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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

lasmin Cristiane de Souza

As leishmanioses representam um complexo de doengas com amplo espectro clinico
e diversidade epidemioldgica, sendo consideradas um grande problema de saude
publica. A terapéutica atual para estas doencas possui alto custo e tem efeitos
adversos e toxicidade consideraveis. Até o momento ndo ha disponibilidade de uma
vacina para uso humano. Dentre varias questdes sobre a o desenvolvimento de uma
vacina para leishmaniose é se a mesma possuiria capacidade protetora contra a
infeccdo de espécies homologas e heter6logas de Leishmania. Estudos mostram
gue 0s extratos totais de antigenos de Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis possuem efeitos tanto protetores como promotores da doenca, quando
utilizados como vacina contra a leishmaniose em modelo murino. Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a imunogenicidade e a capacidade
protetora dos extratos totais homélogos e heterdlogos de L. amazonensis (La) e L.
braziliensis (Lb), respectivamente, frente a infeccdo experimental por L.
amazonensis. Para isso, camundongos BALB/c foram imunizados duas vezes com
extratos totais de promastigotas mortas de La ou Lb isoladamente ou com
oligodesoxinucleotideos ricos em motivos CpG (CpG-ODN) como adjuvante. Duas
semanas apos a segunda imunizacdo, os camundongos foram desafiados com
promastigotas de L. amazonensis e o desenvolvimento das lesdes foi acompanhado
por mensuracfes semanais do diametro das patas. A carga parasitaria foi avaliada
pelas técnicas de Andlise de Diluicdo Limitante (ADL) ou gPCR, além disso, o perfil
de citocina foi determinado por citometria de fluxo. Os grupos imunizados com La-
CpG ou Lb-CpG apresentaram lesdes significativamente menores do que 0 grupo
controle (PBS). A carga parasitaria, em camundongos da linhagem BALB/c
imunizados com o0s extratos em associacdo ao adjuvante, foi menor do que a dos
grupos controle. Na andlise do perfil de citocinas, os grupos de animais imunizados
com La-CpG e Lb-CpG, que foram o0s grupos que mostraram protecao,
apresentaram uma tendéncia a maior producéo de IFN-y.
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EFFICACY AND IMMUNOGENICITY EVALUATION OF HOMOLOGOUS AND HETEROLOGOUS
ANTIGENIC EXTRACTS AS VACCINE AGAINST MURINE CUTANEOUS LEISHMANIASIS
CAUSED BY LEISHMANIA AMAZONENSIS
ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

lasmin Cristiane de Souza

Leishmaniasis represents a complex of diseases with broad clinical spectrum and
epidemiological diversity, being considered a major public health problem. Current
therapy for these diseases is costly and has considerable adverse effects and
toxicity. So far there is no vaccine available for human use. Among several questions
about a vaccine development for leishmaniasis is whether it would have a protective
capacity against infection of homologous and heterologous Leishmania species.
Studies have shown that total antigen extracts of Leishmania braziliensis and
Leishmania amazonensis have both protective and disease-promoting effects when
used as a vaccine against leishmaniasis in murine model. Therefore, this study
aimed to evaluate the immunogenicity and protective capacity of the total
homologous and heterologous extracts of L. amazonensis (La) and L. braziliensis
(Lb), respectively, against the experimental infection by L. amazonensis. BALB/c
mouse were immunized twice with total extracts of dead La or Lb alone or with
oligodeoxynucleotides containing CpG motifs (CpG-ODN) as adjuvant. Two weeks
after the second immunization, mouse were challenged with L. amazonensis
promastigotes and lesion development was followed by weekly measurements of
paws diameter. The parasite load was evaluated by the Limiting Dilution Analysis
(LDA) or gPCR techniques, in addition, the cytokine profile was determined by flow
cytometry. Groups immunized with La-CpG or Lb-CpG showed significant lower
lesions than the control group (PBS). The parasite load in BALB/c mouse immunized
with extracts associated with adjuvant was lower than control groups. When the
cytokine profile analysis was performed, the groups of animals immunized with La-
CpG or Lb-CpG, which were the groups that showed protection, presented a
tendency to higher production of IFN-y.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um complexo de doencas com amplo
espectro clinico e diversidade epidemioldgica, sendo consideradas um grande
problema de saude publica (Ministério Saude, 2013). Sdo um grupo de doencas
endémicas em quase todos os continentes, na maioria dos paises americanos (Alvar
et al, 2012) e em todos os estados brasileiros (Rangel & Lainson, 2009; Martins-
Melo et al, 2014). Varias espécies de Leishmania (Figura 1), protozoéarios parasitas
da familia dos tripanosomatideos dos subgéneros Viannia e Leishmania, produzem

a doenca humana (Vale & Furtado, 2005).

Familia ‘
Crithidia  Leptomonas Herperolonas BIasrocthr’d{a Leishmania Sauroﬂe{shlnanr'a TrypaLosoma PhyroL'Aonas Endotrypanum
Ler'shr'nanr'a Warlm'a
——————————————————— 1 T
| | | | T : | : |
. . . L . i 1
L. donovani L tropica L major L. aethiopica L. meyxicana i L. braziliensis I L. quyanensis
|
archibaldi® L. killicki L.major L. aethiopica L amazonensis |~~TTTTTTTTTITTTITITITT b . ,
L. donovani L. tropica ’ L gamhgmj E Nao -patogénicas ao homem; L. braziliensis i L guyanensas_
" B B n A - 7 fi H . -
L infantun L mexicana ! Velho Mundo:L. ar gbsm 1 L. peruviana L. panamemsis
L. pifanoi i L gerbill H !
H !
. 1 NovoMundo: L aristidesi |
L. venezuelensis i P
! L. enriettii i
' L.deanei i
H L. hertigi !

