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RENZETTI, A. R. S Avaliacdo da resposta imune induzida pela Nucleosideo
Hidrolase (NH36) de Leishmania (L.) donovani em cées imunizados com a
vacina Leishmune®. Rio de Janeiro, 2017. 88 f. Dissertacdo [Mestrado em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] - Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas.

RESUMO

No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV) é causada por Leishmania infantum e tem
como seu principal vetor Lutzomyia longipalpis. Os cdes sdo o reservatorio no
ambiente doméstico e peridoméstico ja que, mesmo quando assintomaticos,
albergam o parasita na pele, sendo bem descrito o fato que os casos caninos
precedem os casos humanos da doenca. Apesar dos esforcos do Ministério da
Saude na implementacdo de medidas de controles da LV, a mesma encontra-se em
franca expanséao no territorio brasileiro. Nesse sentido, o desenvolvimento de uma
vacina eficaz para a protecéo contra a leishmaniose visceral canina podera ser uma
melhor forma de controle. Por este motivo, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar ex
vivo os fendtipos celulares por citometria de fluxo e a producao de anticorpos IgG
totais pela técnica de ELISA, em grupos de caes sadios antes da vacinacéao (TO) e
em trés momentos poés-vacinacdo (T1, T2, T3) com a vacina Leishmune®, durante
um ano, e em caes naturalmente infectados provenientes de area endémica de LVC.
Nossos resultados demonstraram uma distingdo de niveis de anticorpos IgG totais
para os antigenos recombinantes em relacdo aos grupos estudados, destacando-se
as fracbes F2 e F3 no grupo de caes vacinados, com niveis de IgG similares e
constantes ap0s um ano de vacinacao. Por outro lado, a fracdo F1 apresentou niveis
baixos de IgG no grupo de cédes vacinados e no grupo de cdes naturalmente
infectados. Em relacdo ao contexto ex vivo, observamos uma tendéncia na
diminuicao dos percentuais de linfocitos TCD3+CD4+ apds a vacinacao, contudo, 0s
percentuais de células CD4+CD25+ nao apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos de caes sadios e vacinados. O fenétipo celular TCD3+CD8+ demonstrou um
aumento significativo no grupo de cées naturalmente infectados sintomaticos,
enquanto observamos diferencas estatisticas nos percentuais de células T
CD8+CD25+ quando comparados o grupo de cédes vacinados e naturalmente
infectados. Em contrapartida, o perfil de linfécitos B demonstrou uma tendéncia a
diminuigdo em seus percentuais no periodo pos-vacinal, e ainda mais acentuada no
grupo de animais infectados, em comparag¢ao com o grupo de cédes sadios (T0).

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, Leishmune®, Nucleosideo

Hidrolase.



RENZETTI, A. R. S Evaluation of the immune response induced by Leishmania
(L.) donovani Nucleoside Hydrolase (NH36) in dogs immunized with the
Leishmune® vaccine. Rio de Janeiro, 2017. 88 f. Dissertation [Master's in Clinical
Research in Infectious Diseases] - National Institute of Infectology Evandro Chagas.

ABSTRACT

In Brazil, Visceral Leishmaniasis (LV) is caused by Leishmania infantum and has as
its main vector Lutzomyia longipalpis. Dogs are the reservoir in the domestic and
peridomestic environment since, even when asymptomatic, they harbor the parasite
in the skin, and it is well described the fact that canine cases precede the human
cases of the disease. Despite the efforts of the Ministry of Health in the
implementation of measures of control of LV, it is in full expansion in the Brazilian
territory. In this sense, the development of an effective vaccine for protection against
canine visceral leishmaniasis may be a better form of control. For this reason, the
objective of this study was to characterize ex vivo the cell phenotypes by flow
cytometry and the production of total IgG antibodies by the ELISA technigue in groups
of healthy dogs before vaccination (TO) and in three post-vaccination moments ( T1,
T2, T3) with the Leishmune® vaccine for one year, and in naturally infected dogs from
the endemic LVC area. Our results demonstrated a distinction of total IgG antibody
levels for the recombinant antigens in relation to the studied groups, with F2 and F3
fractions in the group of vaccinated dogs with similar and constant 1gG levels after
one year of vaccination. On the other hand, F1 fraction had low levels of IgG in the
group of vaccinated dogs and in the group of naturally infected dogs. Regarding the
ex Vvivo context, we observed a trend in the decrease of CD3+CD4+T lymphocytes
after vaccination, however, the percentages of CD4+CD25+cells did not present
statistical difference between groups of healthy and vaccinated dogs. The
TCD3+CD8+ cell phenotype demonstrated a significant increase in the naturally
infected group of symptomatic dogs, while we observed statistical differences in
CD8+CD25+T cell rates when compared to the group of vaccinated and naturally
infected dogs. In contrast, the B lymphocyte profile showed a tendency to decrease
in its percentages in the post-vaccination period, and even more marked in the group
of infected animals, compared to the group of healthy dogs (TO).

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis, Leishmune®, Nucleoside

hydrolase.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo consideradas um grave problema de saude publica,
com uma ampla distribuicdo geogréafica. Sdo um grupo de doencas que ocorrem em
88 paises nos cincos continentes, estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam
sob o risco de adquirirem uma das formas da doenca. A Leishmaniose Tegumentar
(LT) como a Leishmaniose Visceral (LV), sdo consideradas doencas de carater
zoonotico, isto é, quando homens, animais domésticos e silvestres participam na
transmissdo da doenca, disseminando o parasito (DESJEUX, 2001).

A primeira observacédo de Leishmania foi realizada por Cunningham em 1885
em amostra de um paciente indiano com lesdo cutanea. Borovsky em 1898
descreveu minuciosamente o parasito de um paciente com a forma cutanea da
doenca na RuUssia. Donovan & Leishman, com trabalhos independentes e
desconhecendo o trabalho de Borovsky, redescreveram o parasito em 1903, em um
caso de calazar de um paciente indiano. No mesmo ano, Ross denominou este
parasito Leishmania donovani (REY, 2008).

A Leishmaniose é uma doenca que possui manifestacbes clinicas diversas,
dividindo-se basicamente em LT e LV. A LT é causada por parasitas dos subgéneros
Viannia e Leishmania, que conduz ao desenvolvimento de lesdes cutaneas (Unicas
ou multiplas) e lesdes mucosas (acometendo a cartilagem da nasofaringe e
superficies mucosas), possui um espectro de formas clinicas tais como a
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa (LM) e a leishmaniose cutanea
difusa (LCD) (PEARSON, 1993; MARZOCHI et al., 1999; BASANO & CAMARGO,
2004). A LV, conhecida como calazar (Kalazar) ou Dum Dum, é causada por
espécies do complexo de Leishmania donovani, subgénero Leishmania, que
possuem um tropismo para Orgaos internos ricos em macrofagos, afetando
principalmente o figado, baco, medula 6ssea e nédulos linfaticos (DUARTE, 2000;
SAHA et al., 2006).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é causada por espécies de Leishmania



infantum no Velho Mundo e Leishmania chagasi ho Novo Mundo. No entanto, h&
evidéncias de que a Leishmania (Leishmania) chagasi possa ser Leishmania
(Leishmania) infantum trazida do Velho Mundo para o Novo Mundo por imigrantes
dos paises Mediterraneos. Esta doenca € caracterizada por diversas manifestacoes
clinicas que variam de uma forma assintomatica, oligossintoméatica a sintomatica,
gue levariam o céo infectado a morte (BRASIL, 2006).

Os cdes domésticos sao responsaveis em propagar a doenca a partir de focos
enzooticos, e além disso, existem animais assintomaticos que albergam o parasito
na derme, tornando essa doenca de grande importancia epidemiolégica
(MARZOCHI, 1985)

Dentre as medidas de controle da LV empregadas pelo Ministério da Saude
(MS) estdo o diagnostico sorolégico, apreensdo e eutandsia dos caes
infectados. Essa pratica tem se mostrado uma experiéncia traumatica e de grande
desconforto social. Esse desconforto cresce a cada dia jA que a medida
aparentemente ndo esta contribuindo de forma efetiva para diminuir o nimero de
casos humanos e caninos de LV no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

O tratamento dos cdes nao €é preconizado como medida de controle pelo MS
ja que, até o momento, a cura parasitolégica dos animais infectados néo foi
comprovada em nenhum dos protocolos terapéuticos testados para a LVC. Desta
maneira, a imunoprofilaxia & considerada, por muitos autores, como a principal
estratégia para o controle e erradicacao da LV, ja que, a vacinac¢ao canina reduziria
a incidéncia em cées e, por consequéncia, a humana, evitando o sacrificio de caes
(CHAPPUIS et al., 2007; PALATNICK-DE-SOUZA, 2008).

Com este objetivo, um grupo de pesquisadores do Instituto de Microbiologia
Paulo Goes da UFRJ desenvolveram uma vacina denominada Leishmune®,
licenciada em 2003 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
(MAPA). Apesar de sua seguranca e da ampla utilizagdo da vacina pela classe
veterinaria, o MAPA, através da nota de esclarecimento em 2014, pronunciou-se
sobre a suspensdo da licenca de comercializacdo dessa vacina, indicando a
existéncia de estudos pré-clinicos de fase clinica | e Il, porém a inexisténcia e a

necessidade de realizacdo de um estudo de fase Il (eficacia).

A vacina Leishmune® contém o ligante fucose manose (FML), de Leishmania



(Leishmania) donovani, capaz de inibir fortemente a ligacdo de promastigotas aos
macréfagos. O complexo glicoprotéico Nucleosideo Hidrolase 36 (NH36-) € o
principal complexo antigénico do FML. A NH36 foi sequenciada e peptideos
sintéticos que perfazem toda a sua sequéncia foram desenvolvidos pelo grupo da
UFRJ e testados em modelo experimental murino com resultados promissores
(NICO et al., 2010).

Por este motivo, visto que estaremos estudando antigenos que sédo apontados
como imundgenos potentes presentes nesta preparacdo vacinal, é extremamente
interessante ndo s6 avaliar a resposta a esses candidatos apos estimulacdo de
células obtidas de animais infectados e néo infectados, como também de animais
previamente imunizados com a Leishmune®, o que aumenta grandemente a
possibilidade de que uma resposta robusta contra esses antigenos seja gerada e
consequentemente melhor avaliada. Vale ressaltar que nosso trabalho é o primeiro

a avaliar as respostas induzidas por essas proteinas em células de caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE

Estima-se que aproximadamente 350 a 400 milhdes de individuos no mundo
estejam sob o risco de adquirir a leishmaniose e que 12 a 14 milhdes estejam
infectados. Além disso, sabe-se que 59.000 individuos morrem anualmente de LV,
dentre os quais 35.000 sdo homens e 24.000 s&o mulheres. E importante destacar
gue esses numeros sdo apenas estimativas e estes dados podem estar
subestimados, devido as dificuldades encontradas nos sistemas de notificacdo dos
paises onde decorre esta doenca (DESJEUX, 2004; WHO, 2010).

A leishmaniose humana possui uma incidéncia de 1,6 milhdes de casos por
ano, sendo que meio milhdo sédo de LV e 1,1 milhdo de LT. Na LV, apenas 500 mil
casos sao notificados por ano sendo que, em 2015, 88,8% dos casos globais de LV
foram relatados em seis paises: Brasil, Etiopia, india, Somalia, Suddo do Sul e
Sudéo. Os 10 paises com maior nimero de casos reportados em 2015 sao:
Afeganistéo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird, Iraque, Peru, Republica Arabe da Siria,
Tunisia e 1émen, que juntos também representam 90% da incidéncia global de LC
relatada (ASHFORD et al., 1992; WHO, 2016). O Brasil é o responsavel pelo maior
namero de casos registrados nas Américas, assumindo cerca de 90% do total de
casos de Leishmanioses nesse continente (MONTEIRO et al., 1994).

