine
formulation containing the L. infantum LiHypl antigen. The fractions showed a significant
increase in the cytokines IFN-y, IL-12, and GM-CSF, the IgGG2a antibody, and a predominant
Thl response, before and after infection. These results were accompanied by a significant
reduction in parasites in the liver, spleen, BM, and dLN. All results described above are from
the comparison between the group that received the fractions plus the antigen with the groups
that received only the antigen.

The addavax adjuvant, a commercial oil-in-water emulsion analogous to the MF59
adjuvant, was used in the study conducted by Agallou et al. (2020), at a dosage of 10 pug/dose
(Table 3). In the complete vaccine formulation, the LiChimera antigen was used. An increase
in the levels of antigen-specific multifunctional IFN-y + TNFo + IL-2+ CD4" and CDs" T cells
long and short-term of infection, nitric oxide, IgG, antigen-specific cell-mediated immune
(CMI) and cell proliferation, when compared to the group that received only the LiChimera
antigen. These results were accompanied by a significant reduction in parasites in liver and
spleen in the long- and short-term of infection and infected macrophages.

Three studies made associations between adjuvants (Table 4). Ostolin ef al. (2021 and
2022) used the association of saponin (30 ug/dose) with MPL-A (12.5 ug/dose). The complete
vaccine formulations also contained a Chimera A and Poly-T Leish antigens, respectively.
Ostolin et al. (2021) observed increased in the levels of IL-2 produced by CD4" and CDs" T
cells, TNF-a produced by CD4" T cells, nitrite and cell proliferation were detected. A reduction
in IL-10 produced by CD4" and CDg" T cells and in the parasite load in the liver and spleen was
also detected in the groups that received the complete vaccine formulation when compared to
the group that received only the antigens. The work of Ostolin et al. (2022) also observed
significant increases in the previously mentioned immunological parameters, in addition to the
increase in the level of IFN-y, except for cell proliferation, which was not significant when
comparing the same groups previously (adjuvants plus antigen compared with antigen alone).
Furthermore, it was not possible to notice significant reductions in the level of any cytokine and
in the parasite load in the liver, however, a significant reduction was also notable in the spleen
of the group that received adjuvants plus antigen compared to the group immunized with the
antigen alone. Another study used the combination of adjuvants, however, Mazumder and

colleagues (2011) used liposome conjugated with the adjuvant monophosphoryl lipid A-
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trehalose dicorynomycolate (MPL-TDM, 25 pg/dose), associated with the rGP63 antigen. In
this study, an increase in IFN-y levels was observed compared to formulations without
adjuvants, and an increase in IL-12 levels was observed compared to formulations containing
only one of the adjuvants (unconjugated) plus its respective antigen after infection.
Additionally, there was an increase in nitrite levels compared to formulations containing one of
the adjuvants (unconjugated) plus its respective antigen, and an increase in the cell-mediated
immunity index compared to formulations without adjuvants. Moreover, an increase in
Th1/Th2 patterns was observed, both compared to formulations without adjuvants and
compared to formulations containing only adjuvants plus their respective antigens. On the other
hand, there was a reduction in IL-10 levels compared to formulations containing only one of
the adjuvants (unconjugated) plus its respective antigen. Furthermore, a decrease in parasite
burden in the liver and spleen was observed compared to formulations without adjuvants, as
well as a reduction in the average number of amastigotes per macrophage compared to
formulations without adjuvants, only with adjuvants, or with only one of the adjuvants

(unconjugated) plus its respective antigen (Table 4).



Table 4. Immune response of second-generation vaccine formulations containing conjugated adjuvants

Adjuvant

Saponin  conjugated
with
monophosphoryl
lipid A (MPL-A)

Saponin  conjugated
with
monophosphoryl
lipid A (MPL-A)

Liposome conjugated
with

monophosphoryl
lipid A-trehalose
dicorynomycolate

(MPL-TDM)

Antigen

Chimera A

Poly- T Leish

rGP63

Immune response

1 IFN- v, TNF- a and IL-2 produced by

CD4" and CD8" T cells?
1 IL-10

1 nitric oxide?

1 IL-2 produced by CD4* and CD8* T

cells?

1 nitrite?

