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Resumo

CARVALHO, Thais Vieira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro de
2014. Avaliacdo de imunogenicidade de camundongos BALB/c apdés inoculacéo
com proteina ligante de heparina dd_eishmania chagasiOrientador: Eduardo de
Almeida Marques da Silva.

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca causada por parasitos intracelulares da
espécid.. infantum/chagasiEsses protozoarios possuem um forte tropismo por 0rgaos
viscerais, nos quais se proliferam e causam graves lesdes podendo egsalido do
paciente se nao for tratada. Moléculas presentes no parasito consideradas como fatores
de viruléncia vém sendo intensamente pesquisadas. Entre elas estdo as proteinas ligantes
de heparina (PLH), que s&o glicoproteinas relacionadas em diversos trabalhos da
literatura com o processo de adesao entre células. Nesse trabalho utilizamos d.PLH de
chagasi (PLHLc) em experimentos de imunizacdo de camundongos BALB/c para
avaliar sua imunogenicidade. Foram avaliadas a proliferacdo celular, producdo de
citocinas (IFNy, IL-4 e IL-10), de oxido nitricoNO) e dos isotipos de anticorpos
lgG1/IgG2a ap6s a imunizacdo com RldHassociada ou ndo com Adjuvante
Incompleto de Freud (AIFPs animais foram imunizados por via intraperitoneal, sendo
submetidos a duas doses de refor¢co utilizando o mesmo protocolo da primeira
imunizacdo. Antes de cada imunizacao o sangue foi coletado para a obtencdo de soro e
posterior dosagem de IgGl e IgG2a. Duas semanas apdés o ultimo reforco, os
camundongos foram eutanasiados e o baco foi coletado para o0 ensaio de
linfoproliferacdo eardlise da producéo de citocinas e NO por ELISA e pelo método de
Griess, respectivamente. Nossos resultados mostraram que esplendcitos do grupo
tratado com PLHc, apos estimulan vitro com antigeno particulado de chagasi

(AgLc) ou com PLHL.c, apresentaram aumento de linfoproliferagdo e de produgéo de
IFN-y, 1gG2a, NO e IL-10 em relacdo aos do grupo néo tratado, porém com niveis mais
altos de producgéo de IFNe mais baixos de IgG1, quando comparado com os do grupo
vacinado com PLHc + AIF. Ja o grupo PLHc + AIF, sob as mesmas condi¢cdes de
estimuloin vitro, apresentou um aumento de linfoproliferacdo e dos niveis de, |FN-

NO, IL-4, 1IgG2a, IgG1 e IL-10 no bac¢o quando comparados com os resultados do grupo
nao vacinado. Como podemos observar, foram obtidos dois perfis distintos de resposta
imune durante as imunizac¢des, sendo um perfil Thl observado no grupo imunizado

somente com a PUH e um perfil misto Th1l/Th2 quando a proteina foi utilizada
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associada ao adjuvante nos experimentos. Os dois perfis obtidos sdo relatados na
literatura com a protecdo contra a LV. Esses resultados mostram quelLa €l

forte candidato a antigeno vacinal para o uso em formulagbes vacinais, e que
experimentos adicionais sd0 necessarios para avaliar a capacidade de protecdo contra

desafios poL. chagasipara o uso da PLt no controle da LV.
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Abstract

CARVALHO, Thais Vieira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2014. Evaluation of immunogenicity of BALB/c mice after inoculation with
heparin-binding protein from Leishmania chagasi(HBPLc). Adviser: Eduardo de
Almeida Marques da Silva.

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease caused by the intracellular protozoan
Leishmania infantum/chagasrthis protozoa exhibit a strong tendency to invade the
viscera causing severe lesions, which may result in patient death if not treated.
Molecules in the parasite, considered as virulence factors, have been intensively
searched. Among them are heparin-binding proteins (HBP), glycoproteins that are
related in many works of the literature with the process of adhesion betweerncells.
this work, we used.. chagasiHBP (HBH.C) in immunization experiments using
BALB/c mice to evaluate immunogenicity of the proteithus, we evaluate the cell
proliferation and cytokines (IFN-IL-4 andIL-10), NO and antibody isotypes 1gG1

and IgG2a production following immunization with. chagasi HBP (HBRLc),
associated or not withincomplete Freund’s Adjuvant (IFA). The mice were
intraperitoneally immunized and submitted two times to booster doses using the same
protocol of the first immunization. Before each immunization, blood was collected to
obtain serum for the dosage of the antibody isotypes IgG1 and IgG2a. Two weeks after
the second booster, the animals were euthanized and the spleen was collected for
lymphoproliferation assay, analysis of cytokines and NO production by ELISA and
Griess method, respectivelyOur results showed that spleen cells from HBP
vaccinated group aften vitro stimulus with crude extract &f. chagasi(AgLc) or with

HBPLc showed an increase in cell proliferation and KNgG2a, NO and IL-10
production if compared with spleen cells from non-vaccinated group, but with higher
levels of IFNy and lower levels of IgG1 if compared with spleen cells from HBP

IFA vaccinated group submitted to the same stimulus. Otherwise L&HBPIFA
vaccinated group, under the sainevitro stimuli conditions above, showed higher
levels of lymphoproliferation and IFM- NO, IL-4, IgG2a, IgG1 andIL-10 in the
spleen if compared with the results obtained from non-vaccinated group. As can be
seen, two distinct profiles of immune response after immunizations were obtained,
being a Thl profile observed in the group immunized only with HB&d Th1/Th2

mixed profile when the protein was associated with IFA. These results show that
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HBPLc is a candidate antigen for use in vaccine formulations and additional

experiments to evaluating the performance of protection againgdtagasichallenge
should be conducted to evaluate the use of ILtBR the control of LV.



1. Introducéo

As leishmanioses fazem parte das doencas negligenciadas que afetam uma
grande parte da populacdo de paises em desenvolvimento, causando grandes taxas de
mortalidade e morbidade. Possui como agente etiolégico o protozoario que pertence ao
géneroLeishmania parasito que, dependendo da sua espécie, pode causar desde lesdes
cutaneas a lesbes em Orgaos viscerais, sendo esse Ultimo quadro denominado
Leishmaniose Visceral (LV). AV é a forma mais grave da doenca, que acomete
orgaos vitais como figado e baco, se nao tratada, pode levar o paciente ao 6bito. Sua
transmissdo ocorre por meio da picada de fémeas de flebotomineos que, ao realizarem o
repasto sanguineo, inoculam o parasito em hospedeiros mamiferos como o homem e o
cdo (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O grande numero de pessoas que sdo anualmente afetadas por essa patologia,
aproximadamente 58 mil casos/ano, fora os casos que nao sao relatados oficialmente.
Essa parasitose ocorre em aproximadamente 12 paises no Novo Mundo, sendo que 90%
dos casos séo relatados no Brasil, com uma maior predominancia nas regides menos
favorecidas economicamente (BEkeal., 2013).

Embora exista muita informacéo sobre a biologia do parasito, ainda nédo existe
um medicamento que seja altamente eficaz para o tratamento dessa doenca ou vacinas
licenciadas para uso em humanos. A vacinacdo seria uma importante forma de controle
dessa doenca, ja que os farmacos que comumente sao utilizados no tratarh¥hto da
ndo sao eficazes devido a resisténcia desenvolvida pelos parasitos aos mesmos. Além
disso, a toxicidade gerada pela sua administracdo leva muitas vezes a intolerancia e a
interrupcao do tratamento por grande parte dos pacientes (MWELEO2013).

Moléculas presentes no parasito, consideradas como fatores de viruléncia, vém
sendo intensamente pesquisadas. Entre elas estdo as lectinas ligantes de heparina, que
sao glicoproteinas relacionadas em diversos trabalhos da literatura com o processo de
adesédo entre células (DE CASTRO CORT&Sl., 2012a; MCGWIRE; SATOSKAR,

2014). O bloqueio da atividade dessas moléculas objetivando a diminuicdo da
infecciosidade do parasito ou, mais especificamente, sua utilizacdo como estimuladoras
do sistema imunoldgico, induzindo uma resposta protetora contra infeccOes
subsequentes, sdo alvos de grande valor para o controle da forma visceral da
leishmaniose em mamiferos, sejam eles humanos ou outros animais como 0 cdo, um

importante reservatério da doencga, principalmente em areas urbanas.
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A avaliacdo da imunogenicidade induzida por lectinals. dagasira fornecer
informacdes sobre essas moléculas que podem ser usadas para uma possivel formulagéo
vacinal contra d.V, visto que o balan¢co da producéo de citocinas e de oxidoonitric

induzido pela vacina pode levar a resisténcia do hospedeiro frente ao desafio com as

formas infectantes do parasito.



2. Revisao da literatura

2.1 Leishmanioses: definicdo e taxonomia

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas causadas por patégenos
pertencentes ao reino Protista, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
génerolLeishmania Protozoarios da ordem Kinetoplastida caracterizam-se por terem
uma mitocondria Unica, denominada cinetoplasto, que é rica em DNA mitocondrial
(kDNA). Os parasitos que pertencem ao génksishmania sdo digenéticos e
apresentam duas formas evolutivas durante o seu ciclo de vida: a forma promastigota,
que se desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados e também podem ser
encontradas em culturas axénicas, onde podem ser mantidas em laboratério e a forma
amastigota, que pode ser encontrada parasitando as células do sistema fagocitario dos
hospedeiros vertebrados (KEDZIERSKI, 2011).

As formas evolutivas do parasito se diferenciam tanto em relacdo a sua
morfologia quanto a sua motilidade. As formas promastigotas, estagio extracelular do
protozoario, sdo alongadas e possuem flagelo livre, e medem emiddrha 20 pm.

Elas sé@o as responséaveis pela infeccdo dos agentes vetores e do hospedeiro vertebradc
(Figura 1A). As formas amastigotas séo intracelulares, ovoides, possuem um flagelo
interno emedem, em média, entre 3 ¢ 5 um, 0 que varia de acordo com o complexo a

que pertencem (Figura 1-B). Essa forma do parasito é a responsavel pela disseminacao e
manutencdo da patologia no hospedeiro mamifero. Esses protozodrios sdo inoculados
em mamiferos durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos, que atuam
como hospedeiros invertebrados desses parasitos (DOSTALOVA; VOLF, 2012).



Figura  1: Morfologia  de
Leishmaniasp - Figura esquematicq
mostrando o  ndcleo  (N)
cinetoplasto (K), flagelo (F) ¢
mitocondria (mt) das formas
amastigotas (A) e promastigotd
(B). Disponivel em: Rey, L.—
Bases da Parasitologia. 22 edica
Rio de Janeiro, Guanabara-Koog3
2002.

Lainson e Shaw, em 1972Jassificaram esses protozoarios que infectam o
homem em complexos agrupados em dois subgén¥iasnia e Leishmania.Esses
subgéneros agrupam os parasitos de acordo com as suas caracteristicas bioldgicas, coma
tropismo celular, tamanho e local de colonizacdo no intestino do inseto vetor. O
subgénerd/iannia compreende os parasitos que pertencem ao complexo “Leishmania
braziliensi$ e incluem espécies como Leishmania (Viannia) braziliensid.eishmania
(Viannia) guyanensjsLeishmania (Viannia) panamensis Leishmania (Viannia)
peruviana Esses parasitos proliferam no intestino anterior, médio e posterior do
flebotomineo. As formas amastigotas sdo pequenas e ndo apresentam tropismo visceral,
sendo responsaveis pelas formas tegumentares da doenca (LAINSON; SHAW, 1972;
LAINSON; SHAW, 1988; RIOUXetal., 1990).