Assim, como no territério brasileiro a LV é considerada uma doenca
negligenciada e endémica, e que atualmente, encontra-se em expansao nas regides

urbanas e rurais nos paises da América Latina, Europa e Asia. Em alguns paises da



América do Sul, a principal forma clinica manifestada era a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), e a LV era considerada uma doenca inerente.
Entretanto, na Argentina os casos de LV humana surgiram a partir de 2005, e os
numeros de casos cresceram gradativamente juntamente com o numero de 6bitos
causados pela doenca (SALOMON & ORELLANO, 2005; SALOMON et al., 2009).

A LV era considerada uma doenca que acometia moradores e trabalhadores
de areas rurais, no entanto, hoje sdo encontrados focos em centros urbanos,
possivelmente devido a migracéo de pessoas e seus animais infectados das regides
precarias, sem nenhum saneamento e informacfes sobre a doenca (ABRANCHES
et al., 1991; WERNECK, 2014). Este processo de urbanizacdo ocorreu
gradativamente nos ultimos trinta anos, nos quais as primeiras epidemias urbanas
foram encontradas em Teresina no estado do Piaui (COSTA et al., 1990) e S&o Luiz
no estado do Maranhé&o (SILVA et al., 1997). Logo apds, foram descritos surtos da
doenca na cidade do Rio de Janeiro (MARZOCHI et al., 1994), em Belo Horizonte no
estado de Minas Gerais (LUZ et al., 2001), em Trés Lagoas e Campo Grande no
estado do Mato Grosso (MESTRE et al., 2007) e Palmas no estado de Tocantins
(BRASIL, 2006).

Em 1977, foi relatado o primeiro caso de LV humana associado a presenca
do vetor Lutzomyia longipalpis e infeccéo canina, na zona oeste na cidade do Rio de
Janeiro e, posteriormente, 0s casos caninos foram descritos com frequéncia nos
ambientes peri-urbanos desta regido (MARZOCHI et al., 1985; MARZOCHI et al.,
1985). Entre os anos de 2010 e 2014, ocorreram casos de LVC em areas urbana e
rural, observando-se uma expansao desta doenca no estado do Rio de Janeiro. No
ano de 2010, foi registrado o primeiro caso autdctone no bairro de Laranjeiras
localizado na zona sul da cidade do Rio de Janeiro (FIGUEIREDO et al., 2010). Entre
0os anos de 2011 e 2013, foram descritos casos de LVC nos municipios de
Mangaratiba, Maricd, Volta Redonda e na cidade do Rio de Janeiro (DE PAULA et
al., 2009; RIO DE JANEIRO, 2012; CAMPOS et al., 2013; SILVA et al., 2015), e em
2013, foi relatado o primeiro caso al6ctone de LVC em Resende. O primeiro foco
urbano de transmisséao ativa de LVC foi registrado com 25 casos no bairro do Caju,
localizado na zona portuaria do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2011; SILVA et
al., 2015).

Os agentes etiologicos da leishmaniose sdo os protozoarios flagelados que
pertencem ao filo Euglenozoa, sub-filo Sarccostoma, classe Kinetoplastida, ordem



Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, (ROBERTS & JANOVY, 2009) género
Leishmania, Ross em 1903. Os protozoarios do género Leishmania possuem em seu
citoplasma uma organela denominada de cinetoplasto, caracteristico da ordem
Kinetoplastida. Esta organela € composta por uma rede de moléculas de DNA
circulares-kDNA, gue se dividem em maxicirculos e minicirculos (SIMPSON, 1987).
Os parasitos possuem dois estagios evolutivos: a promastigota que € caracterizada
por sua forma alongada, medindo 8-15 pm, contendo um flagelo emergindo
anteriormente que permite a sua locomoc¢do, encontrada no trato intestinal do
hospedeiro invertebrado (Figura 1), e amastigota que € caracterizada por sua forma
ovoide (eliptica), medindo 3-5 um, e possui um flagelo interiorizado dentro da bolsa
flagelar que realiza endocitose e exocitose. A forma amastigota é uma forma
evolutiva intracelular que infecta células mononucleares do hospedeiro vertebrado
(Figura 2) (REY, 2008; BRASIL, 2010).
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Figura 1: Promastigota - Forma evolutiva alongada e flagelar de
Leishmania sp., em meio de cultura (Fonte: Brasil, MS 2010)
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Figura 2: Amastigota - Forma evolutiva ovoide e intracelular de
Leishmania sp., corado por Giemsa (Fonte: Brasil, MS 2010)



Os subgéneros de Leishmania sdo classificados taxonomicamente de acordo
com a localizagdo do parasito no aparelho digestivo dos flebotomineos. Os parasitos
gue se aderem a porcao anterior e média do intestino, comportamento suprapilario,
séo agrupados no subgénero Leishmania, e 0os que apresentam uma fase de divisao
em que se aderem a parede do intestino posterior, desenvolvimento peripilario,
pertencem ao subgénero Viannia (LAINSON et al., 1979). O género Leishmania
possui muitas espécies e a classificacdo taxondmica baseia-se nas caracteristicas
do parasito nos animais de laboratério, nos vetores e no aspecto clinico e
epidemioldgico da doenca que acomete o homem. O sistema de classificacdo é
acrescentado com uma variedade de métodos bioquimicos e imunoldgicos, incluindo
o mapeamento de DNA e a reatividade imunoldgica a anticorpos monoclonais
(DUARTE, 2009).

A LV é causada pelas espécies pertencentes ao subgénero Leishmania:
Leishmania (Leishmania) donovani, encontrada no Velho Mundo, e a Leishmania
(Leishmania) chagasi, considerada similar a Leishmania (Leishmania) infantum
(MAURICIO et al., 2001), e que se encontra no Novo Mundo (MELO, 2004; KAYE &
AEBISCHER, 2011).

Atualmente, sdo reconhecidas onze espécies de Leishmania causadoras da
LTA (COSTA, 2005). No Brasil, foram identificadas sete espécies, sendo seis
espécies do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies circulantes no Brasil sdo: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis. As espécies
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
lindenberg e Leishmania (Viannia) shawi foram identificadas nas regides Norte e
Nordeste (BRASIL, 2010).

Os insetos vetores, os flebotomineos, sdo pequenos, medindo 2 a 3 mm e
possuem um corpo com intensa pilosidade (Figura 3). Estes insetos s&o
holometébolos, contendo um ciclo de vida através de fase de ovo, fase larval, fase
de pupa e o adulto (BRAZIL & BRAZIL, 2003). Pertencem a familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, género Phlebotomus, responsavel pela transmissdo no
Velho Mundo descrito por Rondani & Berté, em 1840 e género Lutzomyia no Novo
Mundo, por Frangca em 1924 (REY, 2008).



Figura 3: Flebotomineo - Inseto Vetor da Leishmaniose no
momento do repasto sanguineo (Fonte: Brasil, MS 2010)

Conforme mencionado anteriormente, o parasito possui dois estagios
principais durante o ciclo de vida: promastigotas, formas flageladas e extracelulares,
e amastigotas, formas intracelulares obrigatérias e com flagelos inaparente por
microscopia Optica, encontradas em mondcitos e macréfagos dos hospedeiros
vertebrados. Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos injetam as formas
promastigotas do parasito e a sua saliva na pele do hospedeiro vertebrado. As
células do Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF) do hospedeiro, principalmente os
macrofagos, endocitam estas formas, que se transformam em amastigotas e se
multiplicam no interior do fagolisossomo por divisdo binaria longitudinal. Quando a
célula hospedeira original se rompe, o0s parasitos infectam novas células.
(SECUNDINO et al., 2005).

O flebotomineo, ao se alimentar de um hospedeiro infectado, ingere os
macréfagos contendo as formas amastigotas, que se transformam em
promastigotas, por divisdo binaria, ocorrendo mudancas morfolégicas e fisiologicas.
O primeiro estagio no vetor invertebrado é chamado promastigota prociclica, possui
baixa motilidade e se replica no interior da matriz peritréfica. Posteriormente, esses
parasitas se diferenciam em nectomonas, que séo caracterizadas por suas formas
alongadas e com alta motilidade, e que se diferenciam em leptomonas, que sao
caracterizados por suas formas curtas (CHOI & LERNER, 2001). Por seguinte,
algumas dessas leptomonas diferenciam-se em haptomonas e outras em
promastigotas metaciclicas, que apresentam alta motilidade, possuindo forma longa
e flagelo alongado, ndo sendo mais capazes de sofrer divisdo binaria. As
promastigotas metaciclicas sédo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado

durante o repasto sanguineo pelo inseto flebotomineo (BATES, 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo de transmisséo da leishmaniose visceral canina — LVC
(Fonte: http://www.ambulatorioandromeda.it/leishmaniosi.php.) Acessado em 2015

Na LVC, as manifestagcfes clinicas causadas pela infec¢@o por L. infantum
possuem um espectro diverso, variando desde uma infeccdo assintomatica ou
oligossintomatica a uma intensa sintomatologia (animais sintomaticos) (JERONIMO
et al., 2000; MANCIANTI et al., 1988). Essas manifestacdes clinicas dependem da
interacdo do sistema imune do animal com o parasito, que penetra nas ceélulas
imunoldgicas do hospedeiro vertebrado, diminuindo a atividade microbicida dessas
células, proporcionando a modulacdo da resposta imunolédgica (TEIXEIRA et al.,
2006). Alguns fatores podem definir a gravidade das manifestagbes como: as
condicbes ambientais (MORENO et al., 2005), faixa etaria (CALDAS et al., 2002),
estado nutricional (BERN et al.,, 2007) e a resposta imunoldgica do hospedeiro
(GAMA et al., 2004).

A evolucéo da doenca pode ser manifestada em forma aguda e grave, levando
o animal & morte, ou 0 animal pode manifestar a doenca de um modo lento, onde a

doenca persiste por anos, apresentando ou nao sinais clinicos, podendo evoluir para
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uma regressdo (MARZOCHI et al., 1985). Na forma assintomatica, os cdes nao
possuem sinais clinicos aparentes, sendo diagnosticado através da sorologia
(BERMAN, 1997). Os sinais clinicos mais frequentes na LVC sao alopecia,
dermatites, onicogrifose, Ulceras cutaneas e hepatoesplenomegalia (ALVAR et al.,
2004), e ainda incluem perda de peso, linfoadenopatia, lesbes oculares, diarreia
cronica, epistaxe, problemas de locomocgao e atrofia muscular. Sinais como
hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e anemia também s&o observados
(GIUNCHETTI et al., 2006, 2008; REIS et al., 2006, 2010).

2.2 IMUNOLOGIA

O sistema imune desencadeia mecanismos de reconhecimento para defesa
contra microrganismos intracelulares e extracelulares e até mesmo células
produzidas pelo préprio organismo. A resposta imunologica se divide basicamente
entre a resposta imune inata, a linha inicial de defesa, e a resposta imune adquirida,

caracterizada pela especificidade de distinguir as moléculas (ABBAS et al., 2008).

Dentre os componentes da imunidade inata, destacam-se as células
fagociticas como os macréfagos e os neutréfilos, que sdo capazes de ingerir e
destruir os patégenos, as células dendriticas, as células Natural Killer (NK), que
possuem atividade citotoxica, além do sistema complemento e as citocinas que
regulam a atividade das células da resposta inata (AKIRA & TAKEDA, 2004).

As células da imunidade inata sdo ativadas através das substancias dos
microrganismos, denominados padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPSs), que sao reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrao
(PPRs), presentes na superficie celular, em vesiculas endossémicas e no citoplasma
(JANEWAY & MEZHITOV, 2002).

Como ja foi descrito, os macréfagos, neutréfilos e as células dendriticas

participam da imunidade inata. Estas células reconhecem os microrganismos atraves
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dos PAMPs, e, através da fagocitose, processo de englobamento dos patdégenos, os
destroem. Os neutrdfilos sdo as células mais abundantes dentre outras células que
participam da imunidade inata, e possuem alto potencial de migracao e atividade
microbicida. Desta forma, sdo os principais agentes circulantes que em poucas horas
apos a entrada do microrganismo, podem migrar para o local da infec¢cdo (JANEWAY
& MEZHITQOV, 2002).