1 TNF-a produced by CD4* T cells?
| IL-10 produced by CD4" and CD8" T

cells?

1 IFN- v, and IL-12 @ after infection ©

1 nitric oxide °

JIL-10°¢

Parasite burden

| parasites in spleen®

| parasites in spleen and

liver?

| parasites in liver and

spleen®

Secondary outcomes

1 cell proliferation®

1 cell-mediated immunity
index*

1 Th1/Th2¢c
|  average number of

amastigotes per macrophage®*
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Reference

Ostolin et al.,
2021

Ostolin et al.,
2022

Mazumder et al.,
2011

Compared to their respective formulations without adjuvants (a); compared to its adjuvants alone (b); compared to their adjuvants alone plus their respective antigen (c).
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4.5 Discussion

Our findings revealed that adjuvants, such as saponins, liposomes, MPL-A, muramyl
di- or tripeptides and derivatives (MDP/MTP-PE), BCG (bacillus valmette-guérin), saponins,
cytokines, and CpG oligonucleotides activate pathways of the immune system through the
activation of innate immunity cells, contributing to disease control, promoting
immunomodulation, and the activation of a subsequent adaptive response (Verthelyi et al.,
2003; Das; Ali, 2014; Ratnapriya et al., 2019). Additionally, they can serve as a mechanism for
antigen or other adjuvant delivery. Examples of these adjuvants include mineral salts,
liposomes, or polymer-based delivery systems (Badiee et al., 2013; Christensen et al., 2011;
Ratnapriya et al., 2019). The combination of two types of adjuvants has proven to be quite
effective (Mazumder; Maji; Ali, 2011; Ostolin ef al., 2021; 2022). It is important to mention
that there is a critical demand for the development of an efficient vaccine against VL
(Kedzierski, 2010; Wamai ef al., 2020; Abdellahi et al., 2022). However, despite a decade of
enormous efforts, to date, no vaccine candidate has been able to provide the necessary level of
protection against VL, often due to the lack of suitable adjuvants (Ratnapriya et al., 2019).
Therefore, the selection of a protective adjuvant system is essential for the success of any VL
vaccine. In this context, our findings can clarify and guide future studies in the development of
vaccines against VL and the use of adjuvants (Mosca; De Gregorio, 2009; Reed et al., 2009;
Reed; Orr; Fox, 2013; Tritto; Ratnapriya et al., 2019).

Brazil carries almost all the reported cases in South America (Wamai et al., 2020).
Therefore, it is not surprising that the majority of the selected studies for this review were
conducted in this country. India is the second country that appeared most frequently among the
countries where the studies were carried out, and it is among the seven countries that account
for 90% of the cases (Wamai et al., 2020). Obtaining methods to control visceral Leishmaniasis
is of great interest, as it is a globally incident disease (Pigott et al., 2014; Wamai et al., 2020).
However, it is of greater interest in countries with high incidence rates. In Brazil, for example,
a vaccine was released for dogs (Leish-Tec®), but it was withdrawn from the market due to
problems. A new vaccine is in phases I and II of testing (NasoLeish®) and appears very
promising, with a 90% reduction in parasitic load compared to the 74% protection provided by

the vaccine that was removed from the market.
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When it comes to VL infections caused by the parasites L. infantum and L. donovani,
the BALB/C strain is widely used in studies. This is due to their vulnerability to infection. In
contrast, mice of the C57BL/6 strain are less susceptible because they mount an early Thl
response, which is associated with parasite containment, leading to self-healing (Carrion et al.,
2006). The Syrian hamster (Mesocricetus auratus), when infected with L. donovani, reproduces
characteristics of the infection in humans (Handman, 2001). However, this infection can lead
to the death of the animal (Melby et al., 2001). Nevertheless, they have a detrimental factor
related to nitric oxide (NO), which makes research on vaccination against visceral
Leishmaniasis unfeasible (Melby et al., 2001). In addition to susceptibility being related to
immune response patterns of the models, non-inbred mice can resist L. donovani, while inbred
ones demonstrate more susceptibility, showing a correlation with genetic factors (Bradlay,
1974). This correlation led to the isolation of the susceptibility gene NRAMPI, which
determines the degree of early parasite expansion in the liver and spleen (Blackwell et al., 1997;
Blackwell; Plant, 1986).