Os protozoérios que pertencem ao subgéheishmaniaestdo divididos em
dois complexos denominados “Leishmania mexicaa “Leishmania donovahjque se
diferenciam em relacédo ao tamanho da forma intracelular do parasito e em relacdo as
lesbes que causam em seus hospedeiros vertebrados, mas possuem o mesmo local de

desenvolvimento no intestino do inseto vetor: intestino anterior e médio. Os parasitos
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que pertencem ao complexceishmania mexican®do 0s que apresentam formas
amastigotas com o maior tamanho, e as lesbes causadas no homem por esses
protozodrios se restringem a pele, sendo consideradas benignas, j& que ndo causam as
lesbes que afetam as mucosas ou as visceras. As espécies que pertencem a esse
complexo sad.eishmania (Leishmania) mexicgnlaeishmania (Leishmania) pifanoi
Leishmania (Leishmania) amazonendigishmania (Leishmania) venezuelensik
complexo Leishmania donovanestdo presentes os parasitos que possuem um forte
tropismo a invadir e se proliferar nas visceras, e suas formas amastigotas sdo as menores
guando comparadas com as dos demais complexos. As espécies que fazem parte desse
complexo sdo as responsaveis pela forma mais grave e fatal da doeNGgag @do
denominadaseishmania (Leishmania) donovaheishmanialLeishmania) infantune
Leishmania (Leishmania) chagasis duas primeiras espécies sédo responsaveis pela LV

no Velho Mundo e a ultima é responsavel por essa forma clinica no Novo Mundo
(CUPOLILLO etal., 1994; LAINSON; SHAW, 1988).

2.2 Transmisséo e Ciclo Bioldgico deeishmaniasp

Os protozoarios do génetceishmaniasdo transmitidos para os hospedeiros
mamiferos por meio da picada de fémeas hematéfogas de flebotomineos do género
Lutzomyia no Novo Mundo,e Phlebotomusno Velho Mundo Esses insetos&o
conhecidos popularmente no Brasil como mosquito palha, cangalha, tatuira, asa dura ou
birigui. O Lu. longipalpisé o principal vetor no Novo Mundo, mas a transmissao
também pode ocorrer pdru. Cruzi e Lu. EvansiAlém disso, outras formas de
transmissdo dessa doenca ja foram relatadas, como por transfusdo sanguinea, agulhas
contaminadas e transmissao congénita (ZINCHUK; NADRAGA, 2010; BELA.,
2013).Essa patologia é mantida por uma triade de interacdes que envolvem os parasitos,
os flebotomineos e os hospedeiros vertebrados, reservatérios desses parasitos. Entre
esses reservatorios podem-se citar mamiferos silvestres e o cao, sendo esse Ultimo o
principal reservatério doméstico da chagasj resultando na Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) (NTAS-TORRES, 2009). O ciclo daishmaniasp é relativamente
simples e envolve um estagio no hospedeiro invertebrado e outro em hospedeiro
mamifero (Figura 2). As fémeas de flebotomineos adquirem o protozoario quando
realizam o repasto sanguineo em hospedeiros vertebrados infectados, dando inicio ao
ciclo de vida do parasito no inseto vetor. Juntamente com o sangue adquirido durante a

hematofagia, os insetos ingerem macrofagos repletos de formas amastigotas do
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patogeno que sao liberadas no seu intestino apds a ruptura desses fagocitos. Nesse
ambiente as formas amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas, mudanca
essa influenciada por alteragdes nas condi¢cdes do ambiente encontrado no interior do
intestino do inseto em relacdo as do hospedeiro vertebrado, como o aumento do pH e
diminuicdo da temperatura. As prociclicas multiplicam rapidamente e se diferenciam
em metaciclicas através de um processo denominado metaciclogénesass$emias
responsaveis pela infecciosidade do parasito. As formas promastigotas metaciclicas
migram para as glandulas salivares do inseto que ao tentar realizar a hematofagia acaba
inoculando juntamente com a sua saliva eksasas do parasito (ESCH; PETERSEN,
2013). Ao serem inoculadas nos vasos superficiais da derme do hospedeiro vertebrado,
essas formas evolutivas do parasito sdo fagocitadas por células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) e neutréfilos que sdo recrutados para o sitio de infeccdo. No
interior dos macréfagos as metaciclicas se transformam em amastigotas, a Unica forma
encontrada em lesdes de seres humanos e de outros vertebrados, que se multiplicam até
causarem a lise dessas células. Essas amastigotas podem entdo ser fagocitadas pol
novos macréfagos ou podem ser ingeridas por outro inseto vetor durante o repasto
sanguineo, mantendo, assim, o ciclo da doenca (DOSTALOVA; VOLF, 2012;
RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012).
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Figura 2: Ciclo de Vida de Leishmania sp. Modificado de
<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/images/Parasitelmages/GL/Leishmaniasis/LeishifeDiale.gif>.

Um aspecto muito importante nessa relacdo entre o parasito e 0s seus
hospedeiros envolve a saliva do inseto vetor, que exerce um papel no estabelecimento
do parasito no hospedeiro vertebrado. Um trabalho classico realizadditpere
colaboradoresem 1988 mostrou que na presenca da saliva do flebotorhimeomyia
longipalpis a infeccdo pol. major é exacerbada. Isso ocorre devido a presenca de
moléculas que facilitam o influxo de sangue para o local do repasto sanguineo e acabam
favorecendo a infeccdo (TITUS; RIBEIRO, 1988). Dentre essas moléculas estdo
proteinas salivares que possuem acdo vasodilatadora e anticoagulante. Uma dessas
proteinas ja bastante estudada e que possui acao vasodilatadora e imunomoduladora € a
maxadilan. Essa molécula atua, por exemplo, inibindo a ativacdo de células T e a
producao de oxido nitrico (NO), além de regular positivamente a producdo de citocinas
associadas com a resposta Th2, que é considerada néo protetora para as leishmanioses
(GOMES; OLIVEIRA, 2012; OLIVEIRAetal., 2009).



2.3 Manifestacdes clinicas das leishmanioses

As leishmanioses possuem um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que
variam de acordo com a espécie do parasito e a susceptibilidade genética do hospedeiro
mamifero. Essa patologia € caracterizada por sindromes que afetam a pele ou as
visceras, sendo denominadas Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Mucocutanea
(LMC), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)L¥, respectivamente (Figurd.3

A LC é causada por varias espécies de parasitos, dentle élailiensis, L.
mexicana, L. panamensis e L. guyanensisAmérica do Sul e Central,Le major, L.
aethiopicae L. tropicano Velho Mundo. Essas espécies, na maioria das vezes, causam,
em humanos, lesdes localizadas que podem curar espontaneamente em alguns meses
Dentre essas espéciesl.. major apresenta uma progressao e resolucdo mais rapida da
doenca, ja &. aethiopicapossui uma progressao mais lenta assim como a resolucéo da
patologia (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A LMC e LCD fazem parte dos fenétipos da LC. As lesdes que caracterizam a
LMC afetam as mucosas das vias aerodigestivas superiores, dificultando a fala e a
respiracdo. Essa forma da doenca causa, além de problemas fisicos, enormes
consequéncias psiquicas, uma vez que as pessoas acos@tidtimas de preconceito
e até mesmo isolamento devido ao aspecto desfigurante decorrente da doenca,
recebendo, inclusive, apelidos como nariz de anta ou de tapir. A forma difusa dessa
patologia acomete hospedeiros anérgicos, que ndo conseguem gerar uma resposta
imunoldgica celular eficiente para controlar a proliferacdo dos parasitos. As lesdes
encontradas nessa forma sdo nodulares e cobrem grandes extensdes do corpo do
individuo afetado (GIUDICEtal., 2012)

A LV, a forma mais grave dentre as formas clinicas das leishmanioses, € causada
por parasitos que pertencem ao complegshmania donovansendo as espéciés
infantum e L. donovaniesponsaveis pela doenca no Velho Muedo. chagasino
Novo Mundo Essa parasitose foi descrita pela primeira vez por William Leishman e
Charles Donovan, que encontraram esses parasitos no baco de pacientes portadores de
Malaria, e nomearam, entdo, essa patologia cawo Essa descoberta aconteceu
separadamente, mas simultaneamente em 1903 (LEISHMAN, E3&4s protozoarios
possuem um forte tropismo para invadir as visceras, onde se localizam de preferéncia no
baco e figado, além da medula 0ssea e orgaos linfoides. Os sintomas dessa patologia
incluem febre alta de longa durac@epatoesplenomegalia, supressdo da medula 0ssea,

linfadenopatia, hipergamaglobulemia, anemia, leucopeperda de pes@s pacientes
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com a forma ativa da doenca exibem imunossupressado e podem sucumbir a infeccbes
secundarias. Outro fator preocupante em relagdo a LV é a presenca dessa doenga em
pacientes infectados com o virus da AIDS. A taxa de mortalidade desses pacientes é
mais elevada em relacdo a daqueles néo infectados pelo virus, devido a supresséo do
sistema imunoldgico presente na AIDS, que torna o paciente menos capaz de controlar a
disseminacgéo do parasito, além da propria toxicidade dos farmacos utilizados durante o
tratamento (COTAetal., 2013).

Alguns pacientes que recebératamento para LV e permanecem assintomaticos
durante meses podem apresentar proliferacdo dos parasitos na lgghmaniose
Dérmica Po6s-Kalazar (LDPK). Essa forma clinica é encontrada principalmente na india
e no Sudado. Os pacientes que séo afetados pela LDPK se tornam um reservatério de

parasitos para novas infec¢des devido a alta carga parasitaria na pele (OLBIBIRA

2009). Além disso, o surgimento da LDPK em pacientes portadores do HIV tem sido
relatado na literatura (SHAE&t al., 2010).

Figura 3: Formas clinicas da leishmaniose(A) LC, (B) LMC, (C) LCD, (D) LV. Adaptado de

http://olhovirtual.wordpress.com/2010/10/08/leishmaniose-visceral/.

Vérios estudos foram desenvolvidos para explicar as diferencas de localizacédo
das espécies que causam as diferentes formas clinicas das leishmanioses. Como
algumas espécies migram e proliferam nos 6rgaos viscerais Lcalnoovanige outras,
como L. major, se restringem a pele, € uma questdo que vem sendo bastante
guestionada, e alguns grupos de pesquisa tém direcionado seus esforcos para responder
a essa questgdMCCALL etal., 2013a). Trabalhos presentes na literatura demonstram
que, quando parasitos das espétiesnajor e L. donovaniséo inoculados pela via
intravenosa, via utilizada em modelos animais para o estudo da LV, apresentam
diferentes caracteristicas de acometimento do figado e do baco. A espécie cutanea
desenvolve uma infeccéo branda e baixa carga parag@aidporma responsavel pela

LV desenvolve uma infec¢cdo grave e alto parasitismo desses 6rgdos. Esse tropismo
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pode ser explicado pela adaptacdo das formas viscerotropicas a temperaturas mais altas,
0 que permite que essa espécie parasite e prolifere em 6rgaos viscerais, nos quais as
temperaturas sdo mais altas quando comparadas com as da pele (CALIsAEHIAN

1996; MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010). Estudos mostraram que a transfeccao de
alguns genes de donovanparal. majoraumenta a sobrevivéncia a temperaturas mais
altas e, consequentemente, a Vvisceralizacdo por essa espécie (ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2001). Até mesmo a saliva dos flebotomineos pode influenciar no
comportamento dessas espécies cutaneas e viscerais. A saliva dos insetos que habitam
regides endémicas para LC possuem uma menor quantidade de proteinas que causam a
vasodilatacdo dos vasos periféricos, com isso 0s parasitos ficam mais limitados & derme
do hospedeiro. J& em regides onde ha uma predominancia de LV, a quantidade dessas
proteinas encontradas na saliva dos flebotomineos sdo maiores e, ao serem inoculadas
durante o repasto sanguineo desses insetos, resultam em dilatacdo dos vasos presente:
na derme e maior distribuicdo dos parasitos para os 6rgéos viscerais (WARBBIRG

1994).

2.4 Epidemiologia e urbanizacao daV

De acordo com a Organizacao Mundial da Sadpeximadamente 350 milhdes
de pessoas vivem em é&reas de risco de adquirir LV e aproximadamente 58 mil casos
dessa parasitose séo oficialmente relatados a cada ano. Esses dados, porém, podem se
bem maiores, ja que somente dois tercos dos paises endémicos atualmente relatam a
incidéncia dessa patologia. A maioria dos casos de LV ocorre em seis paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sud&o, Etiopia e Brasil. Os principais fatores responsaveis
pela alta incidéncia dessa doenca sdo: o nivel socioecondmico da populacéo, falta de
acessibilidade ao tratamento e a medidas de prevencdo, migracdo de areas endémicas
para areas ndo endémicas e transmissao por vetores devida a condigcbes ambientais
favoraveis encontradas nesses locais para a proliferacdo dos insetos (ALAAR
2012; READY, 2014).