Os macroéfagos sédo fagocitos mononucleares que através do processo de
fagocitose séo capazes de destruir os microrganismos, sendo essa a sua principal
funcdo. Além da destruicao do parasita, os macrofagos possuem papel fundamental
também no desenvolvimento da imunidade adquirida, pois apresentam os antigenos
dos microrganismos aos linfécitos T. S&o capazes de reconhecer 0s microrganismos
rapidamente, e persistem por mais tempo no local da infec¢céo. Diferentemente dos
neutrofilos, os macréfagos podem sofrer divisdo celular no local da inflamacéao
(FLAJINIK & DU PASQUIER, 2004).

As células fagociticas, macrofagos e neutrdfilos, quando ativados
transformam o oxigénio molecular em derivados reativos de oxigénio (ROS), que sao
altamente reativos e toxicos para muitos microrganismos e outras células. A fagocito
oxidase € uma enzima que estd presente nos fagoécitos ativados, sobretudo na
membrana fagolisossémica. Sua induc¢éo e ativacdo dependem de muitos estimulos,
envolvendo citocinas como o interferon-gama (IFN-y) e sinais dos receptores tipo
Toll (TLRs). Esta enzima reduz o oxigénio molecular em ROS (AKIRA & TAKEDA,
2004).

Os macrofagos, por sua vez, também séo capazes de produzir intermediarios
reativos de nitrogénio, especialmente o éxido nitrico (NO), através da 6xido nitrico
sintase induzida (iINOS), uma enzima citosélica, que nao esté ativa nos macréfagos
em repouso. Esta enzima catalisa a transformacédo da arginina em citrulina,
resultando na liberacdo do NO. O NO no interior dos fagolisossomos, pode se ligar
ao peroxido ou superoxido de hidrogénio, que foram gerados pela fagécito oxidase,
produzindo radicais de peroxinitrito que podem eliminar 0S microrganismo
(MacMICKING et al., 1997).

As células NK sdo ativadas por uma regulacdo entre 0s sinais que sdo

gerados de receptores de ativacdo e de inibicdo. A interacdo com as células



12

infectadas resulta na interacdo dos receptores inibidores e ativadores que séo
expressos simultaneamente pelas células NK, que também interage com os ligantes
da célula infectada. Os sinais ativadores tendem a ser blogueados por sinais
inibitérios, para que evite a ativacdo e ataque das células NK contra as células ndo
infectadas (BOTTINO et al., 2005). Ja as células dendriticas, que séo caracterizadas
por possuirem longas projecfes membranosas, reconhecem 0s microrganismos
através da fagocitose e os transportam para os linfonodos drenantes. Durante este
processo, as ceélulas dendriticas amadurecem, e passam a se comportar como
potentes células apresentadoras de antigeno (APC), estimulando as células T
imaturas (GUEMONPREZ et al., 2002).

A imunidade adquirida é fundamentada nas células denominadas linfdcitos,
gue estdo presentes no sangue, na linfa, nos 6rgéos linfoides e em alguns tecidos.
Este tipo de reposta é responsavel pelo reconhecimento de antigenos, ativacdo de
linfécitos e manutencao de células de memoria. Os linfocitos séo células que podem
reconhecer e distinguir especificamente diferentes antigenos, caracterizando a
resposta imune adquirida por sua especificidade e meméria. Os linfocitos se
classificam em linfocitos T, pois sdo derivados no Timo, e linfécitos B que se
desenvolvem na medula 6ssea. Os linfécitos B produzem anticorpos, enquanto os

linfécitos T medeiam a imunidade celular (ABBAS et al., 2008)

A resposta imune adquirida necessita da imunidade inata para apresentar o
antigeno aos linfécitos T imaturos que reconhecem o antigeno (GUEMONPREZ et
al., 2002). Esta ativacdo depende do reconhecimento de peptideos de antigenos
ligados ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | ou Il na
superficie da célula-alvo pelo receptor TCR do linfocito T CD8+ ou T CDA4+,
respectivamente (YEWDELL & BENNINK, 1999).

A ativacgéo dos linfocitos T CD4+ imaturos necessita de dois sinais: o0 primeiro
sinal envolve o reconhecimento do antigeno apresentado pelas APC (células
apresentadoras de antigeno), via MHC acima mencionado e o segundo sinal envolve
o0 reconhecimento de moléculas co-estimulatérias. As células dendriticas
reconhecem especificamente o antigeno nos locais da infec¢do, essas células
amadurecem e se tornam APC, responsaveis pelo primeiro sinal para ativacdo do

linfécito (GUEMONPREZ et al., 2002). O segundo sinal € proveniente de moléculas
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co-estimulatorias, que sofrem regulacédo positiva e sdo expressas na superficie da
APC como as glicoproteinas B7-1 e B7-2, que se ligam a molécula CD28 presentes
na superficie da célula T. Esta ligacdo emite sinais para as células T, levando a
producédo de IL-2, e sobrevivéncia celular, e a diferenciacdo de células T imaturas

em células efetoras e/ou de memaoria (CHEN, 2004).

As células T CD4+ podem ser subdivididas em diferentes subpopulacdes,
dentre elas Thl e Th2, caracterizadas pela expressao diferenciada de algumas
citocinas e suas funcgdes efetoras distintas. As citocinas participam na expansao das
subpopulacdes, como o IFN-y que promove a diferenciagdo da resposta Thl e inibe
a proliferacdo das células Th2, que por sua vez, produzem a IL-4, envolvida na
diferenciacdo das células Th2 e a IL-10, que inibe a ativacdo Thl. Desta forma, as
subpopulacdes desencadeiam uma regulagcao cruzada, pois as respostas Thl e Th2

conseguem se auto ativar (WYNN, 2004).

2.2.1 Resposta imunoldgica nas Leishmanioses

A resposta imunoldgica no hospedeiro vertebrado se inicia ap6s o repasto
sanguineo do inseto vetor, que regurgita de 100 a 1.000 promastigotas na pele do
individuo. Apos a regurgitacdo, as formas metaciclicas entram em contato com a
pele, ligando-se as moléculas do sistema complemento, e posteriormente ativam a
via classica e via alternativa. No entanto, esses parasitas resistem a destruicdo
devido a presenca de lipofosfoglicano (LPG) em sua membrana (MOSSER &
BRITTINGHAM, 1997).

Os macroéfagos e neutréfilos sdo sinalizados pelas quimiocinas, CCL3 CCL4
e CxCL2, e por moléculas do sistema complemento, a migrarem para o local da
invasdo. Os macrofagos séo ativados por citocinas pro-inflamatoérias (IFN-y e TNF-
a), levando a produgdo de intermediarios reativos de oxigénio (IROs) e
intermediarios reativos de nitrogénio (IRNs) (STENGER et al., 1994). O estudo de

Moreira e colaboradores em 2009 demonstraram que o0s parasitos desenvolveram
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mecanismos contra este estresse oxidativo, que séo a inibicdo da Proteina Kinase C
(PKC) e a producéo de enzimas, como a arginase e tripanotiona. A enzima arginase
interfere na via de L-arginina, substrato através do qual a enzima 6xido nitrico sintase
produz NO, levando a diminuicdo da disponibilidade de L-arginina para producéo de
NO, e a producdo aumentada de poliaminas; que séo utilizadas pelo parasita para

crescimento e diferenciacdo (COLOTTI et al., 2011).

No estudo de Peters e colaboradores (2008), foi observado que os neutrdéfilos
migram para o local da picada de flebotomineos, ou do in6culo experimental, onde
sdo invadidos com eficicia por promastigotas de L. major permanecem viaveis no

interior dessas células.

Segundo o estudo de Zandbergen e colaboradores (2004), os neutrdfilos
apoptoticos infectados por parasitos do género Leishmania sdo fagocitados por
macréfagos, e o parasito consegue sobreviver e multiplicar em seu interior,
resultando na liberacdo do TGF-B, uma potente citocina anti-inflamatéria. Este
comportamento foi denominado “Cavalo de Troia”, pois a Leishmania interage com
as células hospedeiras de uma forma “silenciosa” (STEBUT et al., 2003; ROGERS
et al., 2009)

As células dendriticas da pele (ou células epidérmicas de Langerhans) sao
parasitadas por uma ou duas amastigotas por célula e a multiplicacdo parasitaria
independe da acdo do NO (BLANK et al., 1996). Estas células possuem um papel
importante na patogénese da Leishmaniose, pois, ap0s a migracdo para 0S
linfonodos, ligam a resposta imune inata a resposta adaptativa, através da
apresentacao e a ativacao diferencial das subpopulacdes dos linfocitos TCD4+ Thl,
ou resposta proé-inflamatoria, e Th2, ou resposta anti-inflamatoria (STENGER et al.,
1994).

Nas Leishmanioses, a resposta imune celular possui uma grande importancia
em relacdo a resisténcia e suscetibilidade. Foi em um estudo experimental com
camundongos isogénicos infectados com L. major que se estabeleceu o paradigma
entre a subpopulacao de linfécitos TCD4+, onde células CD4+ produtoras de IFN-y,
foram denominadas T “helper” 1, resposta Thl, e estavam associadas com a
resisténcia ao parasita, enquanto os linfécitos TCD4+, produtoras de IL-4 e IL-10,

denominados T “helper” 2, resposta Th2, estavam associados a suscetibilidade.
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(LIEW et al., 1990; SACKS & NOBAN-TRAUTH, 2002).

Camundongos BALB/c infectados com L. major, produzem IL-4, IL-5 e IL-10,
citocinas do perfil da resposta Th2, e sdo susceptiveis a infeccdo, enquanto
camundongos C57BL/6 produzem IL-2, IFN-y e TNF-a, citocinas do perfil da resposta
Thl, e apresentam cura espontanea das lesdes (LOCKSLEY et al.,, 1988). No
entanto, o desenvolvimento no perfil de citocinas, as vias de sinalizacdo e o curso
clinico diferem em relagéo as espécies envolvidas do Novo e Velho Mundo (ROCHA
et al., 2007). A infeccdo experimental por L. braziliensis desenvolve uma leséo
discreta que se cura em poucas semanas (MAIOLI et al., 2004) no camundongo
BALB/c, enquanto que a L. amazonensis causa lesdes graves, independentemente
da cepa de camundongo estudada (ABREU-SILVA et al., 2004). Além disso, na
infeccdo com L. amazonensis existe um aumento na producédo de IFN-y juntamente

com a multiplicacdo do parasito (QI et al., 2004).

2.2.2 Respostaimune na LVC

E sabido que o desencadeamento de um perfil de resposta imunoldgica na
LVC pode estar associado as manifestacdes clinicas da doenca (BARBIERI, 2006).
Como ja foi descrito anteriormente, a protecdo inicial contra a infec¢cdo por
Leishmania se da na atuacao das citocinas IFN-y e TNF-a que ativam os macréfagos,
gue por sua vez, atraves da producao de NO agem na destruicdo das amastigotas;
este feito foi observado em macrofagos de cées infectados com L. infantum e em
caes imunizados com promastigotas mortas de L. infantum (VOULDOUKIS et al.,
1996).

A estimulagéo in vitro de células mononucleares do sangue periférico de caes
assintomaticos, com antigeno especifico de Leishmania demonstrou que a atividade
linfoproliferativa € um marcador de resisténcia/susceptibilidade para a LVC
(ANDRADE et al., 1999). O perfil de resisténcia em cdes assintomaticos esta

associado com a ativacao de células do Tipo 1 (Thl), caracterizado pela producéo
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de citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-a (PINELLI et al., 1994;1999). No entanto, a doencga
ativa caracteriza-se por uma resposta humoral intensa, na qual as manifestacdes
clinicas estao relacionadas com o parasitismo em diferentes tecidos e 6rgaos (REIS
et al., 2006).

Segundo Barbieri (2006), o papel das citocinas do Tipo 2 (Th2) ndo esta bem
estabelecido na LVC. A resposta mista do perfil Th1/Th2 foi relatada em células
mononucleares de cées assintomaticos apos estimulo com antigeno de Leishmania,
com a expressado de mRNA de IL-2, IL-10 e IFN-y. Em cées assintomaticos, existe
predominancia das citocinas IL-2 e IFN-y, contudo, a expresséao da citocina IL-10 ndo

esta associada com a sua sintomatologia (CHAMIZO et al., 2005).

