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“O que faz andar a estrada? E o sonho. Enquanto a gente
sonhar a estrada permanecera viva. E para isso que se

os caminhos, para nos fazerem parentes do futu
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Resumo

EMERICK, Sabrina de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2016. Avaliacdo da protecdo conferida a camundongos BALB/c contra
Leishmania infantum chagasapés imunizacdo com proteina ligante de heparina

do parasito (PLHLc). Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva.
Coorientador: Leandro Licursi de Oliveira.

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca causada por protozoarios parasitas
intracelulares da espédieishmania infantum chagasas Américas. Esses parasitos
possuem forte tropismo por 6rgaos viscerais, especialmente baco, figado e medula
O0ssea, onde se proliferam e provocam lesdes podendo ser letal caso ndo sejam
tratadas. O parasito possui moléculas consideradas fatores de viruléncia que vem
sendo intensamente investigadas. Entre elas destacamos as proteinas ligante de
heparina (PLH), glicoproteinas relacionadas em diversos trabalhos na literatura com
0 processo de adesao e internalizacdo do parasito a célula hospedeira. Nesse trabalho
utilizamos a PLH dé.. infantum chagasjPLHLc) em experimentos de imunizacao

de camundongos BALB/c para avaliar a protecdo conferida a esses animais apés
desafio com as formas promastigotas do parasito. Foram avaliadas a carga de
parasitos no baco e no figado, producdo de citocinasyIFN¥F, IL-2, IL-17, IL-6,

IL-10 e IL-4) e de 6xido nitrico (NO) apds imunizacdo com BEdlk$olada ou
associada ao Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) e Adjuvante Saponina (SAP),
qguatro semana apés o desafio. Os camundongos foram imunizados por via
intraperitoneal ou subcutanea, sendo submetidos a duas doses de reforgo utilizando o
mesmo protocolo da primeira imunizagdo. Quinze dias apos a ultima dose os
camundongos foram infectados com 1 X fpfomastigotas dé. infantum chagasi

em fase final logaritmica de crescimento. Quatro semanas apos a infeccdo os animais
foram eutanasiados e o baco e o figado foram coletados para ensaio da quantificacédo
da carga parasitaria e avaliacdo da producédo de citocinas e NO por citometria de
fluxo e pelo método de Griess, respectivamente. Nossos resultados mostraram que o
grupo imunizado apenas com FlLd¢indo apresentou reducdo da carga parasitaria e

0s esplendcitos estimuladimsvitro com antigeno particulado deinfantum chagasi

(AgLc) produziram citocinas IL-6 e IL-17, ambas de padrao de resposta imune Th17

e a citocina IL-10. O grupo imunizado com Rld+ AIF apresentou reducéo da
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carga de parasitos apenas no baco e produziram citocinaselEN2 (Thl), IL-6e

IL-17 (Th17) éL-10. O grupo imunizado com Plld + SAP apresentou reducédo da
carga parasitaria no baco e no figado. Os esplendcitos desse grupo estimulados
vitro com Ad-c produziram maiores médias de citocinas de padrdo de resposta
imune Thle Thl7 e a citocina reguladord-10 comparado com 0s grupos
anteriores. Em relacdo a producdo de NO por esplendcitos estimimadios com

AgLc niveis basais foram detectados pelo método de Griess em todos 0S grupos
avaliados. Os resultados alcancados nos mostra que lacRkkbciada ao adjuvante
Saponina representa uma forte candidata a vacina contra LV e nos direciona para
uma nova etapa de investigagao, a protecéo conferida pelaiPétdbmbinante.
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Abstract

EMERICK, Sabrina de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2016. Evaluation of protection given to BALB/c mice againstLeihmania
infantum chagasi after immunization with heparin-binding protein of the
parasite (HBPLc). Adviser: Eduardo de Almeida Marques da Silva. Co-adviser:
Leandro Licursi de Oliveira.

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease caused by the protozoan intracellular
parasited_eishmania infantum chagaspecie in the Americas. These parasites exhibit

a strong tendency to invade visceral organs, especially the spleen, liver and bone
marrow, where they proliferate and cause injuries and can be lethal if not treated.
The parasite exhibit molecules considered as virulence factors that have been
intensively searched. Among then we highlight the heparin-binding proteins (HBP),
glycoproteins related in several studies in the literature with the process of adhesion
and internalization of the parasite to the host cell. In this work, welusathntum
chagasiHBP (HBH.c) in immunization experiments using BALB/c mice to evaluate
the protection given to the animals after challenge with promastigote forms of the
parasite. Were evaluate the parasite load in the spleen and liver, cytokine production
(IFN-y, TNF, IL-2, IL-17, IL-6, IL-10 e IL-4) and nitric oxide (NO) after
immunization with isolated HBE or associated with Incomplete Freund’s Adjvant

(IFA) and Saponin Adjuvant (SAP), four weeks after challenge. The mice were
immunized by intraperitoneal or subcutaneous route and submitted two times to
booster doses using the same protocol of the first immunization. Fifteen days after
the last dose the mice were infected with 1 %L10nfantum chagaspromastigotes

end logarithmic phase of growth. Four weeks after infection the animals were
euthanized and spleen and liver were collected for assay quantification of the parasite
load and evaluation of the cytokine and NO production by flow cytometry and by
Griess method, respectively. Our results showed that the group immunized with only
HBPLc showed no reduction in parasite load and spleen cells stimulatécb with

crude extract ok. infantum chagaqiAgLc) produced cytokines IL-6 antd-17, both
standard immune response Th17 and IL-10 cytokine. The group immunized with
HBPLc + IFA decreased the parasite load only in the spleen and produced cytokines
IFN-y and IL-2 (Thl), IL-6 and IL-17 (Thl17) andL-10 cytokine. The group
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immunized with HBRc + SAP decreased the parasite load in the spleen and liver.
The spleen cells this groump vitro stimulated withAgLc generated pattern cytokines

of Thl and Th17 and regulatory cytokine IL-10 compared to previous groups. About
NO production by spleen cells stimulatedvitro with AgLc baseline levels were
detected by Griess method in all groups evaluated. The results achieved shows that
the HBR.c associated with Saponin adjuvant is a strong candidate against VL
vaccine and directs us to a new stage of research, the protection given by

recombinant HBEc.



1. Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Salgleishmanioses estao inseridas
na categoria de Doencas Tropicais Negligenciadas e tém como agentes infecciosos
espécies de protozoarios do géneeshmaniaum parasito intracelular obrigatorio que
infecta humanos e outras espécies de mamiferos (WHO, 2010). Os parasitos séo
transmitidos pela picada de fémeas de insetos flebotomineos que, ao realizarem o
repasto sanguineo, introduzem o parasito em hospedeiros mamiferos como o cdo e o
homem (AKHOUNDI et al., 2016b)As doencas decorrentes da infeccdo apresentam
formas clinicas bem distintas, que variam de lesdes cutaneas a acometimento visceral, o
gue depende da espécie do parasito. A Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais
severa da doenca, decorrente de lesdes viscerais graves no figado, baco e medula 6ssea

gue pode evoluir para 6ébito caso néo seja tratada (KEVRIC et al., 2015).

A LV tem como agentes etiolégicos as espétiedonovanie L. infantum
no Velho Mundo eL. infantum chagasno Novo Mundo (BIFELD; CLOS, 2015)
Segundo estimativas, aproximadamente 300.000 casos de LV ocorrem anualmente em
todo o mundo, sendo que destes, mais de 20.000 sé&o fatais. Em escala mundial, o Brasil
€ um dos 6 paises com mais casos de LV e 0 pais com maior indice da doenca na
América Latina (WHO, 2016; LARA-SILVA et al., 2015). InUmeras pesquisas
realizadas ao longo dos anos nos tém fornecido muitas informagdes sobre a biologia de
Leishmania,porém ainda nao existem medicamentos que sejam altamente eficazes e
seguros no tratamento da leishmaniose ou vacinas licenciadas para uso em humanos. O
tratamento tem sido limitado a utilizacdo de quimioterapicos, no entanto, os farmacos
de primeira linha utilizados, aléem de provocar sérios efeitos colaterais, tém aumentado a
resisténcia dos parasitos. A vacina representa uma promissora e importante estratégia
profilatica que, além de fornecer uma protecdo em longo prazo, pode também reduzir a
transmissdo da doenca (BIFELD; CLOS, 2015; NO, 2@MBTHIE et al., 2016;
GILLESPIE et al., 2016).

Diversas moléculas importantes para a viruléncidelshmaniatém sido
investigadas como imundgenos para a formulacdo de vacinas (BHOWMICK et al.,
2008; SINHA et al., 2011; DE MENDONCA et al., 2015; MORENO et al., 2012) e as



proteinasligantes de heparina podem ser candidatas promissoras, uma vez que essas
moléculas participam de processos de adesao e internalizacdo do mamasitiolas
hospedeiras (AZEVEDO-PEREIRA et al., 2007; DE CASTRO CORTES et al., 2012b;
MARTINS et al., 2015). Experimentos realizados em nosso laboratorio resultaram na
purificacdo e caracterizacdo de proteina ligante de heparina de formas promastigotas de
L. infantum chagas(PLHLc) (MARTINS et al., 2015) e esta proteina, em sua forma
nativa, se mostrou imunogénica e indutora de resposta mista Th1/Th2 em imunizacéo de
camundongos BALB/c com Pl associada ao Adjuvante Incompleto de Freund
(dados nado publicados). Os resultados alcancados nos &eirarestigar o potencial
protetor da PLHc em experimentos de imunizagao coritrainfantum chagasem
hospedeiros mamiferos e, ainda, avaliar essa formulacdo vacinal como candidata ao
controle da forma visceral da leishmaniose em mamiferos, sejam eles humanos ou

outros animais como o cao, importante reservatorio da doenga nos ambientes urbanos.



2. Revisao de Literatura

2.1 Leishmanioses: agentes etiol6gicos e taxonomia

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas negligenciadas cujos
agentes infecciosos pertencem ao reino Protista, classe Kinetoplastida, ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e géheishmania As espécies desse
género apresentam ciclo de vida digenético, alterando entre duas formas evolutivas
principais: as formas promastigotas alongadas, moveis e flageladas, presentes no tubo
digestivo de insetos flebotomineos e as formas amastigotas iméveis, com morfologia
arredondada que parasitam células do Sistema Fagocitario Mononuclear de mamiferos
(UL BARI; RAHMAN, 2008; AKHOUNDI et al., 2016). As formas promastigotas ou
flagelaes medem de 105 pum de comprimento e possuem um unico e longo flagelo
anterior, que além de fornecer motilidade, permite a fixacdo no intestino do inseto
flebotomineo. Essa forma do parasito € responsavel pela infeccdo dos insetos vetores e
dos hospedeiros vertebrados, sendo encontradas no intestino de insetos flebotomineos e
em meios de culturas formando aglomerados ou rosetBgjura 1B. As formas
amastigotas sdo ovais ou redondas e medem cerca dem2480ssuem um nucleo
centralizado anterior ao cinetoplagtanitocondria Unica rica em DNA mitocondrial
(kDNA). Ambas as organelas podem ser facilmente visualizadas na microscopia éptica
por coloragcdo de rotina hematoxilina-eosina. As formas amastigotas apresentam um
curto flagelo sem motilidade aparente, smgue possivelmente desempenha um
importante papel na organizacdo e/ou na percepg¢éo celular. Essa forma do parasito é
responsavel pela propagacdo e manutencdo da patologia no hospedeiro mamifero -
Figura 1A (UL BARI; RAHMAN, 2008; GLUENZ et al., 2010; FREITAS et al., 2012).

Cerca de 53 espécies Heishmaniga foram descritas. Destas, 31 espécies
sdo conhecidas por parasitarem mamiferos e 20 espécies sao patdgenas para o homem.
As espécies deeishmaniaque infectam mamiferos apresentam distribuicdo mundial.
Elas estdo presentes em areas tropicais e subtropicais incluindo as Américas, bacia do
Mediterraneo, Sudeste da Europa, Oriente Médio, Sudeste da Asia, subcontinente
indiano, Africa e Australia (AKHOUNDI et al., 2016a).



Figura 1: Morfologia de Leishmania sp. Figura esquematica mostrando a fori
amastigota (A), a forma promastigota (B) e suas organelas: niucleo (Nypkstd (K),
mitocondria (M), flagelo (F), reticulo endoplasmatico (RE), membrana (mt). Disgbo
em: Rev, L. Bases da Parasitolodia. 22 edicdo. Rio de Janeiro, Guanabara-Kooaan, :

Em 1908 surgiram as primeiras propostas de classificacdo do protozoario
Leishmania Sugerida por Nicolle, a primeira classificacdo baseava na separatao de
infantum, agente etiologico da leishmaniose visceral no Mediterrankeod®novani,
agente causador do calazar indiano. Desde entdo, varias outras tentativas de
classificagdo do protozoéario foram propostas. Um marco para a classificagdo de
Leishmaniafoi o sistema apresentado por Lainson e Shaw em 1987. Eles classificaram
esses protozoarios que infectam o homem em complexos agrupados em dois
subgénerosViannia e Leishmania Esses subgéneros agrupam os parasitos de acordo
com as suas caracteristicas bioldgicas, tamanho, local de colonizagdo no intestino do
inseto vetor, distribuicdo geografica e caracteristicas diferenciais como sorotipagem e
perfil enzimatico (AKHOUNDI et al., 2016; LAINSON; SHAW, 1987).



O subgéneroViannia inclui os parasitos que pertencem ao complexo
“Leishmania braziliensise agrupam espécies coreishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) panamensiggishmania (Viannia) peruvian@ Leishmania
(Viannia) guyanensig€sses 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,
1987).