O Brasil é o pais da América Latina mais afetado por essa patologia, sendo que,
dos 12 paises que compdem essa regiao do continente americano, 90% dos casos de LV
sao reportados em nosso pais. Inicialmente a LV era considerada uma doenca endémica
rural restrita principalmente a regido nordeste do Brasil, porém as modificacbes
ambientais causadas pelo homem nas Ultimas décadas como o desflorestamento,

crescimento urbano desordenado e a presenca do agente vetor que facilmente se adaptou
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as areas peridomesticas, fizeram com que essa doenca se tornasse cada vez mais urbane
0 que pode ser confirmado pelos altos indices de LV em varias cidades brasileiras.
Outro aspecto epidemiolégico importante dessa parasitose, e que esta diretamente
relacionado com a urbanizacdo da doenca, consiste no fato de que as fémeas dos
flebotomineos se alimentam tanto de sangue de animais silvestres como de mamiferos
que habitam regides urbanas, principalmente o cdo e o ser humano. Os animais
silvestres sdo picados por insetos peridomiciliares, se tornando um elo importante para a
transmissao para os caes e o homem. Os cédes sdo importantes reservatorios no ciclo
domeéstico da LV e sdo considerados a principal fonte de infeccdo dos flebotomineos
devido a intensa carga parasitaria na pele. Além disso, a proximidade do cao domeéstico
com os humanos facilita a transmisséo nas areas urbanas. Sendo assim, a LV, que era
primariamente considerada uma zoonose de carater rural, tornou-se um crescente
problema de saude publica (BARA®Aal., 2013).

Aproximadamente 3 mil casos fatais de LV foram relatados no periodo de 2001
a 2011 de um total de 12.491.280 mortes ocorridas no Brasil. Estudos epidemiolégicos
sobre esses casos que resultaram em 0Obito por LV nesse periodo de 10 anos mostram
gue Minas Gerais foi 0 estado com a maior propor¢cdo de casos, superando até mesmo
0s estados da regido nordeste (BARAGAI., 2013; MARTINS-MELOetal., 2014).

Algumas cidades do estado de Minas Gerais, como Governador Valadares e
Montes Claros, representam alguns dos principais focos de transmissdo da LV nesse
estado. Em Governador Valadares os primeiros casos de LV foram relatados na década
de 60, a partir dai se tornando uma area endémica para essa patologia. Porém, quando
foi aplicado, nessa regido, um programa de controle da LV, esse municipio passou a ser
considerado como uma area endémica controlada. A partir da década de 90 essas
medidas de controle foram interrompidas, surgindo, entdo, no ano de 2008, novos casos
de LV nessa cidade. Estudos epidemiolégicos mostram que no periodo de 2008 a 2011,
86 casos de LV foram relatados com uma taxa de letalidade de aproximadamente 16%.
Dois fatores principais que culminam na transmissdo dessa parasitose foram
encontrados nessa regido: uma alta prevaléncia de LVC (4.992 cées soro positivos) e
varias espécies de flebotomineos nas areas peridomiciliares (90% compokta por
longipalpig, tornando-se, portanto, um local de reemergéncia da LV(BARALT&,

2013).

Montes Claros, localizada na Regido Norte do estado de Minas Gerais, é um

municipio considerado endémico para LV, no qual a presenca de casos humanos de LV,

uma alta densidade de caes infectados e agentes vetores sdo encontrados. Durante o
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periodo de 2007 a 2009 foram confirmados 95 casos de LV, sendo que desses casos 6
foram fatais. Varias caracteristicas ambientais como o clima e a topografia favorecem a
proliferagéo dos hospedeiros invertebradod eishmania o que faz dessa cidade um

local propicio para a ocorréncia tanto da LV humana quanto da canina (P&4ADO

2011).

2.5 Resposta imunoldgica na leishmaniose

A leishmaniose é uma patologia na qual os agentes etioldégicos sdo parasitos
intracelulares obrigatérios. Uma resposta imunologica celular na qual ocorre a ativacao
de linfécitos Thl é considerada um padréo protetor, e a resposta humoral, ativacédo de
linfécitos Th2, um padrdo de susceptibilidade a doenca (MUTdS&)., 2013). No
entanto, componentes da resposta imune inata, como células dendriticas (DC),
macrofagos e neutrofilos sdo importantes para o controle da entrada do parasito no
hospedeiro e da sua proliferagdo, quando ativados pela acdo de citocinas
(BHATTACHARYA; ALlI, 2013).

Ao realizar o repasto sanguineo, as fémeas dos flebotomineos inoculam as
formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado, que sdo opsonizadas pelas
proteinas do complemento. Esses protozoarios sao entdo fagocitados pela interagdo com
os receptores CR3 e CR1 dos neutréfilos ou dos macréfagos e sao internalizados. A
Leishmaniapossui alguns fatores de viruléncia como a protease gp63 que impedem a
anexacao do Complexo de Ataque a Membrana (MAC) do sistema complemento a
superficie do parasito (OLIVIERt al., 2012). ApGs o parasito ser inoculado no
hospedeiro vertebrado, a proteina C3b do complemento se liga a superficie do parasito,
sendo clivada pela protease gp63, também presente na superficie desse protozoario,
formando iC3b (forma inativa de C3b). Essa forma inativa ndo permite a formacéo do
complexo litico e ainda interage com o receptor CR3 dos fagdcitos, o que culmina na
fagocitose do parasito sem que ocorra a ativagcédo das vias microbicidas dos macréfagos.
Com isso, a entrada do mesmo pode ocorrer sem a ativacdo dos fatores microbicidas dos
fagécitos (BRITTINGHAMetal., 1995).

Uma vez no interior dos macrofagos, as formas metaciclicas evitam ser mortas
pela atividade microbicida desses fagocitos antes da sua diferenciacdo em amastigota.
Uma das formas de garantir essa passagem silenciosa no hospedeiro € a imibicdo d
biogénese dos fagslissomos, j& que as promastigotas ndo conseguem sobreviver
dentro do ambiente hadstdessas estruturas (GIUDIC& al., 2012; MORADIN;
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DESCOTEAUX, 2012)Na literatura alguns trabalhos mostram que, quando as formas

promastigotas metaciclicas entram nos macréfagos por meio de cavéolas, ocorre um
retardo na fusdo do vacuolo parasitoforo com os lisossomos. As cavéolas séo
microdomineos de membrana em forma de balsas que s&do formadas por
esfingolipideos, colesterol e proteinas como as caveolinas. Quando ocorre a infeccéo
pelaLeishmaniaa expressdo de proteinas que compdem as cavéolas, como caveolina
1, aumenta gradativamente e se agrupam em torno do fagossomo, atrasando em média
24-48h a fusdo com os lisossomos, 0 que garante que as promastigotas se
transformemem amastigots, que possuem a capacidade de sobreviver dentro dessas
estruturas fundidas (RODRIGUEZ al., 2006; RODRIGUE#tal., 2011).

As amastigotas sao as formas do parasito responsaveis pela manutencédo da
doenca no hospedeiro vertebrado, no qual se multiplicam dentro dos macréfagos.
Essas formas possuem a capacidade de sobreviver dentro do ambiente &cido e repleto
de hidrolases que estdo presenteslisossomos dos macrofagos (LEWIS; PETERS,
1977, CHANG; DWYER, 1978). A atividade O6tima para o seu metabolismo,
respiracdo e catabolismo de substratos energéticos ocorre justamente sob pid acido,
oposto da forma promastigota, que necessita de pH neutro para o funcionamento do
seu metabolismo (MUKKAD/Aetal., 1985). Além disso, para evitar o contato com 0s
componentes oxidantes produzidos pelos macréfagos, as amastigotas difecultam
geracdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio de diversos mecanismos,
entre eles impedindo a montagem do complexo NADPH oxidase o que facilita a sua
sobrevivéncia dentro dos vacuolos parasitéforos (MORADIN; DESCOTEAUX,
2012).

A resolucdo da doenca ou a sua severidade estdo associadas ao perfil de
producdo de citocinas do hospedeiro mamifero, o que depende tanto da sua genética
como do seu estado nutricional (BHATTACHARYA,; ALI, 2013). Além disso, fatores
relacionados com a espécie do parasito e, conforme ja citado anteriormente, com a
composicao da saliva do inseto vetor também exercem uma grande influéncia no perfil
de producdo dessas moléculas. A resisténcia a leishmaniose esta relacionada com a
ativacao de linfocitos Thl, resultando na producao de interleucina-2 (IL-2) e Interferon
gama (IFNy). A citocina responsavel por esse direcionamento € a interleucina-12 (IL-
12), que, ao interagir com as células T imaturas (ThQ) faz com que essas se diferenciem
em células T CD4% efetoras com padrdo Th1(HEINZEt al., 1989; GOURet al.,

2012). A morte dos parasitos ocorre por meio da ativagdo das vias microbicidas dos

macrofagos, que leva a producdo de 6xido nitrico em resposta a ativacado pot IFN-
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linfotoxinas produzidos por células T CD4+ e pelo Fator de Necrose Tumoral (TNF)
produzido pelos proprios macrofagos. Esses fagocitos produzem NO utilizando como
substrato a L-arginina, reacdo essa catalisada pela enzima NO sintetase induzivel
(INOS). O NO atua como leishmanicida, controlando a proliferacdo das formas
amastigotas que estao presentes no interior dos macrofagos, sendo considerado uma das
moléculas de maior importancia para matar parasitos intracelulares (GRADONI,;
ASCENZI, 2004).

A acao da interleucina-4 (IL-4) sobre linfécitos ThO leva a sua diferenciacéo e
ativacdo em linfocitos Th2, o que também direciona a resposta imune para uma resposta
humoral. Esse perfil de resposta, além de ndo conseguir controlar a disseminacao e a
replicagcdo desses parasitos, também inibe a ativacdo de células Thl. As citocinas
produzidas pelos linfécitos Th2, como IL-4 e a interleucina-10 (IL-10) acabam
impedindo a ativacdo dos macréfagos pela inibicdo da producéo dediriNela sua
inativacdo, fazendo com que os macrofagos também se mantenham inativados e os
parasitos proliferem e disseminem no corpo do hospedeiro mamifero (AW Asal|
2004). Em relacao aos isotipos de imunoglobulinas produzidas durante a resposta imune
em camundongos, existe uma relacdo positiva entre IgG2a/Thl e entre 1gG1/Th2
(SHIMIZU et al., 2003). O IFNy promove a mudanca de classe de IgM para IgG2a,
enquanto a IL-4 promove a mudanca de classe do isofipgéga IgG1. Sendo assim,

a cinética de producdo de 1gG2a/lgG1l pode ser utilizada como marcadores de uma
inducéo de resposta Thl ou Th2 em modelo murino (MOHAMMé&tal., 2006).

Apesar de j4 estar bem consolidado que o padrdo Thl esta relacionado com
protecdo e o padrdo Th2 com susceptibilidade a doenca, varios grupos de pesquisa tém
observado que um perfil misto de resposta Th1/Th2, com um balanco entre as citocinas
proinflamatdrias IFNyTNF e citocinas reguladoras IL-10/IL-4 estdo envolvidas na
resolucdo da patologia causada por parasitos da edpédaovani(SINGH et al.,

2012; STOBERetal., 2005).A imunizacdo com a protedi\2, um fator de viruléncia
presente nas formas amastigotas, foi capaz de conferir prote¢cdo contra a infeccao de
camundongo BALB/c pokL. donovanicom uma resposta associada a um padréo misto
Th1/Th2 (GHOSHetal., 2001). Além disso, estudos relacionados com a quimioterapia
no tratamento contra a infeccdo plor donovani mostrou que a IL-4 exerce um
importante papel no controle da infeccdo (ALEXANDERal., 2000). Dessa forma,
demonstrase que citocinas produzidas por linfécitos Th2 podem auxiliar na protecao
contra a infeccdo causada pordonovanj e que um padrao misto pode ser explorado

para a producao de uma possivel vacina contra a LV.
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2.6 Tratamentos e vacinas para &V

As opcgoes de tratamento para a LV em geral atualmente sdo limitadas ao uso de
antimoniais pentavalentes como farmacos de primeira linha, e a anfotericina B ou a
pentamidina como segundas opcdes de tratamento. Outros farmacos em estudo nos
altimos anos e que recentemente passaram a ser utilizados para o tratamento da LV séo
a miltefosina e paromomicina (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentaval@er@sanece desconhecido.
Esses agentes parecem inibir a fosfofrutoquinase, com subsequente bloqueio da
producdo de adenosina trifosfato pelo parasito, e influenciar a atividade microbicida dos
macrofagos. Porém, eles possuem varios efeitos colaterais como cardiotoxicidade,
inducéo de pancreatite e nefrotoxicidade (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A anfotericina B possui uma 6tima atividade leishmanicida, com taxas de cura
elevadas de acordo com estudos realizados em areas endémicas para LV. Esse farmaco
interage com um esteroide presente na membrana do parasito, o ergosterol, aumentando
a permeabilidade daeishmaniae causando a sua lise, além de ter efeitos moduladores
de resposta imune, como aumento da producédo de citocinas proinflamatorias e inducao
de proliferacdo de células T efetoras. A pentamidina atua interferindo na sintese de
DNA, RNA, fosfolipideos e proteinas do parasito, o que resulta em alteracdo na
morfologia do cinetoplasto e fragmentacdo da membrana mitocondrial. A miltefosina,
gue foi desenvolvida inicialmente para o tratamento do cancer, é o primeiro farmaco
oral eficaz para o tratamento da LV em humanos. Ele age por meio da modulacéo de
receptores presentes na superficie do parasito que levam a apoptose desse protozoario.
J& paromomicina atua modificando a fluidez de membrana do parasito, interferindo na
funcdo dos ribossomos e no potencial da membrana mitocondriakeidamania
(ROATT etal., 2014).E importante ressaltar que, devido ao aumento da resisténcia aos
antimoniais pentavalentes e toxicidade dos medicamentos de segunda linha, o
desenvolvimento de vacinas contra essa doenca tornou-se altamente necessario
(CIFANI etal., 2012).