Figura 1.1 — Classificagao das espécies de Leishmania
Fonte: Adaptado do Ministério da Saude, 2013

Cada uma das espécies € adaptada a uma ecologia particular e ao
parasitismo de diferentes espécies animais (Lainson et al. 1994; Vale & Furtado,
2005). Ha& em torno de vinte espécies de Leishmania que causam as principais
manifestacdes clinicas das formas visceral e tegumentar da doenca (Herwaldt,1999;
Hurrell et al, 2016) cuja transmisséo se da através da picada de fémeas de insetos
flebotomineos (Figura 1.2) dos géneros Lutzomyia (no continente americano) e
Phlebotomus (no Velho Mundo) (Desjeux, 1996). Mesmo quando teoricamente
justificaveis, como no caso de transmissdo intra ou peridomiciliar, medidas de

controle direcionadas contra vetores e reservatorios ndo tém se mostrado efetivas.
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Ha uma grande variabilidade de reservatérios e vetores, o que favorece relacdes
ecolégicas diversificadas que contribuem para a manutencdo do parasito no meio
(Woolhouse et al, 1997; Werneck, 2014).

Figura 1.2 — Inseto vetor flebotomineo do género Phlebotomus
Fonte: VON STEBUT E, 2015, p. 193

Durante seu ciclo evolutivo, o parasito apresenta principalmente duas formas
evolutivas: promastigota, forma encontrada no hospedeiro invertebrado, e
amastigota, forma intracelular encontrada em células fagociticas do hospedeiro
vertebrado (Von Stebut, 2015). O ciclo da Leishmania se inicia quando formas
promastigotas, que se dividiram no intestino do vetor e posteriormente Ss&o
regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. O
protozoario é fagocitado por fagdcitos como neutrofilos, células dendriticas e,
especialmente, macrofagos. Dentro dos macrofagos, o parasito sofre modificacdes e
se transforma na forma amastigota e multiplica-se, até dado momento em que a
célula se rompe e libera o parasito no meio externo onde irdo infectar outras células.
Quando um vetor flebotomineo realizar um repasto, ele ira ingerir células infectadas
com o parasito. Dentro do vetor, as Leishmanias se transformardo em
promastigotas, se multiplicardo e migrardo para as glandulas salivares do vetor,
reiniciando o ciclo (Kaye & Scott, 2011; Borghi et al, 2017) (Figura 1. 3).

14
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infectados com amastigotas)

Figura 1.3 - Ciclo de vida da Leishmania sp.
Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
Disponivel em: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
Acessado em: Maio, 2015

As leishmanioses possuem duas formas, a que acomete principalmente as
visceras, conhecida como leishmaniose visceral (LV), e a que acomete
principalmente pele e/ou mucosas, que € a leishmaniose tegumentar (LT).

A LV, também conhecida como calazar, € uma doenca sistémica, causada
por parasitos do complexo Leishmania donovani (no novo mundo, a espécie
responsavel pelos casos de LV é a Leishmania infantum), que acomete tecidos ricos
em células fagociticas do sistema mononuclear, podendo ser fatal caso ndo haja
intervencao terapéutica (Brasil, 2013, Chappuis et al, 2007; Loeuillet et al, 2016).
Noventa por cento dos casos de LV ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etidpia, india,
Nepal, Sudédo e Sudao do Sul (EImahallawy et al, 2014). A forma classica
envolve um aumento do abdomem geralmente associado a hepatoesplenomegalia,
além de febre irregular, linfadenopatia, perda de peso, anemia com leucopenia,
alteracdes hepaticas (hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia) e estado de
debilidade progressivo, podendo chegar a 0bito caso nao haja tratamento especifico
(Castellano, 2005; Stanley & Engwerda, 2007). As transformacfes do ambiente,

como 0 processo de urbanizacdo, processos migratorios, pressdes econdmicas
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crescentes fazem com que ocorra a expansdao das areas endémicas, 0 que
logicamente leva os vetores a se alimentarem ndo s6 do sangue de animais
silvestres (raposas e marsupiais), mas de animais das &reas periurbanas, onde o
cdo se apresenta como principal reservatério do parasito, sendo a prevaléncia
nestes, maior do que no homem (Ministério da saude, 2013).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), como € chamada a LT que
ocorre no Novo Mundo é causada por varias espécies dos subgéneros Leishmania e
Viannia, destacando-se duas espécies do protozoario como principais causadoras
de LTA no Brasil, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis (Dedet et al, 1999; Grimaldi & Tesh, 1993). As manifestacfes clinicas
de LTA possuem um amplo espectro que vai depender da espécie infectante, do
vetor, assim como da genética e do estado nutricional do hospedeiro, e ainda da

resposta imune frente a infec¢do (Neuber, 2008).

1.1 Formas clinicas daLTA

A LTA possui distintas formas clinicas que sdo determinadas por diversos
fatores como desnutricdo, status imune e background genético do individuo
infectado, assim como fatores relacionados ao vetor e a espécie de Leishmania
(Kevric, Cappel & Keeling, 2015; WHO, 2017). Estas manifestacdes vao desde
lesbes Unicas no local da picada que podem ser autoresolutivas até lesdes
nodulares que se espalham por toda a pele do hospedeiro, sendo irresponsivas ao
tratamento (Torres-Guerrero et al, 2017). A forma mais comum da doenca é a
leishmaniose cutanea localizada (LC) (Figura 1.4A), caracterizada por uma ou
poucas lesdes ulceradas que surgem no local da picada ou proximas a ela. E apesar
dessas lesdes terem uma tendéncia a cura espontanea, elas deixam cicatrizes de
forma permanente (WHO, 2010). Além da forma localizada, ha também a
leishmaniose cutanea disseminada (LDS) (Figura 1.4B), a qual apresenta multiplas
lesBes de aparéncia acneiforme (Brasil, 2013); a leishmaniose cutanea difusa (LDF)
(Figura 1.4C), que apresenta multiplas lesdes nodulares ou papulares que podem se
fundir formando placas que cobrem uma extensa area da pele (Scorza, Carvalho &
Wilson, 2017); e a leishmaniose mucocutanea (LM) (Figura 1.4D), que é a forma
mais desfigurante da doencga, caracterizada por afetar areas de mucosa do nariz e

do palato podendo causar sua destruicao parcial ou total (Gatti et al, 2017).
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Figura 1.4 — Formas clinicas da leishmaniose tegumentar: (A) Leishmaniose
cutédnea localizada, (B) Leishmaniose cutanea disseminada, (C)
Leishmaniose cuténea difusa e (D) Leishmaniose mucocutanea.