Os protozoarios que pertencem ao subgébeishmaniaestao classificados
em dois complexos denominad6bkeishmania mexicana” € “Leishmania donovani”.
Os protozoarios de ambos os complexos se desenvolvem no intestino anterior e médio
do inseto vetor, mas se diferenciam em relacdo ao tamanho da forma intracelular do
parasito e em relacdo as lesdes provocadas em seus hospedeiros vertebrados. Os
parasitos que pertencem ao complelxeishmania mexicanaapresentam formas
amastigotas pequenas, e as lesbes causadas no homem por esses protozoarios se
restringem a pele, sendo consideradas benignas. Pertencem a esse complexo as
seguintes espécied:eishmania (Leishmania) mexicgnaeishmania (Leishmania)
amazonenses, Leishmania (Leishmania) venezuelengisishmania (Leishmania)
pifanoi. No complexoLeishmania donovanéstdo presentes as espécies responsaveis
pela forma mais grave e letal da leishmaniose, a LV, uma vez que possuem um forte
tropismo a invadir e disseminar nas visceras. Pertencem a esse complexo as seguintes
espécies:Leishmania (Leishmania) donovarlieishmania (Leishmania) infantum
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
(LAINSON; SHAW, 1988; CUPOLILLO et al., 1994

Um dilema taxonémico em relacdo ao nome usado para se referir ao
parasito causador da LV humana e canina nas Américas tem provocado um impasse ha
alguns anos. Podemos citar como exemplo algumas diferentes nomenclaturas
encontradas em publica¢cdes nos ultimos dois amishmania infantuniCOSTA et al.,

2014), Leishmania chagagiMARTINS et al., 2015)Leishmania (infantum) chagasi
(LEAL et al., 2015), Leishmania infantum (syn. L. chagasi (NOLI;
SARIDOMICHELAKIS, 2014)e Leishmania infantum chaga@fORRES et al., 2015).

Em uma recente revisdo sobre o histérico de classificacdo, evolucdo e dispersdo do

parasitoLeishmaniae seus vetored,eishmania chagasaparece como sinénimo de



Leishmania infatumAKHOUNDI et al., 2016a). Em 2006, Dantas-Torres publicou
uma interessante nota sugerindo um reestabelecimento dos critérios usados para a
classificacdo desse agente etiolégico com base nos critérios tradicionais propostos por
Lainson e Shaw em 1987 e dados moleculares recentes. Uma questédo levantada foi o
“status” de espécie ou subespécie de um dado parasito. Para isso recorreu a definicdo de
subespécie proposta por Lainson e Shaw no primeiro capitulo do livro “As
Leishmanioses na Biologia Eledicina” de 1987. Neste livro, o termo subespécie
aparecedefinido como “populacdes locais, geograficamente isoladas que apresentam

algumas (geralmente pequenas) diferencas taxondmicas de outras populacdes
geograficamente separadas da mesma espécie”. Sendo assim, segundo o autor, tosea-
aceitavel a classificacdo do agente etiolégico da LV nas Américas lceisttmania

infatum chagasi(DANTAS-TORRES, 2006). Interessado na discussdo iniciada por
Dantas-Torres, Shaw também publicou uma nota, no mesmo ano, onde se mostrou
concordar com a nomenclatura sugerida, mas levantou uma segunda questdo: o nome
chagasipode ser usado como sindnimoigiantun? Levar isso em conta significa dizer

gue os dois parasitos sao idénticos, mas evidéncias moleculares tém demonstrado
diferencas entre os dois. Como ainda existem muitas questbes em relacdo a origem,
identidade e epidemiologia do agente etiolégico da LV, segundo o autor, torna-se mais
prudente continuar utilizando a nomenclatura sugerida por Dantas-Torres (SHAW,
2006). Em discussbes realizadas pelo nosso grupo de pesquisa também optamos por
fazer uso da nomenclatutaeishmania infantum chagagiara nos referir ao agente

infecioso da LV nas Américas.

2.2 Transmisséo e ciclo biolégico deeishmania infantum chagasi

Leishmaniose é uma doenca vetorial e a transmissdo do protozoario
Leishmaniaao hospedeiro vertebrado ocorre pela picada de fémeas hematodfagas de
insetos flebotomineos (Ordem: Diptera; Familia: Psychodidae; Subfamilia:
Phlebotominae) do génerehebotomusno Velho Mundo, elLutzomyia no Novo
Mundo. As espécies do géndrotzomyiasao encontradas apenas na regiao tropical do
Novo Mundo, especialmente nas areas florestais da América Centulal Sul
(AKHOUNDI et al., 2016b; DOSTALOVA; VOLF, 2012). Estes insetos sdo pequenos,



medindo cerca de 1,5 a 3 mm de comprimento. O corpo é revestido de pelos e possuem
coloracdo castanho claro ou cor de palha, sendo popularmente conhecidos no Brasil
como mosquito-palha ou birigui (MINISTERIO DA SAUDE BRASILIA, 2006).
espécid_u. longipalpisé o principal vetor no Novo Mundo, mas a transmissao também
pode ocorrer poku. cruzie Lu. evans{BELO et al., 2013; VIANNA et al., 2016).nk

um recente estudo realizado em Fortaleza, capital do Cear4, foi identificadaonei
naturalmente infectada com infantum chagascom confirmacéo a nivel molecular da

acdo potencial dessa espécie como vetor (RODRIGUES et al., 2Q18s)s casos

menos frequentes e comuns de transmissdo de leishmaniose ja foram registrados, como
a transmissdo congénita, por transfusdo de sangue e por agulhas contaminadas

compartilhadas por usuarios de droga (BELO et al., 2013).

Leishmaniasp. apresenta um ciclo biolégico heteroxénico, alterando-se
entre o hospedeiro invertebrado, que atua como vetor da leishmaniose, e o hospedeiro
vertebrado, que atua como reservatorio do paraitau. longipalpisera inicialmente
uma espécie unicamente silvestre e as fémeas realizavam a hematofagia em animais
como raposas, gambas e roedores, ficando o parasito restrito ao ciclo silvestre. No
entanto, transformacdes ambientais decorradedesmatamento,adragmentacédo de
habitat e da crescente expansdo das areas urbanas aproximaram o vetor de outros
mamiferos, principalmente o cdo e o0 homem. O cdo passou a desempenhar um papel
fundamental como reservatério do parasito e como principal fonte de infeccdo do inseto
vetor devido a elevada carga parasitaria na pele, favorecendo o ciclo @wbano
periurbano da leishmaniose (LAINSON; RANGEL, 2005; MINISTERIO DA SAUDE
BRASILIA, 2006). Em um estudo realizado em dois distritos de Belo Horizonte, locais
com alta prevaléncia de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), 5.194 insetos
plebotomineos foram capturados e destes, 96,5% lanamongipalpis,confirmando a

plena adaptacdo dessa espécie aos ambientes urbanos (LARA-SILVA et al., 2015).

O ciclo deL. infantum chagasé relativamente simples, porém envolve um
complexo desenvolvimento do parasito no inseto vetor. Ao realizar o repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado infectado, as fémeas de flebotomineos ingerem,
juntamente com o sangue, formas amastigotas do parasito, podendo estas estar livres ou
dentro de fagocitos. Alteracdes das condigbes do ambiente como, diminuicdo da
temperatura e aumento do pH, que se estendem do hospedeiro mamifero ao intestino

meédio do flebotomineo, promovem transformacfes morfolégicas e o desenvolvimento



do parasito. No trato intestinal do vetor, as amastigotas se transformam em
promastigotas prociclicas, formas que apresentam um pequeno flagelo na extremidade
anterior e pouca motilidade, dando ini@o ciclo proliferativo do parasite Figura

2(1). Apos 48 a 72 horas, a taxa de replicacdo diminui e tem inicio o processo de
metaciclogénese, no qual o parasito sofre uma seérie de transformacdes morfologicas e
bioquimicas e adquire um perfil infectante, dando origem as chamadas formas
promastigotas metaciclicagrigura 2(2). Neste estagio, o parasito, que ja apresenta um
longo flagelo anterior, obstrui a valvula estomadeal, o que facilita o refluxo do mesmo
ao hospedeiro vertebrado susceptivel durante o proximo repasto sanguineo do vetor. No
hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas séo regurgitadas durante a
picada de fémeas de insetos flebotomineos infectados e introduzidas na epiderme do
hospedeiro juntamente com a salivaFigura 2(3). Na epiderme, essas formas sao
fagocitadas por células do Sistema Fagocitario Mononuclear. No interior de
macréfagos, induzidos pela temperatura elevada de mamiferos e pelo baixo pH do
vacuolo parasitéforo, os parasitos se transformam em formas amastigotas e se
multiplicam intensamente- Figura 2(4). Os macrofagos, apesar de serem células
fagocitarias especializadas em combater agentes infecciosos, ndo conseguenaimpedir
replicacdo do parasito em seu interior e sofrem lise, liberando formas amastigotas na
circulacdo sanguinea Figura 2(5). Uma vez livres, as formas amastigotas podem
infectar novas células fagocitarias, num continuo processo, propagando a infeccdo para
outros tecidos ricos em células do Sistema Fagocitario Mononuclear como baco, figado,
medula 6ssea e 6rgédos linfoides - Figura 2(6) (NIETO et al., 2011; FREITAS et al.,
2012; DOSTALOVA; VOLF, 2012).
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Figura 2: Ciclo biol6gico delL. infantum chagasi (1) Durante o respasto sanguineo em
hospedeiro vertebrado infectado, as fémeas de flebotominios ingerem amastigetabdin
como amastigotas intracelulares. No trato intestinal do vetor, as amastigcaasfeertram em
promastigotas prociclicas. (2) As promastigotas prociclicas multiplicamranséormam em
promastigotas metaciclicas, forma infectante, que rompe a valvula estomadeal de o
regurgitadas. (3) As promastigotas metaciclicakalshmaniasdo transmitidas ao hospedei
vertebrado susceptivel (Ex: cdo e homem) durante o préximo repasto sanguineo.
promastigotas sdo fagocitadas por células do Sistema Fagocitario Mononucleaerido
dessas células, as promastigotas se transformam nas formas amastigotaslaresaeelse
multiplicam intensamente. (5) As células infectadas sofrem lise, liberandad amastigota:
na circulagdo sanguinea. (6) As amastigotas livres podem infectar novasfaghdégrias do
sangue, baco, figado, medula éssea e érgaos linfoides, propagando a infeccdo e rey
ciclo. Adaptado de: NIETO, A. et al. Mechanisms of resistance and susceptibility
experimental visceral leishmaniosis: BALB/c mouse versus syrian hamster modginafgt
Research, v. 42, n. 1, p. 39, 2011.

Adeséao e fagocitose
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2.3 Manifestacgdes clinicas

As leishmanioses apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas
gue variam de pequenas lesdes cutaneas a acometimento de orgaosadiefoonas
assintomaticas da doenca a casos letais. Os fatores que determinam as diferentes formas
clinicas incluem a espécie do agente infecioso, a susceptibilidade genética do
hospedeiro, idade estado nutricional e imunolégicéd patologia pode se manifestar
como Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD), Leishmaniose
Mucocutanea (LMC), Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Dérmica Poés-
Kalazar (LDPK) (WHO, 2010; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; KEVRIC et al., 2015).

A LC é a forma menos grave da doenca caracterizada por uma ou mais
lesGes ulcerativas ou nodulares que, geralmente, se originam no local de inoculacdo do
parasito pelo inseto vetor, ocorrendo, especialmente, nas superficies corporais mais
expostas ao inseto - Figura 3A. As lesGes podem se desenvolver semanas, meses ou até
mesmo anos apos a infeccdo. Diversas espécieéeidemaniasdo responsaveis por
essa forma da doenca. Sao eladropicae L. majorno Velho Mundo &.. braziliensis
L. amazonenses, L. mexicana, L. panamensisperuvianae L. guyanensisnas
Américas do Sul e Central. Algumas les6es podem curar espontaneamente dentro de
semanas ou meses, como nos casos de lesdes provocatasnpgicanagque podem
apresentar cura espontanea dentro de 3 a 4 semanas e de lesbes provocadas pelas
espécied.. braziliensis, L. panamensik. peruvianae L. guyanensigjue podem ser
resolvidas apds 6 meses sem nenhum tratamento (WHO, 2010; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014).

Na LCD, lesbes nodulares de tamanhos variados surgem nas regides da face,
orelhas, cotovelos, joelhos e podem, eventualmente, se alastrar pela superficie corporal.
Em alguns casos, as erupcdes cutaneas apresentam uma aparéncia verrucosa e
xantomaosa- Figura 3B. Geralmente ndo ha cura esponténea das lesfes. Essa patologia
tem sido associada apenas as espdciemmazoneni®e L. mexicana(WHO, 2010;
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; HANDLER et al., 2015).

A LMC é causada pelas espéciks brazilensise L.panamensise é
decorrente da metastase do parasito via linfatica ou hematogénica para os tecidos da

mucosa orak do trato respiratorio superior. Pode se manifestar meses ou anos apos a
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resolucdo de lesdes cutdneas primarias. As lesdes nasais sdo as mais frequentes, com a
formacao de nédulos e infiltracdo no septo cartilaginoso superior, levando a obstrucéo
da narina - Figura 3C. Na fase final da doenca, podem ocorrer mutilagcbes graves com
obstrucdo e destruicdo das narinas, faringe e laringe e o paciente pode desenvolver
quadros de infeccdo secundaria e desnutricdo. A maioria dos casos de LMC séo
relatados no Brasil, Bolivia e Peru e com menor frequéncia na Venezuela, Equador,
Colémbia e Paraguai (WHO, 2010; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A LV, também conhecida como calazar (Kala-azég,forma mais grave
dentre as formas clinicas das leishmanioses, podendo ser fatal, caso ndo seja tratada.
Tem como agentes etiol6gicos os parasitos do compledonovani,que incluemL.
donovanie L. infantum chagasiCasos menos comuns causadoslpdropica foram
reportados no Oriente Médio. A patologia € caracterizada pelo acometimento visceral
como resultado da proliferacdo do parasito em células fagocitarias do baco, figado,
medula 6ssea e 6rgéos linfoides. O periodo de incubacdo pode variar de 10 dias a mais
de um ano. Os sintomas e sinais clinicos mais comuns incluem febre, ndusea, calafrios,
perda de peso, anorexia, dores abdominais, epistaxe, esplenomegalia com ou sem
hepatomegalia, pancitopenia e imunossupressado - Figura 3D. Muitas infeccbes séo
assintomaticas, no entanto, as condi¢cées nutricionais e imunologicas do hospedeiro
podem contribuir com a progresséo e gravidade da patologia (WHO, 2010; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014 KEVRIC et al., 2015). Os individuos portadores do virus HIV
apresentam grandes riscos de desenvolver complicacdes relacionadas com leishmaniose,
podendo partir de uma infeccdo sintomatica inicial ou reativacdo da infeccdo por
Leishmania.Por outro lado, diante de um quadroldé é observado um aumento na
taxa de replicacdo do virus HIV. O efeito sinérgico negativo de ambas as infeccdes
sobre a resposta celular do individuo ocorre devido a similaridades entre as células
imunes alvos, resultando em uma crénica estimulacdo do sistema imunolégico (PRESS,
2016).