Regarding the infection routes, it is necessary that these closely mimic natural
infections as much as possible. Despite this, establishing the inoculation route precisely is
somewhat challenging, as during natural infections, the blood-sucking effect of the
phlebotomine vector on the host’s skin likely results in an administration of parasites that is a
mixture of intravenous and intradermal routes (Carrion et al., 2006). Furthermore, there are
conflicting studies regarding the establishment of visceral Leishmaniasis infection using
intradermal and subcutaneous routes (Melby et al., 1998, 2001; Ahmed et al., 2003). In the case
of using these routes, it was not possible to establish visceral infections with parasite quantities
lower than \(10"7\) (Ahmed et al., 2003). On the other hand, infections via the intraperitoneal
route seem to result in a high and homogeneous infection (Roldo; Melo; Campino, 2004).
Interestingly, only one of the studies included in this review used the intraperitoneal route for
the inoculation of Leishmania parasites (Vakili et al., 2020), highlighting a possible fragility in
the induction of infection in most studies.

Another important factor is the choice of immunization routes in experimental studies
against Leishmaniasis. Significant differences in several parameters are associated with
immunization routes (Wijburg et al., 1998; Carrion et al., 2006; Reckling et al., 2008; Datta et
al.,2012,2016; Vakili et al., 2020). Immunization through the subcutaneous route presents low
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levels of NO and ROS, no Th1/Th2 skewing, with the balance of [gG2a and IgG1 antibodies at
1:1, indicating no pronounced Thl cell response when compared to immunizations through
intramuscular and intraperitoneal routes. Additionally, parameters related to the increase in
IFN-y production, and the reduction of IL-10 are more prominent in these routes compared to
the subcutancous route (Datta et al., 2012, 2016; Datta; Roy; Manna, 2015). Even so,
immunization via the subcutaneous route was the most used route among the studies (Datta et
al.,2003; Bhowmick; Ravindran; Ali, 2008; Datta et al., 2012, 2016; Datta; Roy; Manna, 2015;
Ridi et al., 2018).

Among the adjuvants used in the studies, saponin was the most employed. It is
considered a plant triterpene with the potential to stimulate Thl immune responses in the
mammalian immune system. Saponins are also related to the production of cytotoxic T
lymphocytes. The results demonstrated by the selected studies confirm the positive adjuvant
action that saponin confers on VL-directed vaccine formulations, making it an exciting adjuvant
for use due to its low cost.

Indeed, the results of this review demonstrate that saponin was able to direct a more
effective Thl response in the vaccine formulation, as these data demonstrated significant
differences when compared with the group that received only the antigen. This response was
characterized by an increase in the production of cytokines such as IFN-y and IL-12 (Scott,
1991) and a significant reduction in the production of immune response regulatory cytokines
(IL-10 and IL-4), which induced a more effective immune response (Stober et al., 2005;
Anderson et al., 2007).

A significant increase in the production of reactive nitrogen radicals has also been
demonstrated in many studies where saponin has been used. Saponins can stimulate NO
production in macrophages by increasing the production of the iNOS (Murray; Nathan, 1999;
Giunchetti ef al., 2007). The production of reactive species that are toxic to parasites may be
involved in the significant reduction of parasite load in the spleen, liver, bone marrow (BM),
and draining lymph nodes (dLN).

In the groups that received the formulation in which antigens were combined with
saponin, there was a predominance of [gG2a/IgG1 compared to the animals that received only
the antigen. This had a positive impact on reducing parasitic load and increasing the production

of Thl-type cytokines. This effect can be attributed to the increase in levels of IFN-y, an
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inflammatory cytokine associated with the Thl-type response, which stimulates B cells to
produce IgG2a antibodies. On the other hand, the increase in levels of IL-4, an anti-
inflammatory cytokine responsible for the differentiation of T cells into Th2, influences B cells
to produce IgG1 antibodies (Tripathi; Singh; Naik, 2007).

These results highlight the role of saponin in the significant increase of the pro-
inflammatory cytokine IFN-y, which is related to the change from IgG to IgG2a class,
confirming that saponin can achieve a Thl immune response profile, thereby controlling
parasitism (Scott, 1991; Mohammadi et al., 2006; Rostamian et al., 2017).