Em um estudo com cées naturalmente infectados, foi observado que um bom
prognastico clinico apresenta-se relacionado a producéo de altos niveis de IFN-y,
anticorpos da classe IgG e linfoproliferacdo antigeno-especifica em células
mononucleares, enquanto que a severidade da doenca esté ligada ao aumento da
producédo de IL-10 (BOGGIATTO et al., 2010), uma citocina de carater primordial que
esta envolvida na morbidade da doenca humana (NYLEN & SACKS, 2007)

Foi demonstrado que, em um curto periodo de tempo, o0s céaes
experimentalmente infectados com L. infantum apresentam expressdo de mRNA das
citocinas IL-2 e IFN-y que tardam a implementagao da infecgdo (SANTOS-GOMES
et al., 2002). Em contrapartida, os cdes naturalmente infectados com L. infantum
expressam altos niveis de IFN-y, enquanto os niveis de IL-4, IL-8 e IL-10 nado
apresentam aumento em sua expressao (QUINNELL et al., 2001; SANTOS-GOMES
et al., 2002).

Chamizo e colaboradores (2005) avaliaram, de forma semi-quantitativa pela
técnica de PCR em tempo real, a expressao de citocinas IFN-y, IL-2, TNF-q, IL-10 e
IL-18 em cées assintomaticos experimentalmente infectados. Além disso,
observaram a produgéo de citocinas IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 apds estimulacédo in
vitro com antigeno soluvel de L. infantum, confirmando a existéncia do perfil misto
Th1/Th2.

Ademais, em células de caes experimentalmente infectados estimuladas com

antigeno de Leishmania (CHAMIZO et al., 2005), assim como em ceélulas de céaes
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assintomaticos estimuladas in vitro (CARRILLO et al., 2007), foi observada uma alta
producédo de IFN-y, enquanto células de caes polissintomaticos (CARRILLO et al.,
2007) e do grupo controle (ndo infectado) ndo produziram esta citocina (CHAMIZO
et al., 2005).

Em amostras de soro de cées naturalmente infectados por L. infantum,
apresentando a doenca ativa, foram verificados altos niveis de IL-6, quando
comparado com o grupo de cées néo infectados. Ja os niveis de citocina TNF-a
permaneceram similares nos grupos estudados (caes naturalmente infectados e n&o
infectados) (LIMA et al., 2007).

A resposta imune humoral na LVC é baseada na ativacdo policlonal de
linfécitos B e producdo de imunoglobulinas (IgGs, IgE, IgM e IgA) (REIS et al.,
2006a). Entretanto, até o presente momento ndo se encontra um acordo na literatura
sobre a possivel imunoglobulina envolvida com um papel anti-Leishmania,
proporcionando assim, um perfil de resisténcia na LVC (DAY, 2007). De acordo com
Deplazes e colaboradores (1995), a identificacdo do IgG total ndo pode ser
considerada como um bom marcador para a LVC, mas sim, as suas subclasses IgG1
e 1gG2. O IgG1 pode estar associado ao surgimento dos sinais clinicos da doenca
(NIETTO et al.,, 1999), enquanto o IgG2 pode estar relacionada com a forma
assintomatica (LEANDRO et al., 2001).

Em estudo realizado em cées assintomaticos, foi observada uma
predominancia da subclasse IgG1 vinculados com uma carga parasitaria baixa em
diversos tecidos. Foi observado também que caes sintomaticos apresentavam altos
niveis de 1gG2, IgE, IgM e IgA (REIS et al.,, 2006a; 2006b), sendo que, as
imunoglobulinas 1gG2 e IgE podem estar relacionadas com a resposta Th2,
indicando um mau prognéstico da doenca (REIS et al., 2006a). Em outro estudo com
caes naturalmente infectados, foi observado um up-regulation de praticamente todas
as subclasses de IgG, porém, os niveis de IgG2 foram menores em relacdo as
demais subclasses (QUINNELL et al., 2003).
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2.3 VACINAS

A LV tem sido relatada como uma doenca emergente e com medidas de
controles ineficazes, sua prevencao se baseia em trés parametros que incluem o
controle do vetor, controle dos reservatorios e pesquisas e desenvolvimento de
vacinas. A sua prevaléncia estad relacionada a insuficiéncia de drogas anti-
Leishmania de alta eficiéncia, a complexidade e heterogeneidade do parasito, a
gravidade das manifestacdes clinicas da doenca, e a sua expansao geografica. Para
uma boa formulacdo no desenvolvimento de uma vacina contra Leishmaniose é

necessario entender os mecanismos imunologicos da LV (JAIN & JAIN, 2013; 2015).

No decorrer das Ultimas décadas, pesquisadores focaram em estudos para o
desenvolvimento das vacinas contra Leishmaniose e outras doencas parasitarias.
Essas vacinas podem ser classificadas em vacinas de primeira geragao, que sao
compostas por patdégenos mortos ou vivos atenuados, que assemelha-se ao
processo natural da infeccdo do patdbgeno em questdo, mas que possui implicacdes
relacionadas a sua seguranca e padronizacdo; as vacinas de segunda geracéo,
compostas por extratos purificados dos parasitos, proteinas recombinantes,
bactérias e virus contendo genes de patégenos, S0 mais seguras porém possuem
menor potencial imunogénico; e as vacinas de DNA, denominadas por alguns como
vacinas de terceira geragao, compostas por DNA plasmidial contendo o gene da
proteina do patdégeno e que possuem algumas vantagens como a simplicidade em
seu processo e o0 baixo custo (NAGILL & KAUR, 2011; JAIN & JAIN, 2015).

A primeira estratégia vacinal para combater a Leishmaniose em humanos foi
a Leishmanizacao, que se baseava na inoculagdo de parasitos vivos, obtidos das
lesBes de pacientes com a infeccdo, em individuos saudaveis, com o intuito de obter
lesdes que se curariam naturalmente ao passar do tempo. Passaram-se, entédo, a
inocular material de lesGes e, mais tarde, parasitos mantidos em cultura, em regides

do corpo cobertas dos individuos nao infectados (NADIM et al., 1983). Esta pratica
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foi descontinuada devido a problemas como: lesdes crénicas que ndo se curavam,
aparecimento do HIV, uso de drogas imunossupressoras, dificuldade na
padronizacao do in6culo, persisténcia parasitaria e por razdes éticas. No presente,
a pratica € limitada a uma vacina registrada no Uzbequistdo (KAMESIPOUR et al.,
2006).

No Brasil, em meados da década de 1940, iniciaram-se estudos sobre vacinas
com parasitos mortos. A primeira delas era formulada com promastigotas mortos de
18 cepas de Leishmania e demonstrou uma eficacia na protecéo de 80% (PESSOA
& PESTANA, 1941). Mayrink e colaboradores desenvolveram outra vacina composta
de promastigotas mortas, no entanto, foram utilizadas cinco cepas de Leishmania,
circulantes do Brasil (MAYRINK et al., 1979, 1985). Esta vacina demonstrou em um
estudo de fase Ill cerca de 70% de protecdo em individuos vacinados e com
positividade no teste de Montenegro apdés a vacinacdo. Independentemente desses
resultados, o desenvolvimento dessa vacina foi interrompido por causa da
dificuldade encontrada na padronizacdo da mesma. Depois disso, foi desenvolvida
outra vacina, denominada Leishvacin, que era composta de promastigotas mortas
de uma cepa de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8). Esta vacina obteve uma
seguranca comprovada e, além disso, foi capaz de produzir uma resposta
semelhante a resposta induzida pela vacina anterior composta por cinco cepas de
Leishmania (DE LUCA et al., 1999; 2001).

Também foram desenvolvidas vacinas de primeira geragéo para a LVC, nos
guais se destacam a Leishvacin e a LBsap. A primeira vacina contém promastigotas
mortas de L. braziliensis e possui o Bacilo Calmette-Guérin (BCG) como adjuvante
(MAYRINK et al., 1996), e demonstrou a indugdo de uma resposta celular e
proliferacéo de linfocitos, obtendo 90% de protecéo contra a LVC em céaes do canil,
entretanto, em estudo de fase Il esta vacina n&o foi capaz de produzir um

mecanismo de resposta protetora no grupo controle (MAYRINK et al., 1996).

A LBsap € uma vacina composta também por promastigotas mortas de L.
braziliensis, porém possui ha sua composi¢cdo o adjuvante saponina. Esta vacina
demonstrou ser capaz de induzir elevados niveis de 1gG anti-Leishmania, uma alta
proliferacdo celular, aumento de linfocitos TCD8+ especificos para Leishmania e o
aumento na produc¢ao de NO in vitro (GUINCHETTI et al., 2008; VITORIANO-SOUZA
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et al., 2008).

No Brasil, também foram desenvolvidas duas vacinas de segunda geracao
contra a LVC: a Leish-Tec® (Hertape Calier Saude Animal, Brasil), desenvolvida por
pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (FERNANDES et al., 2008),
e a Leishmune® (Zoetis, Brasil), desenvolvida por pesquisadores da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (BORJA-CABRERA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2005;
MIRO et al., 2008).

A Leish-Tec® é formulada com proteina A2 e tem a saponina como adjuvante.
A proteina A2 esta presente na superficie das amastigotas, sendo considerado um
fator de viruléncia para a manutencdo da sobrevivéncia do parasito nos hospedeiros
vertebrados (FERNANDES et al., 2012).

Esta vacina foi capaz de apresentar seguranca e imunogenicidade em
populacdes heterogéneas de cédes, em estudos de fase Il. Os cées vacinados e
desafiados com L. infantum, produziram altos niveis de IgG total e 1gG2, altos niveis
de IFN-y e baixos niveis de IL-10. Um estudo de fase Il realizado em uma area
endémica no estado de Minas Gerais demonstrou que 96% dos cdes vacinados com

a Leish-Tec® nao foram infectados, sendo assim, obtendo 70% de eficacia.

A vacina Leishmune® é uma vacina inativada de subunidade que contém um
complexo glicoproteico purificado a partir de promastigotas de L. donovani,
denominado FML (BORJA-CABRERA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2005; MIRO et
al., 2008). O adjuvante utilizado neste produto € a saponina Riedel de Haen. O
antigeno FML é um complexo que inibe fortemente a penetracdo de promastigotas
e amastigotas em macréfagos murinos in vitro de forma espécie-especifica
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1993, 1994).

Os ensaios em modelo canino para avaliar a eficacia da vacina FML
comecaram em 1996 na area endémica de Sao Gongalo do Amarante, no estado do
Rio Grande do Norte (RN) e, ap6s dois anos de estudo, foi demonstrado 92% de
protecdo contra a LVC no grupo vacinado, 0 que corresponde a 76% de eficacia
vacinal (DA SILVA et al., 2000). Em um segundo estudo, também em area endémica,
25% dos animais controle e 5% dos vacinados desenvolveram a doenca,

representando 95% de protecdo em cées vacinados com a Leishmune® (BORJA-
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CABRERA et al., 2002). No entanto, a separacéo entre caes naturalmente infectados
e cdes vacinados com FML ainda é dificil, o que leva a certa reluténcia por parte dos
médicos veterinarios brasileiros em relagdo ao uso desta vacina. Por outro lado,
dados ainda sdo necessarios para maior avaliacdo critica da Leishmune® na
reducdo da capacidade de infeccdo de flebotomineos por cées vacinados e na
reducéo da doenca em humanos nas regides em que os cies séo vacinados (MIRO
et al., 2008).