Fonte: Ministério da Saude, 2013

Como dito anteriormente, a forma clinica varia de acordo com a espécie do
parasito, sendo a LC e LDS, no Brasil, causadas tanto pela espécie do subgénero
Leishmania (e.g., L. amazonensis) quando do subgénero Viannia (e.g., L.
braziliensis), enquanto a forma de acometimento mucoso é causada mais
frequentemente pela L. braziliensis e a forma difusa causada apenas por L.
amazonensis (Brasil, 2013; Paniz-Mondolfi et al, 2013). Individuos que apresentem
LC ou LDS, tém seu teste de intradermorreacdo de Montenegro positivo e sua
resposta ao tratamento com antimonial é, geralmente, boa; enquanto individuos com
a LDF, conhecida como polo anérgico da doenca, apresentam teste de
intradermorreacdo de Montenegro negativo e sua resposta ao antimonial tende a
proporcionar uma recuperacao clinica transitéria; e a LM, conhecida como polo
hiperérgico da doenca, apresenta teste de Montenegro fortemente positivo e uma
ma resposta ao tratamento com antimoniais (Paniz-Mondolfi et al, 2013; Conceicéo-

Silva & Alves, 2014).
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1.2 Respostaimunologica na LTA

No momento do repasto sanguineo realizado pelo vetor, formas
promastigotas séo regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado e, rapidamente,
sdo ingeridas por células fagociticas, como macroéfagos, células dendriticas e
neutrofilos (Romé&o et al, 2007; Gollob, Viana & Dutra, 2014). Dentro do
fagolisossomo dos macréfagos, as amastigotas que evadem 0s mecanismos de
eliminacdo da célula hospedeira, iniciam o processo de proliferacdo no
compartimento celular (Pace, 2014). A interacdo da Leishmania com o macréfago
pode direcionar a uma variedade de respostas que pode depender de diferentes
fatores, como a forma pela qual o macréfago € ativado ou pela espécie de do
parasito (Gollob, Viana & Dutra, 2014).

Os macréfagos podem ser ativados pela via classica (M1), produzindo
reativos de nitrogénio (NO) o que leva a eliminacdo do parasito, ou pela via
alternativa (M2), que induz expressdo de arginase e promove a infeccdo por
Leishmania. A ativacdo por via classica é induzida por citocinas pré-infamatorias
(Thl), como IFN-y, enquanto que proteinas anti-inflamatérias (Th2), como IL-4,
estimula a ativacdo de macrofagos pela via alternativa (Abdoli, Maspi & Ghaffarifar,
2017; Vellozo et al, 2017)

Células dendriticas, infectadas com amastigotas, migram para a zona de
células T nos linfonodos de drenagem locais, onde ocorre a apresentacdo dos
antigenos do parasito para as células T CD4+ e CD8+ e ativacdo dessas células
para dar inicio a uma resposta especifica contra Leishmania (Moll, 2000; Gollob,
Viana & Dutra, 2014).

As células T CD8+ possuem atividade contra a infec¢éo através da producao
de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 E TGF-B) e de sua atividade
citotoxica. As ceélulas T CD4+, assim como as células T CD8+, também estédo
relacionadas a protecdo contra Leishmania através da producdo de citocinas
capazes de ativar macrofagos para eliminacédo dos parasitos (perfil Thl), entretanto,
uma resposta inflamatéria muito forte pode levar a prevaléncia da doencga. Essas
células também podem ser direcionadas a produzir citocinas de perfil Th2,
relacionada a persisténcia do parasito e, estudos mais recentes tém mostrado outro
perfil desenvolvido, o Thl7, pouco ainda conhecido, mas acreditado de estar
relacionado a patogénese da leishmaniose (Scharton-Kersten & Scott, 1995; Moll,
2000; Gollob, Viana & Dutra, 2014; Abdoli, Maspi & Ghaffarifar, 2017).
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Células auxiliares (Th) podem se diferenciar em linfécitos que produzem um
perfil de citocinas do tipo Thl, que sdo citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, IL-12
e TNF-a, e estdo associadas a eliminacdo do parasito. Quando as células
apresentadoras de antigeno (APCs), como macrofagos, apresentam o antigeno as
células T, estas se tornam ativadas e passam a secretar IFN-y, que, por sua vez,
aumentam a atividade microbicida do macrofago por meio da producdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (Nylén & Eidsmo, 2012; Maspi, Abdoli &
Ghaffarifar, 2016; Abdoli, Maspi & Ghaffarifar, 2017).

Os linfocitos auxiliares também podem se diferenciar em células que
secretam citocinas com uma resposta primordial do perfil Th2, as citocinas anti-
inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-13), associadas com a promocao da suscetibilidade e
disseminacado da doenca, pois esta induz uma resposta humoral, ineficiente contra
infeccdo por Leishmania podendo fazer com que os macréfagos ndo respondam a
sinais de ativacdo de IFN-y e TNF-q, ja que o perfil Th2 também inibe algumas
funcbes de fagocitose da célula, o que é necessario para a destruicdo do parasito.
(Nylén & Eidsmo, 2012; Maspi, Abdoli & Ghaffarifar, 2016; Abdoli, Maspi &
Ghaffarifar, 2017).