Uma doenca cutanea pode se manifestar em pacientes que receberam
tratamento para LV e que permaneceram assintomaticos por meses e anos, a chamada
Leishmaniose Dérmica Pds-Kalazar (LDPK). Nesses individuos ocorre uma progressiva
e fulminante proliferacdo de parasitos remanescentes na pele, levando ao surgimento de
maculas difusas despigmentadas e de lesdes maculo-papularodulares em todas as

partes do corpo. A patogénese da LDPK, que ainda é pouco compreendida, parece estar
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relacionada a uma intensa producéo de yRMlo sistema imunologico do hospedeiro
em resposta aos parasitos dérmicos remanescentes. Em bidpsias de lesbes séo
encontrados macrofagos infectados por amastigotas com o0 mesmo genétipo do parasito

que levou a LV. A LDPK ocorre principalmente na india e Suddo em pacientes

infectados porL. donovani.No Novo Mundo, essa forma clinica da leishmaniése
extremamente rara (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; KEVRIC et al., 2015;
HANDLER et al., 2015).

Figura 3: ManifestagBes clinicas das leishmaniose¢A) LC caracterizada por lesé
ulcerativa no local de inoculacdo do parasito pelo inseto vetor. (B) LCD catadtefnr
lesbes de tamanhos variados com aparéncia verrucosa e xantomatosa na superficie
(C) LMC decorrente da metéstaselddraziliensispara os tecidos das mucosas nasal e «
(D) LV com visivel hematomegalia e esplenomega@aptado de BIFELD, E.; CLOS, J.
The genetics of Leishmania virulenddedical Microbiology and Immunology, v. 204, n.
6. p. 619634, 2015.

Como se pode observar, a leishmaniose apregédetentes manifestacoes
clinicas e um dos fatores que levam a essas diferengcas € a espécie do parasito, como
mencionado anteriormente. O parasito apresenta fatores de viruléncia que compreendem
um conjunto de recursos que potencializam sua capacidade em causar doenca no
hospedeiro, porém ndo sao necessarios para sua viabilidade porLsisbtania
apresenta fatores de viruléncia que podem afetar a invasdo da célula hospedeira,
modulagdo da resposta imune, a tolerdncia ao estresse oxidativo e ao estresse de
temperatura. Os fatores de viruléncia, portanto, sédo diferentes entre as espécies do
parasito. Um exemplo é a correlacao da viruléncia com a tolerancia ao estresse de

temperatura observado em diferentes espécidesidamania Espécies cutanotropisa
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s80 menos resistentes a altas temperaturas do que espécies vicerotropicas, caracteristica
esta que se apresenta em consondawiaas temperaturas limites de seus 6rgaos alvos
(BIFELD; CLOS, 2015).

2.4 Epidemiologia da LV

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Sa@dS, anualmente
ocorrem aproximadamente 300.000 casos de LV, e destes, mais de 20.000 sdo fatais
(WHO, 2016). A LV esta presente em quatro dos cinco continentes e € endémica em 98
paises (WHO, 2010). Em 2082DMS iniciou um levantamento epidemiolégico em 102
paises, regides ou territérios em todo o mundo, e estimou que 90% dos casos globais de
LV ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Eti6pia, india, Suddo e Sud&o do Sul,
onde 556 milhdes de pessoas vivem em &reas de risco de contrair a doenca (WHO,
2016). Esses dados, porém, podem ndo retratar a real incidéncia e taxa de letalidade da
LV, uma vez que somente dois tercos dos paises endémicos atualmente relatam a
incidéncia dessa patologia e, adicionalmente, existem falhas no sistema de vigilancia
epidemiologica (ALVAR et al., 2012)A elevada incidéncia deV nos paises
endémicos dessa parasitose esta diretamente relacionada ao nivel socioeconémico da
populacao, falhas no acesso ao tratamento e medidas de prevencdo, migracao de areas
endémicas para areas ndo endémicas e as condicdes ambientais favoraveis para
proliferacéo do inseto vetor (READY, 2014).

Na América Latina o pais mais afetado pela LV é o Brasil, com
aproximadamente 97% dos casos humanos. Nas ultimas trés décadas, foram notificados
oficialmente mais de 70.000 casos e mais de 3.800 mortes por LV no Brasil (LARA-
SILVA et al., 2015). De 2010 a 2014, cerca de 17 mil novos casos de LV foram
relatados com mais de 1.100 mortes em um quarto dos municipios brasileiros. Mais de
70% dos casos ocorrem em 200 municipios sendo que um quarto deles possuem mais de
100.000 habitantes, incluindo Aracaju, (Sergipe), Araguaina (Tocantins), Bauru (Sao
Paulo), Belo Horizonte (Minas Gerais), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Fortaleza
(Ceara), Montes Claros, (Minas Gerais), Sao Luis, (Maranhdo) e Teresina (Piaui)
(WERNECK, 2016).
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No Brasil os primeiros casos de LV foram registrados na década de 30 nas
regides Norte e Nordeste, onde a doenga era considerada uma zoonose endémica com
carater eminentemente rural. Alteragcbes ambientais provocados pelo homem, como o
desmatamento, crescimento urbano desordenado e a concomitante presenca do inseto
vetor com animais domésticos, fizeram com que a LV se tornasse cada vez mais urbana
e um crescente problema de saude publica (CELIO; MARZOCHI, 2016; BARATA et
al., 2013). O fendmeno da urbanizacdo tem sido apontado como o responsavel pelo
surgimento de novos focos e ressurgimento de outros em cidades de pequeno e médio
porte (BARATA et al., 2013; PRADO et al., 2011).

Governador Valadares, situada na regido do Vale do Rio Doce em Minas
Gerais, apresenta casos registrados de LV na década de 60. Contudo, um programa de
controle da LV foi adotado e o municipio passou a ser considerado area endémica
controlada. No inicio da década de 90 o programa foi interrompido e no periodo de
2008 a 2011, 86 casos da doenca foram registrados com uma taxa de letalidade de
aproximadamente 16%. A alta densidade de espécies de flebotomineos nas éareas
peridomiciliares, sendo 90% de. longipalpise a elevada prevaléncia de LVC (4.992
cées soro positivos), foram apontadas como os principais fatores responsaveis pelo
ressurgimento da LV na regido (BARATA et al., 2013). Em Montes Claros, cidade de
médio porte situada na regido norte do estado de Minas Gerais, a alta prevaléncia de
cées infectados e alta densidade populacional do inseto vetor, mais as condi¢cdes
climaticas locais, fazem com que essa regido seja considerada uma éarea ativa de
transmissao de LV. No periodo entre 2@®009 foram registrados 95 casos humanos
da doenca, sendo 6 casos fatais (MICHALSKY et al., 2009; PRADO et al., 2011). Entre
os anos de 20062014 a incidéncia de LV na capital mineira Belo Horizonte aumentou
de 1,6 para 5,5 casos a cada 100.000 habitantes e os casos fatais variaram de 12,8 a
21,4%. No mesmo periodo, aumentou de 3,2 para 13,9% a soropositividade de caes
infectados porL. infantum chagasi.Os aumentos registrados coincidem com a
abundancia dau. longipalpisnos ambientes intra e peridomicilares (VIANNA et al.,
2016).

O Ministério da Saude publicou no ano de 2006 o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) com a finalidade de conter o avancgo,
morbidade e letalidade da doenca. As medidas incluem o diagnostico e tratamento

precoce dos casos humanos, reducao das populacdes de flebotomineos, eliminacédo dos
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reservatorios e atividades de educagdo em saude. No entanto, casos autéctones humanos
vém se expandindo em areas urbanas endémicas de LV. Em uma pesquisa realizada em
seis municipios endémicos da doenca (Bauru, Fortaleza, Belo Horizonte, Goiania,
Campinas e Campo Grande), foram tifecados diversos problemas relacionados ao
cumprimento do PVCLC, entre eles a descontinuidade dos programas de controle, seja
por falta de recursos financeiros, pelo pouco envolvimento dos gestores municipais ou
ainda pela recusa da populacdo que impede a entrada de técnicos nas residéncias para o
controle quimico dos vetores e para o controle do reservatério canino (MINISTERIO

DA SAUDE BRASILIA, 2006; ZUBEN et al., 2016).

2.5 Resposta imunolégica na LV

Nas leishmanioses, o0s agentes etioldgicos sdo protozoarios parasitas
intracelulares obrigatérios. O padrdo protetor contra a infec¢cdo por esses parasitos
requer a atuacdo da imunidade adaptativa celular do hospedeiro, na qual ocorre a
ativacao de linfécitos Thl, enquanto que o padrao de susceptibilidade a doenca envolve
a resposta imune humoral com a ativacao de linfocitos Th2. Na fase inicial da infec¢éo,
componentes da resposta imune inata exercem um papel essencial no controle da
entrada do parasito no hospedeiro, bem como da sua proliferacdo (MUTISO et al.,
2013; SATO et al., 2014).

Ao realizar o repasto sanguineo, as fémeas dos flebotomineos introduzem
saliva e as formas promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro. A inoculacdo do
parasito e substancias da saliva do inseto vetor, bem como o dano provocado pela
picada, induz uma resposta inflamatoria no local, via sistema imune inato, com o
recrutamento de neutrofilos, células dendriticas, macréfagos, plaguetas e componentes
do sistema do complemento (SATO et al., 2014). Este Ultimo € composto por varias
proteinas plasmaticas inativadas que, ao se ligarem na superficie do patégeno, séo
ativadas formando uma reacdo em cascata que resulta na quimiotaxia, opsonizacao,
fagocitose e lise celular do patdogeno com a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC). Os receptores semelhantes a Toll (TLRs) parecem ser importantes
na sensibilizacdo das células da defesa inata e no reconhecimento do parasito. Eles

reconhecem moléculas presentes na superficie do parasito, como por exemplo, a
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molécula de lipofosfoglicano - LPG, que atua como @adnolecular associado ao
patégeno (PAMP). O reconhecimento dessas moléculas desencadeia a ativacdo de uma
via de sinalizacdo intracelular importante para dar inicio a resposta inflamatoria e
controlar a proliferacédo do parasito (SATO et al., 2014; DE FREITAS et al., 2016).

A resposta imune inata além de prevenir o crescimento e propagacao do
parasito no inicio da infecgdo, também atua como fonte de citocinas juntamente com a
imunidade celular adquirida. Diferentes citocinas estdo envolvidas na protecao e
patogénese da LVBHATTACHARYA; ALI, 2013). A resolucdo da infeccdo esta
associada ao perfil de resposta Thl e Th1l7, enquanto a progressao e susceptibilidade a

doenca esta associado ao perfil de resposta Th2 (DE FREITAS et al., 2016)

Macroéfagos classicamente ativados produzem interleucina-12 (IL-12), que,
ao interagir com as células T imaturas (ThOefazom que essas se diferenciam em
células T CD4+ efetoras com padrdao Thl. A ativacdo das células Thl resulta na
producdo de interleucina-2 (IL-2), Interferon gama (PNknfotoxina alfa (LTa) e
Fator de Necrose Tumoral (TNF). Essas citocinas proinflamatérias, juntamente com o
TNF também produzido pelos proprios macréfagos infectados, ativa as vias
microbicinas nos vacuolos parasitéforos do macréfago. Os mecanismos microbicidas
incluem a producédo de o6xido nitrico (NO) pela acdo da enzima NO sintetase induzivel
(INOS) sobre o substrato L-arginina. A atividade leishmanicida de NO contribui com o
controle da proliferacdo das formas amastigotas internalizadas nos macréfagos e,
consequentemente, com a resolucdo da infeccdo (GRADONI; ASCENZI,; 2004
FALEIRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016b).

Durante a infecdo no bago, células dendriticas (DCs) secretam citocinas
como a interleucina-6 (IL-6) e interleucina-23 (IL-23) que promovem a diferenciacdo de
células ThO em células T CD4+ efetoras com padrdo Thl7. Estas células produzem
interleucina-17 (IL-17), que contribui com a migracgdo, recrutamento e ativacdo de
neutroéfilos para o local da infeccdo (RODRIGUES et al., 20B6fATTACHARYA;

ALl, 2013).

A interleucina-4 (IL-4) é a principal citocina do subgrupo Th2, sendo
responsavel pela diferenciacdo e ativacdo dos linfocitos ThO em linfocitos Th2 e,
consequentemente, ao direcionamento da resposta imune para uma respostaAumoral.

IL-4 foi considerada inicialmente como um marcador ativo da LV
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(BHATTACHARYA; ALI, 2013; FALEIRO et al., 2014) Hoje parece estar bem
estabelecido que a interleucina-10 (IL-10), importante citocina reguladora, exerce um
papel fundamental na supressao imune, na persisténcia do parasito e cronificacdo da
doenca. Durante a LV, a IL-10 pode ser produzida por varios tipos celulares incluindo
células T CD4+ e CD8+, macrofagos, célulagural Killer (NK) e DCs. Esta citocina
desativa as vias microbicidas dos macréfagos, diminui a expressdo de MHC e de
moléculas co-estimuladoras, além de inibir a producdo dey IRGDRIGUES et al.,

2016b; DE FREITAS et al., 2016).

Na LV o parasito tende a se disseminar para o figado, baco, medula 6ssea e
linfonodos. Diferencas morfoldgicas e fisioldégicas entre esses 6rgdos fazem com que a
resposta imune seja Orgdo-especifica. Em humanos, ocorre uma infecgcdo aguda no
figado com uma rapida multiplicacdo parasitaria nas primeiras 4 semanas € 0
crescimento do parasito € controlado na 6% a 8% semana ap0s a infeccdo. Em
contrapartida, no baco e na medula 6ssea, a carga parasitaria aumenta apds a 4% semana
e uma infeccao crbnica se estabelece. Os macréfagos residentes no figado, células de
Kupffer (KCs), possuem uma capacidade inata limitada para eliminar o parasito
intracelular. Por isso a carga parasitaria aumenta nas primeiras semanas. A infeccdo é
controlada com a formacdo de granulomas inflamatorios, formados a partir do
recrutamento de mondcitos, neutrofilos e células T que se aglomeram em tad@sdas
infectadas. As células imunes recrutadas produzem citocinas pro-inflamatérias que
ativam os mecanismos leishmanicidas das KCs, controlando a infec¢cdo (FALEIRO et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2016b; DE FREITAS et al., 2016). O baco € organizado
em microdomineos denominados polpa vermelR®)( polpa branca (WP) e zona
marginal (MZ), interface que separa os dois primeiros. Nestes microdomineos residem
populacées de macréfagos estrategicamente localizados para eliminar patégenos ou
particulas exdgenas que entram no 0Orgdo pela circulacdo sangdivéR. possui
organizacdo semelharaelos linfonodos, com foliculos de células T e de células B. Ao
contrario das KCs, as populacdes esplénicas de macréfagos possuem uma excelente
capacidade inata de eliminar o parasito intracelular. E estimado que, nas primeiras 24
horas apés a infeccd@poximadamente 50% dos parasitos sdo eliminados pelas
populacdes de macréfagos MZ. No entanto, durante a LV ocorre um intenso
remodelamento vascular no bagco que provoca o deslocamento e a perda de algumas

populacdes de macrofagos, além de afetar a migracao de células T e DCs para as regioes
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de células T e foliculos de células B. Na terceira semana apos a infec¢éo, a carga
parasitaria comeca aumentar lentamente, marcando o inicio da fase crénica (NIETO et
al., 2011; FALEIRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016b; DE FREITAS et al.,
2016). Esta fase pode ser caracterizada pela exaustdo das células T que passam a ter
suas funcdes debilitadas, como a perda da citoxicidade, diminui¢cdo da prodlicdb de

e proliferacdo. Em situacdes mais graves, essas células também se tornam incapazes de
produzir TNF e IFNy, sendo eliminadas por apoptose (RODRIGUES et al., 2016b;
WHERRY; KURACHI, 2015).