A Leishmune® administrada em cées sadios induz um aumento da producéo
de IFN-y por linfocitos TCD8+. A secrecao de IFN-y e TNF-a, detectada por PCR em
tempo real, estad significativamente aumentada logo apdés a primeira dose de
Leishmune®, quando comparada com a dos controles nao tratados e infectados que
expressam maiores niveis de IL-10, indicando a protecdo precoce gerada pela
vacina. Aumento de linfocitos TCD8+ foi detectado apos vacinacdo (BORJA-
CABRERA et al., 2008) e/ou imunoterapia (BORJA-CABRERA et al., 2004) com
Leishmune®. A protecéo gerada pela vacina esta relacionada com um aumento dos
linfécitos TCD8+ produtores de IFN-y, com a produgéo de niveis elevados de NO
(ARAUJO et al., 2008, 2009), a ativacdo precoce e persistente de neutrofilos e
mondcitos (ARAUJO et al., 2009), a secrecdo de IFN-y por linfocitos TCD4+
(ARAUJO et al., 2011), a diminuicdo das contagens de linfocitos T CD4+/CD25+ e o
aumento dos niveis de IFN-y mas nao de IL-4 (DE LIMA et al., 2010).

2.4 NUCLEOSIDEO HIDROLASE 36 — NH36

A glicoproteina de 36KDa de L. donovani é o antigeno especifico principal do
complexo FML contra o qual sédo dirigidos a maioria dos anticorpos monoclonais
obtidos e os anticorpos humanos de pacientes com LV mas ndo com LT ou Doenca
de Chagas (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2008). Quando isolada do parasita por
métodos bioguimicos, é capaz de induzir 68% de protecdo em camundongos contra
a infeccao por L. donovani (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2008). Ela foi clonada no
sistema de Escherichia coli revelando ser uma Nucleosideo Hidrolase (NH36),
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marcador sorologico da LVC (SANTANA et al., 2001). A vacina de DNA contendo o
gene da NH36 também foi capaz de proteger contra a infec¢do por L. chagasi, L.
mexicana (AGUILAR-BE et al., 2005) e L. amazonensis (SOUZA & PALATNIK-DE
SOUZA, 2009), induzindo uma resposta Thl com aumento da secrecdo de IFN-y
pelas células CD4+ (AGUILAR-BE et al., 2005). As Nucleosideos Hidrolases séo
ausentes em células de mamiferos (IOVANE et al., 2008), e ja foram descritas em
mais de 420 microrganismos (BLAST 1999). A NH36 de L. donovani apresenta
homologia significante com as sequéncias de NHs de L. major (95%), L. chagasi
(99%), L. infantum (99%), L. tropica (97%), L. mexicana (93%), L. braziliensis (84%),
tornando-a um bom candidato para uma vacina polivalente contra ambas as

leishmanioses: Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Cutanea.

A vacina Leishmune® composta por NH36 recombinante e saponina
demonstrou ser imunogénica e gerar protecdo cruzada contra a infeccdo por L.
mexicana (AGUILAR-BE et al., 2005). Sabendo que ambas as espécies apresentam
alta homologia na sequéncia da NH, seria importante definir quais sdo os dominios
peptidicos imunodominantes da proteina, cuja utilizacdo poderia inclusive aumentar
a poténcia de uma vacina, ndo somente contra a LV, mas também polivalente contra
alLT.

Para ser eficaz contra a LV é reconhecido que a vacina deve incluir epitopos
de célula T, combinados ou repetidos, capazes de induzir uma resposta protetora
(KAYE & AEBISHER, 2011). Nas Leishmanioses, até o presente, poucos estudos
identificaram regides imunodominantes que induzam protecdo mediada por linfocitos
TCD4+ (NICO et al., 2009, 2010; BERTHOLET et al., 2009) ou TCD8+ (BASU et al.,
2007). Uma vacina recombinante ou sintética que contivesse 0 maior nimero de
peptideos derivados da NH36, que fossem reconhecidos pelos linfocitos TCD8+ e

TCD4+, além de um bom adjuvante, seria, portanto, uma formulacéo ideal.

A NH36 é composta por 314 aminoacidos, 53% deles hidrofobicos, o que
revela uma grande probabilidade de encontrar entre eles epitopos para células T.
Recentemente, trés fragmentos da sequéncia da NH36 foram clonados e
denominados de F1 (aminoacidos (a.a.) de 1 a 103); o F2 (a.a. 104 a 198) e 0 F3
(a.a 199 a 304) (NICO et al., 2009, 2010), tendo sido identificados com auxilio de
programas de predicao (Syfpeithy e Protean Pad) de epitopos para linfocitos TCD4+,
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TCD8+ e anticorpos. O peptideo F3, mais externo, contém trés epitopos preditos
para linfocitos TCD4+. O F2 contém apenas dois e se mostra mais interno. Os
epitopos para linfécitos TCD8+ estédo localizados no F2 e F1 e os epitopos para

anticorpos ao longo de toda a molécula.

Esplendcitos de camundongos imunizados com a proteina NH36 e desafiados
com L. infantum expressavam IFN-y e TNF-a apenas apos a incubagdo com F3 e F1
(NICO et al., 2009). Observou-se também que a protecdo contra L. infantum esta
relacionada com o dominio C-terminal (F3) e é mediada principalmente por uma
resposta de células TCD4+ com uma contribuicdo menor de células TCD8+ (NICO
et al., 2010). A imunizagédo com F3 excedeu em 36,73 £+ 12,33% a resposta protetora
induzida pela proteina cognata NH36 (NICO et al., 2010), potencializando assim a

eficacia vacinal.

Nenhum estudo de avaliacédo da antigenicidade e da imunogenicidade desses
peptideos, entretanto, foi realizado até o momento com células de cées doentes ou
sadios, ou ainda previamente imunizados com a Leishmune®. Esse tipo de avaliacédo
torna-se de extrema importancia para determinar se estes peptideos poderiam

compor uma nova formulacdo vacinal mais bem definida contra a LVC.



24

3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a LVC € uma doenca de carater zoonético negligenciada, sendo um
grave problema de saude publica, uma vez que hé indicios de que casos em céaes
precedem os casos humanos. Para impedir a disseminacdo desta doenca, o
Ministério da Saude preconiza o diagnostico, apreensdo e eutanasia dos caes
infectados. Os cédes albergam o parasito no tegumento, tornando-se um reservatério
acidental dos protozodrios, e o tratamento com as drogas humanas poderia levar a
inducao de resisténcia parasitaria e disseminacéo da doenca humana com parasitas
resistentes. O tratamento dos cées infectados ainda ndo é recomendado visto que

0S mesmos nao podem ser tratados por medicamentos utilizados por humanos.

O grupo de pesquisadores do Instituto de Microbiologia Paulo Gées da UFRJ
desenvolveram uma vacina denominada Leishmune®, licenciada em 2003. O
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), através da nota de
esclarecimento em 2014, pronunciou-se sobre a remocao da comercializagéo dessa
vacina, indicando a existéncia de ensaios clinicos de fase | e Il, e a inexisténcia de

ensaios de fase Ill conclusivos (Anexo 1).

A vacina Leishmune® contém a FML de L. donovani, a qual inibe fortemente
a ligacdo de promastigotas em macrofagos, e o complexo glicoprotéico NH36 é o
principal complexo antigénico do FML. Esta proteina foi subdividida em fragmentos
de trés peptideos que sdo denominados: por¢cédo F1 ou C-terminal, por¢cdo F2 ou

porcéo central, e por¢do F3 ou N-terminal.

Estudos sobre vacina estdo galgando particularidades que antes eram
inexistentes. Avancos recentes na vacinologia demonstram resultados promissores
em relacdo aos estudos com peptideos, para a formulacdo de vacinas. Neste
sentido, Nico e colaboradores realizaram um ensaio in vitro com células de
camundongos infectados por L. amazonensis e observaram que a por¢ao F3 protege
o camundongo contra a infeccdo (NICO et al., 2010).
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A presente dissertacdo avaliou a antigenicidade da proteina NH36 e seus
peptideos F1, F2 e F3 em células de cédes sadios, cdes vacinados com a vacina
comercial Leishmune® e caes naturalmente infectados por L. infantum, para
determinar se, posteriormente um estudo de fase Ill (eficacia) podera ser

desenvolvido com um desses peptideos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar a resposta imune induzida pela vacina Leishmune® em
células obtidas do sangue periférico e no soro de cdes imunizados e
acompanhados durante um ano apG0s a vacinagao em comparacao com as
repostas observadas em caes sadios e caes naturalmente infectados por

L. infantum.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar, através da técnica de ELISA, a resposta imune humoral
especifica para proteina vacinal NH36 e fracdes nos caes infectados e

imunizados;

e Determinar no contexto ex vivo, por citometria de fluxo, o perfil de
linfécitos T (CD4 e CD8+), linfécitos B CD21+ e células TCD4+CD25+
e TCD8+CD25+ provenientes do sangue periférico dos caes
imunizados, comparando os resultados obtidos com os grupos de caes

sadios e naturalmente infectados.
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5. MATERIAL E METODO

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Este estudo se trata de uma coorte, em que 10 caes do 1° Batalhdo de Policia

do Exército Brasileiro (BPE) foram submetidos a coleta de espécimes clinicos para
o diagnéstico de LVC, e para avaliacdo dos padrdes sorolégicos e celulares. Os
animais que apresentaram resultado negativo para todos os testes de diagndstico
(DPP, Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), cultura parasitologica e gPCR) foram
considerados saudaveis e incluidos no estudo.
Sendo assim, apds o exame clinico e sedac¢édo, foram coletadas amostras biolégicas
dos cdes (medula 6ssea e sangue) para a realizacdo dos exames clinicos e coleta
das amostras no tempo zero (T0), as quais foram identificadas como grupo controle
(animais sadios). Posteriormente, esses animais foram imunizados com a vacina
Leishmune® (Zoetis), respeitando o protocolo vacinal indicado pelo fabricante (3
doses num intervalo de 21 dias em cédes a partir de 4 meses de idade). Apos
administracao das trés doses vacinais, 0os animais foram submetidos novamente a
coleta de sangue nos intervalos de tempo identificados como: Tempo um (T1 - 30
dias apos a 3° dose da vacina), Tempo dois (T2 - 6 meses apoés a 3° dose da vacina)
e Tempo trés (T3 - 1 ano apos a 3° dose da vacina), conforme demonstrado na tabela
1.
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Tabela 1: Acompanhamento dos cdes hos grupos T0, T1, T2 e T3

Tempo Tempo apos a Numero de cées
vacinagéao
Tempo zero - TO animais anterior a 10
primeira dose
Tempoum - T1 30 dias apos a ultima 10
dose
Tempo dois - T2 6 meses apos a ultima 10
dose
Tempo trés - T3 1 ano apos a Ultima 10
dose

Foram incluidos no grupo de animais vacinados cées sadios de ambos o0s
sexos, com faixa etaria a partir de quatro meses e resultado negativo para o DPP®.
Sob o critério de exclusdo estdo as fémeas gestantes, cdes imunocomprometidos
por medicamento ou doenca de base e positivos para LVC.

No grupo de animais naturalmente infectados por L. infantum (sintomaticos),
foram incluidos seis cées provenientes do inquérito soroepidemioldgico realizado no
municipio de Barra Mansa no estado do Rio de Janeiro. Esses animais foram triados
com os exames recomendados pelo Ministério da Saude (DPP e ELISA), realizados
no Laboratério Central de Saude Publica do Rio de Janeiro Noel Nutels (Lacen/RJ)
e encaminhados para a eutanasia no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses-INI/Fiocruz (LAPCLIN-DERMZOQO) sob recomendacédo do

Ministério da Salde.

5.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Todos os caes deste estudo foram avaliados clinicamente por médicos
veterinarios do LAPCLIN-DERMZOO-INI/Fiocruz. Os animais dos grupos sadios e
vacinados foram submetidos a coleta de amostras biolégicas de medula 6ssea para
realizacdo da cultura parasitologica e gPCR, e coleta de sangue para realizacdo de
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exames sorolégicos e citometria de fluxo; esses animais foram sedados com
cloridrato de quetamina (10 mg/kg) associado a acepromazina (0,2 mg/kg) por via
intramuscular.

No grupo naturalmente infectado, apds sedacao e coleta das amostras de
medula 0ssea e sangue, os cdes foram submetidos a eutanasia, onde se utilizou
uma superdosagem de tiopental soédico intravenoso, até que as funcdes

cardiorrespiratdrias fossem interrompidas.