O direcionamento para o perfil Treg leva a producao de citocinas regulatérias
como IL-10 e TGF-B que contribuem para uma moderacédo da resposta de células T
de perfil Thl (Mansueto et al, 2007) ou progressao da doenca (Maspi, Abdoli &
Ghaffarifar, 2016), levando em consideragdo que IL-10 participa da regulacdo para
baixo do perfil Thl através da supressdo de IL-12 e IFN-y além de diminuir a
atividade microbicida de macrofagos. TGF-8, outra citocina regulatéria, também é
parcialmente responsavel pela supressdo da resposta protetora (Mansueto et al,
2007). As informacdes sobre o papel das células Treg em humanos € limitada,
porém estudos mostram a sua presenca em células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de pacientes na forma aguda de leishmaniose cutanea localizada
ou curados, assim como em PBMC advindas de controles saudaveis em resposta a
Leishmania guyanensis (Bourreau et al, 2009).

Outro grupo de linfocitos, cujo papel frente a infeccdo por Leishmania, vem
sendo estudadas sdo as células produtoras de IL-17, que foram recentemente
caracterizadas como uma linhagem independente de linfocitos T efetores, as Thl7.
A IL-17 é uma citocina proé-inflamatoria e estudos vem indicando uma correlagéo
entre esta citocina e uma alta resposta inflamatéria o que pode contribuir na

patogénese da doenca assim como as células de perfil Th2 (Soong, Hernard &
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Melby, 2012). Primariamente reportado em 2009, por Bacellar e colaboradores,
linfécitos advindos de pacientes com leishmaniose mucosa ou cutanea
apresentavam niveis mais altos da producao de IL-17 do que linfocitos oriundos de

pacientes controles ndo infectados.

1.3 Tratamento da LTA

A terapéutica utilizada para leishmaniose tegumentar possui, além de um alto
custo, um tempo prologado de administracéo e toxicidade consideravel. Os farmacos
de primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*®) e os de segunda
escolha, anfotericina B e pentamidina. (Singh, Kumar & Singh, 2012; Ministério Da
Saude, 2013; Handler et al, 2015). Casos de resisténcia ao antimonial vém surgindo
na india, além de haver um grande potencial de resisténcia as drogas de segunda
escolha (Torres-Guerrero et al, 2017)

Ha dois tipos de antimoniais pentavalentes utilizados, o antimoniato de N-
metilglucamina e o estibogluconato de sodio, porém sé o primeiro é comercializado
no Brasil. E preconizada pela Organizacdo Mundial de Salde a dose de 10-20 mg
de Sb**/kg/dia por 20 dias para a forma cutanea e a dose de 20 mg de Sbh*>/kg/dia
para as formas difusa e mucosa por 20 e 30 dias, respectivamente. As inje¢cdes sao
realizadas por via parenteral (intramuscular ou endovenosa). Os efeitos adversos
mais comuns sdo: artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica,
epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia,
tontura, palpitacdo, insénia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia
renal aguda. Além disso, na dose de 20 mg de Sb*>/kg/dia, o antimonial pode causar
alteracdes cardiacas, pancreaticas ou renais (Ministério da Saude, 2013; Torres-
Guerrero et al, 2017). Como droga de segunda escolha temos o desoxicolato de
anfotericina B, que possui 6tima atividade contra a Leishmania. E utilizado como
farmaco de primeira escolha para gestantes, pois o0 antimonial pentavalente é
altamente téxico ao feto. O esquema de tratamento preconizado € de 1 mg/kg/dia
administrado, por via endovenosa, em dias alternados até uma dose total 25 a 40
mg/kg. Os efeitos adversos sao febre, nduseas, vomitos, hipopotassemia, flebite no
local da infusdo, anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteracbes
cardiacas (Ministério da Saude, 2013; Torres-Guerrero et al, 2017). Ha também a

anfotericina B lipossomal, que é usada para leishmaniose visceral, porém seu uso
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para leishmaniose tegumentar ndo foi aprovado, sendo utilizada no caso em que
todas as outras opgOes terapéuticas ndo tenham sido eficazes ou tenham sido
contraindicadas (off lable). Neste caso € administrada na dose de 1-4 mg/kg/dia, por
infusdo venosa. Possui efeitos adversos como febre, cefaléia, nauseas, vomitos,
tremores, calafrios, flebite no local da infusdo e dor lombar. As pentamidinas (sulfato
de pentamidina e mesilato de pentamidina) também s&o drogas de segunda escolha.
A dose recomendada é de 4 mg/kg/dia, por via intramuscular profunda, de dois em
dois dias, em dias alternados. Os efeitos adversos compreendem dor, induracéao e
abscessos estéreis no local da aplicacdo, nauseas, vomitos, tontura, adinamia,
mialgias, cefaléia, hipotenséo, lipotimias, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia. Ha
possibilidade de gerar diabetes mellitus a partir da administracado da dose total de 1
grama (Ministério da Saude, 2013; Torres-Guerrero et al, 2017).

1.4 Vacina

Apesar de inumeros esforgos, até dado momento ndo se encontra disponivel
uma vacina segura e eficaz para leishmaniose. Tentativas vém sendo realizadas ao
longo do tempo buscando uma imunizagéo contra Leishmania. Em 1937, na Unido
Soviética, e posteriormente em Israel, foram feitas tentativas de vacinacdo em
massa de humanos com parasitos vivos, ambos proporcionando alto grau de
protecao, essa pratica foi conhecida como “leishmanizacao”. Porém, esse tipo de
vacinacdo com parasitos vivos pode acarretar diversos problemas como
desenvolvimento de lesdes, exacerbacdo de psoriase e outras doencas de pele e
até imunossupressao, o que tornou inviavel o uso da vacina. (Handman, 2001; Silva
et al, 2013).