O padréo de resposta imune que lévprotecdo ou a susceptibilidade a
leishmaniose foi estabelecido por inUmeras pesquisas ao longo dos anos, indicando que
um perfil de resposta Thl promove a resisténcia a doenca, enquanto que um perfil de
resposta Th2 leva a persisténcia. No entanto, em alguns trabalhesdbgervado que
a eficacia protetora de algumas vacinas esta relacionada a um perfil misto de resposta
Th1/Th2 ou com um balanco entre as citocinas pré-inflamatériasy/IRNE ¢ as
citocinaslL-10 e IL-4 em infec¢des por parasitos das espdcieknovanie L. major
(SINGH et al., 2012; STOBER et al., 2005; LOEUILLET et al., 2016). Atualmente se
entende que o controle da doenca esta realmente relacionado com a acdo de resposta
Thl, enquanto que a susceptibilidade esta relacionada com deficiéncia neste tipo de
resposta, € ndo necessariamente pela simples presenca de resposta Th2 (como
observado em camundongos BALBque sdo altamente susceptiveis por produzirem
guantidades exageradas de IL-4 frente a infeccad.pomajor ou pela producao dé-

10. Além disso, é importante salientar quelWaativa, a presenca de IL-10 pode estar
relacionada com resposta protetora por modular a resposta Thl que, se ndo controlada,
pode também se envolver na patogénese da doencga (SINGH et al., 2012).

2.6 Tratamentos e vacinas para a LV

O tratamento da LV terse limitado a utilizacdo de quimioterapicosoN
entanto, esse tem sido um grande desafio devido a toxicidade de medicamentos com
precos acessiveis a populacdo em geral, alto custo dos medicamentos menos toxicos e

efeitos como imunossupressao do paciente e resisténcia dos parasitos mediante algumas
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drogas (JOSHI et al., 2014; BIFELD; CLOS, 2015). Os quimioterapicos utilizados sao
0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B, miltefosina, paramomicina e pentamidina,
que sdo derivados de moléculas naturais ou sintéticas e possuem modos de acéo
distintos. (NO, 2016; BIFELD; CLOS, 2015).

Os antimoniais pentavalentes sdo os farmacos de primeira linha no
tratamento da LV. Seu mecanismo de ac¢do ainda ndo é bem compreendido.
Provavelmente esses farmacos agem de forma multifatorial sobre os processos
moleculares do parasito de modo a influenciar a atividade microbicida dos macrofagos.
No entanto, provocam varios efeitos colaterais como nefrotoxidade, cardiotoxicidade,
inducdo de pancreatite, podendo ainda provocar resisténcia no parasito (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; NO, 2016).

A anfotericina B apresenta atividades antifingica e antiparasitaria. O
modelo de acdo mais estudado e aceito desse agente revela a formacdo de poros na
membrana do parasito que permitem a passagem de agua, ions e moléculas de glicose,
levando-o a morte. O uso da anfotericina B € limitado dewaiéfeitos secundarios
como hematotoxicidade e nefrotoxiade. Nos Ultimos anos tese-utilizado uma
formulacado lipossomal (AmBisome®) administrada via intravenosa, com uma taxa de
cura de 95%. Porém, o alto custo desse tratamento é um fator limitante para os
pacientes, especialmente de paises em desenvolvimento (NO, 2016; MEHEUS et al.,
2010).

A miltefosina se tornou, em 2002, o primeiro tratamento oral para LV. A
atividade leishmanicida desse composto envolve acdo sobre o metabolismo de
fosfolipideos, da biossintese de glicosilfosfatidilinositol, além de afetar a funcéo
mitocondrial pela despolarizacdo do potencial de membrana e inibicdo do citocromo ¢
oxidase, que provavelmente estd associadoa a morte do parasito por apoptose. Ensaios
de toxicidade em modelos animais revelaram que esse composto possui toxicidade
teratogénica, sendo contraindicado para gestantes (NO, 2016; ZUO et al., 2011;
SUNDAR et al., 2012).

A paramomicina consiste em um antibidtico isolado Steeptomyces
krestomuceticu® sua atividade leishmanicida foi identificada na década de 60. Em
triagens clinicas realizadas na india, a formulagéo parenteral desse farmaco apresentou

uma taxa de cura de 94,6%. Seu mecanismo de acdo também é pouco conhecido, mas
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parece influenciar a sintese de proteinas e o potencial de membrana mitocondrial dos
parasitos. Cepas de donovaniadquiriram resisténcia quando expostas ao farmaco em
experimentosn vitro (NO, 2016; HENDRICKX et al., 2012; SUNDAR et al., 2007).

A pentamidina é um composto utilizado como tratamento de segunda linha
para a LV e em pacientes refratarios apos o tratamento com antimoniais pentavalentes.
Seu mecanismo de agao parece promover a apoptose do parasito por atuar sobre as
mitocondrias, afetando o complexo Il da cadeia respiratoria e induzindo o aumento do
influxo de C&" na célula (SUNDAR; CHATTERJEE, 20080, 2016).

Os desafios relacionados a utilizacdo de quimioterapicos para o tratamento
da LV tém motivado intensas pesquisas no ambito vacinal e este pode se tornar o
método mais eficaz de controle da LV. Diversos candidaosacina contra
leishmaniose j& foram testados, contudo, até o momento, ndo ha formulacbes
disponiveis para seres humanos (BIFELD; CLOS, 2015; GILLESPIE et al., 2016).

As vacinas sao classificadas em trés categorias: as vacinas de primeira
geracado, produzidas a partir deishmaniamorta ou atenuada; as vacinas de segunda
geracdo, baseadas em subunidades do parasito; e as vacinas de terceira geracao,
formuladas a partir de material genético do agente etiologico (SRIVASTAVA et al.,
2016; JAIN; JAIN, 2015).

O primeiro método de vacinagao, conhecido lmishmanizacéo, surgiu no
Oriente Médio e na Asia Central onde era amplamente praticado. O método consiste na
introducéo de pequenas quantidades de formas vivds dejor em um local ndo
exposto do corpo, utilizando espinhos ou instrumentos cortantes, a fim de provocar uma
lesdo cutanea no individuo. Apds a cura espontanea da lesdo, o individuo adquire
protecao contra infecgdes naturais subsequentes, o que previne o risco de lesdes faciais.
Questdes relacionadas a padronizacdo dessa técnica, relatos do desenvolvimento de
lesbes persistentes e o risco de provocar uma infec¢cdo disseminada em individuos
imunossuprimide limitaram uma real implantacdo desse método de vacinacao
(MUTISO et al.,, 203 GILLESPIE et al., 2016). Apenas no Uzbequistdo a
Leishmanizacdo € uma prética licenciada como vacina para populacfes de alto risco,
com a inoculagdo de uma mistura de parasitos vivos e mortok. dmajor
(SRIVASTAVA et al., 2016).
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Em substituicdo a Leishmanizag&o surgiram as vacinas de primeira geragao,
produzidas a partir de parasitos mortos ou atenuados. Esse tipo de vacina € considerado
padrdo ouro contra patologias provocadas por parasitos intracelulares. A utilizacdo de
parasitos vivos atenuados é capaz de mimetizar o curso natural da infeccéo, por expor
sistema imunolégico do individuo a todo arsenal de antigenos presentes no parasito.
Vérios processos tém sido utilizados para produgishmaniaatenuada, como altas
passagens em meios de cultura, selecdo por sensibilidade a temperatura, mutagénese
quimica e irradiacdo. Apesar da protecdo fornecida por esse tipo de vacina, sua
utilizagdo para uso humano encontra limitacdes. Mutacbes genéticas aleatdrias e
indefinidas do parasito podem levar a reducdo da imunidade protetora caso o
protozoario ndo resista em tempo suficiente para a montagem de uma reposta imune ou
podem provocar a perda de importantes epitopos. Outra limitacdo € decorrente de uma
provavel reversdo do potencial de viruléncia do parasito, especialmente em individuos
imunossuprimidos (NOAZIN et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2018)utilizacdo de
parasitos mortos para a producdo de vacina pode parecer uma alternativa mais segura e
eficaz, no entanto, esse tipo de vacina nédo € capaz de mimetizar uma infeccédo natural e
€ menos imunogénicéSRIVASTAVA et al., 2016).

As vacinas de segunda geracdo sdo formuladas a partir de subunidades
purificadas ou recombinantes do parasito, como molétmlasogénicas presentes na
superficie deLeishmaniacapazes de gerar uma resposta imune profatorkculas
relacionadas a viruléncia do parasito, que uma vez bloqueadas pelo sistema imune
ativado, pode ter sua funcdo comprometida, resultando na interrupcédo da infecgéo; e
ainda coquetéis de moléculas imunogénicas e/ou relacionadas a viruléncia do parasito,
com o poder de aumentar o potencial protetor da vacina. Diversos antigenos foram
avaliados como candidatos a vacina contra leishmaniose, dentre eles a molécula GP63
(BHOWMICK; RAVINDRAN; ALI, 2008; SINHA et al., 2011)o LPG (MARTINEZ
SALAZAR et al., 2014), antigeno soluved deishmaniaSLA) (HERAVI SHARGH et
al., 2012; FIROUZMAND et al., 2013; CHAMAKH-AYARI et al., 2014), GP63 +
proteina de choque térmico (HSP70) (KAUR et al., 2011), ligante de manose-fucose
(FML) (PALATNIK- DE-SOUSA et al., 2008; PALATNIKBE-SOUSA et al., 2009),
proteina 11 da membrana do cinetoplasto (KMP-11) (DE MENDONCA; CYSNE-
FINKELSTEIN; MATOS, 2015), proteina ribossomal (PO) (PEREIRA et al., 2015)
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dentre vérios outros antigenos purificadoddishmania A maioria deles encontra-se
listada em um recente trabalho de reviséo feito por JAIN (JAIN; JAIN, 2015).

As vacinas de terceira geracdo sao formuladas a partir de informagdes
genéticas do agente etioldgico com a insercao de genes ou fragmentos de genes que
codificam antigenos imunogénicos em DNA plasmidial ou em vetores virais
(MARQUESDA-SILVA et al., 2005; COSTA et al., 2014; JAIN; JAIN, 2015).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz na prevencao e na terapéutica das
leishmanioses perdura por quase um século, mas até o momento ndo existe nenhuma
formulagéo licenciada para uso em humanos capaz de reduzir os casos de Leishmaniose
Visceral Humana (LVH). A Leish-F1 é a primeira candidata a vacina em fases |
(seguranca) e Il (imunogenicidade) de ensaios clinicos em humanos. Trata-se de uma
poliproteina recombinante formada pela fusdo de trés proteinas presentes em varias
espécies deéeishmania incluindo L. donovanie L. infantum chagasiAs primeiras
fases de triagem foram realizadas nos Estados Unidos, Brasil, Coldmbia, Peru e india a
apresentou seguranca e imunogenicidade em populacdes endémicas e ndo endémicas
(GILLESPIE et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016; CHAKRAVARTY et al., 2011)

Se tratando de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), existem duas vacinas licenciadas
pelo Ministério da Saude e pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), a Leish-Te€ e a Leishmurfé ambas utilizadas para a vacinacéo de cdes. A
Leish-Te® trata-se de uma vacina recombinante tendo o antigeno A2 de amastigotas de
Leishmaniaem sua formulagdo. A imunidade protetora dessa vacina frente ao desafio
com L. infantum chagasalcancou aproximadamente 40% de protecédo e a avaliacdo
envolveu 7 cées beagle vacinados e 7 cées controles (FERNANDES et al., 2008).
Porém em um estudo realizado no municipio de Porteirinha, MG, area endémica de
LVC, a vacina alcancou 96,4% de protecdo, segundo critérios parasitoldgicos
(REGINA-SILVA et al., 2016). A Leishmuffeé composta de fragbes do ligante de
manose-fucose (FML) de. donovanicom a adi¢édo do adjuvante saponina. Na terceira
fase da triagem clinica 97% dos caes vacinados foram soropositivos para FML e 100%
foram positivos para a reacao intradérmica de lisadds denovani.Dois anos apés a
vacinacéo, Leishmuffeapresentou 80% de eficacia (BORJA-CABRERA et al., 2008;
MOREIRA et al., 2016). As vacinas para LVC sao de extrema importancia para o
controle da LV, uma vez que podem proporcionar a interrupc¢ao do ciclo do parasito que

tém o cdo como reservatorio nos ambientes urbanos e periurbanos (GRADONI, 2015).
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Além do potencial imunogénico dos antigenos candidatos a vacinas, a
utilizacdo de um adjuvante muitas vezes é essencial para a obtencdo de uma resposta
imune intensa e duradoura. A adequacao de um adjuvante depende de alguns fatores tais
como a natureza do antigeno, o tipo de resposta imune desejada, a via de administracao
e o calendério de imunizacéo (DE JESUS PEREIRA et al., 2015; SRIVASTAVA et al.,
2016). O adjuvante Incompleto de Freund (AIF) é capaz de estimular uma resposta
humoral e um padrdo misto de citocinas anti/proinflamatorias como IL-4/IBBRdo
portando indicado para a obtencdo de padrbes mistos de resposta imunoldgica
(VITORIANO-SOUZA et al., 2012). O adjuvante Saponina é caracterizado por induzir
uma intensa resposta imune do tipo Thl e producao de linfécitos T citotoxicos contra
antigenos exogenos, sendo ideal em vacinas formuladas a partir de subunidades do
patdgeno, em vacinas direcionadas a patdégenos intracelulares, bem como em vacinas
terapéuticas para cancer (SUN; XIE; YE, 2009).