5.2.1 Coleta de sangue periférico e soro

Através de venopuncdo cefalica ou jugular a vacuo, utilizando escalpe
vacutainer (BD®, EUA), foram coletados 2 mL de sangue sem anticoagulante para a
realizagéo do ELISA e 10 mL em um tubo contendo heparina para imunofenotipagem
ex vivo. O tubo sem anticoagulante foi centrifugado a 1800 rpm por 10 minutos para
obtencdo das amostras de soro, que foram aliquotadas e armazenadas a

temperatura de —80°C para posterior analises e deteccao de anticorpos especificos.

5.2.2 Coleta de medula 6ssea

Apés a sedacdo feita por médicos veterinarios, foi realizada a tricotomia,
limpeza com agua e sabdo, antissepsia com alcool a 70% e foi introduzido no
manubrio esternal, uma agulha 1,2 X 40 mm acoplada a uma seringa de 10 mL. O
material aspirado foi, em parte, cultivado em meio de cultura NNN/Schneider e o
restante acondicionado em microtubos de criopreservacéo e congelado a —20 °C.

Foi utilizado como padréo de referéncia a associacdo das técnicas de gPCR
e cultura parasitologica de aspirado de medula 6ssea. O animal foi considerado

infectado quando pelo menos o resultado de uma das técnicas fosse positivo.
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5.3 TESTES PARA DIAGNOSTICO

5.3.1 Cultura parasitoldgica

As culturas de medula 6ssea foram conservadas em estufa biologica entre
26—-28°C e examinadas semanalmente durante 30 dias por exames a fresco em

microscopia Optica, buscando evidenciar formas promastigotas.

5.3.2 DPP - Dual Path Platform® - DPP® Leishmaniose

Visceral Canina

Foi coletado um volume aproximado de 5 pyL de sangue da orelha para a
realizacdo do teste imunocromatografico rapido DPP™ Leishmaniose Visceral
Canina. O teste foi considerado positivo quando as duas faixas, uma referente a
amostra, e a outra para o controle do teste, fossem visiveis. Este teste foi utilizado
para o diagnéstico no Tempo 0 e como controle de soroconversdo apés a

imunizacao.
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5.3.3 PCR em tempo real (QPCR)

Para a extragdo do DNA de medula éssea foi utilizado o “kit” DNeasy® Blood
& Tissue (Qiagen®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos a extracao, 0s
microtubos contendo DNA purificado foram identificados e estocados a —20°C. A
sonda de hidrélise (TagMan® MGB) e os primers foram desenhados para visar as
regides conservadas do KDNA de L. infantum. Os Iniciadores LEISH-1 (5-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3)
e a sonda de hidrolise (FAM- 5’ AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’- NFQ-MGB) utilizadas
foram descritos anteriormente no protocolo de Francino e colaboradores (2006).

As amostras foram amplificadas na plataforma StepOne™ (The Applied
Biosystems®). O volume final da reagéo foi de 25 pL, sendo 5 pL de amostra e 20
ML de mix contendo 12,5 pL de Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied
Biosystems®, Carlsbad, USA), 1,5 pyL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 a 900
nM,2,5 uL da sonda a 200 nM e 2 pL de agua ultra pura (Sigma- Aldrich®) na
concentracdo de 5 pg. O protocolo dos ciclos foi: 1 ciclo de 50°C por 2 minutos, 1
ciclo de 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e de 60°C por 1
minuto. A reacéo foi realizada em placa de 48 pocos (The Applied Biosystems®) que
foi vedada com filme adesivo (The Applied Biosystems®) apds a pipetagem da
reacao.

Em cada amplificacdo foram usados controles positivos e negativos e 0
threshlod determinado foi de 0,1 para todas as amostras, pela determinagao do ponto
em gque a fluorescéncia emitida ultrapassou o limite considerado negativo. O limite
para a obtencéo dos resultados detectaveis foi fixado em 37 ciclos. As amostras que

amplificaram apo6s o ciclo 37 foram consideradas indetectaveis.
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5.3.4 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

Este teste foi realizado caso o DPP fosse positivo em algum tempo, conforme
recomendacdo do Ministério da Saude do Brasil. Para pesquisa de anticorpos
especificos anti-Leishmania foi utilizado o “kit” EIE-leishmaniose-BioManguinhos
(EIE-LC) que usa como antigeno formas promastigotas de Leishmania major-like
(MHOM/BR/76/JOF) produzidos por Bio-Manguinhos/Fiocruz, seguindo-se as
especificacdes do fabricante.

5.4 OBTENCAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES

Os antigenos recombinantes de L. donovani: NH36, F1, F2 e F3, assim como
a proteina quimérica F1|F2 e F1|F3 foram obtidos conforme descrito por NICO et al.,
2010 e gentilmente cedidos pela Dra Clarisa Palatnik de Sousa do Instituto de
Microbiologia Paulo Gées - UFRJ.

5.5 SOROLOGIA PARA IgG TOTAL

As microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato foram
sensibilizadas com 50 pL de antigeno da proteina NH36, suas fragcdes F1, F2e F3 e
suas quimeras F1|F2 e F1|F3, (nas concentracdes de 1 pg/mL para todos os
antigenos) independentemente, em tampéao carbonato-bicarbonato 0,1 M com pH

9.5 e incubadas overnight em camara umida a 4°C.
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Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com 200 pL por pogo de
solugcdo Tampéao Fosfato Salinico (PBS) 0,15 M pH 7.2 contendo 0,05% de Tween-
20 (PBS- tween). Para o bloqueio de ligagfes inespecificas, foi utilizada uma solucéo
de leite em p6 desnatado, tipo MOLICO®, a 10% em PBS. Os soros foram diluidos
em PBS-MOLICO numa diluicdo de 1:100. Apds a pipetagem dos soros nos pocos,
em triplicata, as placas foram incubadas em camara umida por 1 hora a 37°C. Apos
a incubacdo, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-tween, e
posteriormente, foi adicionado o conjugado (Peroxidase-Labeled Proteina A, na
concentracdo de 1 pg/mL) nos pogos. A seguir, as placas foram incubadas em
camara umida por 1 hora a 37°C.

Em seguida, foi adicionada a solucéo reveladora contendo o substrato (H20:2
peréxido de hidrogénio a 3%) e o cromogeno (Orto-Fenileno-Diamina - OPD numa
concentracdo de 10 mg/mL), sendo pipetado o volume de 100 pL por pogo, seguido
de incubacédo em temperatura ambiente por 30 minutos na auséncia de luz. A reacéo
foi interrompida com 50 uL de H2SO4 - &cido sulftrico 2M por poco, e logo apés foi

realizada a leitura da absorbancia em filtro de 490 nm.

5.6 ENSAIO DE IMUNOFENOTIPAGEM CELULAR EM EX VIVO
POR CITOMETRIA DE FLUXO

5.6.1 Obtencéao das células mononucleares do sangue
periférico (CMSP)

Apds os procedimentos de coleta, as amostras de sangue heparinizado foram
armazenadas em gelo sintético, e levadas imediatamente para o laboratério, para
entao, iniciar o procedimento de separacdo das CMSP.

O sangue foi diluido na propor¢éo de 1:1 em meio RPMI completo: meio RPMI
1640® (Gibco, EUA) contendo 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 50 uM (-
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Mercaptoetanol, 100 U/mL Penicilina, 100 ug/mL Streptomicina (Todos da marca
Sigma®, EUA). Em um tubo de 50 mL (Corning Costar®, EUA), foi colocada uma
proporcao ficoll/sangue diluido de 1:2 e, posteriormente, o tubo foi centrifugado 1245
g por 20 minutos a 20°C sem freio (HERAEUS®, UK). Apos a centrifugacdo, houve
a formacéo de um anel contendo as CMSP que foram coletadas com o auxilio de
pipeta Pasteur. Em seguida, as CMSP foram lavadas duas vezes a 500 g por 10
minutos a 4°C em meio RPMI completo. As células foram entédo ressuspendidas em
2 mL de meio RPMI completo para a contagem no hemocitdmetro de Neubauer na
diluicdo de 1:100 com corante vital Azul de Trypan (Sigma®, EUA).

Apéds a contagem, uma parte das células foi ajustada para a concentragcéo de
1x107 células/mL em tampdo de congelamento, constituido por 10% de
Dimetilsulfoxido - DMSO (Sigma®, EUA) e 90% de Soro Fetal Bovino — SFB (Gibco®,
América do Sul), e armazenadas em microtubos de criopreservacao (Nunc, EUA),
colocadas em recipiente com &lcool isopropilico em congelamento lento (Mr Frosty)
no freezer —80°C overnight. No dia seguinte, os tubos foram transferidos para

container de nitrogénio liquido.

5.6.2 Descongelamento de células

Os microtubos de criopreservacédo foram retirados do nitrogénio liquido, e
descongelados em Banho Maria a 37°C. Em seguida, o volume de células contidas
nos microtubos, foi vertido em tubos de 15 mL de polipropileno (Corning®, EUA)
sendo adicionado meio RPMI completo, suplementado com 10% de SFB para as
sucessivas lavagens. Ap0s as lavagens, as células foram ressuspendidas em 1 mL
de meio RPMI completo suplementado com 10% SFB e, posteriormente, tiveram sua
concentracao celular determinada por contagem em hemocitdmetro de Neubauer
conforme descrito acima. Apos contagem de células viaveis e mortas, apenas
amostras com viabilidade superior a 95% tiveram sua concentragao ajustada para
3x10% a 1x107 células/mL em meio RPMI completo suplementado com 10% SFB,

para a realizagédo de ensaios de imunofenotipagem ex vivo.
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5.6.3 Marcacéao de superficie para analise fenotipica ex vivo

por citometria de fluxo

Um total de 3x10° a 1x108 células por poco foram adicionadas a placas de 96

pocos de fundo em U (Nunc®, EUA). As células de um mesmo animal nos diferentes

tempos de estudo foram utilizadas em um mesmo ensaio. Para tal, cada amostra foi

ensaiada em duplicata. Apos centrifugacdo das placas a 500 g por 10 minutos a 4°C,

um poco de cada amostra foi identificado como controle negativo, e as células

ressuspendidas em 30 pL de tamp&do de marcagcdo PBS contendo 0,1% de albumina

bovina sérica - BSA (Sigma®, EUA). O outro poco de cada amostra recebeu 30 pL

do mix de anticorpos monoclonais para marcag¢ao das moléculas de superficie para

imunofenotipagem de subpopulagdes de linfécitos, que estdo descritos na (tabela

2).

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados para andlises de perfil celular.
Todos os anticorpos monoclonais s&o provenientes da Serotec (Oxford, Inglaterra).