O estudo com parasitos mortos foi 0 que substituiu a leishmanizacdo. Os
ensaios para este tipo de vacinacdo foram conduzidos desde 1940 e foi
primeiramente realizada por pesquisadores brasileiros. Mayrink e colaboradores
(1970) desenvolveram uma vacina com isolado de 4 espécies de Leishmania, depois
simplificado para uma Unica espécie, composta por isolado morto de L.
amazonensis, que se mostrou segura e foi testada como medida profilatica na
Colémbia e no Equador, porém a mesma nao mostrou eficacia (Nagil & Kaur, 2011).
A vacina desenvolvida por Mayrink foi efetiva em reduzir a dose do antimonial

necessaria para atingir a cura e baseando-se nos testes realizados a vacina foi
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registrada (Leishvacin®) para se administrada junto com a terapia com antimonial no
Brasil, mas ndo como medida profilatica (Khamesipour et al, 2006).

Convit e seu grupo na Venezuela (1987) utilizaram cepas de L. mexicana
autoclavadas em associagcdo com BCG como adjuvante para imunoterapia e/ou
imunoquimioterapia. Varios estudos profilaticos foram realizados, mas se tornaram
inconclusivos ou com baixos resultados de protecdo (Khamesipour et al, 2006).

O que temos, atualmente, séo diversos tipos de preparados em estagios mais
ou menos avancados de teste como parasitos mortos; vacinas de subunidades,
fracOes purificadas, recombinantes ou modificados ou atenuados geneticamente; e
vacinas a base de DNA (Handman, 2001; Birnbaum & Craft, 2011), cada qual
mostrando algum grau de protecéo.

Um estudo de McAtee e colaboradores (2016) com proteina purificada
mostrou uma reducdo na carga parasitaria e aumento de células produtoras de IFN-
y. Utilizou-se a LANH36, uma proteina purificada advinda de L. donovani, que vem
sendo identificada por induzir imunidade protetora cruzada e resposta especificas
aumentadas de células T CD4+ e CD8+. Camundongos BALB/c foram imunizados
com trés doses, por via intradérmica, com LANH36 associada ou ndo ao adjuvante
glicopiranosil lipidio (GLA-SE) e como controle foram utilizados apenas o adjuvante
ou salina. Os animais foram desafiados com L. mexicana por via subcutanea duas
semanas apos a Ultima imunizacdo. A analise dos resultados mostrou que 0s grupos
imunizados com a proteina associada ao adjuvante apresentaram um numero
significativamente maior de células produtoras de IFN-y e carga parasitaria
significativamente menor. O tamanho das lesbes dos animais imunizados
apresentou uma tendéncia a diminui¢cdo em relacdo ao controle que, no entanto, nao
apresentou diferenca estatistica.

O grupo de Maspi et al (2017) realizou um estudo com vacina de DNA,
utilizando genes especificos: Fator de Iniciacdo eucaridtica de Leishmania (LelF) e
Antioxidante Tiol-especifico (TSA). Esses genes sao conhecidos, respectivamente,
por induzir producéo de citocinas de perfil Thl; e por estar presente tanto na forma
amastigota quanto na promastigota, além de estar associado a protecdo contra
leishmaniose em modelo murino. Foi realizada a imunizacdo de camundongos da
linhagem BALB/c, por via intramuscular com plasmideos codificando LelF, TSA,
LelF-TSA e como grupo controle foram usados pEGFP-N1 (plasmideo vazio) e PBS.
Os animais foram desafiados com promastigotas de L. major por via subcutanea.

Essa imunizacdo conferiu uma imunidade parcial aos camundongos. Este mesmo
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grupo (Maspi et al, 2017) fez um trabalho similar com LelF e TSA, sé que
adicionando o antigeno LACK (homologa de Leishmania de receptores de proteina
quinase C ativada). Esta € uma proteina conservada expressa em ambas formas de
Leishmania de diferentes espécies, essencial para a viabilidade do parasito e seu
estabelecimento no hospedeiro (Hammoudeh et al, 2014). A imunizacao foi realizada
com os genes isolados, fusionados ou em um cocktail. Tanto os camundongos
BALB/c imunizados com o cokctail de genes quanto os imunizados com o plasmidio
com genes fusionados apresentaram aumento na producdo de IFN-y e média das
lesBes significativamente menores do que 0s outros grupos imunizados com genes
isolados ou LelF, respectivamente (Maspi et al, 2017).

Ha outros estudos que mostram que antigenos brutos de L. braziliensis ou L.
amazonensis possuem efeito protetor contra infecgdo por Leishmania. Foi
observado, em estudo in vitro, que extratos totais de L. amazonensis ou L.
braziliensis desencadearam uma resposta proliferativa e producdo de IFN-y mais
altas em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com
leishmaniose tegumentar por L. braziliensis em comparagéo aos controles sadios e
as PBMC estimuladas por antigenos particulados ou sollveis de L. braziliensis
(Telino et al, 2006).

Foi demonstrado por Pinto et al (2003) que a imunizacdo oral com o antigeno
total de promastigotas de L. amazonensis, em duas doses, conferiu aos
camundongos da linhagem BALB/c e C57BL/6 mais resisténcia a infeccdes
subsequentes deste protozoario. Outro estudo do mesmo grupo, demonstrou que a
vacinacdo por via intranasal com o extrato de L. amazonensis conferiu protecéo
duradoura contra a infeccdo homéloga do parasito em modelo murino da linhagem
BALB/c (Pinto et al, 2004).