2.7 Lectinas e sua utilizagdo como imunogeno

Na producdo de vacinas de segunda geragcao, as lectinas vém sendo
investigada como imunégeno em potencial (MCGREAL et al., 2004; SATO et al.,
2014). Essas moléculas correspondem a uma classe de proteinas cuja caracteristica
principal é se ligar de forma reversivel e especifica em carboidratos solluveis presentes
em glicoproteinas e glicolipideos (KOMATH et al., 2006; MARTINS et al., 2015)
Essas proteinas sdo amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais e
estdo envolvidas em diversos processos celulares que exigem especificidade para
reconhecer carboidratos complexos. A atencéo para essa classe de moléculas surgiu no
século XIX a partir de observacfes de sua propriedade de aglutinacdo. Hoje ja se sabe
que as interacdes entre lectinas e cardoidratos tém aplicacdes diretas sobre o sistema
imunoldgico, tais como na opsonizagdo e fagocitose de microrganismos, na adeséo
celular, na ativacgao e diferenciacao de célalas processo de apoptose (NI; TIZARD,

1996; KOMATH et al., 2006).

Lectinas do tipo C presentes em macrofagos e células apresentadoras de
antigenos atuam como receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) capazes de

reconhecer carboidratos especificos presentes na superficie do patégeno e, assim,
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diferenciar ligantes préprios de ndo proprios para que o sistema imune desencadeie uma
resposta contra o antigeno (MCGREAL et al., 2004). A galectina-3, uma lectina ligante
de glicana, tem despertado atencdo quansma capacidade de modular a resposta
imune adaptativa. Sugese-que essa lectina reconhece padrées moleculares associados
ao patogeno (PAMPs) especificos tHeishmania majgr além de contribuir na
infiltracdo de neutréfilos para os locais infectados e ajudar na reducdo da carga
parasitaria (SATO et al., 2014). Lectinas tém sido aplicadas como marcadores para
investigar carboidratos da superficie de diferentes espécies e cepassitmania,
auxiliando na distincdo entre cepas patogénicas e ndo patogénicas, e entre estagios
morfologicos distintos do parasito (ANDRADE; SARAIVA, 1999).

Varios protozoérios parasitas apresentam lectinas em sua superficie
imprescindiveis para o processo de adesédo a célula hospedeira, sendo, portanto, efetivas
no estabelecimento da patogenicidade do parasito (SINGH et al., 2016). A proteina
ligante de heparina (PLH) derypanossoma cruziesempenha importante papel no
processo de adeséo e invasdo das formas amastigatasrdeiaos cardiomiécitos do
hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2008). Por outro lado, PLH purificada a partir de formas
epimastigotas deT. cruzi exerce um papel chave no reconhecimento de
glicosaminoglicanas sulfatadas (GAGs) presentes na superficie de células epiteliais do
inseto vetor (OLIVEIRA et al., 2012). PLH purificada a partir de formas promastigotas
de Leishmania (Viannia) braziliensiapresenta caracteristicas de metaloproteinases e
sdo capazes de se ligar a GAGs. Em experimémtaisro essa lectina demonstrou ser
importante no processo de adeséo do parasito em células Lulo bagipalpis(DE
CASTRO CORTES et al., 2012b; DE CASTRO CORTES et al., 20@2a)otozoario
Entamoeba histolyticaagente etioldgico da infecéo intestinal conhecida por amebiase
apresenta lectinas ligantes de galactose e N-acetil-D-galactosamina que medeiam a
adesdo do parasito as células da mucosa intestinal do individuo infectado, podendo
resultar em abcessos extra intestinais, especialmente no figado. Essas lectinas também
contribuem com a atividade citolitica do parasito, além de favorecer com que 0 mesmo
escape da lise mediada pelo complemento (GARCIA et al., 2015; KATO et al., 2015)

A participacdo dessas moléculas no processo de patogénese da amebiase tem despertado
investigacdes dos seus potencias imunogénico e protetor, a fim de serem aplicadas na
profilaxia da doenca (SINGH et al., 2016bgctinas de outros protozoarios parasitas,

tais comaoGiardia lamblia, Toxoplasma gondii, Tritrichomonas foetuichomonaga
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foram descritas e sua funcdo em processos de adesdo e invasdo celular é destacada
(SINGH et al., 2016).

Em recente trabalho realizado em nosso laboratério foi revelada a presenca
de PLH na superficie de formas promastigotasLdenfantum chagasiPLHLc),
utilizando técnica de purificagcdo de proteinas por cromatografia liquida. Ensaios de
imunomarcacdo e de microscopia eletrbnica de transmisséo utilizando anticorpos anti-
PLHLc demonstraram a distribuicdo dessa lectina de forma homogénea pela superficie
do parasito, em vacuolos citoplasmatiea® citoplasma, sendo mais evidente préxima
ao cinetoplasto. Para avaliar a participacdo dalleLibs processos de infeccdo do
parasitoin vitro, a lectina foi bloqueada com heparina resultando em uma reducao
parcial da internalizacdo deeishmaniaem cultura de macréfagos (MARTINS et al.,
2015). A PLH.c pode ser implicada como um fator de viruléncialdeinfantum
chagasi,portanto, o bloqueio da sua atividade objetivando diminuir a infecciosidade do
parasito ou ainda, utiliza-la como estimuladora do sistema imunoldgico, a fim de
induzir uma resposta protetora contra infeccbes subsequentes, sdo nossos objetivos. Em
trabalhos inicias ja realizados, a HAlddnativa se mostrou imunogénica e indutora de

resposta mista Th1/Th2 em imunizacdo de camundongos BALB/c.

O histérico da utilizacdo de moléculas presentes na superficie de parasitos
como candidatas a vacina, a conhecida participacéo das lectinas em processos de adesao
do parasito a célula hospedeira, a confirmacéo da presenca tle Ralsuperficie de
L. infantum chagase sua capacidade de gerar uma resposta imune com padrdo misto
TH1/TH2 em ensaios de imunogenicidade levam-nos a investigar a eficacia protetora
dessa proteina em experimentos de imunizac¢do contra infeccBoip@ntum chagasi
em camundongos. Para isso, se faz necessario quantificar o numero de parasitos no baco
e figado de animais vacinados e desafiados com formas promastightasmfdatum
chagasj bem como avaliar o perfil de citocinas produzidas e a producdo de o6xido
nitrico. Os resultados nos permitirdo avaliar a capacidade protetora da formulacédo
vacinal nocontrole da forma visceral da leishmaniose em mamiferos, com a perspectiva

futura de seu uso profilatico contra LV humana ou canina.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a protecdo contra infeccdo plor infantum chagasinduzida por
imunizacdo de camundongos BALB/c com proteina ligante de heparina do parasito
(PLHLo).

3.2 Objetivos especificos

= Quantificar parasitos no baco e no figado de camundongos BALB/c
imunizados com PLHc quatro semanas apés desafio com formas promastigotas do

parasito;

» Verificar o padréo esplénico de citocinas (IffNFNF, IL-2, IL-17, IL-
6, IL-10 e IL-4) e de Oxido nitrico produzidos quatro semanas apés desafio de
camundongos BALB/c com formas promastigotas defantum chagasipreviamente

imunizados com PLHEc;

= Avaliar, de acordo com os parametros acima mencionados, a carga
parasitaria e o perfil de producdo de citocinas induzidos polL®lad presenca do

Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) e adjuvante Saponina (SAP).
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5. Material e métodos

5.1 Animal experimental

Camundongos BALB/c fémea de 4 a 8 semanas de idade foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Vicosa - UFV e do Biotério Central da
Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP, sendo mantidos e manuseados no biotério
de experimentacdo do setor de Imunologia e Virologia do Departamento de Biologia
Geral- DBG/UFV, onde permaneceram em ciclo fotoperiodico claro/escuro de 12 h e
receberam agua e alimerdd libidum A experimentacdo animal foi feita respeitando
principios éticos do Cdédigo Profissional do Médico Veterinario, de acordo com o
parecer da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFV- Projeto de pesquisa

processo numero: 319/2015).

5.2 Obtencéo de parasitos

Formas promastigotas totais deL. infantum chagasi cepa
(MHOM/BR/75/M2682), mantidas em cultura em laboratorio, foram inoculadas em
camundongos BALB/c (1xZ0Oparasitos/100 puL de tampdo PBS (Salina Tamponada
com Fosfato), pH 7,2, aplicados intravenosamente pela veia da cauda) para recuperagao
de novos parasitos, conforme descrito resumidamente a seguir: 28 dias apos a infeccéo
0s animais foram eutanasiados e deles foram retirados o bago e o figado que foram
macerados e diluidos em placa de 24 pocos pela técnica de diluicdo seriada, em meio
Grace completo, composto de GracgIBCO BRL, Grand Island, N.Y., USA)
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino inativado a 57°C/30 min (SFB; LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), 10% de urina humarnglutamina 2 mM (GIBCO
BRL), penicilina G 100 U/mL (USB Corporation, Cleveland, OH, U8R%0 uL de
hemina bovina, pH 6,5. A placa foi mantida em estufa a 26°C até crescimento dos
parasitos, que foram utilizados em experimentos posteriores ou estocados em nitrogénio
liquido (-196°C).



29

5.3 Cultura dos parasitos para obtencdo de extrato proteico sbllv

Formas promastigotas de infantum chagasioram cultivadas partindo de
cultura com densidade celular de® b@lulas/mL em meio Grace completo, pH 6,5, a
26°C. No quinto dia de cultura o material foi centrifugado a 15¢@3%C/10 min e os
parasitos lavados 2 vezes com PBS, pH 7,2. Precipitados de parasitos foram congelados
e mantidos em freezer a -20°C.

Os precipitados parasitarios foram descongelados, reunidos em tubo de
fundo conico de 50 mL e centifugadasl540 x g/4°C/20 min. O sobrenadante foi
descartado e quantidade correspondente a I*pa@asitos foram ressuspendidos em
10 mL de tampao fosfato de sédio 50 mM/cloreto de sodio 150 mM, pH 7,0 com 100
uL de TRITON X-100. O material foi deixado em repouso por 20 minutos. Apés este
tempo, foi sonicado em sonicador (Q-Sonica), na frequéncia de 6 KHz, realizando seis
ciclos de 15 segundos com intervalos de 2 min, sempre em banho de gelo. Todo o
material resultante foi centrifugado a 7000gf°C/20 min para recuperacdo do
sobrenadante de proteinas sollveis, que foi filtrado em membrana com porodd 0,45
de didmetro e armazenado em gelo para a purificacdo de proteinas ligantes de heparina
delL. infantum chagadqiPLHLc).

5.4 Obtencéo de antigeno particulado deinfantum chagasi(AgLc)

Volume correspondente a aproximadamente 1 xp&@asitos foi suspenso
em 3 mL de PBS, pH 7,2 e submetido a 10 ciclos de resfriamento em nitrogénio liquido
(-120°C) e aquecimento a 37°C em banho-maria para o rompimento da membrana dos
parasitos. Apdés os ciclos, o material foi visualizado ao microscopio Otico para a

confirmacéo da lise dos parasitos e, em seguida, armazenado a -20°C.
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5.5 Purificacdo de PLHL.c do extrato parasitario

O extrato solivel del. infantum chagasi(10 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 tampéao fosfato de
sédio 50 mM/cloreto de sédio 150 mM, pH 7,0. A fracdo adsorvida foi eluida com o
mesmo tampé&o acrescido de NaCl 2 M. A purificacdo foi realizada em sistema
automatizado FPLC, com fluxo de 1 mL/min e monitorada pela leitura de absorbancia
em 280 nm. As fracdes, eluidas em PBS, foram coletadas e submetidas a técnica de
cromatografia de exclusdo molecular em coluna de dessanilizacdo “dessalting” (GE)

(volume de leito de 1 mL). O material coletado foi aliguotado e armazenado a - 20°C.

5.6 Dosagem de PLE: e Ad.c

Para determinar o conteudo proteico das amostras ded®bHutilizada a
técnica do acido bicinconinico (BCA), de acordo com metodologia descrita no “kit”
BioAgency, cddigo 600-0510N. O conteudo proteico das amostras de antigeno
particulado dd.. infantum chagadioi determinado pela técnica de Lowry (LOWRY et
al., 1951).

5.7 Anélise eletroforética de PLE:

Para confirmar a purificagdo de PL¢] foi realizada analise eletroforética
em gel de poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes (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 suspendida em 4 pL de tampdo de amostra
(Tris-HCl a 0,5 M, pH 6,5 contendo 2,5% de SDS, 2,5% de 2-mercaptoetanol e 50% de
glicerol) e 20 uL de ureia 8M e aplicadas no gel. A corrida eletroforética teve duracao
aproximada de 50 minutos a 80-120 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).
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5.8 Experimentos de imunizag&o

Para compor o teste de imunizagdo foi utilizado um total de 80

camundongos BALB/c, divididos em 3 experimentos independe3flesamundongos

no 1° experimento, 30 no 2° experimento e 20 no 3° experimento. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente entre os 6 diferentes grupos avaliados, a Galpr:
Controle (200 puL de PBS, pH 7,2), Grupo AIF (100 uL de Adjuvante Incompleto de

Freund (AIF) emulsificado em 100 pL de PBS, pH 7,2), Grupo Saponina (100 pL de
Adjuvante Saponina diluidem 100 pL de PBS, pH 7,2 ), Grupo PLHLc (PLHLc

diluida em 100 uL de PBS, pH 7,2), Grupo PLHLc + AIF (emulsdo composta de
PLHLc diluida em 100 pL. de PBS, pH 7,2 + 100 puL. de AIF) e Grupo PLHLc +
Saponina (PLHLc diluida em 100 puL de PBS, pH 7,2 + 100 uL de Saponina). Os
animais dos grupos Controle, AlF, PL&le PLH.c + AIF foram imunizados por via
intraperitoneal e os animais dos grupos Saponina elL®LH Saponina foram
imunizados por via subcutanea na base da cauda. O tratamento foi constituido de 3
doses com intervalos de 15 dias entre cada dose. Os gruptas, FRIHHLC + AIF e

PLHLc + Saponina receberam 40 ng de PLHLC na primeira dose e 20 pg de PLHLc nas

doses de reforco.