It's important to note that in the studies by Lage ef al. (2020) and Emerick ef al. (2021),
no significant differences in parasite load were reported when comparing the experimental
group immunized only with the antigen with the group that received saponin plus the antigen
(Lage et al., 2020; Emerick et al., 2021). Additionally, no other previously mentioned
immunological parameters considered promising for obtaining a Thl immune response were
observed between the compared groups. When comparing the immune response induced by the
vaccine formulation containing adjuvant and the groups that received only PBS, differences in
immunological parameters were observed. Despite this, this pattern of immune response was
not observed when using only the antigen, indicating that the induction of a more prominent
Thl immune response may be related to the adjuvant potential of saponin (Sun; Xie; Ye, 2009).

Many articles have used liposomes as vaccine adjuvants. As adjuvants, liposomes have
a significant advantage over saponins: they are non-toxic. Furthermore, they are biodegradable,
economical, and easy to prepare (Ridi ef al.,2018). The use of liposomes as an adjuvant induced
a greater production of Thl cytokines compared to groups immunized with antigens alone.
Some studies (Ribeiro et al., 2020a, 2020b) also revealed a significant reduction in Th2
cytokines, which have an inhibitory effect on the function of CD4+ Thl T cells and a
suppressive effect on the function of macrophages. The reduction of these cytokines is
associated with a more prominent Thl immune response. These studies also showed a
significant increase in nitrite in groups immunized with their respective antigens with liposomes
compared to immunization with the antigen alone. This highlights the adjuvant potential of
liposomes in inducing a reduction in macrophage regulatory and inhibitory cytokines,

increasing nitrite production, and improving parasitism control (Murray; Nathan, 1999).
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Furthermore, the use of liposomes as adjuvants promoted a reduction in parasite load in organs
such as the spleen, liver, bone marrow, and dLN.

Interestingly, the study by Ridi et al. detected higher levels of [L-4 in mice vaccinated
with liposomes associated with native antigen compared with antigen alone, indicating a mixed
Th1/Th2 response post-immunization. This changed when cytokines were measured after a
longer period post-immunization, as the cytokine response profile was characterized by
increases in [FN-y, IL-12, and TNF-a, indicating that after a period, the immune response was
directed towards Th1, and this was enough to contain parasitism.

The studies by Lage et al. (2020) and Ribeiro et al. (2020a, 2020b) compared the
immunological profile of saponin and liposomes when associated with their antigens in their
respective vaccine formulations. In these studies, it was observed that formulations containing
these adjuvants demonstrated an effective immune response with high levels of Thl cytokines
and IgG2a antibodies, as well as low levels of regulatory cytokines and IgG1 isotype levels in
both cases. However, the results also demonstrated that the use of saponin induced lower
immunogenicity and caused a mild to moderate inflammatory reaction in the animals' paws,
which was not observed when using liposomes as an adjuvant (Ribeiro et al., 2020a). This
shows that saponin and liposomes are good adjuvants in terms of immunogenicity and
protection. However, liposomal vaccines can more easily advance to the next phases of testing,
as their use is viable in humans. It is extremely important to remember the toxicity of saponin,
which causes a granulomatous reaction at the site of immunization, pain after application, and
hemolysis (Goldenthal ef al., 1993; Grenfell et al., 2010).