Em um estudo realizado por Grenfell e colaboradores (2010) foi observado
que, em camundongos BALB/c infectados com L. chagasi (sin. L. infantum), a
imunizagdo com o extrato total de promastigotas de L. braziliensis induziu uma
significante reducdo da carga parasitaria no figado, enquanto o extrato total de
promastigotas de L. amazonensis induziu uma diminuicdo da carga parasitaria no
figado e no baco.

Em 2016, foi realizada por Pratti e colaboradores, um trabalho com
imunizagcdo de camundongos da linhagem C57BL/6 com duas doses de extratos
totais de L. amazonensis (LaAg), associado ou ndo ao adjuvante ADDAVAX®, por

via intranasal. Uma semana ap0s a ultima dose, os animais foram desafiados com a
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espécie homoéloga por via subcutanea. Os animais imunizados com o LaAg
mostraram producdo mais alta de IFN-y e lesdes significativamente menores no
decorrer do desenvolvimento da infeccdo e a carga parasitaria significativamente
menor. O adjuvante neste trabalho ndo potencializou o efeito de LaAg.

Atualmente ha um estudo de Sanches et al (2017), onde o grupo imunizou
camundongos BALB/c, por via subcutanea, com duas doses de antigenos totais de
L. amazonensis em associacdo ao adjuvante acido poliinosinico-policitidilico
[Poly(I:C)] [TLA-Poly(l:C)]. Apds a segunda dose os camundongos foram desafiados
com promastigotas da espécie homologa pela mesma via. Pbde entdo ser
observado que os animais imunizados com TLA-Poly(I:C) tiveram uma producao
significativamente maior de IFN-y do que o grupo imunizado apenas com o antigeno
total. Em relacdo ao diametro das patas e ao grau inflamatorio na analise
histopatoldgicas das mesmas, foi observado que o grupo imunizado com antigenos
totais em associagdo ao adjuvante possuiam, respectivamente, lesGes e grau
inflamatorio significativamente mais baixos, assim como a carga parasitaria.

Levando em consideracdo os resultados satisfatérios com antigenos totais, foi
considerado que uma vacina com o0 extrato integral do parasito seria o ideal para
este estudo, com a participacdo dos componentes do parasito mais semelhante com
a infeccdo natural, j& que na infeccdo experimental, ndo atua apenas uma proteina
isolada. Sendo assim, o foco deste estudo é avaliar a capacidade protetora e
imunogénica de extratos totais de promastigotas mortas de L. amazonensis ou L.

braziliensis, com e sem o adjuvante CpG-ODN no modelo murinho.

1.5 Adjuvante

Quando algum tipo de ameaca consegue adentrar as barreiras externas de
protecdo do corpo do hospedeiro, mecanismos de defesa sdo ativados contra essa
infeccdo e a resposta imune inata € a primeira a ser requisitada. As células do
sistema imune inato reconhecem estruturas moleculares conservadas comuns a
diversos tipos de patdégenos, os chamados Padrbes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs), estes por sua vez sdo reconhecidos por Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (PRRs), como os receptores Nod-Like (NLRs), RIG-I-
like (RLRs) e Toll-like (TLRs) (Bode et al, 2011). Quando estimulados, os TLRs,
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induzirdo a producdo de citocinas proé-inflamatérias e reativos intermediarios de
nitrogénio que atuardo para ativacao da resposta inata (Coelho-Castelo et al, 2009).

Assim, os PAMPs séo utilizados como adjuvantes para modular uma resposta
imune (Leleux, Pradhan & Roy, 2017). A utilizacdo deste pode potencializar a
atividade de uma vacina (Birnbaum & Craft, 2011; Srivastava et al, 2013). No caso
da leishmaniose tegumentar, o direcionamento de uma resposta protetora se
iniciaria através do reconhecimento pelo receptor toll-like 9 (TLR-9) que orienta para
uma resposta com producao de citocinas de perfil Thl (Srivastava et al, 2013).
Oligodesoxinucleotideo rico em motivos CpG (CpG-ODN) é um adjuvante que ja
possui capacidade de estimular células do sistema imune inato a produzir citocinas
de perfil Thl, prover uma protecdo mais potente e duradoura, além de ser
reconhecido pelo TLR-9 (Bode et al, 2011). O CpG-ODN compreende sequéncias de
DNA que contém bases de citosina e guanina, encontradas normalmente em
procariotos, e que induzem uma forte influéncia na resposta imunoldgica (Mohan,
Verma & Rao, 2013), quando administrado em conjunto com antigenos influenciam
na imunogenicidade do composto (Klinman, 2004). Trabalhos mostraram que este
adjuvante produziu efeito protetor na infec¢do por Leishmania.

Stacey & Blackwell (1999) imunizaram camundongos BALB/c com antigenos
sollveis de Leishmania major (SLA) associado a CpG e desafiados com a espécie
homologa. Animais imunizados com SLA associado ao CpG apresentaram reducao
do didmetro das patas comparado aos camundongos vacinados apenas com SLA e
aumentou a sobrevivéncia dos animais em comparag¢ao ao grupo nao vacinado.

O grupo de Walker e colaboradores (1999) testou diferentes CpG-ODN (1826,
1911, 1758 e 1835) e observaram que o CpG-ODN 1826 conferiu melhor protecéo a
camundongos BALB/c quando combinados com antigenos totais de L. major e
desafiados com a espécie homologa além de induzir producéo de citocinas de perfil
Thi.