5.9 Infecgdo de camundongos

Para o teste de protecdo da vacina, camundongos BALB/c dos seis grupos
experimentais foram infectados na veia da cauda, 15 dias ap0s receberem a terceira dose
dos tratamentos, com 1 x “l@romastigotas dé. infantum chagasem fase final
logaritmica de crescimento (volume de inoculo: 200 uL. em meio Grace base, pH 6,5).

Quatro semanas apoOs a infeccdo, os camundongos foram eutanasiados e a carga
parasitaria do baco do figado foi quantificada por técnica de diluicdo limitante,
conforme descrito na literatura (MARQUEBA-SILVA et al., 2005).
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5.10 Eutanasia

Quatro semanas apos a infec¢do, os camundongos foram eutanasiados para a
realizacdo dos ensaios de quantificacdo da carga parasitaria no baco e no figado e
dosagem de citocinas e 0xido nitrico a partir de sobrenadante de cultura de esplendcitos.
A eutanasia foi realizada pela técnica de deslocamento cervical em substituicdo a
utilizacdo de barbitiricos ou outros anestésicos gerais injetaveis recomendados pela
Resolucdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), visto que o0 uso
de anestésicos pode interferir na resposta imune dos animais (THOMPSON et al., 2002;
MARKOVIC; MURASKO, 1990).

5.11Quantificacdo da carga parasitaria do baco e do figado

Baco e figado foram extraidos em condicbes assémiotikzados para a
quantificacdo da carga parasitaria. O baco foi coletado inteiro, pesado e macerado em
meio de lavagem (meio DMEM, pH 7,2, com bicarbonato de sédio, suplementado com
1% SFB inativado a 57°C/30 min, penicilina G 100 U/mL-glutamina 2 mM). A
suspensao proveniente da maceracao foi centrifugada ag42G{1 min em tubo de
fundo conico de 15 mL e 1/5 do sobrenadante da suspenséo foi utilizado para a
quantificacao. Entre 50 e 100 mg do figado foi coletado, pesado, macerado em meio de
lavagem e a suspensdo foi centrifugada a ¢23C/1 min em tubo de fundo coénico de
15 mL. O restante do figado foi pesado para obtencdo da massa total do Argéo.
quantificacdo da carga parasitaria foi realizada pela técnica da diluicdo limitante
(TITUS, 1985. De acordo com essa técnica, 0s sobrenadante provenientes da primeira
centrifugacddoram centrifugados a 1540g¢4°C/10min e o sedimento ressuspendido
em 500 pL de meio Grace completo, pH 66.volume de 200 pLL de cada suspensao foi
distribuido, em duplicata, nos primeiros pocos da placa de fundo chato de 96 pocos. Nos
demais pogos foram adicionados 160 pL de meio Grace completo, A partir dai foram
realizadas dilyioes 1:5, transferindo 40 puL. de pogo em pogo, até o décimo segundo
poco. As placas foram vedadas e incubadas em estufa a 25°C para avaliagédo da presenca
de Leishmaniapor até 10 dias. Ao final, foi calculado o niumerolLggshmaniapor

fragmento observando-se o Ultimo poco em que havia a presenca do parasito. O
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resultado foi expresso como a média dos logaritmos do nimero de parasitos por 6rgao
total e a média dos logaritmos do niumero de parasitos por miligrama de tecido.

5.12 Isolamento de células mononucleares do baco para dosagens de citocinas e

6xido nitrico

A dosagem de citocinas e Oxido nitrico foram realizadas a partir de cultura
de esplendcitos. Para isso foi utilizado 4/5 do volume de suspensdo proveniente da
maceracao do baco, correspondente a 4/5 do 6rgdo. A suspenséo foi centrifugada a 170
X g/4°/10min em tubo de fundo cdnico de 15 mL. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 2 mL de solucéo de lise de hemacias (Tris base 17 mM e
cloreto de aménio 144 mM), pH 7,2. Apds 2 minutos, foram adicionados 8 mL de meio
de lavagem ao volume contido no tubo e este foi centrifugado a ¢/48G{10min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 5 mL de meio DMEM,
pH 7,2, suplementado com 10% de SFB inativado a 57°C/30 min, penicilina G 100
U/mL e L-glutamina 2 mM. As células da suspensado foram diluidas em meio de
lavagem na proporcao 1:25, coradas com igual volume de azul de Tripan a 0,4% em
PBS e as células viaveis foram contadas em camara de Neubauer. Foi coletado o
volume de suspenséo correspondente a®5edlQlas/mL e o volume correspondente a 9
pocos (4,5 mL), foi ajustado com meio DMEM, pH, 7,2, 10% SFB. As suspensodes
foram distribuidas, em duplicata, em placa de fundo chato de 48 po¢os sem estimulo ou
estimuladas com 2pg de Ad.c. As placas foram incubadas em estufa a 37°C/5% de
CO, e os sobrenadantes coletados em 24 e 72 horas de incubacdo e armazenados a -

20°C para as dosagens de citocinas e 6xido nitrico.

5.13 Dosagem de oxido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de esplendcitos foram analisados quanto a
producdo de nitrito pela reacdo de Griess, como medida da produgdo de éxido nitrico
(GREEN et al., 1982). Em placa de fundo chato de 96 pocos, uma curva padréo foi
preparada pela adicao de 50 uL de padrao de nitrito de so6dio 250 uM, em duplicata, a
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50 uL de DMEM, pH 7,2, 10% SFB, realizando-se, a partir dai, 12 diluicbes sucessivas

1:2 em pocos contendo 50 pL. do mesmo meio. Em seguida, foram adicionados, em

duplicata, 100 pL de mistura 1:1 de solu¢des de sulfanilamida (1% em H3PO4 2,5%) e

dicloreto N-naftil etilenodiamina (0% em H3PO4 2,5%) a 50 uL de sobrenadante de

cultura (amostra), 50 uL. de DMEM, pH 7,2, 10% SFB (branco) e aos pocos dos

padrdes. Apos 10 minutos de incubacdo na auséncia de luz e em temperatura ambiente,
foram feitas as leituras das amostras, branco e padrées sob luz com comprimento de

onda de 570 nm em leitor Thermo Scientififaltiskan™ GO.

5.14 Dosagens de citocinas

Amostras dos sobrenadantes das culturas de esplendcitos coletados com 24
e 72 horas de incubagcdo foram preparadas conf@eCytometric Bead Array
(CBA/Mouse Th1/Th2/Th1l7 CBA Kipara dosagem das citocinas INFFNF, IL-2,
IL-17, IL-6, IL-10 e IL-4 por citometria de fluxo em BD FACSVerse do Nucleo de

Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de VicasaV.

5.15 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de
teste de comparacédo multipla de Tukey para calcular as diferencas entre os grupos. Para
as analises, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 e valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Em alguns casos, foi utilizado todeste

Student ndo pareado para comparagéo entre as amostras.
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6. Resultados

6.1 Quantificacdo da carga parasitaria do baco e do figado de camundongos BALB/c

imunizados com PLHc

Com o objetivo de avaliar a protecdo contra infecgao Lpomfantum
chagasi induzida apds imunizacdo de camundongos BALB/c comLleLIRLHLc +
AIF e PLH.c + SAP, foi realizado ensaio da quantificacdo da carga parasitaria no baco
e no figado dos animais. O resultado foi expresso como a média de -Log do titulo de
parasitos/orgdo e a média de -Log do titulo de parasitos/miligrama de tecido.
No baco dos animais imunizados com RcH AIF e PLH.c + SAP, foi observada
reducdo da carga de parasitos por 6rgao e por miligrama de tecido em comparacdo com

0 grupo controle PBS (Figura.4
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Figura 4: Quantificagdo da carga parasitaria do bago de camundongos BALB/
imunizados. Quatro semanas apés a infeccdo com formas promastigoths idantum
chagasj camundongos BALB/c foram eutanasiados e 1/5 do bago foi extraido p
guantificacdo da carga parasitaria pela técnica da diluicdo limitante. A) -Log dod#gtt
parasitos por 6rgdo. B) -Log do titulo de parasitos por miligrama de teksddarras
representam as médias + desvio padrdo das médias dos dados combinados
experimentos independentes, totalizando até 13 camundongos por grupo. Diferencas
carga parasitaria dos grupos imunizados e a do grupo controle (PBS) foram determinas
teste de comparacdo multipla de Tukey (*p<0,05).
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No figado, reducdo da carga de parasitos foi observada apenas no grupo de
animais imunizados com Plld + SAP quando comparado com o grupo controle PBS.
Essa reducéo pode ser observada tanto na avaliacdo do titulo de parasitos/6rgdo quanto

no titulo de parasitos/miligrama de tecido (Figura 5
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Figura 5: Quantificacdo da carga parasitaria do figado de camundongos BALB/c
imunizados. Quatro semanas apo0s a infeccdo com formas promastigotas idéantum

chagasj camundongos BALB/c foram eutanasiados e 50 a 100 mg do figado foram extraidos
para a quantificacdo da carga parasitéria pela técnica da diluicdo limitantegAdo-ttitulo de

parasitos por 6rgdo. B) -Log do titulo de parasitos por miligrama de tecido. Fss bar
representam as médias + desvio padrdo das médias dos dados combinados de trés experimentos
independentes, totalizando até 12 camundongos por grupo. Diferengas entre a cargaaparasitar
dos grupos imunizados e a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelo teste de
comparacgdo multipla de Tukey (*p<0,05).

6.2 Avaliacdo da producgao de citocinas (IFM-TNF, IL-2, IL-17, IL-6, IL-10 eIL -
4)produzidas por esplenocitos estimulados com Lé&gapOs imunizagdo de
camundongos BALB/c com PLHc.

Com o objetivo de avaliar a producéo de citocinas relacionadas aos perfis de
resposta Thl, Thle Th2 induzidas pela imunizacdo com Rld{ foi realizada a
dosagem de IFN; TNF, IL-2, IL-17, IL-6, IL-10 e IL-4 em sobrenadante de cultura de
esplendcitos submetidos a estimulo céglc e coletados em 24 e 72 horas de
incubagédo a 37°C/5% GQronforme descrito na metodologia.
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6.2.1 Produgéo de IFN~

Esplendcitos dos grupos imunizados com BPt,HPLHLc + AIF e PLH.c +
SAP estimulados com Ag produziram quantidades significantes de K& relagio
as suas respectivas culturas ndo estimuladas e aos esplendcitos estimulados do grupo
controle PBS nas primeiras 24 horas. Em 72 horas houve aumento ainda mais
expressivo na producdo de IRNpor esplenocitos estimulados dos grupos imunizados
com PLH.c + AIF e PLH.c + SAP em relacdo aos esplendcitos estimulados do grupo

controle PBS e em relac&o as suas respectivas culturas ndo estimuladas J(Figura 6
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Figura 6: Produgcédo de IFNy por esplenécitos murinos apés imunizagio com PLHLc
associada ou nao com adjuvant®uatro semanas apoés a infeccdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descrit
metodologia foram eutanasiados e i dosado por citometria de fluxo em sobrenadantes
de cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/5%6@Cestimulo corAgLc (E)
ou ndo estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrdo das mé
dados combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camundol
grupo. Diferencas na producdo de lffler esplenocitos dos animais dos grupos imunizados
em relacdo a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelbdesBtudent (*p<0,05).

6.2.2 Produgéo de TNF

A producdo de TNF em sobrenadante de cultura de esplendcitos estimulados
coletados em 24 horas, provenientes dos grupos imunizados cdne,PRHHLC + AlF
e PLH.c + SAP, nao apresentou diferengca em comparagdo com o grupo controle PBS.
Em 72 horas, foi observada menor producdo de TNF por esplendcitos estimulados
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provenientes dos grupos PL&] PLHLc + AIF e PLH.c + SAP em comparagdo com 0s

esplendcitos estimulados do grupo controle PBS (Figura 7
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Figura 7: Producdo de TNF por esplendcitos murinos apos imunizacdo com PLE
associada ou ndo com adjuvant®uatro semanas apos a infeccdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descri
metodologia foram eutanasiados e TNF foi dosado por citometria de fluxo em sobren:
de cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/5%s@Destimulo comglLc
(E) ou ndo estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrdo das
dos dados combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camt
por grupo. Diferencas na producdo de TNF por esplendcitos dos animais dos
imunizados em relacdo a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelaleStident
(*p<0,05).

6.2.3 Producao de IL-2

Aumento na producdo de IL-2 por esplendcitos estimulados dos grupos
imunizados com PLHc + AIF e PLH_c + SAP foi registrado nas primeiras 24 horas,
em relacdo aos esplendcitos estimulados do grupo controle imunizado com PBS. Em 72
horas, porém, foi registrado aumento dos niveis de IL-2 nos sobrenadantes de cultura de
esplendcitos ndo estimulados dos grupos imunizados conbd?IBHLHLc + AIF e

PLHLc + SAP, possivelmente proveniente de alguma contaminacao (Fjgura 8
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Figura 8: Producdo de IL-2 por esplendcitos murinos apés imunizacdo com Pld
associada ou ndo com adjuvant®uatro semanas apos a infeccdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descrit
metodologia foram eutanasiados e IL-2 foi dosado por citometria de fluxo em sobrene
de cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/53%d@Cestimulo coAgLc (E)
ou ndo estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrdo dasosié
dados combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camundo
grupo. Diferengas na producédo de IL-2 por esplendcitos dos animais dos grupos imu
em relagdo a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelbodesBudent (*p<0,05).

6.2.4 Producao de IL-17

Em 24 horas houve aumento na producdo de IL-17 por esplendcitos
estimulados provenientes dos grupos BtHPLHLc + AIF e PLH.c + SAP em
comparagao com a do grupo controle PBS. Em 72 horas o aumento na producgéao de IL-
17 por esplendcitos estimulados do grupo P&H SAP manteve diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle PBS, SAP, porém, foi registrado aumento na producao de
IL-17 por esplendcitos ndo estimulados dos grupos controles e dos grupos é°LH
PLHLc + AIF (Figura 9.
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Figura 9: Producgdo de IL-17 por esplendcitos murinos apds imunizagcdo com PLH
associada ou ndo com adjuvant&uatro semanas apos a infeccdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descri
metodologia foram eutanasiados e IL-17 foi dosado por citometria de fluxo em sobren:
de cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/5%s@0estimulo comglLc
(E) ou nado estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrao das
dos dados combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camt
por grupo. Diferengcas na produgdo de IL-17 por esplendcitos dos animais dos
imunizados em relacdo a do grupo controle (PBS) foram determinadas petaleStident
(*p<0,05).