Vérias evidéncias a partir de estudos com modelos animais indicam que uma
protecao solida pode ser obtida por intermédio de imuniza¢cdes com vacinas formuladas
com proteinas do parasito se comportando como imundgenos (MUTE.02013). A
vacinagdo como profilaxia seria uma estratégia eficaz no controle da infeccdo e
propagacao da doenca. O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LV tornou-se

cada vez mais o foco de varios grupos de pesquisa, como mostra a quantidade de
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informacfes genéticas e bioldgicas sobre o parasito, experimentos imunoldgicos e
disponibilidade de vacinas que oferecem protecdo em experimentos animais contra
desafios com diferentes espécies Heishmania (GIUNCHETTI et al.,, 2008;
PALATNIK- DE-SOUSAetal., 2008; PASSERG@tal., 2012a; RESENDIetal., 2013,
ROATT etal., 2012; SANTOStal., 2003; VITORIANO-SOUZAetal., 2013).

As primeiras tentativas de vacinagédo, denominadas como leishmanizacao, foram
baseadas sobre a observacdo de que, ap6s a cura das lesdes cutaneas, os individuos <
tornavam resistentes a infec¢des subsequedéssa técnica, formas vivas demajor
sao introduzidas em pequenas quantidades em regides ndo expostas do corpo, com o
intuito de que o individuo desenvolva a lesdo cutanea e, posteriormente, apresente cura
espontanea e protecédo contra a uma infecgcdo subsequente (MeA502013).A
imunizacdo subcutanea de camundongos ktatanovaniapresentou um padrao misto
de resposta Th1/Th2 que conferiu protecao contra LV. Porém essa forma de imunizacéo
deixou de ser recomendada, uma vez que um nuamero significante de pacientes nao
apresenta cura espontanea, necessitando de tratamento médico (M@CALL
2013b).

As vacinas de primeira geracdo, baseadas na utilizacdo de parasitos mortos ou
atenuados, substituiram a leishmanizacdo. Esse tipo de vacina é considerado padrdo
ouro para protecédo contra doencas causadas por parasitos intracelulares. A utilizacéo de
parasitos vivos atenuados € importante na vacinacdo devido a mimetizacdo do curso
natural da doenca, permitindo que todo o espectro de antigenos seja apresentado para o
sistema imunoldgico de maneira semelhante a que ocorre quando o parasito infecta em
condi¢des naturais. Porém, a sua utilizacéo é limitada devido a possibilidade de reverséo
da viruléncia e reativacdo em individuos imunossuprimidos (NOAZHN, 2008).

As vacinas de segunda geracdo s&do baseadas nas subunidades dos parasitos,
podendo ser utilizadas, por exemplo, moléculas de superfitieislemaniaque sejam
imunogénicase estimuem uma resposta imune protetora, ou moléculas que sejam
importantes para a viruléncia do protozoério, que podem ser bloqueadas pela acdo de
componentes do sistema imune ativado no processo de imunizacdo, culminando no
impedimento da infecgadAlguns antigenos presentes na membrana do protozoario
foram intensamente estudados. Dentre essas moléculas pode-se citar a enzima esterol
metiltransferase (SMT) responsavel pela producédo de esterol da membrana do parasito
(GOTO et al.,, 2009), o lipofosfoglicano (LPG) (SRIVASTAVAet al., 2013), a
glicoproteina gp63 (OLIVIERet al., 2012), ligante de fucose e manose (FML)
(PALATNIK- DE-SOUSAEetal., 2008; PALATNIK-DE-SOUSAet al., 2009), e o fator
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de viruléncia A2 (GHOSHet al.,, 2001; MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010;
MCCALL; MATLASHEWSKI, 2012). J& as vacinas de terceira geracao utilizam as
informacBes genéticas dos patdgenos, introduzindo genes ou fragmentos de genes que
codificam antigenos imunogénicos em vetores virais ou em DNA plasmidial
(PASSERCetal., 2012a; MARQUESA-SILVA etal., 2005).

Apesar do desenvolvimento de uma vacina para a prevencao dessa parasitose ser
uma meta que perdura hd mais de um século, ainda ndo existe uma vacina que seja
eficaz na profilaxia das leishmanioses para diminuir os casos de Leishmaniose Visceral
Humana (LVH). Porém, existem vacinas para a imunizacdo dos caes, como a
Leishmuné& e a Leish-Te®, ambas licenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Salde. A Leishfiuieomposta por uma
fracao glicoproteica purificada, o ligante Fucose-Manose, obtido do extrato inativado de
L. donovani Essa vacina obteve aproximadamente 80% de eficacia na protecéo contra a
LVC no Brasil (BORJA-CABRERAet al., 2008). J4 a Leish-T&cpossui em sua
formulacdo o antigeno A2, presente nas amastigotas, sob a forma de proteina
recombinante. Recentemente essa vacina foi testada em caes de areas endémicas para :
LVC, e como resultado 92,9% dos caes permaneceram saudaveis (FERNANDES
2014b). A utilizagéo dessas vacinas contra a LVC pode ajudar a quebrar o principal elo
de transmissdo para o ser humano, o cdo, que atua como reservatério do parasito, além
de fornecer informacdes para o desenvolvimento de vacinas que possam ser utilizadas
em humanos (TESH, 1995; VITORIANO-SOUZAal., 2008).

Além dos antigenos utilizados na formulacdo das vacinas, a presenca de um
adjuvante muitas vezes € indispensavel para a obtencédo de uma resposta imune intensa €
duradoura (MCKEEet al., 2007). As vacinas licenciadas citadas acima utilizam como
adjuvante a saponina, que é indutora de uma intensa resposta imune Thl e producéo de
IgG2a em camundongos, bem como concomitante resposta Th2t&allJ)2002). Um
outro adjuvante utilizado nas formulagdes vacinais, o Adjuvante Incompleto del Freun
(AIF), além de estimular resposta humoral, também é capaz de estimular um padréo
misto de citocinas anti/proinflamatérias como IL-4/IFRVITORIANO-SOUZA et al.,

2012), justificando a sua utilizacdo para a obtencdo de um padrédo misto que muitos
trabalhos mostram que pode proteger em contra a LV (FERNANREBS, 2014b;
VITORIANO-SOUZA etal., 2012).
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2.7 Lectinas e a sua utilizagdo como imundgeno

Como abordado anteriormente, varias moléculas presentes no parasito,
consideradas como fatores de viruléncia, vém sendo intensamente pesquisadas e
utilizadas como imundgenos em vacinas de segunda geracdo (OL&YHER 2012;
MCCALL; MATLASHEWSKI, 2012; ABDIAN et al., 2011). Entre esses fatores de
viruléncia podese citar as lectingsum grupo de proteinas ubiquas que se ligam
reversivelmente a carboidratos solUveis ou presentes em glicolipideos ou glicoproteinas
gue estao presentes na estrutura do parasito e que podem estar envolvidas em processos
infecciosos. Essas proteinas sdo amplamente distribuidas tanto em microrganismos,
plantas ou animais e estdo envolvidas em varios processos celulares que dependem de
sua especificidade em reconhecer carboidratos complexos. Essa caracteristica fez com
gue as lectinas se tornassem candidatos a agentes terapéuticos antiparasitarios, antivirais
ou até mesmo antitumorais uma vez que o processo de reconhecimento de hidratos de
carbono pode afetar a regulacdo das células via glicoconjugados, o0 processo de
interacdo de patdgenos e as células hospedeiras comunicacdo célula-célula
(OGAWA et al., 2011; SINGHet al., 2013). Na literatura, diversos trabalhos
evidenciam a participacdo de lectinas presentes em células do hospedeiro no processo
de reconhecimento de carboidratos presentes na superficie de diferentes espécies de
patogenos (PIPIROWgt al., 2011; VAN, Vetal., 2010), inclusive parasitos do género
Leishmania(ANDRADE; SARAIVA, 1999; GHOSHAL et al., 2009). Muitas vezes
esse reconhecimento implica na modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro,
devido a ativacdo de vias de sinalizacdo a partir da estimulacdo das lectinas de
superficie das células do sistema imune por carboidratos presentes nos patdogenos
(VAN, V et al., 2010). Trabalhos recentes mostram lectinas que possuem uma forte
acao anti-HIV, como a lectina isolada da aBjéfithsia sp, que se liga especificamente
a proteina gp120 presente no envelope viral e que esta envolvida na entrada do virus nas
células por interacdo com o receptor CD4. A cyanovirina, lectina isolada da
cianobactériadNostoc ellipsosporuntambém possui atividade contra o virus da AIDS
(OGAWA etal., 2011).

Por sua vez, lectinas presentes nos parasitos também estdo envolvidas nos
processos infecciosos por protozoarios que causam doencas importantes em seres
humanos. Proteinas Ligantes de Heparina (PLH) presentes na superficie de formas
infectantes deTrypanosoma cruziestdo envolvidas nos processos de adesédo de

amastigotas a células do hospedeiro e de epimastigotas ao epitélio intestinal de
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triatomineos (BAMBINO-MEDEIROSet al., 2011; OLIVEIRA, JR.et al., 2008;
OLIVEIRA, JR. et al., 2012). Lectinas ligantes de galactose e de N-acetyl-
galactosaminas, presentes na superficieEdeamoeba histolyticasdo fatores de
viruléncia importantes para a infeccdo por este protozoario, que € responsavel pelo
terceiro maior numero de casos de morte por doengas parasitarias no mundo, depois da
maléria e da esquistossomose. Formas trofozoitas moveis deste parasito se aderem e
invadem a mucosa do individuo infectado, podendo, por intermédio da disseminacdo
pela circulacdo sanguinea, causar abscessos extraintestinais, principalmente no figado.
As lectinas mencionadas sdo importantes tanto para os processos de adesdo quanto de
citotoxicidade desta espécie Betamoebadiferentemente do que acontece com outras
espécies nao virulentas, conio coli ou E. dispar (CANO-MANCERA; LOPEZ-
REVILLA, 1987; SAFFER; PETRI, JR., 1991).

Na literatura sdo encontrados, também, alguns trabalhos que mostram a presenca
de lectinas na membrana kdeishmaniagLOVE etal., 1993; SMITH; RANGARAJAN,
1995; SVOBODOVAetal., 1997). H& evidéncias de que lectinas de ligagdo a heparina
presentes na superficie desses parasitos participam da regulacéo de atividades biologicas
da célula hospedeira, participando, também diretamente na adesdo e penetracdo dos
parasitos nos tecidos e células, tanto dos hospedeiros vertebrados como de hospedeiros
invertebrados. Experimentos realizados com formas promastigotas(ldg¢ donovani
mostraram a capacidade dessa proteina de induzir a inibicdo da atividade da proteina
cinase C do hospedeiro (AZEVED£al., 2012; BUTCHERet al., 1992; OGAWAet
al., 2011). Estudos recentes mostraram a presenca dessas proteinas em formas
promastigotas dé&. (Viannia) braziliensise a influéncia das mesmas na ades&o do
parasito no intestino médio dos insetos vetores pelo reconhecimento de moléculas
presentes no intestino dle. intermédia e Lu. WhitmaiDE CASTRO CORTE®t al.,
2012a; DE CASTRO CORTE& al., 2012b; ZEVEDO-PEREIRAtal., 2007).