The evaluation of two recombinant proteins, superoxide dismutase B1 (SODB1) and
peroxiredoxin 4 (Pxn4), both Leishmania donovani antigens, combined with different adjuvants
was carried out by Daifalla, Bayih, and Gedamu (2011). In this study, CpG
oligodeoxynucleotides (CpG ODN) and the lipid adjuvant glucopyranosyl lipid A in oil-in-
water emulsion (GLA-SE) were used for vaccine formulation. CpG-ODN stimulates antigen-
presenting cells (APCs) through Toll-like receptors type 9 (TLR-9), inducing the production of
cytokines such as IL-6, IFN-y, and IL-12 (Raman et al., 2012; Maisonneuve et al., 2014),
demonstrating the ability to promote Thl immune responses and confer protection against
Leishmaniasis (Zimmermann et al., 1998; Datta et al., 2003; Jaafari et al., 2007; Iborra et al.,
2008). On the other hand, GLA-SE, derived from the MPL-A adjuvant, induces the production
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of IFN-y by antigen-specific cells, activating APCs and signaling through Toll-like receptors
type 4 (TLR-4), providing multifunctional immunomodulatory activities (Coler et al., 2011;
Raman et al., 2012). The combination of both antigens with CpG-ODN resulted in high levels
of the Thl cytokine IFN-y and low levels or absence of Th2 cytokines, a crucial factor for the
control of VL. Although higher levels of IL-10 were detected, which could suppress the
Leishmanial immune response, higher levels of IFN-y indicate the predominance of the Thl
profile (Scott, 1991; Gautam et al., 2011). Despite not infecting animals to assess protection
against Leishmania, the study identified high levels of [gG2a and IgG1 in both antigen-adjuvant
combinations, with a prominent IgG2a/IgG1 ratio, suggesting potential for parasite reduction,
correlated with a prominent Th1 response (Rostamian et al., 2017).

A significant increase in the IFN-y/IL-10 ratio when GLA-SE was combined with
rSODBI, surpassing the formulation containing CpG-ODN and rSODB1. However, in relation
to the rPxn4 antigen, the IFN-y/IL-10 ratio was higher in formulations containing CpG-ODN
than in those containing GLA-SE (Scott, 1991; Gautam ef al., 2011). Differences in
immunological responses between formulations may be related to the different receptors
activated by each adjuvant (CpG-ODN activates TLR-9, GLA-SE activates TLR-4) on APCs
(Coler et al., 2011; Maisonneuve et al., 2014), as well as the varying levels of TLRs in immune
system cells (Kabelitz, 2007). An intriguing proposal is to test the conjugation of these
adjuvants. This combination has previously been evaluated in a study on cutaneous
Leishmaniasis (Raman ef al., 2010), where the synergy of these adjuvants could enhance the
activation of different dendritic cells through their TLR receptors, providing additional
adjuvanticity.

In studies by Vakili et al. and Emerick et al. (2020), Freund's adjuvants were used. [FA
was conjugated to native and recombinant LPG3 protein, and CFA-alternated IFA was
conjugated to a multiepitope protein. Surprisingly, both studies reported no significant
differences in immunological parameters between the groups that received the antigen alone
and those that received the antigen-conjugated adjuvant. Despite this, in the study conducted
by Emerick ef al. (2021), immunization with the formulation containing adjuvant showed a
significant reduction in parasite load in the spleen and increased production of the cytokines
IL-2, IFN-y, and IL-6 compared to animals that received PBS. No differences in antibody

production were observed. It is important to highlight that in this same study, the use of a
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formulation containing saponin demonstrated better results than the formulation containing
only this same antigen. This highlights the differences in the protection provided by different
adjuvants, namely saponin and IFA (Pitta ef al., 2009; Banerjee et al., 2016; Rostamian ef al.,
2017; Emerick et al., 2021). Traditional adjuvants such as Freund's have low efficacy when
associated with multiepitope vaccines. However, incorporated adjuvants have shown more
promising results by stimulating the TLR4-dependent differentiation of CD4+ T cells into Th17
cells (Kim et al., 2013; Choi et al., 2015). Therefore, additional testing with various adjuvants
is needed to increase the immunogenicity of certain antigens, as they may be weak immunogens
when administered alone. Although Complete Freund's Adjuvant (CFA) is considered the gold
standard among adjuvants for activating strong immune responses, alternatives and appropriate
routes of administration must be considered due to the inflammation associated with the
formation of antigen/adjuvant deposits (Brodersen, 1989; Toth et al., 1989; Leenaars et al.,
1994; Stills, 2005; Oscherwitz et al., 2006).