Ramirez et al (2014) imunizaram camundongos BALB/c com antigenos
recombinantes de L. major (LmL3 e LmL5) em associagéo ao CpG e desafiaram com
L. chagasi (= infantum) ou L. amazonensis. Os animais vacinados mostraram um
perfil de resposta Thl contra os antigenos testados. A imunizacdo retardou o
desenvolvimento da lesdo e controlou a carga parasitaria no local da infec¢cdo no
desafio com L. amazonesis, e apresentou reducdo na carga parasitaria nos
linfonodos de drenagem, no figado e no bago quando desafiados com L. chagasi (=

infatum).
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Ja Katebi e colaboradores (2015) utilizaram uma espécie de Leishmania nao
patogénica (L. tarentolae) recombinante secretora de PpSP15 (molécula presente na
saliva do flébotomo Phlebotomus papatasi) associada ao adjuvante CpG para
imunizar camundongos BALB/c. A vacina aprimorou a resposta imune contra L.
major. Puderam ser observadas no grupo vacinado patas com diametros menores
do que o grupo controle e o grupo imunizado sem adjuvante, além de uma carga

parasitaria reduzida.

1.6 Justificativa

Diversas estratégias tém sido seguidas para a obtencdo de vacinas contra as
leishmanioses, mas até o momento ndo se dispde de um produto com eficacia
comprovada em humanos. Devido aos fatores ja citados, a problematica do
tratamento em conjunto com 0s casos de resisténcia e a falta de eficiéncia nas
medidas de controle, uma vacina seria um meio mais eficaz e seguro que propiciaria
a forma mais abrangente e econémica de controle destas endemias (Mutiso et al.
2013).

Considerando-se a diversidade de espécies de Leishmania capazes de
causar doenca humana, uma questdo fundamental que se coloca para o
desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses é se a mesma vacina podera
proteger contra diferentes espécies do parasito. Esta questdo foi abordada no
presente projeto que visou a contribuir para a compreensdo de mecanismos de
imunoprotecao, para a identificacdo de extratos candidatos a vacina e a avaliagao da
imunidade produzida por antigenos homologos e heter6logos na leishmaniose
cutdnea murina experimental causada por L. amazonensis. Esta espécie é uma das
principais espécies causadoras de leishmaniose tegumentar no Brasil e responsavel
pelos casos da forma de leishmaniose difusa, que ndo possui tratamento eficaz até
dado momento (Ministério da Saude, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia protetora e imunogenicidade de extratos totais de
promastigotas mortas de L. amazonensis ou L. braziliensis, com e sem o adjuvante
CpG-ODN (oligodesoxinucleotideos ricos em motivos CpG), no modelo murino de

leishmaniose cutédnea experimental causada por L. amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a eficacia protetora da imunizacdo com extratos totais de
promastigotas mortas de L. amazonensis ou L. braziliensis na infeccao experimental
por via subcutdnea de camundongos com L. amazonensis através do
acompanhamento da evolucao clinica e quantificacdo da carga parasitaria;

- Caracterizar o perfil de citocinas presente na resposta imune anti-
Leishmania associada a protecdo conferida pela imunizacdo com o0s extratos
vacinais associados ou nao ao adjuvante;

- Comparar a protecéo conferida pela imunizacdo com os extratos homélogos
e heter6logos.

- Avaliar a eficacia do CpG-ODN como adjuvante frente a infeccao

experimental murina por L. amazonensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c e C57BL/6 fémeas entre seis e oito
semanas de idade, fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB) da Fiocruz. Os animais foram mantidos em microisoladores de polissulfona
acoplados a racks estéreis ventilados, equipados com filtros de entrada e saida de
ar (Alesco), com temperatura controlada (21 + 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas
nos biotérios dos Pavilhdes Lebnidas Deane e Helio e Peggy Pereira do I0C. Foram
mantidos cinco camundongos por microisolador em maravalha de pinus
autoclavada, receberam racédo peletizada (Nuvilab CR-1 autoclavavel, marca Nuvital)
e agua autoclavada ad libitum. O protocolo de experimentagéo foi licenciado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC) para
execucgao entre 1/1/2015 e 1/1/2019 - Licenga LA-005/2014.

3.2 Parasitos

Foram utilizadas cepas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L. braziliensis
(MCAN/BR/98/R619), fornecidas pela colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo
Cruz. Os parasitos, L. amazonensis ou L. braziliensis, foram inoculados em
camundongos C57BL/6 (por via subcutédnea) ou BALB/c (por via intradérmica)
fémeas, respectivamente. Apdés um periodo em torno de trés meses (L.
amazonensis) ou um més (L. braziliensis), os parasitos foram isolados das lesdes e
cultivados em meio de cultura Schneider (pH 7,2; Sigma) suplementado com
antibiéticos (200 Ul de penicilina e 200ug/mL de estreptomicina; Sigma) e 10% de
soro fetal bovino inativado (Gibco) e 2% de urina humana (no caso da L. braziliensis)

com o nimero maximo de seis passagens.

3.3 Antigenos

Para a obtencdo dos antigenos totais de L. braziliensis e L. amazonensis,
promastigotas de fase estacionaria de cultura foram obtidas e submetidas a dez

ciclos de congelamento e descongelamento (-196 °C e 37 °C, respectivamente) e
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sonicadas em equipamento de ultrassom (Unique) por 15 minutos (110 Watts). Apos
esse procedimento foi realizada a dosagem de proteinas baseado em leitura de
densidade dtica e lida em dois comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm de
acordo com o protocolo de quantificacdo do equipamento (GeneQuant pro,
Amersham Bioscience), que faz o calculo da correcdo para dosagem estimada. A

concentracéo de cada preparacao foi ajustada para 1 mg/mL de proteina em PBS.