Trabalho recente realizado em nosso laboratorio utilizando a técnica de
purificacdo de proteinas por cromatografia liquida constatou a presenca de ririsH
formas promastigotas de chagasi Os anticorpos policlonais anti-PLE permitiram,
ainda, a determinacao da distribuicdo da lectina na superficie e no interior do parasito
por intermédio de sua utilizagdo em técnicas de imunofluorescéncia e microscopia
eletrénica. Os resultados obtidos demonstraram a distribuicdo da lectina de forma
homogénea pela superficie do parasito e internamente proxima ao cinetoplasto do
mesmo. Preliminar estudo do sequenciamento dessa proteina e comparagdo da mesma

em bancos de dados da internet com proteindsidémanianos forneceu dados que
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sugerem a relacdo destas proteinas com o DNA de cinetoplasto, corroborando os
resultados de imunolocalizagdo acima descritos (dados nao publicados).

O bloqueio da atividade dessa lectina que é um fator de viruléncia da
Leishmania objetivando a diminuicdo da infecciosidade do parasito ou, mais
especificamente, sua utilizagdo como estimuladoras do sistema imunoldgico induzindo
uma resposta protetora contra infeccbes subsequentes sdo alvos de grande valor para o
controle da forma visceral da leishmaniose em mamiferos, sejam eles humanos ou
outros animais como o cdo, um importante reservatorio da doenca, principalmente em
areas urbanas.

Portanto, o historico da utilizagdo de moléculas de superficie de patdégenos
como antigenos vacinais, a participacdo destas moléculas em processos de adesédo na
célula hospedeira e a confirmacéo da presenca de ligantes de heparina ha membrana
do parasito ddo embasamento para a utilizacdo dessa proteina em experimentos de
imunizacdo. Para isso, torna-se importante avaliar a proliferacéo celular, o perfil da
producdo de citocinas, Oxido nitrico e de isotipos de anticorpos induzidos pela
vacinacdo com a PLH de. chagasio que nos orientara para o delineamento de uma
formulacédo vacinal que possa auxiliar no controle da doenca em mamiferos como o céo

e 0 proprio homem.



21
3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a imunogenicidade induzida apos imunizacdo de camundongos BALB/c
com proteina ligante de heparina dechagasi(PLHLc) associado ou ndo com o

adjuvante incompleto de Freund (AIF).

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar a proliferacao celular de esplendcitos de camundongos BALB/c frente
ao estimulo com antigeno particuladoLdehagasie PLHLc em cultura celular

duas semanas ap0s imuniza¢ao dos animais corhd®LH

v' Avaliar o padrao de citocinas (IFN-IL-4 e IL-10 e de 6xido nitrico (NO)
produzidos por esplendcitos de camundongos BALB/c frente ao estimulo com
antigeno particulado de. chagasie PLHLc em cultura celular duas semanas

apos imunizacao dos animais com RlcH

v Avaliar a resposta imunoldgica humoral anti-RlcHor meio da avaliacdo da
producado dos isotipos de imunoglobulinas IgG1 e IgG2a anti-PLdturante o

experimento de imunizacdo como marcadores de uma resposta Th2/Th1.
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4. Material e métodos

4.1 Animal experimental

Camundongos BALB/c de 4 a 8 semanas de idade foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal de VigesbFV, sendo mantidos e manuseados no
biotério do setor de Imunologia e Virologia do Departamento de Biologia Geral
DBG/UFV, onde permaneceram em ciclo fotoperidédico claro/escuro de 12 h e
receberam agua e alimerdd libidum.A experimentacdo animal foi feita respeitando
principios éticos do Cddigo Profissional do Médico Veterinario, de acordo com o
parecer da Comiss&o de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFV- Projeto de pesquisa-
processo numero: 104/13).

4.2 Obtencéo dos parasitos

Formas promastigotas totais ldeishmania (Leishmania) infantum/chagaspa
(MHOM/BR/75/M2682), mantidas em cultura em laboratério, foram inoculadas em
camundongos BALB/c (1xI0Oparasitos/100 pL de tampdo PBS (Salina Tamponada
com Fosfato), pH 7,2, aplicados intravenosamente pela veia da cauda) para recuperacéo
de novos parasitos, conforme descrito resumidamente a seguir: 28 dias ap0s a infeccéo
0s animais foram eutanasiados e deles foram retirados o baco e o figado que foram
macerados e diluidos em placa de 24 pocos pela técnica de diluicdo seriada, em meio de
Grac€ (GIBCO BRL, Grand Island, N.Y., USA) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino Inativado (SFB; LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasitglutamina 2 mM
(GIBCO BRL) e penicilina G 100 U/mL (USB Corporation, Cleveland, OH, USA)
(Grace completo). A placa foi mantida em estufa a 26°C. Parasitos provenientes dessa
cultura foram utilizados diretamente em experimentos posteriores ou estocados em

nitrogénio liquido (-196°C).
4.3 Cultura dos parasitos e obtencdo de extrato proteico soluvel dechagasi
Formas promastigotas de chagasiforam cultivadas partindo de cultura com

densidade celular de 3@élulas/mL em meio Grace completo, pH 6,5, a 26°C. No

qguinto dia de cultura o material foi centrifugado a 154§4XC/10 min e os parasitos
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lavados 2 vezes com PBS, pH 7,2. O volume correspondente a aproximadamente 1 X
10" parasitos foi suspenso em 75 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM/cloreto de
sédio 150 mM, pH 7,0 e lisados em sonicador (Q-Sonica), na frequéncia de 6 KHz
realizando seis ciclos de 15 segundos com intervalos de 1 min, sempre em banho de
gelo. Todo o material resultante foi centrifugado a 700@/4C/20 min para
recuperacdo do sobrenadante de proteinas soluveis, sendo filtrado em membrana com
poro de 0,45 uM de didametro e armazenado em gelo para a purificacdo de proteinas

ligantes de heparina de chagasi(PLHLCc).

4.4 Obtencgédo de antigeno particulado de. chagasi(AgLc)

Para a obtencdo dadglc o volume correspondente a aproximadamente 1'x 10
parasitos foi suspenso em 3 mL de PBS, pH 7,2 e submetido a 17 ciclos de resfriamento
em nitrogénio liquido (-120°C) e aquecimento a 37°C em banho-maria para o
rompimento da membrana dos parasitos. Apés os ciclos o material foi visualizado ao
microscopio Otico para a confirmacdo da lise dos parasitos e, em seguida, foi

armazenado a -20°C.

4.5 Purificacdo de PLH.c do extrato parasitario

O extrato soluvel de.. chagasi(75 mL) foi submetido a cromatografia de
afinidade em coluna de heparina-agarose (volume leito de 1 mL). Para equilibrar e
retirar o material ndo adsorvido a coluna foi utilizado tampéo fosfato de soédio 50
mM/cloreto de sbdio 150 mM, pH 7,0. A fracdo adsorvida foi eluida com o mesmo
tampéo acrescido de NaCl 2 M. A purificac&o foi realizada em sistema automatizado
FPLC, com fluxo de 1 mL/min e monitorada pela leitura de absorbancia em 280 nm.
As fracdes eluidas foram coletadas e submetidas a técnica de cromatografia de exclusao
molecular em colunde dessanilizagdo “dessalting” (GE) (volume de leito de 1 mL),
sendo utilizado para eluicdo o PBS. O material coletado foi aliquotado e armazenado a -
20°C.
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4.6 Dosagem de PLHc e Ag.c

Para determinar o conteudo proteico das amostras dédfloH utilizada a
técnica do acido bicinconinico (BCA), de acordo com metodologia descrit&itfio
BioAgency, codigo 600-0510N. O conteudo proteico das amostras de antigeno

particulado de.. chagasifoi determinado pela técnica de Lowry (LOWRYal., 1951).

4.7 Andlise eletroforética de PLHLc

Para confirmar a purificacdo de PlL¢1 foi realizada analise eletroforética em
gel de poliacrilamida em condi¢cdes dissociantes (SDS-PAGE), em sistema "Mini V-
8.10 Vertical Gel Electrophoresis System” (GIBCO BRL). A quantidade de 50 pg de
PLHLc foi precipitada com TCA 100% e suspendidas4 uL de tamp&o de amostra
(Tris-HCIl a 0,5 M, pH 6,5 contento 2,5% de SDS, 2,5% de 2-mercaptoetanol e 50% de
glicerol) e 20 puL de uréia 8M e aplicadas no gel. A corrida eletroforética teve duracéo
aproximada de 50 minut@s80-120 mA e 190 V. Os géis foram corados por prata ou
com azul de Coomassie (Coomasssie Brilliant Blue R-250, Pierce Chemical Co.;
Rockford, USA).

4.8 Experimentos de imunizagao

Para compor o teste de imunizacdo foi utilizado um total de 32 camundongos
BALB/c, que foram distribuidos aleatoriamente entre os 4 diferentes grupos avaliados.
Os animais foram imunizados por via intraperitoneal (i.p.) com 3 doses dos tratamentos
descritos abaixo, com intervalo de 15 dias entre cada dose. Um total de 4 grupos foram
utilizados: Grupo Controle (200 uL de PBS, pH 7,2), Grupo AIF (100 uL de AIF
emulsificado em 100 uL de PBS, pH 7,2), Grupo PLHLc (PLHLc diluida em 200 pL
de PBS, pH 7,2) &rupo PLHLc + AIF (emulsdo composta de PLEIdiluida em 100
uL de PBS, pH 7,2 + 100 puL de AIF) (Figura 4 ). Foram utilizado® pg de PLHLc na
primeira dose e 20 pg de PLHLc nas doses de refor¢go nos grupos Ptld PLH.c +
AlF.
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Camundongos BALB/c
4-8 semanas
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Figura 4: Experimento de imunizacdo Delineamento experimental do protocolo de imunizagéo.

4.9 Obtencédo de soro para deteccao dos isotipos 1gG1/IgG2a

Durante o teste de imunizac&oram obtidos 400ul. de sangue dos
camundongos sempre antes de cada imunizacdo nos tehfpgantes da primeira
imunizacdo para a obtencdo do soro pré-imufd); (15 dias apos a primeira
imunizacao);T2 (15 dias apdés a segunda imunizacald; (15 dias apds a terceira
imunizagdo) (Figura 4). Apds coagulacdo espontanea em temperatura ambiente, o
material foi centrifugado a 520 x @g/4°C/10 min para a obtencdo do soro dos
camundongos. Foi feito upool de soro dos grupos com a finalidade de acompanhar a

cinética de producdo dos anticorpos IgG1 e IgG2a durante todo o experimento.

4.10 Isolamento de células mononucleares do baco para dosagens de citocinas,

oxido nitrico e ensaio de linfoproliferacao

A dosagem de citocinas, NO e o ensaio de linfoproliferacdo foram realizados a
partir de cultura de esplendcitos. Para isso 0 ba¢co dos camundongos imunizados foram
retirados sob condicdo de esterilidagla fluxo laminar e maceradosm meio de
lavagem de células, pH 7,2 constituido por RPMI-1640 com bicarbonato de soédio,
suplementado com SFB inativado a 56°C/30 min e 20 pg/mL de sulfato de gentamicina.