Anticorpos Fluorocromo Clone Diluicdo Fenétipo Descricao
CD3 FITC CAl17.2A12 1:40 Linfaélglitcz)s T  Mouse anti-
canine
CD4 PECy.7 YKIX302.9 1:40 Linfécitos Rat anti-
T CD4 dog
CD8 Alexa Fluor YCATEDSS. 15 Linfécitos Rat anti-
700 9 T CD8 dog
CD25 PE P4A10 1:40 Linfécitos T Mouse anti-
ativados canine
CD21 Alexa Fluor CA2.1D6 1:40 Linfécitos B Mouse anti-
647 canine
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Posteriormente, as amostras foram incubadas a temperatura 4°C, em
auséncia de luz por 30 minutos. Apds esse periodo de incubacao, os pocos foram
lavados duas vezes com 100 pL de tampéao de marcacéo (PBS/BSA) a 500 g por 5
minutos e, a seguir, ressuspendidas em 200 pL de tampdo de marcacédo e
transferidas para mini-tubos de 1 mL (Nuclon®, EUA), a fim de que as células fossem
levadas para a aquisicao no citdmetro de fluxo CytoFlex (BeckmanCoulter, CO,
EUA), que pertence a plataforma de citometria de fluxo, nucleo de sorting do
IOC/Fiocruz. Um total de 30000 eventos foi adquirido dentro do gate de linfocitos e
os dados foram analisados utilizando-se o programa FlowJo X.01 (Flow Cytometry
Analyses Software, Tree Star, EUA). A populacdo de linfocitos foi definida a partir
da criacdo de uma regido (gate) em grafico de dot plot baseado no tamanho no eixo
“x” (FSC: foward scatter) versus granulosidade das células (SSC: side-scatter) no
eixo “y”. Os resultados referentes aos aspectos fenotipicos analisados em relagao
as populacdes e subpopulagbes de linfécitos foram obtidos através da frequéncia
(%) de linfocitos TCD3+, de subpopulacbes de linfécitos TCD4+ e TCD8+ e de

linfocitos B (CD21+), conforme esquema demonstrativo da figura 5.
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Figura 5: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de linfécitos B
(CD21+), linfécitos T CD3+CD4+ e T CD3+CD8+ assim como as subpopulacdes de linfocitos T
CD3+CD4+CD25+ e CD3+CD8+CD25+ no sangue periférico de cdes sadios, imunizados nos 3
tempos de estudo ou naturalmente infectados. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus SSC
utilizado para a selegdo da populacao celular de interesse — R1 com fen6tipo FSCLow SSCLow. (B)
Gréficos de distribuicdo pontual CD3/FL1 versus FSC, contendo as células selecionadas na regiao
R1, empregados para quantificar o percentual de linfocitos T totais ou (C) linfocitos B totais
(CD21/FL4) (D) Graficos de distribuicdo pontual CD4/FL3 versus CD8/FL5, contendo as células
selecionadas positivas para CD3, empregados para quantificar o percentual das subpopulacfes de
linfocitos T CD3+. (E) e (F) Graficos de distribuicdo pontual de CD25/FL2 versus FSC, provenientes
da regido contendo as células TCD3+CD4+ ou TCD3+CD8+.
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5.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo tem autorizacdo do comité de ética para uso de animais em
laboratorio — CEUA/IOC n° L-045/2015 (animais sadios e vacinados — Anexo 2) e
CEUA/Fiocruz n° LW-4/17 (animais naturalmente infectados — Anexo 3), para a

realizacdo das coletas de amostras dos animais e posterior experimentacao dos
mesmos.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises dos resultados utilizamos o programa GraphPad Prism 5.0
(EUA), e os testes ndo paramétricos de Wilcoxon (comparacdo de amostras
pareadas de um mesmo animal com diferentes estimulos) e Mann-Whitney (entre
amostras de grupos diferentes — vacinados x LVC). Os resultados foram

considerados significantes quando p < 0,05 com intervalo de confianga de 95%.
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6 RESULTADOS

6.1 TESTES DE DIAGNOSTICO

Os dez caes avaliados neste estudo para inclusdo no grupo controle
apresentaram resultados negativos para os testes empregados, formando assim o
grupo TO de cées sadios (Tabela 3). Os seis cées naturalmente infectados utilizados
foram provenientes de Barra Mansa, no interior do estado do Rio de Janeiro. A
sorologia e cultura parasitolégica foram feitas pelo LACEN/ Centro de zoonoses,
entretanto, foram repetidos no LAPCLIN-DERMZOO-INI/Fiocruz (Tabela 4).

Tabela 3: Diagndstico para o critério de inclusdo dos cées sadios, TO. Exames de acompanhamento
para 0s mesmos caes nos tempos: T1, T2 e T3. Positivo (+) Negativo (-).

Caes ELISA- gPCR Cultura DPP-TO DPP-T1 DPP-T2 DPP-T3
BioManguinhos

Bo®vwourwnr
1
1
1
1
1
1
1
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Tabela 4: Caes naturalmente infectados provenientes de Barra Mansa-RJ e que posteriormente foram
submetidos a eutanasia. Positivo (+) Negativo (-).

Caes ELISA - gPCR Cultura DPP
BioManguinhos
11 + + + +
12 + + + +
13 + + + +
14 + + + +
15 + + + +
16 + + + +

6.2 DETECCAO DE IgG TOTAL ESPECIFICA PARA PROTEINA
NH36 E FRACOES

O grupo de cées vacinados provenientes do 1° Batalh&o de Policia do Exército
Brasileiro apresentou niveis diversos de IgG especifica para NH36 e suas fracdes,
durante o periodo de acompanhamento (TO ao T3). Para a proteina NH36,
observamos que os niveis expressos de IgG total foram menores no TO (antes da
imunizacdo) quando comparados com o0s demais tempos de estudo apds a
vacinacao e em relacdo ao grupo dos caes naturalmente infectados (Figura 6). Para
as fracdes F1, F2 e F3, os niveis de producao de IgG foram bastante heterogéneos.
A fracdo F2 no TO induziu niveis aparentemente mais elevados de anticorpos quando
comparado com as demais fragdes, quimeras, e até mesmo a proteina NH36. No
entanto, a expressao desta fracdo no T1 se assemelha a expressao no grupo dos
cdes naturalmente infectados. Observamos também que a indugdo de anticorpos
lgG totais especificos para a proteina NH36 e suas fracdes ou quimeras possui um
pico de produgéo no T1, decrescendo posteriormente, com excec¢do dos anticorpos
para F3 que permanecem elevados em todos os tempos avaliados ap0s a vacinagéo,
atingido niveis semelhantes aqueles detectados nos soros de caes infectados (LVC).
Por outro lado, no caso da fracdo F1, ndo observamos diferengas significativas apos
a vacinagcdo em todos os tempos estudados, indicando a baixa capacidade desta
fracdo em induzir anticorpos da classe IgG. Esta baixa producdo de anticorpos

especificos para F1 também foi observada no grupo de cédes infectados. Os
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antigenos recombinantes quiméricos F1|F2 e F1|F3 apresentaram altos niveis de
IgG no T1, que decairam rapidamente, atingindo niveis baixos apds 6 meses e um
ano de imunizagdo. Paralelamente detectamos niveis elevados de anticorpos

especificos para as quimeras no soro dos cées sintomaticos (Figura 6).
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Figura 6: Niveis de anticorpos IgG totais
especificos para a proteina NH36, suas
fracbes F1, F2 e F3, e suas quimeras F1|F2
e F1|F3, nos grupos de cédes sadios nao
vacinados (T0, n=10), apdés 30 dias (T1,
n=10), seis meses (T2, n=10) e um ano (T3,
n=10) do término o esquema vacinal.
Foram usados como controle positivo 0s
soros de quatro cdes sintomaticos
portadores de LVC. Para comparacéo entre
0s grupos sadios e imunizados foi utilizado
0 teste ndo paramétrico de Wilcoxon. O
teste Mann-Whitney foi utilizado para
comparacdo entre amostras de grupos
diferentes  (vacinados x LVC). Os
resultados foram considerados
significantes quando p< 0,05 com intervalo
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6.3 FENOTIPAGEM CELULAR EX VIVO POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Para os experimentos ex vivo, foram utilizadas as amostras de seis caes
acompanhados durante um ano apds a imunizacdo nos tempos: TO, T1, T2 e T3,
conforme descrito previamente; e cinco caes naturalmente infectados com L.

infantum.

No grupo de cées sadios (TO) e cées vacinados (T1, T2 e T3) com a
Leishmune®, acompanhados durante um ano conforme o protocolo vacinal foi
possivel notar uma tendéncia na diminuicdo do percentual de células TCD3+CD4+
ap6s a vacinacdo, porém essa diferenca foi significante apenas entre o grupo
controle (TO) e os animais do grupo imunizado avaliados seis meses apés a
vacinacdo. Com relacéo a frequéncia de células TCD3+CD8+ nao foram observados
diferencas entre o grupo de animais sadios e 0s grupos de animais vacinados, mas
estas células estavam aumentadas significativamente (p<0,05) no sangue periférico
do grupo de caes naturalmente infectados com sintomatologia, em comparagéo com

todos os outros grupos testados (Figura 7).

N&o observamos diferencas nos percentuais de células T CD4+CD25+,
guando comparamos 0s grupos de animais sadios, vacinados e cées infectados. Por
outro lado, os percentuais de linfécitos T CD8+CD25+ se encontram
significativamente mais baixos no grupo de cées infectados sintomaticos, quando

comparados os grupos de animais sadios e vacinados (p<0,05).

Com relagdo aos linfocitos B, a vacina Leishmune® demonstrou uma
tendéncia a diminuicdo nos percentuais deste tipo celular no decorrer do periodo
pos-vacinal, mais marcante um ano apés a vacinacdo. A diminuicdo no percentual
de linfécitos B CD21+ foi muito mais dramatica no grupo de cées infectados que
apresentaram percentuais significativamente mais baixos que os observados nos

animais sadios e nos animais vacinados nos 3 tempos de estudo (p<0,05).
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Figura 7: Avaliagdo ex vivo dos fenoétipos celulares de linfécitos T (CD3) e linfécitos B (CD21)
presentes no sangue periférico de cédes sadios ndo vacinados (T0, n=6), apds 30 dias (T1, n=6), seis
meses (T2, n=6) e um ano (T3, n=6) de aplicacdo do esquema vacinal. Os resultados foram
comparados com aqueles observados no sangue periférico de cinco cédes sintomaticos
diagnosticados com LVC. Para comparacéo entre os grupos sadios e imunizados foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon. O teste Mann-Whitney foi utilizado para comparacgéo entre amostras de
grupos diferentes (vacinados x LVC). Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05;
# diferente de LVC.
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7 DISCUSSAO

A Leishmune® foi a primeira vacina veterinaria a ser licenciada pelo MAPA e
a ser produzida no Brasil. Seu protocolo de imunizacdo consta de trés doses da
vacina com o intervalo de 21 dias, tendo um reforco anualmente. Estudos
demonstraram eficacia e seguranca nos ensaios clinicos de fase Ill (DA SILVA et al.,
2000; PARRA et al., 2007), entretanto, ainda ndo se compreende totalmente acerca
das func¢des fenotipicas dos padrdes imunoldgicos dos animais vacinados apos o

reforco anual.

A vacina Leishmune® é composta pelo FML, que possui em seu complexo
antigénico a enzima NH36, que cliva os nucleosideos exdgenos para a liberacdo das
pirimidinas ou das purinas para a sintese de DNA e replicacdo do parasita, esta
enzima € um antigeno presente na infeccdo parasitaria (NICO et al., 2010).
Recentemente, Nico e colaboradores selecionaram e produziram fragmentos
recombinantes desta enzima, as por¢cbes F1 (dominio N-terminal) F2 (dominio
central) e F3 (dominio C-terminal), os quais foram utilizados para a vacinacdo em

camundongos infectados por L. infantum (NICO et al., 2014).

No presente trabalho nos focamos em avaliar os aspectos fenotipicos e
funcionais de linfécitos T e B, e a producdo de anticorpos em caes imunizados com
a vacina Leishmune® acompanhados durante um ano apés a conclusao do esquema

vacinal.

A deteccdo de anticorpos IgG foi realizada pelo método de ELISA, onde
avaliamos a inducdo de anticorpos IgG especificos para a proteina NH36, suas
fracOes F1, F2 e F3 e suas quimeras F1|F2 e F1|F3 no soro de cdes vacinados nos
guais encontramos uma alta producéo de anticorpos IgG especificos para NH36 e
pra sua fragao C-terminal, F3. Nossos resultados demonstraram que as porc¢des F2
e F3 estimulam niveis mais elevados de 1gG do que a por¢éo F1, tendo sido a por¢éao

F1 incapaz de induzir producao significativa de anticorpos IgG nos caes vacinados
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guando comparados aos cées sadios (T0) além de induzir niveis baixos de IgG nos
cées sintomaticos portadores de LVC. Em um estudo realizado em camundongos,
0s autores encontraram maior producdo de IgG especifica para a enzima NH36 e
porcdes F2 e F3, corroborando nossos resultados (NICO et al., 2014).