Fractions from the extract of Agaricus blazei were tested as adjuvants, conjugated with
the recombinant protein from Leishmania infantum, rLiHyp1 (Pereira et al., 2015). Agaricus
blazei, a fungus characterized by B-glucans, tannins, glycoproteins, and polysaccharides,
exhibited anti-Leishmania activities in vitro and in vivo against Leishmania amazonensis and
Leishmania infantum (Valadares et al., 2011, 2012a, 2012b). Pereira et al. compared these
fractions with saponin as an adjuvant, highlighting increased production of IFN-y, IL-12, and
GM-CSF, post-infection 1gG2a elevation, and reduced parasitic load in the liver, spleen, bone
marrow, and draining lymph nodes. These results indicated a predominant Th1 response (Scott,
1991; Rostamian et al., 2017). When comparing groups immunized only with the antigen and
groups with adjuvants, the saponin association stood out for a Th1 response but with mild to
moderate inflammatory edema in the paws. This effect was not observed with Agaricus blazei
fractions plus the antigen or only the fractions (Pereira ef al., 2015).

The importance of adjuvants inducing a Th1/Th2 and Th17 response is crucial for
vaccines against Leishmaniasis, as this response contains parasitism (Scott, 1991; Pitta et al.,
2009; Choi et al., 2015). Non-toxic adjuvants without causing distress to animals are crucial
considerations (Gupta et al., 1993). Agaricus blazei fractions demonstrated a promising profile

as adjuvants for visceral Leishmaniasis vaccines, with no observed lesions at the inoculation
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site. Further studies on morphological and enzymatic alterations in organs such as the liver and
spleen after vaccination protocols would be relevant.

LiChimera is a promising candidate for a multi-epitope vaccine, designed using
advanced tools in bioinformatics and structural biology (Agallou et al., 2020). This innovative
vaccine incorporates CTL and HTL epitopes from proteins previously identified as reactive to
asymptomatic canine sera of visceral Leishmaniasis. The adjuvant used in the formulation of
this vaccine was Addavax, a water-in-oil emulsion adjuvant, crucial for significantly improving
both cellular and humoral immune responses. Experiments have shown an increase in
leishmanicidal capacity in bone marrow-derived macrophages, as well as long-term protective
immunity against challenge with Leishmania infantum. It is important to mention that
macrophages differentiated from cells of animals immunized only with LiChimera failed to
control parasitism, although they also produced elevated levels of NO. Conversely, animals
vaccinated with the formulation containing LiChimera and Addavax induced the production of
NO and reactive oxygen species (ROS), which are also involved in infection control (Murray;
Nathan, 1999). Despite the careful formulation of LiChimera to activate essential pathways to
induce a favorable response to control parasitism, the Addavax adjuvant played a crucial role
in the effective delivery of this multi-epitope vaccine. The strategic recruitment of APCs by the
adjuvant, presenting antigens in lymph node drainage to CD4+ T cells, resulted in robust and
lasting responses, indicating the effectiveness of the co-administration strategy in inducing an
effective immune response against Leishmania (Liang et al., 2017).

The conjugation of adjuvants, such as saponin and MPL-A, with antigens such as
Chimera A and PolyT-Leish, demonstrated superior results in the activation of immune
responses, indicating a synergistic effect between adjuvants and antigens (Ostolin ef al., 2021).
There was an increase in the production of pro-inflammatory cytokines, such as [FN-y, TNF-q,
and IL-2 by CD4+ and CD8+ T cells, promoting a Thl-type immune response (Scott, 1991;
Kaiko et al., 2008). The synergy between [FN-y and TNF-a activated the JAK-STAT pathway,
inducing an oxidative burst to control parasitism (Heidarpour et al., 2012; Ivashkiv; Donlin,
2013). A simultaneous increase in the anti-inflammatory cytokine IL-10 was observed,
suggesting a delicate balance to limit tissue damage in a polarized immune response (Stober et
al., 2005). The groups with adjuvant-antigen conjugation showed a significant reduction in

splenic parasite load, indicating the crucial role of IL-10 in modulating the immune response



129

and effective control of parasitism (Kane; Mosser, 2001). Another study using liposomes
conjugated with MPL-TDM also highlighted the efficacy of adjuvant conjugation, promoting
an efficient Thl response, increasing the production of NO, IFN-y, IL-12, 1gG2a/IgG1, and
reducing parasite burden (Mazumder; Maji; Ali, 2011). Liposomes function as efficient
delivery mechanisms, protecting antigens, while MPL-TDM activates dendritic cells (DCs),
macrophages, and Thl cytokine-producing T cells (Casella; Mitchell, 2008; Christensen et al.,
2011; Ryll; Kumazawa; Yano, 2001). The conjugation of adjuvants, when carefully considered,
provides more effective vaccine formulations, adapting to the specific needs of the antigens

(Das; Ali, 2014).