A suspensao de células foi submetida a centrifugacédo a 1.@@0G{10 min em tubo
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conico de 15 mL, o sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi incubado
com tampao de lise de heméc{@ris-HCL 0,7 M/cloreto de aménio 0,16 M), pH 7,3
por 7’ em gelo e na auséncia de luz. Apés essa incubacao as células foram submetidas a
dois novos ciclos de centrifugacdo, eliminando o sobrenadante e ressuspendendo o
precipitado em 10 mL do meio de lavagem. As células da suspensao foram diluidas em
meio de lavagem, coradas com igual volume de azul de Trypan a 0,4% em PBS e
contadas. As células viaveis foram ajustadas para 8céll0as por poco para o ensaio

de linfoproliferacéo e 1 x I1@élulas por mL para a dosagem de citocinas e NO. Para a
dosagem das citocinas e producdo de NO as células foram estimuladasugaia 2
PLHLc ou 50 pug de Agl.c em cada poco em estufa com atmosfera imida a 37°C com
5% de CQ por 72 h. Apos o tempo de incubacgéo, o sobrenadante foi coletado de cada

poco e armazenado a -20°C para posterior andlise.
4.11 Ensaio de linfoproliferacao

Para o ensaio de linfoproliferacdo as células foram estimulada$,taqm de
PLHLc ou 2,5pug de Aglc em cada pogo de microplaca de 96 pogomcubadas
durante 44 h em estufa com atmosfera imida a 37°C com &¥,dapds esse periodo
a cultura foi submetida a ensaio de reducao do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-l] -2,5-difeniltetrazolio) (MOSMANN, 1983). Resumidamente, (H0 do meio de
cultura de cada poco foram substituidos porpB0de MTT e as placas foram
submetidas as mesmas condicbes de incubacdo anteriores durante 2 h para a
metabolizagdo do MTT e formag&o dos cristais de formazan. Posteriorrioeate,
retitados 90ul do sobrenadante de cada pog¢o e adicionaram-seu1@E DMSO
(dimetilsuféxido) para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Apos a diluicdo
completa dos cristais a placa foi levada para leitura a 570 nm no leitor Thermo
ScientificMultiskan™ GO, sendo a quantidade de cristais de formazan formados
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis presentes em cada poco. Para o
controle positivo de proliferacéo foi utilizado @&pogo do mitbgeno concanavalina A

(ConA) para confirmacéo da viabilidade das células durante o processo.
4.12 Dosagens de IFN; IL-4 e IL-10

As citocinas IFNy, IL-4 e IL-10 foram dosadas usandkits” de ELISA de
captura especifico para citocinas de camundongos (PEPROTECH, Rocky Hill, NJ,
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USA), seguindo instrucdes do fabricante. Para sensibilizacdo das placas, anticorpos de
captura das citocinas a serem analisadas foram diluidos em PBS e imediatamente
colocados em placas de 96 pocos (100 pL/pog@laca foi mantida “overnight” em
temperatura ambiente, passando posteriormente por trés lavagens com tampéao
carbonato contendo 0,05% de Tween 20, solucdo utilizada para a lavagem das placas.
Foi adicionad, entdo, solu¢cdo de bloqueio (300 pL) a cada pocgo, a placa foi mantida
em temperatura ambiente por 1 h e lavada novamente por trés vezes. As amostras e o
padrdo de cada citocina foram adicionados (100 pL/pogo) e as placas foram incubadas
por 2 h em temperatura ambiente, passando posteriormente por duas lavagens. Para
deteccédo, anticorpos secundarios biotinilados foram usados (100 puL/pocgo) e as placas
foram incubadas por duas 2 h em temperatura ambiente e lavadas duas vezes. A reacdo
foi revelada com estreptavidina conjugada com peroxidase e ABTS (Acido 2,2 -bis -
azino 3 -etilbenzil -thiazol -6-sulfénico) na presenca d®;HA leitura foi feita no

leitor Thermo ScientificMultiskan™ GO sob luz de 490 nm.

4.13 Dosagem de 6xido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de esplendécitos foram analisados quanto a
producdo de nitrito pela reagdo de Griess, como medida da produc@o de Oxido nitrico
(GREEN et al., 1982). Em placa de fundo chato de 96 pocos, uma curva padrao foi
preparada pela adicdo de oD de padrdo de nitrito de s6dio 250 uM, em duplicata, a
50 uL de RPMI, pH 7,2 realizando-se, a partir dai, 8 diluicdes sucessivaselr?pocos
contendo 50 pL do mesmo meio. Em seguida, foram adicionados, em duplicath, 100
de mistura 1:1 de solucdes de sulfanilamida (1% em H3PO4 2,5%) e dicloreto N-naftil
etilenodiamina (0,1% em H3PO4 2,5%) ajB0de sobrenadante de cultura (amostra),

50 uL de RPMI, pH 7,2 (branco) e aos p@os dos padrdes. Apds 10’ de incubagdo na

auséncia de luz e em temperatura ambiente, foram feitas as leituras das amostras, branco
e padrdes sob luz com comprimento de onda de 570 nm no leitor Thermo Scientific-
Multiskan™ GO.

4.14 Dosagem de IgG1 e IlgG2a
Os isotipos IgG1l e IgG2a do soro dos camundongos dos diferentes grupos foi

determinado pela técnica de ELISA. Placas de fundo chato de 96 pogos foram

sensibilizadas com solucdo de RldHem tampé&o carbonato pH 9(@ pg/pogo)
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“overnight a 4C. Posteriormente, o conteudo de cada poco foi descartado para o
bloqueio com solugdo de gelatina 2% por 30 minutos em temperatura ambiente. O
volume foi descartado e as placas foram lavadas com tampédo PBS contendo 1% de
Tween 20. Amostras dos soros diluidas 1:40 foram acrescentadas e a placa foi incubada
durante 2 h em temperatura ambiente. Apds etapas de lavagem foram acrescentados os
anticorpos secundarios anti-lgG1 e anti-lgG2a de camundongo produzidos em cabra,
conjugados com peroxidase (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY , Inc., Santa Cruz,
CA, USA) por um periodo de incubacédo de 2 h em temperatura ambiente. ApGs nova
etapa de lavagem, foi acrescentada solucdo reveladora orto-fenil-diamina (OPD) em
tampéao citrato-fosfato 0,15 M, pH 5drescido de KO,. A reacao foi interrompida

com o acréscimo de-, 8O, 1,5 M. A leitura foi realizada no leitor Thermo Scientific-

Multiskan™ GO sob luz com comprimento de onda de 490 nm

4.15 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
comparacdao multipla de Tukey para calcular as diferencas entre os grupos. Para as
andlises, foi utilizado o programa GraphPad Prism 6 e valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Em alguns casos, foi utilizado todeeste

Student ndo pareado para comparacdo entre as amostras.
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5. Resultados

5.1 Andlise da purificacdo de PLH.c

Para verificar a purificacdo da PLE| 50 pg de proteina purificada foi aplicada
em gel SDS-PAGE em condicdo nédo redutora, revelando, apds a corrida eletroforética e
coloracdo por prata, a presenca de banda de 105 kDa (Figura 5) reconhecida por

anticorpos policlonais antiPL em “Western blotting” (dados ndo mostrados).

Figura 5: Avaliacdo da purificacdo de PLH.c de extrato total de formas promastigotasde L.
chagasi.Proteinas do extrato total tle chagasi(ET), extrato proteico purificado (PP) e o marcador de
massa molecular em kDa (MM) foram submetidos a SDS-PAGE e coradpsatt conforme descrito

na metodologia. A seta indica a banda correspondente a proteina de interesse.
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5.2 Avaliacdo da proliferacdo celular de esplendcitos murinos estimulados com

PLHLc ou AgLc ap6s a imuniza¢do dos animais com PLILt

A avaliacdo da capacidade de proliferacéo celular de células esplanias
apos o término do protocolo de imunizacdo foi feita utilizando dois estimulos
diferentes:AgLc ou PLH_c, o que possibilitou a avaliacdo de uma resposta antigeno-
especifica frente a antigenos relacionados Ilcochagasi.

Observou-se um aumento significante da proliferacéo celular nos grupas PLH
e PLH.c + AIF apos estimulo com Ag e PLH.c em relacdo a seus respectivos
controles n&o estimulados (Figura 6). Como controle positivo de proliferagéao celular foi
utilizado o mitdgeno ConA para confirmar a viabilidade das células nos diferentes

grupos avaliados.

0.8+
@R Sem estimulo
T AgLc
= T T . ®= PLHLc
% ConA

D.O (570 nm)

Figura 6: Andlise da proliferacao celularin vitro de células esplénicas murinas apds imunizacao
intraperitoneal com PLHLc associada ou ndo com AlFEsplenécitos de camundongos BALB/c foram
estimulados com Age, PLHLc ou ConA e a proliferacéo celular foi mensurada por ensaio colorimétrico
baseado na conversdo do MTT em cristais de formazan. Foram utilizados@doagos por grupo e as
barras representam as médias + desvio padrao das médias dos dados combi2adgpedimentos
independentes. Diferencas entre a proliferagdo celular pelos gruposlaitsne seus respectivos

controles nao estimulados foram determinados pelo teste de comparagédo multifdeyd€-d<0,05).



31

5.3 Avaliacdo da producédo de citocinas (IFN; IL-4 e IL-10) produzidas por
esplendcitos estimulados com Ag e PLHLc apds imunizacdo de camundongos
BALB/c com PLHLc

Com o objetivo de avaliar se a imunizacdo com Bt Hoi capaz de induzir a
producao de citocinas relacionadas com uma resposta Thl ou Th2, foi feita a dosagem
de IFN«y, IL-4 e IL-10 em sobrenadante de cultura de esplendcitos apds estimulo
antigénico com Agc ou PLH.c duas semanas apOs o término do protocolo de

imunizacao, conforme descrito na metodologia.

5.3.1 Produgéo de IFNy

Esplendcitos do grupo imunizado com RIH produziram quantidades
significantes de IFN- quando estimulados com AglLc em relacdo a cultura de
esplendcitos estimulados com HAlddou sem estimulo. No grupo que foi imunizado
com PLH.c + AIF também houve aumento na producao de YR+ células do bago
que foram estimuladas com &g porém esse aumento ocorreu somente em relacdo a
sua respectiva cultura ndo estimulada. Além disso, foi observada diferenca na producao
dessa citocina quando comparamos os grupod_PleHPLH_c + AIF, mostrando que
no primeiro grupo houve uma maior producao de JHikknte ao estimulo com Aglc

(Figura 9.
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Figura 7: Producdo de IFNy por esplendcitos murinos apés imunizacio intraperitoneal com
PLHLc associada ou ndo com AlFDuas semanas ap6és o ultimo reforgo da imunizagdo, camundongos
BALB/c foram eutanasiados e IFNfoi dosado por ELISA em sobrenadantes de cultura de esplendcitos
submetidos a estimulos com PlL¢jl AgLc ou sem estimulo. Foram utilizados 4 animais por grupo e as
barras representam as médias + desvio padrdo das médias dos dados combiZadmpedimentos
independentes. Diferencas na producdo delFeNtre os grupos analisados foram determinadas pelo

teste de comparacdo multipla de Tukey (*p<0,05).

5.3.2 Produgéo de IL-4

Foi observado um aumento, se comparadas as médias, da producéo de IL-4 no
grupo PLH.c ap6s os estimulos utilizados em relacdo ao grupo ndo estimulado, porém
esse aumento ndo foi estatisticamente significaBsplendcitos de camundongos
imunizados com PLHc + AIF e estimulados em cultura com PL&d produziram
guantidades significantes de IL-4 em relacdo a respectiva cultura ndo estimulada. Nao
houve diferenca na producédo de IL-4 quando os grupos imunizados cobt BUH

PLHLc + AIF foram comparados entre si (Figuna 8
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Figura 8: Producéo de IL-4 por esplendcitos murinos apds imunizacao intraperitoneal com Pllid
associada ou ndo com AlFDuas semanas ap6s o ultimo refor¢co da imunizagdo, camundong®& B AL
foram sacrificados e IL-4 foi dosado por ELISA em sobrenadaetesiltura de esplendécitos submetidos
a estimulos com PLEt, AgLc ou sem estimulo. Foram utilizados 4 animais por grupo e aasbarr
representam as médias + desvio padrdo das médias dos dados combinados demZneog
independentes. Diferencas na producdo deylehtre os grupos analisados e as respectivas culturas ndo

estimuladas foram determinadas pelo teste de comparagao mdltipla de(Tk@y5).