6.2.5 Producéo de IL-6

Em 24 horas foi observado aumento na producdo de IL-6 por esplendcitos
estimulados dos grupos PLE| PLHLc + AIF e PLH.c + SAP em comparacdo com a
do grupo controle PBS. Porém, em 72 horas, estas diferencas ndo foram observadas
(Figura 10).
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Figura 10: Producdo de IL-6 por esplenécitos murinos apds imunizagdo com Plld
associada ou ndo com adjuvant®uatro semanas apos a infecgdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descrit
metodologia foram eutanasiados e IL-6 foi dosado por citometria de fluxo em sobrendee
cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/5%/sbi®estimulo corgLc (E) ou
nao estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrdo das médias ¢
combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camundongos pc
Diferencas na producéo de IL-6 por esplendcitos dos animais dos grupos imunizadogaer
a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelo testétudent (*p<0,05).

6.2.6 Producéao de IL-10

Esplendcitos dos grupos imunizados com Bt,HPLHLc + AIF e PLH.c +
SAP produziram maiores quantidades de IL-10 quando estimulados domm(Bgem
relacdo as suas respectivas culturas ndo estimuladas (NE) no periodo de 24 horas
porém nao houve diferenca estatistica na producdo de IL-10 por esplendcitos
estimulados dos grupos acima mencionados em comparagdo com esplendcitos
estimulados do grupo controle PESn 72 horas houve aumento na produgéo de IL-10
por esplendcitos estimulados dos grupos imunizados conL®UPLHLc + AIF e
PLHLc + SAP em relacdo ao grupo controle PBS estimulado e em relacdo as suas

respectivas culturas ndo estimuladas (Figura 11).
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Figura 11: Producéo de IL-10 por esplendcitos murinos apds imunizagdo com PLE
associada ou ndo com adjuvant®uatro semanas apos a infec¢gdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descrit
metodologia foram eutanasiados e IL-10 foi dosado por citometria de fluxo em sobres:
de cultura de esplendcitos incubados por 24 e 72 h a 37°C/5%s@Destimulo comglLc
(E) ou ndo estimulados (NE). As barras representam as médias + desvio padrao das me
dados combinados de trés experimentos independentes, totalizando até 8 camundo
grupo. Diferencas na producéo lile10 por esplendcitos dos animais dos grupos imuniz:
em relacdo a do grupo controle (PBS) foram determinadas pelbdesg&udent (*p<0,05).

6.2.7 Producgéao de IL-4

N&o foi detectada producdo de IL-4 por esplendcitos estimulados com Ag
e esplendcitos ndo estimulados dos seis grupos avaliados, tanto nos sobrenadantes de

cultura coletados com 24 horas como nos sobrenadantes coletados com 72 horas.

6.3 Avaliagédo da producdo de NO produzidas por esplendcitos estimulados chm Ag

apos imunizagdo de camundongos BALB/c com ALdd

A producdo de NO por células fagocitarias do baco foi avaliada
indiretamente pela analise de nitrito em sobrenadante de cultura de esplendécitos dos
camundongos dos 6 grupos experimentais estimulados cobt Af) ou néo

estimulados (NE) e coletado com 24 e 72 horas, conforme descrito na metodologia. No
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entanto, niveis insignificantes de NO foram detectados pelo método de Griess a partir
dos sobrenadantes coletados (Figurna 12
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Figura 12: Producdo de NO por esplendcitos murinos apos imunizagdo com PLé
associada ou ndo com adjuvast Quatro semanas apos a infecgdo com formas promasti
de L. infantum chagasicamundongos BALB/c previamente vacinados conforme descrit
metodologia foram eutanasiados e NO foi dosado indiretamente pela andlise tde
utilizando o método de Griess em sobrenadantes de cultura de esplendcitos incukizdles
72 h a 37°C/5% C§£ sob estimulo conAgLc (E) ou nao estimulados (NE). As barri
representam as médias + desvio padrao das médias dos dados combinados
experimentos independentes, totalizando até 8 camundongos por grupo. Diferer
producdo de NO por esplendcitos dos animais dos grupos imunizados em relagdo a ¢
controle (PBS) foram determinadas pelo téste Student (*p<0,05).
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7. Discussao

No presente trabalho a PLEIfoi purificada e utilizada em experimentos de
imunizacdo como antigeno vacinal a fim de avaliar seu potencial protetor em
camundongos BALB/c infectados com as formas promastigotasidantum chagasi
Para isso, foi realizada quantificacdo da carga parasitaria no baco e no figado e
dosagens de citocinas e O6xido nitrico a partir de sobrenadante de cultura de
esplendcitos. Alguns autores ja caracterizaram a PLH de algumas espécies de
Leishmaniae sua participacdo em processos de adesao a célula hospedeira (LOVE et
al., 1993; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2007; DE CASTRO CORTES et al., 2012b; DE
CASTRO CORTES et al., 2012a; MARTINS et al., 2015), no entanto, ndo existem
trabalhos que relacionem a participacao dalRi¢bmo estimuladora do sistema imune

do hospedeiro e sua utilizacdo como candidata a vacina contra LV.

Os animais imunizados com PLEIndo apresentaram reducédo da carga de
parasitos no baco e no figado quando comparados com os animais do grupo controle
PBS. Esses animais produziram um perfil de resposta Th17 com a producao de IL-6 e
IL-17 e producédo de IL-10. A atigdoda linhagem de células Th1l7 é induzida pelas
citocinas IL-6, IL-23 e TG, e essas células, uma vez atasggroduzem IL-17, IL-

21 e IL-22 (BHATTACHARYA; ALlI, 2013). Em camundongos deficientes de ILel7
infectados coniL. major, foi observada exacerbacédo das lesdes na pele, o que sugere a
importancia da IL-17 produzida por células Thl7 na patogénese da LC (LOPEZ
KOSTKA et al., 2009)Na LV em humanos, IL-17 e IL-22 estdo associadatecao

contra a reexposicdo ao parasito, o que sugere a participacdo da IL-17 na imunidade
protetora induzida por vacina (BANERJEE et al., 2016). Em infeccab. mnovanj

foi observado que IL-17 e IL-22 levam & protecdo contra LV, e sugere-se que estas
citocinas atuam complementando o papel protetor das citocinas Thl de modo néo
dependente (PITTA et al., 2009). Em experimentos de imunogenicidade realizado em
nosso laboratério, o grupo de animais que receberam somente L& Bpksentou
aumento na producdo de IRNIL-10 por esplendcitos estimuladosvitro com Ad.c

em comparagdo com 0s animais do grupo controle (dados néo publicRdodin, de
acordo com nossos resultados, a B&Hem adicdo de adjuvante ndo foi capaz de gerar

uma resposta com perfil Thl, apenas Thl&ceocina reguladordl-10, o que pode
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justificar a ndo resolugéo da infeccdo no baco e no figado dos animais imunizados com

essa formulag&o vacinal.

Os animais imunizados com PLEl+ AIF apresentaram reducdo da carga
parasitaria apenas no baco. Em relacdo ao perfil esplénico de citocinas, esses animais
foram capazes de gerar resposta com perfil Th1 com a producédo de eHN-
2.Produziram ainda IL-6 e IL-17, citocinas ThX¥ a citocina reguladord-10. As
citocinas proinflamatorias IFM; TNF e IL-2 s@o produzidas por células Thl ativadas e
sdo importantes na ativacdo das vias microbicidas dos macréfagos (FALEIRO et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2016b), sendo l{-Aprincipal citocina capaz de maximizar
a funcéo leishmanicida dos macrofagos com a inducdo das vias de producao de NO,
essencial para a eliminacdo das formas amastigotas intracelulares do parasito
(RODRIGUES et al., 2016b). TNF além de estar envolvido na ativacdo de macrofagos,
também tem importante participagcdo na formacdo e manutencdo dos granulomas
inflamatorios hepaticos responsaveis pelo controle da infeccédo no figado (MURRAY et
al., 2000). Em aspirado esplénieo vivode pacientes comV ativa a neutralizagao de
TNF-a ndo apresentou efeito direto na replicacdo do parasito, porém reduziu a produgdo
de IFN+«, enquanto os niveis de IL-10 permaneceram inalterados (SINGH et al.,.2016a)
Pacientes com calazar ativo apresentaram altos niveis de IEN6 e IL-10 e niveis
minimos de TNFe, IL-2 e IL-4 (ANSARI et al., 2006). Baixos niveis de IL-2 foi
observado em pacientes com LV ativa comparado com pacientes assintomaticos e
pacientes curados (COSTA et al., 2012). A IL-10 é uma citocina reguladora que, em
niveis elevados, promove a supressdo da resposta imune Thl, induzindo a persisténcia
do parasito e a cronificacdo da doenca (DE FREITAS et al., 2016). No entanto, a IL-10
desempenha importante papel na homeostase das respostas imunes proporcionando o
estado de equilibrio do sistema imunolégico apds a resolucdo de uma infecgdo. O
aumento dos niveis dessa citocina nos animais imunizados cobt PLAIF pode ser
uma resposta aos niveis de Iflgroduzidos por esses animais a fim de evitar possiveis
danosao hospedeiro (GHALIB et al., 1993), e o efeito regulador da IL-10 pode estar
associado ao sucesso de uma vacina (STOBER et al.,, ZD0f50 de adjuvantes
muitas vezes, se faz indispensavel na formulacdo de uma vacina. O AlF inoculado na
pele de camundongos promove producdo de TNF,ylFN-6, IL-17, IL-4 e IL-10
(VITORIANO-SOQUZA et al., 2012). Nos ensaios prévios de imunogenicidade, o grupo
de animais que recebeu PL&H AIF apresentou aumento na producédo de JFN-4 e



46

IL-10 por esplendcitos estimuladiwsvitro com Ad.c em relacdo ao grupo controle,
obtendo um perfil misto de resposta Th1/Th2 (dados ndo publicados). No entanto, na
nossa formulacéo vacinal de PL¢1+ AIF nao foi registrada producéo de IL-4, citocina
relacionada ao perfil de resposta Th2, enquanto IL-17 foi produzida em baixos@iveis.
mecanismo da participacdo da IL-17 na mediacdo de resposta protetora contra LV é
praticamente desconhecido. Essa citocina parece contribuir com a migracdo de
neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo (BANERJEE et al., 2016). Na LV,
resposta imune é 6rgao especifica. No figado os parasitos de multiplicam rapidamente e
a carga parasitaria atinge seu pico na 22 a 42 semana de infeccado e @m@m
parasito s6 é controlado na 62 a 8% semana apos a infec¢cdo. Em contrapartida, no baco a
carga parasitaria aumenta intensamente apds a 42 semana e uma infeccédo crbnica se
estabelece (FALEIRO et al.,, 2014). No presente trabalho, os animais foram
eutanasiados na 42 semana apoés a infeccdo, periodo de pico da carga parasitaria no
figado e inicio da intensa proliferacdo dos parasitos no baco, de acordo com dados nao
mostrados referentes ao modelo de infeccdo utilizado em nossos experimentos. Este
fato, associad@ producdo de TNF e IL-17 em niveis insuficientes para proteger 0s
animais contra a proliferacdo dos parasitos, pode ter contribuido com a manutencéo da
carga parasitaria no figado dos animais vacinados corb®tAIF.

Quando a PLHc foi administrada juntamente com o adjuvante Saponina, 0s
animais que receberam essa formulacdo vacinal apresentaram reducdo da carga de
parasitos tanto no baco quanto no figado. Os animais desse grupo produziram citocinas
com padrdo Thl e Thl7, especialmente {FH{L-17 respectivamente e a citocina
reguladoralL-10. Os perfis de resposta Thl e Th1l7 sdo relacionados com protecéo
contra LV, conforme citado acima, enquanto que o padrdo Th2 de resposta contribui
com a susceptibilidade e progressdao da patologia (DE FREITAS et al., 2016;
SRIVASTAVA et al., 2016). Pitta demonstrou que as citocinas IL-22 e especialanente
IL-17, tipicas de um perfil de resposta Th17, estdo envolvidas na protecad_tortra
que essas complementam de forma ndo dependente o desenvolvimento da resposta
protetora realizada pelas citocinas de padrdao Thl (PITTA et al., 2009). A IL-17
contribui na mobilizacéo e sobrevivéncia de neutrdfilos no local da infecgdo (KOLLS;
LINDE, 2004) e essas células desempenham importante papel na infec¢cdo por
Leishmania,em especial na formacdo dos granulomas inflamatérios no figado de

animais infectados (BANERJEE et al., 201&amundongos deficientes do receptor de
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IL-17 s&o mais susceptiveisnfeccdo poiL. infantume apresentam menores niveis de
IFN-v e infiltrado inflamatorio no figado. Além do mais, IL-17 atua sinergicamente com
IFN-y para potencializar a atividade leishmanicida dos macrofagos infectados com a
producdo de NO, sugerindo a importancia de formulagcdes vacinais com a combinacao
de antigeno/adjuvante capazes de aumentar a producédo de IL-17 (NASCIMENTO et al.,
2015).

A importancia de IFN+na protecédo contra LV ja é bem estabelecida, uma
vez que essa citocina atua na ativacdo das vias microbicidas dos macréfagos para a
producdo de NO. Na fase de triagem clinica para avaliar a imunogenicidade da vacina
Leish-F1+MPL-SE, foi detectado producdo de I;NL-10 e niveis basais de IL-4,
porém a protegdo da vacina foi associada aos altos niveis de prdduzidos
(CHAKRAVARTY et al., 2011). A Canileish (LIESP/QA-21), vacina licenciada para a
vacinacdo de caes na Europa, confere protecdo por estimular uma resposta imune
mediada por células Thl, especialmente com a producédo de (FERENO et al.,
2012). Em um estudo da expressao de 6 citocikd&y(| TNF-, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-
10) marcadoras de resposta de células T de memoria sob estimulo de SLA em humanos,
apenas a producdo de IRNoi associada aos pacientes curados ou resistentes a LV
(KUMAR et al., 2010). Outra citocina de grande importancia na infeccdo por
Leishmaniaé alL-10, uma vez que atua na desativacdo das vias microbicidas dos
macrofagos e ainda diminui a expressdo de moléculas co-estinaglablibiC e a
producdo de IFN- (RODRIGUES et al.,, 2016b). Como j& mencionado, o efeito
regulador da IL-10 nas infec¢des contribui na homeostase das respostas imunes e seu
efeito pode ser essencial na eficacia de uma vacina (GHALIB et al., 1993; STOBER et
al., 2005).