4.6 Limitations

Despite the potential of the adjuvants to promote effective immune responses against
VL, several limitations still need to be overcome for the successful development of vaccines.
One of the main limitations is the lack of efficacy demonstrated by many vaccine candidates so
far. Although adjuvants play a fundamental role in enhancing the immune response,
inappropriate selection of adjuvants or lack of proper combination with antigens can result in
inadequate or insufficient immune responses. Additionally, some adjuvant formulations may
induce adverse reactions, such as local inflammation or systemic toxicity, limiting their clinical
applicability. Another significant limitation is the lack of standardization in the methods for
evaluating the efficacy of adjuvants, making it difficult to compare studies and identify the most

effective adjuvants for vaccine formulations against VL.

4.7 Perspectives

Despite these limitations, adjuvants remain essential components in the development
of vaccines against visceral Leishmaniasis. Recent advances in understanding the underlying
immunological mechanisms of response to VL have driven the development of new adjuvants
and formulation strategies. Ongoing research is exploring new adjuvants, such as nanoparticles,

synthetic immunomodulators, and cell signaling molecules, which may offer additional
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advantages in terms of efficacy and safety. Furthermore, optimizing combinations of adjuvants
and antigens, based on a deeper understanding of visceral Leishmaniasis pathogenesis and host
immune response, could lead to the development of more effective and safer vaccines.
Standardizing pre-clinical and clinical trials to assess the efficacy and safety of adjuvants is also
crucial to facilitate the identification and development of promising vaccine formulations
against VL. Thus, despite current challenges, adjuvants continue to represent a promising and

essential research area for the control of visceral Leishmaniasis.

4.8 Conclusion

In conclusion, the results of this study underscore the pivotal role of adjuvants such as
saponins, liposomes, MPL-A, CpG oligonucleotides, and others in enhancing immune
responses against visceral Leishmaniasis (VL). Adjuvants activate pathways of the immune
system, leading to the activation of innate immune cells, disease control, immunomodulation,
and subsequent adaptive responses. Remarkably, formulations incorporating adjuvants
consistently outperformed those containing antigens alone, exhibiting elevated levels of pro-
inflammatory cytokines such as IFN-y, IL-12, and TNF-a, along with reduced levels of
regulatory cytokines. This enhanced immune response was associated with better control of
parasitic burden, highlighting the critical need for effective adjuvants in LV vaccine
development.

Furthermore, the results reinforce the importance of combined adjuvants, as they
consistently demonstrated a greater capacity to enhance immune response compared to
individual adjuvants. The strategic combination of different adjuvants can offer synergistic
benefits, such as increased diversity of immune responses, more precise modulation of adaptive
response, and overall improved vaccine efficacy. Therefore, future research should further
explore the potential of combined adjuvants in optimizing VL vaccine formulations. However,
despite significant efforts over the past decade, the absence of suitable adjuvants has hindered
the development of a highly effective VL vaccine. Hence, selecting the appropriate adjuvant
system is paramount for the success of any VL vaccine initiative. Our findings provide valuable

insights that can inform, and guide future research aimed at developing VL vaccines and
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optimizing adjuvant use. Challenges and prospects in this field persist, prompting ongoing
exploration and innovation to overcome existing obstacles and progress toward the goal of

effective prevention and control of VL.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os estudos aqui presentes enfatizam o papel crucial dos adjuvantes no aprimoramento
das respostas imunes contra a LV e sugerem que a combinagdo de diferentes adjuvantes pode
levar a uma maior eficacia vacinal. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para entender
completamente o impacto das formula¢des de vacinas, como MR25 + rLPG3, na protegdo
contra a infec¢do por Leishmania infantum. No geral, esses achados fornecem insights valiosos
para futuras pesquisas voltadas para o desenvolvimento de vacinas eficazes e a otimizacao do

uso de adjuvantes para prevenir ¢ controlar efetivamente a LV.