Por outro lado, detectamos niveis elevados de anticorpos especificos para a
proteina NH36 e para a fracdo F2 no soro de animais sadios sem infec¢ao prévia.
Esses achados apontam para uma possivel reagcdo cruzada da proteina NH36 de
L.donovani com as nucleosideos hidrolases presentes em outros protozoarios,

fungos e bactérias, que pode estar mais bem representada na fracdo F2.

A quimera F1|F2 induz uma producédo de IgG um pouco mais elevada no T1
guando comparada com a quimera F1|F3. No entanto, a expressao de anticorpos
para quimera F1|F2 diminui em relacdo a proteina NH36 e sua fracdo F3 nos demais

tempos estudados.

Podemos observar que a porgdo F3 remete a um aumento de resposta
especifica em cédes vacinados com a Leishmune®, assim como em camundongos
(NICO et al., 2014), ja que os anticorpos produzidos por caes vacinados com a
Leishmune®, respondem principalmente com as porcbes F2 e F3. Saraiva e
colaboradores demonstraram que a resposta imune humoral gerada pela vacina
Leishmune® protege os flebotomineos contra a infec¢do de L. infantum, e que a
vacina gera uma forte resposta celular e humoral em cées expostos ou infectados
com L. infantum, o que poderia reduzir as condi¢cbes de animais reservatorio nos
animais imunizados (SARAIVA et al., 2006).

A vacina Leishmune®, além de gerar uma resposta humoral, também produz
uma resposta imune adaptativa, com a presenca de linfocitos T e B (BORJA-
CABRERA et al., 2008; NICO et al., 2010). Os nossos resultados de citometria ex
vivo demonstraram que cdes vacinados possuem percentuais de linfocitos
TCD3+CD4+ e TCD3+CD8+ semelhantes aos observados nos cdes sadios (T0). Por
outro lado, em cées naturalmente infectados com L. infantum, observamos um
percentual significativamente maior de células TCD8+ em comparagao aos animais
sadios e vacinados. Em ensaios in vitro, foi observado que esplendcitos de
camundongos vacinados com a NH36 expressaram altos niveis de CD4+ e baixos
niveis de CD8+ (NICO et al., 2014).
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O papel de linfécitos TCD8+ em cées naturalmente infectados assintomaticos
e em caes com baixa carga parasitaria mostrou ser uma caracteristica fenotipica
apontando uma correlacdo com a protecao natural (REIS et al., 2006). Estudos in
vitro informam o aumento de células CD8+ apds a vacinagdo com Q saponaria-
saponina presente nas vacinas: FML-QuilA, FML-saponina R, Leishmune® e vacina
de lisado de L. braziliensis-saponina (BORJA-CABRERA et al., 2004; GIUNCHETTI
et al., 2007; ARAUJO et al., 2008).

De acordo com estudo anterior, os niveis de células T regulatorias especificas
para parasitos no tecido linfoide secundario estdo reduzidos quando comparados
com os controles, o que pode ser indicativo de um éxito parcial em camundongos
vacinados contra a Leishmaniose (CARRION et al., 2008). Conforme o estudo in vitro
de Lima e colaboradores, as porcentagens das células CD4+CD25+ diminuem
significativamente apos dez dias de imunizacéo, por outro lado, as porcentagens de
células CD8+CD25+ foram semelhantes antes e apds dez dias de imunizacao (DE
LIMA et al., 2010).

Em relacdo aos niveis de células CD4+CD25+ neste estudo, observamos que
ndo existe diferenca significativa nos percentuais dessas células nos grupos
estudados, por outro lado, um ano apés a vacinacao podemos notar que existe uma
tendéncia ao aumento dessa populacéo de células CD4+. O percentual desses tipos
celulares em animais naturalmente infectados com a L. infantum mostra-se mais
baixo do que em animais sadios e vacinados, porém sem atingir niveis de
significancia estatistica. E possivel que com o aumento amostral, ou seja, quando
tivermos os resultados dos ensaios com células dos dez cées incluidos no estudo,
essa diferenca demonstre significancia estatistica. Além disso, como o marcador
CD25+ é expresso tanto em células ativadas como em células CD4+ regulatorias,
pretendemos realizar ensaios posteriores para determinar a marcacao do fator de
transcricdo FoxP3 na populacdo de células CD4+CD25+ a fim de entender melhor

sua funcéo.

Por outro lado, foi possivel notar uma tendéncia ao aumento do fenétipo de
linfécitos TCD8+CD25+ no grupo de animais imunizados, principalmente um ano
ap0s a vacinacao, existindo a possibilidade de que essa tendéncia possa ser

estatisticamente comprovada com o aumento do nimero de amostras estudadas de
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6 para 10. Além disso, nossos resultados demonstraram claramente o0 menor
percentual de linfécitos TCD8+CD25+ nos cdes sintomaticos quando comparados
aos animais imunizados e aos cdes sadios antes da imunizagdo. E interessante
ressaltar que essa diminuicdo ocorre paralelamente ao aumento do fendotipo
TCD3+CD8+. Desta forma essa diminuicdo no percentual de células TCD8+CD25+
pode ser apenas um reflexo da inducéo elevada de células CD8 imaturas que nao
apresentam o marcador CD25 na sua superficie. Estudos posteriores serédo

realizados por nosso grupo para avaliar melhor a funcéo desse tipo celular.

De maneira inversa, nossos resultados sugerem que animais vacinados
apresentam uma tendéncia a diminuicdo dos percentuais de linfécitos B circulantes
nos tempos estudados, apresentando queda no percentual dessas células no
sangue periférico dos animais um ano apds a vacinacdo. Nos cées infectados,
observamos baixo percentual de células B, com diferencas significantes em
comparacao aos animais sadios e vacinados. De acordo com estudos anteriores, 0s
niveis de CD21+ s&o altos em cées vacinados com a vacina Leishmune®, (ARAUJO
et al., 2008, BORJA-CABRERA et al., 2008) e em cées vacinados com a vacina L.
braziliensis-saponina, a qual utiliza o mesmo adjuvante da vacina Leishmune®
(GIUNCHETTI et al., 2007). Outros estudos demonstram que a populacdo de
linfécitos B aumenta ap6s a vacinacdo com a Leishmune®, e sugerem que essas
células nao estéo relacionadas somente com a expansao da resposta humoral, mas
também estdo relacionadas com a protecdo e bloqueio da transmissao de LV no
campo (NIETO et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; MENDES et al., 2003;
SARAIVA et al., 2006).

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho foram satisfatérios, tanto na
avaliacao do perfil de linfécitos T e B no contexto ex vivo, quanto na producao de
anticorpos IgG totais para a proteina total e suas fracdes, principalmente para a
fracdo F3, observou perfis similares em cées apds seis meses e um ano da
vacinagcdo. Essas quimeras podem ser agentes em potencial para a vacina
Leishmune®, no entanto, para que iSso aconteca, € necessario mais estudo para
entender o comportamento dessas quimeras em células de cées sadios, vacinados

e naturalmente infectados por L. infantum.
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8 CONCLUSOES

e A vacina Leishmune® induz a producdo de anticorpos IgG totais para os
antigenos recombinantes especificos estudados. No entanto, a fracdo F1
induziu niveis baixos de IgG mesmo nos animais sintomaticos, enquanto as
fracbes F2 e F3 induziram producdo crescente e demonstraram niveis
constantes de IgG especifica apds 6 meses (T2) e 1 ano (T3) do término do

protocolo vacinal;

e No grupo de cdes sadios e nao vacinados, observamos a indugdo de
anticorpos IgG totais especificos, que foram mais elevados para a proteina
NH36 e sua fracdo F2. Esses resultados podem indicar uma possivel reacéo
cruzada da NH36 de L.donovani com as nucleosideos hidrolases presentes

em outros protozoarios, fungos e bactérias;

e O grupo de animais infectados obteve uma baixa indu¢do de anticorpos IgG
totais para a fracéo F1, diferentemente das demais fracées e quimeras;

e Nos experimentos para a avaliacdo ex vivo do perfil de células T e B presentes
no sangue periférico dos animais imunizados observamos uma tendéncia no
aumento do percentual de células TCD8+CD25+ circulantes (possivelmente
células ativadas) e uma diminuicéo significativa nos percentuais de linfocitos

B circulantes em relacdo ao grupo controle.

e No grupo de animais sintomaticos observamos um maior percentual de
células CD8+ circulantes no sangue periférico quando comparado com 0s
animais sadios e no grupo imunizado, porém essas células ndo parecem ser

células ativadas, visto que poucas expressam o marcador de ativacdo CD25.
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ANEXO 1

MIMIZTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
Becrataria de Defesa Agropecuiria
Departamento de Fiscalizacio de Insumoz Pacuirics

NOTA TECNICA N° 038/2014/DFiP/SDA

Vacina Conira Leishmaniose Visceral Canina

Assunte: Suspens&o da Licenga de Fabiicagio e Comercializagao do Produto Leishmuns -

A vacina contra leishmaniose visceral canina LEISHMUNE, de propriedade da
empresa Zoetls Salde Animal encontra-se com & licenga de fabricagio e comercializac@o
suspensa, por determinaglo do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimenta - MAPA
devido ao ndo cumprimento ac Regulamenio Técnico para Pesquisa, Desenvolvimento,
Producio, Avaliagdo, Registro e Renovagde de Licancas, Comercializagdo e Uso de
Vacina contra a Leishmaniose Visceral Canina, aprovado pela Instrugdo Normativa
imterministerial n® 31/2007.

A vacing e pauta nao atendeu completamente os requisitos para estudos de fase 3,
referente & avaliagao da eficacia vacinal previstos no supra citado regulamento, conforme
avaiiagdes realizadas pelo MAPA e Ministério da Sadde.

Considerando as razdes técnicas que levaram & suspenséo da licenga do produto, o
MAPA recomenda a descontinuidade do seu uso nos esguernas de vacinagdo, ficando sob
responsabilidade do meédico veterinério, apés avaliagies clinicas e sorolégicas, estabelecer
a melhor estratégia de imunizagdo dos caes, no caso de animais que j& tenham sido
vaginados com o produto ora suspenso.

O retorne da Ffabricac8o e comercializacdo dependera da condugdo de novos estudos
a serem realizados pela empresa.

Brasilia, 11 de Novembro de 2014,

— -
Kiarcos Viniciusd& S, Leandro Junior
- Diretor DFIP

—
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ANEXO 2

Institutc Oswaldo Cruz
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUAI 1DC

LICENGCA IL-045/2015|

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-044/2015), intitulado “Avaliagdio dos
padroes celulares e imunologicos contra Leishmaniose Visceral e de caes
naturalmente infectados com L. infantum”, sob a responsabilidade de PAULA
MELLO DE LUCA atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, acs principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenca nao exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislac8io nacional.

Esta licenca tem validade até 01/10/2019 e inclui o uso total de;

Outro, cepa:
Cédo - Canis familiaris — 80 animais — 40 animais machos - 40 animais fémeas —
Acima de 4 meses - = 30kg

Observagdo: Esta licenca nfo substitui outras licengas necessarias, como

Certificado de Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente
modificados, certificado do IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 21 de cutubro de 2015.

Flavio Alves Lara
Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagéo Oswaldo Cruz
FIOCRUZ-Fundagio Qzwsldo CruzOC-Instituio Oswaldo Cruz

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
GEF: 21040350 Tel: (21) 2562-1055
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ANEXO 3

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacio Oswalda Gruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e Comissdo de Etica
Laboratérios de Referéncia

no Uso de Animais

LICENCA LW-4/17

Certificamos que o protocolo (P-29/16-2), intitulado "AVALIAGAO DOS PADROES IMUNOLOGICOS E
CARGA PARASITARIA EM CAES NATURALMENTE INFEGTADOS POR Leishmania infantum.”
de Fabiano Borges Figueiredo, atende ao disposto na Lei

no uso de animais,

,» Sob a responsabilidade
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico

inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Lei
na vasta legislagdo nacional,

Esta licenga tem validade até 19/12/2020 e inclui o uso total de :

s e demais exigéncias legais

Canis familiaris
- 50 Machos.
- 50 Fémeas.

Rio de Janeiro, 19 de dezembro de

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagéio Oswaldo Gruz
Av, Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br