O adjuvante saponina tem sido utilizado em diversas formulacdes vacinais
contra leishmaniose por induzir uma intensa resposta imune do tipo Thl (FERNANDES
et al., 2008; BORJA-CABRERA et al., 2008; COSTA et al.,, 2014; DE JESUS
PEREIRA et al., 2015; OLIVA et al., 2014). As duas vacinas atualmente lincenciadas
no Brasil para a imunizacdo de cdes, a Leisif-Teca Leishmurfé apresentam
saponina em sua formulacdo. Na avaliacdo da imunidade protetora conferida pela Leish-
Tec® frente & infeccdo pok. infantum chagasem cdes beagle, foram avaliados os
niveis das citocinas IFM-¢ IL-10 e foi detectado aumento dos niveis de JF&-

diminuicdo de IL-10 nos animais infectados ap0s a imunizagdo, e a vacina conferiu
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42,86% de eficacia de protecdo (FERNANDES et al., 2008). A vacinagdo contra LVC
utilizando a vacina Leishmufielemonstrou aumento dos niveis de IFNe primeiro

ao sexto més apos a vacinacao e aumento da expressao de IL-17 no primeiro més apos a
infeccdo, enquanto os niveis de IL-4 e TNF ndo apresentaram aumento em relacdo ao
controle (MOREIRA et al., 2016). No presente trabalho, a combinacdo das respostas
Thl e Thl7 com a producgéo respectivamente deylENL--17 e a producgéo dé-10

induzidas pela formulagéo vacinal contendo BEH SAP e ainda, a ndo producéo de

IL-4 podem justificar a reducdo da carga parasitaria no baco e no figado dos animais

imunizados com essa vacina.

A IL-4 é uma citocina considerada por muitos autores como supressora da
resposta Thl e indutora de resposta Th2 (FALEIRO et al., 2014). Ela impede a
expansado e migracdo dos neutrofilos para os locais de infeccdo e inflamacéo por
antagonizar o fator estimulador de colbnias de granulocitos (G-CSF) e os sinais
mediados por receptores de quimiocinas (WOYTSCHAK et al., 2016). Nas trés
formulacdes vacinais avaliadas, HAldi PLHLc + AIF e PLH.c + SAP nao houve
producédo de IL-4 pelos esplendcitos estimulados e isso pode ser considerado um ponto

positivo na busca por protecdo contra a LV.

A producdo de NO pelos macrofagos € induzida principalmente=plsy, |
gue promove a transcricao da enzima INOS resultando no controle da proliferacado das
formas amastigotas intracelulares do parasito (DING et al.,, 1988). Para avaliar o
potencial microbicida de macrofagos ativados nos diferentes grupos imunizados, a
producdo de NO foi avaliada por intermédio dos niveis de nitrito presente no
sobrenadante de culturas de esplendcitos de camundogos imunizados corbca PLH
PLHLc + AIF e PLH.c + SAP ap0s estimulo com BAg Apesar do perfil esplénico de
citocinas produzidas ap0s o estimulo comLAg a reducdo da carga parasitaria
observada nos grupos imunizados com BPtH AIF e PLH.c + SAP, ndo houve
inducdo de NO por esplendcitos dos grupos vacinados. Os macréfagos séo as principais
células da imunidade inata conhecidos por exercer atividades leishmanicidas contra
infeccdo por L. donovani por intermédio da producdo de iINOS no figado
(BHATTACHARYA; ALI, 2013). No entanto, estudo sugere que os efeitos anti-
parasitarios dos macréfagos no figado € independente de iINOS (MURRAY, 2006).

Bhattacharya sugere que o controle da infeccad.pdonovaniem macréfagos pode
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seguir tanto uma via dependente quanto independente de INOS o que depende do
estagio de infeccdo (BHATTACHARYA; ALlI, 2013).

Outra abordagem interessante em relagdmducado de citocinas esplénicas
frente ao estimulo com Ag é a cinética dessa producédo. No presente trabalho, os
sobrenadantes de cultura de esplendcitos foram coletados com 24 e 72 horas apos a
estimulacdo e incubacdo das células. No entanto, podemos observar diferencas na
producao das citocinas pelos grupos imunizados conL&IBHLHLc + AIF e PLH.c +
SAP nos dois tempos avaliados. Em relagdoitocinas de padrdo Thl, foi observado
maiores niveis de IL-2 em 24 h. Nesse mesmo tempo, os niveis de TNF provavelmente
aproximaram do seu pico de producgdo, uma vez que em 72 h nao foi registrado aumento
estatistico comparado com a producdo em 24 h.. J4 a producdo gexpikentou
maiores niveis em 72h. Na infeccdo assintomatica Lpodonovani macréfagos
infectados podem produzir TNF e I} como parte da resposta imune inata. Por sua
vez, DCs produzem IL-12 que ativam os linfocitos T CD4+ especificos ao antigeno que
passam produzir INkF-e TNF. Estas citocinas podem ativar macrofagos infectados a
produzirem NO para eliminar os parasitos intracelulares (FALEIRO et al., 2014,
RODRIGUES et al., 2016b). Apesde IL-2 ser uma citocina de padrdo Thl, sua

participacdo na infeccdo pbeishmaniando é elucidada.

Duas citocinas de padrdo Th17 foram avaliadas, IL-6 e IL-17. EmIR46h,
parece ter aproximado do seu pico de produc¢éo, uma vez que em 72 h nao foi observado
aumento dos niveis dessa citocina em relacdo a sua producdo em 24 |h-1Ja a
apregrnou maiores niveis em 72 h. A diferenciacdo de células Th(0) em células T
CD4+ com padrédo Thl7 é induzida pelas citocinas IL-6, IL-23 e f.GQFma vez
ativadas, essas células passam a produzir IL-21, IL-22 e especialmente IL-17, que atua
no controle da infeccéo juntamente com as citocinas de padrao Thl (PITTA et al., 2009;
BANERJEE et al., 2016). Portanto, os niveis de IL-6 nas primeiras horas apés a
infeccdo se faz importante para a producdo de IL-17, que ira atuar na migracdo de
neutréfilos para o local da infec¢cdo, podendo ainda contribuir na ativagdo das vias

microbicidas dos macrofagos.

Os maiores niveis de IL-10 foram registrados em 72 h, enquanih -gue
citocina de padrdo Th2, ndo apresentou producdo detectavel nos periodos avaliados. A

producédo de IL-10 é requerida para estabelecer o controle da infec¢gdo, portanto os altos
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niveis dessa citocina em 72 h proporciona um balanco da resposta imune especialmente
em relacdo aos altos niveis de lFNroduzidos nesse mesmo periodo (STANLEY;
ENGWERDA, 2007). Durante a infeccdo pbr major, diferentes citocinas sao
requisitadas para a inducdo e manutencdo da resposta Th2. IL-10 e IL-5 parecem
exercer importante papel nas fases iniciais da infeccédo, enquanto IL-4 e IL-3 para
estabelecer uma resposta Th2 que leva a progressao da doenca (NASHED et al., 2000).

A partir da andlise dos resultados obtidos nesse trabalho, podemos concluir
que a PLHc isolada ndo € capaz de proporcionar protecdo contra infeccdo. por
infantum chagasiporém quando associada com um adjuvante foi capaz de produzir
perfis de resposta que levaram a reducdo da carga parasitaria dos animais imunizados
com PLH.c + AIF e PLH.c + SAP. A PLHLc + SAP foi capaz de conferir maior
protecdo aos animais desafiados com as formas promastigdtasnéentum chagasi
com a reducdo da carga de parasitos no baco e no figado, enquanto qle & RLH
foi capaz de reduzir a carga de parasitos apenas no bago dos animais desafiados. Ambas
as formulagdes vacinais produziram citocinas com padrao de resposta Thl, Thl7 e a
citocina IL-10. No entanto, os animais vacinados com IRLH SAP apresentaram
maior média de producdo de IRNTNF, IL-2, IL-6, IL-17 e IL-10 que refletiram no
efeito biolégico de protecdo observado.. Os resultados nos fazem otimistas quanto a
utilizacdo de PLHc + SAP como candidata a vacina contra LV e nos levam a continuar
na investigacdo dessa formulacdo vacinal, agora com a utlizagdo dec PLH

recombinante.
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8. Conclusodes

= Os animais do grupo imunizado apenas com IRLproduziram um
padréo de resposta imune Th17 com a producéo das citocinaslll-bB7ee a citocina
reguladoralL-10 por esplendcitos estimuladws vitro com Ad-c. Porém, a resposta
imune produzida ndo foi capaz de reduzir a carga de parasitos no baco e no figado

desses animais quando comparado com 0s animais do grupo controle PBS.

= No grupo de animais que receberam BtH+- AIF, foi observada
producdo de citocinas de padrdo de resposta Thl e Thl7 e a citocina IL-10, por
esplendcitos estimuladas vitro com Ad-c. No entanto, essa formulacdo vacinal
proporcionou menores médias de producdo de citocinas, especialmentellFN- e
IL-10 comparado com o grupo imunizado com BeH SAP. Os resultados obtidos
refletiram na reducdo da carga parasitaria apenas no baco desses animais em

comparac¢ao com o0s animais do grupo controle PBS.

= Nos animais do grupo imunizado com RldH# SAP, foi observado um
padrdo de resposta imune Th1/Th1l7 por esplendcitos estimuasiiso com Ad-c.
As citocinas produzidas foram IFNL-2, IL-6, IL-17 e a citocina reguladota-10.
Esse perfil de resposta e o0s niveis de citocinas produfatamn capaes de
proporcionar a reducdo da carga parasitaria no baco e no figado dos animais que

receberam essa formulagao vacinal em comparacao com os animais do grupo controle.

= N&o houve producgéo detectavel de IL-4 por esplendcitos estimuados
vitro com Ad.c tanto provenientes dos grupos controles quanto dos gruposcPLH
PLHLc + AIF e PLH.c + SAP em 24 e 72 horas de incubacdo. Isso pode ser

considerado um ponto positivo na busca por uma prote¢éo contra LV.

= Apesar da resposta imune produzida pelos grupos imunizados com
PLHLc + AIF e especialmente Plld + SAP, resultando na reducdo da carga
parasitaria no baco e no bacgo/figado, respectivamente, ndo foi observado producéo de
NO utilizando a reagédo de Griess a partir do sobrenadante de cultura de esplendcitos

estimuladosn vitro com Ad-c.
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» Em relacdo a cinética de producdo de citocinas pelos esplendcitos
estimuladosn vitro com Ad-c, foi observado que, em 24 horas ha pico de producéo de

IL-2, TNF e IL-6, enquanto que em 72 horas ha pico de producao declHN10.

= Os niveis de citocinas de perfil de resposta Th1l/Th17 com especial
producado de IFN-eIL-17 respectivamente, e a producéo de IL-10 proporcionado pela
imunizacdo com PLHc + SAP, foi mais eficaz no controle da LV nos animais
infectados poL. infantum chagasiuma vez que foi capaz de reduzir a carga parasitaria
no baco e no figado desses animais. Esses resultados nos conduzem para uma nova
etapa na investigacdo da Pllddcomo candidata a vacina contra LV por intermédio de
ensaios de imunogenicidade e protecdo utilizando a proteina recombinante no preparo

da formulacao vacinal.
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9. Perspectivas de estudo

Vérios trabalhos na literatura nos mostram que uma resposta imunologica
capaz de gerar protecédo contra a LV pode ser obtida tanto por uma via Thl quanto por
uma via mista Th1/Th2. Nossos resultados demonstraram que lac Ridrhinistrada
com o adjuvante Saponina pode se tornar uma promissora candidata a vacina contra LV.
Essa formulacdo vacinal proporcionou uma resposta imune via ThlIH1D7/que
culminou na reducdo da carga parasitaria nos dois 6rgdos avaliados. Sabendo que a
utilizacdo de proteina nativa do parasito como imundgeno limita a producdo de uma
vacina, se faz necessario investigar a utilizacdo da_Plétombinante em testes de
imunogenicidade e protecdo. Nesse sentido, o trabalho permite propor as seguintes

perspectivas:

= Avaliar a imunogenicidade conferida pela rRldHisolada ou na
presenca de adjuvante por intermédio da realizacdo de ensaio de linfoproliferacéo,

dosagem de citocinas, NO e isotipos de anticorpos 1gG1/IgG2a.

= Avaliar a eficacia vacinal da rPlld isolada ou na presenca de
adjuvante por meio da quantificacdo do parasitismo no baco e no figado, bem como o
perfil esplénico de citocinas por citometria de fluxo, dosagem de NO e isotipos de
anticorpos 1gG1/IgG2a apos infeccdo com formas promastigotak. dafantum

chagasi.

» Estudar possiveis formulagbes vacinais que combinem alidPtin
uma ou mais proteinas recombinantes dafantum chagasmplicadas no processo de

adesao e infecgdo a célula hospedeira.
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10. Consideracdes finais

Se tratando de leishmanioses e demais Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTNs), longa tem sido a busca por medidas eficazes de controle e erradicacao por
parte de varios grupos de pesquisas em todo o mundo. Em 2015, o Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia foi concedido aos cientistas William C. Campbell e Satoshi
Omura pelo desenvolvimento de novas terapias para o combate de doencas causadas por
vermes nematdédeos e, ainda, para a chinesa Youyou Tu, por desenvolver uma nova
terapia contra malaria. O destaque e a importancia que tal prémio representa para a
comunidade cientifica talvez tenha despertado no mundo um novo olhar para as DTNSs,
ou, pelo menos, é o que esperamos. A elevada incidéncia de LV especialmente em
populacdes mais pobres e seu indice de letalidade levou a Organizacdo Mundial de
Saude a delinear uma proposta na tentativa de reduzir drasticamente 0s encargos
associados a doenca. O plano proposto estima identificar e tratar todos os casos de LV
das regides endémicas das Américas, Africa e Europa e reduzir para abaixo 1 a cada
10.000 casos a prevaléncia da doenca no subcontinente Indiano até o ano de 2020. Tal
plano exige medicamentos eficazes e acessiveis (WHO, 2013). Dados os desafios
implicados ao uso dos medicamentos disponiveis até o momento, a imunoprofilaxia
continua sendo uma abordagem em potencial para o controle da LV e, portanto, requer

atencao e investimentos.
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