5.3.3 Producéo de IL-10

Culturas de esplendcitos de camundongos imunizados corhcRLIRLH_C +
AIF estimuladas com Ag produziram quantidades significantes de IL-10 quando
comparadas com suas respectivas culturas sem estimulo ou estimuladas ¢amn PLH

porém ndo houve diferenca quando os grupos imunizados foram comparados entre si
(Figura 9.
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Figura 9: Producdo de IL-10 por esplendcitos murinos apds imunizagdo intraperitoneal com
PLHLc associada ou ndo com AlFDuas semanas apés o ultimo reforgo da imunizagdo, camundongos
BALB/c foram sacrificados e IL-10 foi dosada por ELISA em sobran@s de cultura de esplendcitos
submetidos aos estimulos com RId1AgLc ou sem estimulo. Foram utilizados 4 animais por grupo e as
barras representam as médias + desvio padrdo das médias dos dados combiZadmpedimentos
independentes. Diferencas na producéo de IL-10 pelos grupos estisncdedAd.c e seus respectivos
controles ndo estimulados ou estimulados com [RLféram determinados pelo teste de comparacgéo
multipla de Tukey(*p<0,05).

5.4 Avaliacdo da producdo de NO produzidas por esplendcitos estimulados com

AgLc e PLHLc apés imunizacdo de camundongos BALB/c com Pl

Como o NO possui grande importancia para a eliminacdo de parasitos
intracelulares como &eishmania sua producdo por células fagocitarias do baco foi
avaliada indiretamente pela analise de nitrito em sobrenadante de cultura de
esplendcitos dos camundongados diferentes grupos experimentais, estimulados ou
nao com Ag.c ou PLH.c.

Conforme mostrado na figura 10, foi observado um aumento dos niveis de NO
no grupo PLH.c e no grupo PLHc + AIF na cultura estimulada com Bgem relagéo
as suas respectivas culturas sem estimulo e estimuladas cole. FAlBIm disso, a
cultura estimulada com Ag do grupo PLHL.c apresentou niveis de NO maiores que a

cultura submetida ao mesmo estimulo do grupolRI-HAIF.
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Figura 10: Producdo de NO por esplenécitos murinos apés imunizacéo intraperitoneal com PLE
associada ou ndo com AlFDuas semanas ap0s o ultimo refor¢co da imunizacdo, camundong@& B AL
foram eutanasiados e nitrito foi dosado pelo método de Greiss, coitatiral da producdo de NO, em
sobrenadantes de cultura de esplendcitos submetidos aos estimulos dam Rikt ou sem estimulo.
Foram utilizados 4 camundongos por grupo e as barras representam as-+mdesaso padrdo das
médias dos dados combinados de 2 experimentos independentes. Difestat{st&as na producéo de
nitrito entre os grupos analisados foram determinadas pelo teste de comparétipla de
Tukey (*p<0,05).

5.4 Dosagem dos isotipos IgG2a e IgG1 anti-PlLid

Para a avaliacdo da resposta humoral especifica antidPeHerificacdo do
perfil de resposta Th1l/Th2, a producdo dos isotipos IgGl e IgG2a aritieFbH
mensurada no soro de camundongos controle e imunizados com AlE¢ BLIFLH_c
+ AIF. Para atingir tal objetivo, foi acompanhada a cinética da producdo desses
anticorpos, obtendo o soro dos animais nos tempos: TO (antes do inicio da imunizacéo),
T1 (15 dias ap0s a 12 imunizagao), T2 (15 dias apds a 22 imunizacao) e T3 (15 dias apos

a Ultima imunizacéao).
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5.4.1 1gG2a

Foi observada producéo significante de IgG2a anti{RLHo tempo T3 do
grupo imunizado com PLUE quando comparada com a dos outros tempos do proprio
grupo. Os camundongos que foram imunizados comLBladsociada ao AlIF mostrou
maior producédo de IgG2a anti-PLEInos tempos T2 e T3 quando comparados com TO.
Em relacdo a cinética de producdo desse isotipo de imunoglobulina, pode se observar
um aumento gradativo de IgG2a a cada dose de imunizag¢do tanto no grupo PLH
quanto no grupo PLEE + AlF, sendo que em T3 houve uma maior producéo de IgG2a
(Figura 1.

m T0
T1
-l T2

T3
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Figura 11: Cinética da producado de IgG2a anti-PLH.c por esplendcitos murinos apds imunizacao
intraperitoneal com PLHLc associada ou ndo com AlFSoros de camundongos BALB/c foram obtidos
de sangue coletado nos tempos TO, T1, T2 e T3, conforme descritetadologia. Os niveis de 1gG2a
anti-PLHLc foram avaliados pela técnica de ELISA, onde a absorbancia obtida é pmogloriio
concentracdo de anticorpos IgG2a na amostrhsada. Foi utilizado “pool” do soro de 4 camundongos

por grupo. As barras representam as médias + desvio padréo das médladadosombinados de 3
experimentos independentes. Diferencas na producdo de IgG2a entre os gnafisados foram

determinadas pelo teste de comparacao multipla de Tukey (*p<0,05).
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5.4.2 1gG1

Em relacdo a producao de IgG1, foi observado um padréo diferente de producéo
de IgG2a entre os grupos imunizados na presenca ou nao de adjuvante. Houve maior
producao de IgG1 anti-PL em T3 no grupo PLEC do que em TO do mesmo grupo.

Ja nos animais que foram imunizados com Bt Hssociado com AlF, a produgéo foi
maior em T2 e em T3 em relacdo ao respectivo TO. Além disso, o0 grupo imunizado com
PLHLc + AIF apresentou um aumento na producdo desse isotipo em T3 quando
comparado com o mesmo tempo do grupo BEHComo também foi observado
também em relacdo a cinética de IgG2a, houve um aumento gradual da producédo de

IgG1, sendo o pico de produgdo em T3 para ambos 0s grupos imunizados.
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Figura 12: Cinética da producdo de IgG1 anti-PLH.c por esplendcitos murinos apés imunizacao
intraperitoneal com PLHLc associada ou ndo com AlFSoros de camundongos BALB/c foram obtidos
de sangue coletado nos tempos TO, T1, T2 e T3, conforme descnitetodologia. Os niveis de IgG1
anti-PLHLc foram avaliados pela técnica de ELISA, onde a absorbancia obtida é pmogloriio
concentracdo de anticorpos IgG1 na amostraisadal Foi utilizado “pool” do soro de 4 camundongos

por grupo. As barras representam as médias + desvio padréo das médladatosombinados de 3
experimentos independentes. Diferencas na producdo de IgG2a entre os gnafisados foram

determinadas pelo teste de comparacao multipla de Tukey (*p<0,05).
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5.4.3 Razéao IgG1/IgG2a

A relagéo 1gG1 e IgG2a foi analisada em cada tempo de imunizagéo: TO, T1, T2
e T3, conforme descrito na metodologia. Valores acima ou abaixo dos encontrados no
grupo controle demonstram direcionamento para respbgtau Thl respectivamente.
Como observado na figura 13, imunizagdo com Rt #irecionou a resposta para Th1,
enquanto que a imunizagdo com RlcH+ AIF redirecionou a resposta para Th2,
considerando ambas as avaliacdes feitas em T3. Vale ressaltar, inclusive, que houve
uma tendéncia de maior relacdo IgG1/lgG2a no tempo T3 para o0 grupo imunizado com
PLHLc + AIF comparado com o grupo controle no mesmo tempo (tetgeStudent,
p=0,08).

T3

Figura 13 Razdo entre a producdo de 1gG1l/IgG2a por camundongos submetidos a diferentes
protocolos de imunizacdo conforme descrito na metodologiad producdo de IgGl e IgG2a anti-
PLHLc foi dosado em soro diluido 1:40 pela técnica de ELISA. Foi realizado aeazéa producéo de
IgG1/1gG2. As barras representam as médias + desvio padrdo das médias daDmibitesdos de 3
experimentos independentes. Diferencas estatisticas foram determinados pelde test@paracao

multipla de Tukeyou testel de Studen(*p<0,05).
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6. Discussao

No presente estudo, a PL&lfoi purificada e utilizada em experimentos de
imunizacdo como antigeno vacinal para avaliar sua imunogenicidade por meio da
andlise da proliferacdo celular, producado de citocinas e dos isotipos de imunoglobulinas
lgG1 e IgG2a. Apesar de alguns autores ja terem descrito e caracterizado essa proteina
em algumas espécies deishmania(DE CASTRO CORTESet al., 2012a; DE
CASTRO CORTESetal., 2012b; LOVEetal., 1993; SMITH; RANGARAJAN, 1995;
SVOBODOVAetal., 1997; ZEVEDO-PEREIRAt al., 2007) ndo s&o encontrados na
literatura trabalhos sobre a capacidade dessa lectinactiagaside estimular o sistema
imunologico do hospedeiro.

Uma primeira abordagem em relacdo a imunogenicidade foi avaliar se apos
exposicdo secundaria de esplendcitos ao antigeno ocorreria proliferacdo de clones de
linfécitos especificos para o imundgeno utilizado nos experimentos de imunizacdo, a
PLHLc. Nossos dados mostraram que, apés imunizagaweivo de camundongos
BALB/c com PLH.c na presenca ou ndo de AlF, o reestimulo de esplendatitdso
com PLH.c ou com antigeno particulado Hechagasi(AgLc) levou a proliferacdo de
linfécitos, diferentemente do que aconteceu com as células dos animais ndo vacinados,
0 gque demonstra o potencial mitogénico especifico dessa proteina.

Em relacdo ao padrao esplénico de producdo de citocinas, houve aumento dos
niveis de FN-y e IL-10 no grupo PLHc frente ao estimulo com Ag, e ndo houve
producgéo significante de IL-4. O IFNé considerado uma citocina muito importante
para o controle da proliferacdo tl@ishmania(KIMA; SOONG, 2013), atuando na
ativacdo dos macrogafos, o que leva a producdo de NO, resultando no controle da
proliferacéo do parasito pelas acdes microbicidas do éxido nitrico (BtiG 1988).

A IL-10 é uma citocina responsavel por manter a homeostase das reacdes imunes,
fazendo com que o sistema imunoldgico volte ao seu estado de equilibro ap6s a
erradicacdo de uma infeccdo. Esse aumento dos niviisldepode ser uma resposta

do sistema imune dos animais aos niveis deylkgNe foram observados nesse grupo,

Ou seja, a presenca dessa citocina € importante para que exista um controle da resposta
imunologica, para que a propria reacdo contra o patégeno ndo cause danos ao
hospedeiro (GHALIB et al., 1993). Além disso, a presenca de citocinas pro-
inflamatodrias e reguladoras se faz necessaria ndo somente para a homeostase do sisteme
imune, mas também para o desenvolvimento de uma vacina segura e mais eficiente

(TAYLOR, 1995). Os niveis insignificantes de IL-4 observados nesse grupo séo
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importantes, uma vez que essa citocina é considerada por muitos autores como
supressora e mediadora da resposta imune Thl e Th2 respectivamente (BIEELMS
1999; HASBOLDet al., 1999). A importancia da resposta imune Th1l frente a infec¢ao
por Leishmania spé bem descrita na literatura. A imunizacdo de camundogos com
proteinas purificadas de formas promastigotalsaighmania (Viannia) shavgue estéao
associadas com processos fisioldgicos do parasito confere protecdo contra o desafio
com formas promastigotas tle (V.) shawj associada a resposta Thl com altos niveis
de 1gG2a, IFNy e proliferagdo celular apds estimulo com extrato total do parasito ou
com a fracdo purificada das proteinas (PASSER@I., 2012a; PASSERt al.,
2012b). Em relacdo a LV, experimentos de imunizagdo com uma vacina licenciada para
0 uso em cées, Leishmifheconstituida por uma subunidade do parasito: uma fracéo
glicoprotéica purifada (FML-ligante fucose manose), obtida do extrato inativado de
formas promastigotas de donovanj confere altos niveis de protecdo e bloqueio da
transmissao de parasitos para os insetos vetores (SAR&1EA, 2006). A resposta
imunoldgica estimulada por essa vacina esta relacionada com um padréo Thl, com altos
niveis de IFNy, NO e IgG2a conferindo protecdo contra a LVC (ARAU®Dal., 2009;
ARAUJO et al., 2011). Nossos dados, comparados com esses, mostram queé@a PLH
pode ser utilizada em posteriores experimentos que objetivem a protecao contra desafio
por L. chagasija que a imunizacdo com essa lectina purificada do parasito foi capaz de
estimular uma resposta considerada protetora contra a LV.

O padrao de citocinas produzidos pelas células do baco de animais do grupo
PLHLc + AIF foi diferente do encontrado no grupo AlddHouve aumento dos niveis
de IFN«, IL-4 e IL-10 por esplendcitos reestimulados em placa cobht Ag PLH_c,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Porém a producéo geoiFienor
se comparada com a do grupo RlcHsob o mesmo estimulo, Ag Uma hipétese
sobre essa diminuicdo seria o efeito antagdnico que a IL-4 e a IL-10 exerceno sobr
IFN-y, suprimindo a sua produgio pelos linfocitos. E importante ressaltar aqui que,
apesar da IL-4 ser considerada uma citocina relacionada com a susceptibilidade a
leishmaniose, diferentemente do que foi abordado anteriormente outros estudos
mostram que a presenca dessa citocina € importante para o controle da LV.
Camundongos deficientes em IL-4 e infectados com formas promastigoths de
donovaniapresentaram um maior parasitismo no figado quando comparado com o de
animais selvagens (SATOSKAR al., 1995). Um estudo envolvendo o tratamento da
LV mostrou que a presenca de IL-4 € necessaria para os efeitos terapéuticos do farmaco
utilizado contra a LV: camundongos deficientes em IL-4 infectadoslcodonovani
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responderam fracamente ao tratamento com o farmaco stibogluconato de sodio
(Pentostam) com um aumento do parasitismo em varios tecidos. Esses animais
apresentaram uma diminuicdo dos transcritos de mMRNAylIENdos niveis dessa
citocina no soro, mostrando que a IL-4, além de exercer um papel importante no
tratamento, também pode estar relacionada com a modulacdo da producdoyde IFN-
(ALEXANDER etal., 2000). Além disso, alguns estudos mostram a importancia da IL-
4 na proliferagéo celular em infeccéo experimentalpdionovanie Plasmodium yoelii
(STAGERetal., 2003; CARVALHOet al., 2002). Nossos dados de fato mostram que,
embora exista um aumento de IL-4 na cultura de esplendcitos de camundogos do grupo
PLHLc + AIF, foi constatado também um aumento da proliferacdo celular frente aos
dois estimulos utilizados durante os experimentos. O aumento de IL-4 e IL-10 pode
estar relacionado com a presenca do AlF, porém, no grupo que recebeu esse adjuvante
também foi observada producédo de H;NNO e 1gG2a. A escolha desse adjuvante para
0S n0ssos experimentos foi baseado em resultados de um trabalho recente desenvolvido
por um grupo de pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto que trabalha com o
desenvolvimento de vacinas para a LVC. O estudo bassoa-comparacdo do perfil
de citocinas ap0s a imunizacdo com trés adjuvantes vacinais: saponina, monofosforil
lipideo A (MPL) e AIF, e os resultados mostraram que o AIF foi capaz de estimular a
producdo de um padrédo misto de citonas Th1/Th2, com a presenca de IL-4, IL-10, IFN-
vy ¢ TNF-a, se aproximando mais do perfil de citocinas induzido pela saponina,
adjuvante utilizado nas vacinas para a LVC citadas anteriormente (VITORIANO-
SOUZA et al., 2012). Com o AIF obtivemos um padrdo misto de resposta Th1/Th2, o
que nos faz crer em seu potencial de protecdo contra a LV, ja que alguns trabalhos que
avaliaram vacinas licenciadas contra a LVC mostram que o padrao Th1/Th2 permite
gue este resultado seja atingido. A imunizacdo de camundongos com um fator de
viruléncia presente nas formas amastigotasLdelonovanj proteina A2, que foi
utilizada posteriormente para o desenvolvimento da vacina LeiSh-Teafere
protecédo contra infec¢cdo com donovaniassociada a uma resposta Thl/Th2(GHOSH
etal., 2001).

O IFN-y atua como componente chave para promover a transcri¢do da enzima
INOS, responsavel pela producéo de NO pelos macréfagos, o que resulta no controle da
proliferacéo do parasito por suas agdes microbicidas (NG, 1988). Para avaliar o
potencial microbicida de macrofagos ativados por jFMes diferentes grupos
imunizados, a producao de NO foi avaliada por intermédio dos niveis de nitrito presente
no sobrenadante de culturas de esplendcitos de camundogos imunizados cone a PLH
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associada ou nao ao AlF apo6s estimulo corcAm PLH_c. Os resultados dos grupos
PLHLc e PLH.c + AIF mostraram um aumento dos niveis de &fids estimulo com
AgLc quando comparados com cada grupo nao estimulado, porém, quando comparamos
os dois grupos estimulados coml&gentre si, houve uma maior producdo de NO no
grupo PLH.c. Tais resultados corroboram o que observamos na dosagem de IFN-
onde encontramos o mesmo perfil de producdo da citocina. Altos niveis géNIBN-

S80 necessarios para eliminar os parasitos que pertecem ao colngiExmania
donovani (SOONG et al.,, 2012), sendo esses protozoarios mais resistentes a acéo
microbicida do o6xido nitrico quando comparado com o0s parasitos dos outros
complexos. Cées imunizados com proteinad..dbraziliensise saponina (LBSap) e
desafiados conk. chagasiapresentaram altos niveis de IFN-NO, que levaram a
protecdo contra a infeccdo (RESENRBEal., 2013). Considerando que os niveis de
IFN-y/NO estdo diretamente relacionados com o controle da proliferagdo do parasito
(PANARO etal., 2001), os resultados observados pela imunizacdo corhcRidtiem
apresentar uma resposta positiva no controle do parasitisnh@ipbmaniavisto que a
producéo de IFN-e¢ NO foi observada nos dois grupos avaliados: PLHLc e PLH.c +

AlF.

Os isotipos de imunoglobulinas IgG1l e IgG2a séo bastante utilizados como
marcadores de resposta Thl ou Th2 em camundongos. A selecdo dos isotipos de
anticorpos expressos pelos linfécitos B é fortemente influenciada pela presenca de
citocinas. Trabalhos prévios demonstraram que os niveis de IgG2a sdo dependentes de
IFN-v, ja os niveis de IgG1 sdo correlacionados com a IL-4 (COFFMAN et al., 1993;
HASBOLD et al., 1999). Para avaliar a cinética da producdo desses isotipos, foi
coletado o sangue para a obtencdo de soro dos camundogos nos tempos: TO (antes da
primeira imunizacdo), T1 (15 dias ap6s a primeira imunizacéo), T2 (15 dias apds a
segunda imunizagéo) e T3 (15 dias ap0ls a terceira imunizacao), conforme descrito na
metodologia. Os animais dos grupos RcH PLH.c + AIF apresentaram aumento
gradual dos niveis de IgG2a ao longo da imunizacdo, sendo T3 o pico de producao
desse anticorpo. Quando avaliamos a producéo de IgGl, nossos resultados mostraram
que, nos grupos PlUH e PLH.c + AIF, houve um aumento gradual de IgG1l anti-
PLHLc durante a imunizacdo dos animais, também com maior producdo em T3. Porém,
os niveis de IgG1 foram maiores no grupo que recebeu o adjuvante associado com o
imundgeno. Ao correlacionar esses dados com a producdo das citocings IENK
observamos proporcionalidade entre os niveis de producédo dessas citocinas e os niveis

de producao de IgG2a e IgG1 anti-Rldidrespectivamente. Esses dados confirmam os
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dados encontrados na literatura, que relacionam a producéo dos isotipos IgG2a e IgG1
com IFN« e IL-4, conforme citado anteriormente. Em razao disso, podemos utilizar
também a razéo IgG1/1IgG2a para mensurar a relacdo Th2/Thl. Ao analisarmos os dados
desse grafico observamos que, em T3, apdés ter sido concluido todo o protocolo de
imunizacao, para o grupo tratado somente com a_Pleiiste um direcionamento para
resposta Thl quando comparado com o grupo controle e imunizado comlLa PLH
associada ao AlF, sendo que esse Ultimo apresenta um direcionamento para Th2. Vale
ressaltar que, no grupo PLHLc + AlF, houve induc&o de producéo de citocinas tanto do
tipo Thl como Th2, indicando que existe um padrdo misto de resposta com tendéncia
para Th2. Na literatura sdo encontrados tanto trabalhos que relacionam a protecéo
contra a LV a uma resposta Thl quanto trabalhos que relacionam essa protecdo com o
perfil misto Th1/Th2. Um estudo que comparou o perfil de citocinas e NO produzida
por duas vacinas utilizadas contra a LVC, Leishfiunéeishvacifi, em experimentos
de imunizacdo de caes, identificou dois perfis distintos produzidos por cada vacina. A
Leishumé& induziu aumento dos niveis de IFN> NO, representando um perfil Thl,
enquanto a Leishvadininduziu um padréo misto (Th1/Th2), com producéo de yFN-
IL-4. Porém, ambos imunobioldgicos foram capazes de ativar fagocitos e células T
CD8" que séo importantes na eliminacdo de parasitos intracelularesLeishmania
(ARAUJOetal., 2009).

Analisando todos os dados obtidos nesse trabalho, concluimos que foram obtidos
duas vias imunolégicas distintas induzidas pela imunizacdo com &cPisdlada
(Thl), e a PLHc associada com o adjuvante incompleto de Freud (Th1/Th2). Porém,
varios trabalhos mostram que a protecéo contra LV pode ser obtida a partir de ambas as
respostas, conforme citado anteriormente, e nosso imundgeno foi capaz de induzir
ambos os perfis de respostas, dependendo da utilizacdo ou ndo do AIF. Isso nos leva a
crer que a PLHc pode, portanto, levar a protecdo contra a LV. Para isso se faz
necessario realizar experimentos de protecdo com o0s tratamentos utilizados nesse
trabalho, ou, até mesmo utilizar outros adjuvantes, como a saponina ou o MPL, visando
avaliar se, com o perfil de citocinas produzidas nesse teste de imunogenicidade, a
vacina produzida com Pl sera capaz de proteger camundongos contra o desafio por
L. chagasi
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7. Conclusoes

v' Houve aumento da proliferacdo celular de células do baco de camundongos
BALB/c imunizados com PLHc associada ou ndo com AIF apos estimnlo
vitro com PLH.c e Ad.c, 0 quedemonstra o potencial mitogénico especifico

dessa proteina;

v" No grupo de animais que receberam somente a_BLfdi observado aumento
na producéao de IFN; NO elL-10 por esplendcitos estimuladwsvitro com
AgLc ou PLH_c e diminuicao da relagéo IgG1/lgG2a quando comparados com
os resultados do grupo controle. Portanto, a imunizagdo somente com a proteina

foi capaz de direcionar para uma resposta Thil;

v" No grupo de animais que receberam BtH AIF, foi observado aumento na
producédo de IFN; IL-4, IL-10 e NO por esplendcitos estimuladovitro com
AgLc ou PLH.c em relacdo ao grupo controle. Além disso, a relacao
IgG1/IgG2a foi maior se comparada com a do grupolRl_d que mostra que a
associacdo do AIF com a PLE direciona a resposta para um padrao misto
Th1/Th2;

v' Os dois perfis de resposta obtidos: Thl (grupo imunizado comL&Léd
Th1/Th2 (grupo imunizado com PlUd associado ao AIF), nos indicam que
ambas as formulacfes podem levar a protecdo contra a LV, de acordo com dados

da literatura.



45

8. Perspectivas de estudo

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram a obtencdo de duas vias de
resposta imunoldgica distintas induzidas pela imunizacdo com addkblada (Thl),
ou associada com AlF (Th1/Th2). Porém, como varios trabalhos na literatura mostram,
no caso da LV uma protecdo pode ser obtida por ambas as respa@gta nos mostra
gue o0 nosso imunoégeno foi capaz de induzir duas respostas que podem levar a protecéo
contra a LV. Buscando ampliar o entendimento dessas duas respostas imunes obtidas

pela PLH.c, esse trabalho permite propor as seguintes perspectivas:

e Estudar a eficacia vacinal da PL¢] avaliando o parasitismo no baco e no
figado, bem como o padrdo de citocinas, NO e isotipos de anticorpos

lgG1/IgG2a apos a infeccdo de camundongos BALB/clcathagasi

e Avaliar a linfoproliferacdo e o fenétipo de esplendcitos de camundongos
BALB/c por citometria de fluxo ap6s o desafio cdm chagasipara

verificar uma possivel resposta de memaria duradoura;

e Avaliar imunogenicidade e protecéo conferidas pelalRith presenca de
outros adjuvantes como a saponina ou o MPL, e por outras vias de
imunizacdo por meio da dosagem de citocinas, NO, IgG1l/igG2a e

linfoproliferagéo.
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