3.4 Imunizacao

Camundongos foram inoculados com extratos totais de promastigotas mortas
de L. amazonensis (La) ou L. braziliensis (Lb) ou salina tamponada (PBS), com ou
sem adjuvante CpG-ODN (ODN 1826, InvivoGen). Os antigenos e o adjuvante foram
utilizados na concentragdao de 1 pg/ul. As imunizagdes foram feitas com 25 ug de
antigeno associado a 25ug de PBS ou 25ug de antigeno associado a 25 ug de
adjuvante em um volume total de 0,05 ml por via subcutdnea no coxim plantar.
Foram realizadas duas inocula¢gGes das seguintes preparacao (PBS, CpG, La, Lb, La
+ CpG, Lb + CpG) em cada grupo com duas semanas de intervalo entre elas.

Inicialmente, a imunizacéo era realizada no coxim plantar esquerdo, a partir

do experimento 4.3, as imunizacdes passaram a ser no coxim plantar direito.

3.5 Infeccao experimental de camundongos

Os animais foram infectados com 10° promastigotas de fase estacionaria de
L. amazonensis em um volume de 0,05 ml de PBS por via subcutdnea no coxim

plantar traseiro esquerdo.

3.6 Desenho experimental

No dia zero, foram separados seis grupos com cinco camundongos em cada.
Cada grupo foi inoculado com uma preparacédo: La-CpG, Lb-CpG, La, Lb, CpG ou
PBS por via subcuténea na pata direita. Inicialmente, a imunizacdo era realizada na
pata esquerda, porém a partir do terceiro experimento passou a ser realizada na

pata direita. Duas semanas ap0s a primeira imunizacdo, cada grupo recebeu uma
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dose reforco do preparado recebido da primeira imunizacéo. Quatro semanas apos a
primeira imunizacdo, os camundongos foram desafiados com 10° promastigotas de
L. amazonensis por via subcutanea na pata esquerda. Foi realizado um
acompanhamento da evolucéo clinica, por mensuracdes semanais das patas, por
até 11 semanas. O periodo de eutanasia de cada experimento variou entre sete e 11
semanas, para quantificacdo de carga parasitaria e avaliacdo do perfil de citocinas
(Figura 3.1). Essa variagao foi devido a problemas que atrasaram o estudo e ao

curto prazo para realizacao dos experimentos.

0 15 30 79-107
I l | | (Dias)
| [ | i
12 Imunizacao 23 Imunizacdo Desafio E 2sia d
Grupos: Grupos: Inoculagdo de Acompanhamento Eutanasia dos
+ La+CpG + La+CpG 10° da evolugdo animais
« Lb+CpG « Lb+CpG promastigotas clinica * Quantificagéo
* La « La de L. Mensuracdo das da carga
« Lb e Lb amazonensis patas gi;alii:tgzr;ado
.
CpG CpG
: Pgs : F‘ES *Via subcutanea p_Erl‘ﬁl_de
{Pata esquerda) citocinas.
*\fia subcutanea || * Via subcutanea
(Pata direita)*” (Pata direita)**

Figura 3.1 — Desenho experimental. Protocolo experimental para imunizacdo e desafio in vivo.

3.7 Acompanhamento do desenvolvimento das lesdes

Apos a infeccdo subcutanea, o desenvolvimento das lesdes foi monitorado
semanalmente através da medida do diametro da pata infectada com um paquimetro
digital (Mitutoyo). O valor foi expresso pela média da diferenca das patas infectadas
em comparacao com a patas contralaterais. Este acompanhamento durou entre sete

e 11 semanas.

3.8 Quantificagdo da carga parasitaria

Entre sete e 11 semanas 0s animais foram eutanasiados para a quantificacao

da carga parasitaria, individual, através das seguintes técnicas:
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Andlise de diluicdo limitante: realizada segundo metodologia descrita por

Belkaid et al (2000). A lesdo da pata infectada foi retirada e
homogeneizada em grinder, e diluida serialmente em placa de 96 pocos de
fundo chato contendo meio Schneider suplementando com L-glutamina (0,2
M), antibiéticos (200 Ul de penicilina e 200ug/mL de estreptomicina; Sigma)
e 10% de soro fetal bovino na proporcao de 1/10. O numero de parasitos
viaveis nos tecidos foi determinado pela diluicho mais alta em que as
promastigotas foram evidenciadas apds sete dias de incubacdo (estufa
B.O.D., FANEM, modelo 347) a 26 °C. O resultado foi calculado na férmula

abaixo e expresso em log.

N°® de pogos )

Nomerode _ 1y icdo inicial x Diluigao seriada
parasites ¢ ¢

Reacdo em Cadeia de Polimerase Quantitativa (QPCR): as reacdes de

PCR foram precedidas de extracdo de DNA total de amostras dos
linfonodos popliteos. Para isso as amostras foram digeridas em 10 pl de
proteinase k (2 mg/mL) em tampéo de lise (Tris 50 mM, NaCl 10 mM,
EDTA 5 mM e SDS 0,5%). Apos a digestao, foram adicionados 500 ul de
fenol e as amostras foram centrifugadas (Hettich Universal 320R) a 18600
G a 4 °C por 15 minutos. Posteriormente, a fase superior foi recolhida e a
ela foram adicionados 500 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (23/1) e,
novamente, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 18600 G a 4
°C por 15 minutos. Novamente, a fase superior das amostras foi recolhida,
adicionada 1 mL de alcool absoluto e submetida a nova centrifugacao por
10 minutos. O liquido foi vertido e os microtubos com os precipitados foram
deixados para secar. Depois de secos, foram adicionados 30 ul de agua
destilada e deixados durante a noite na geladeira. As amostras foram lidas
no espectrofotbmetro de microvolumes (NanoDrop 2000, Thermo Fisher
Scientific) com leituras das absorbancias a 260nm e posteriormente as
concentracdes ajustadas em agua tipo | estéril para 10 ng/ul.

A reacgéo de PCR foi realizada para um volume total de 10 ul por pogo
para preparacdo da placa, utilizando-se o kit SYBR® Green (Applied

Biosystems). Cada poco era constituido por 2 pl de amostra mais 8 pl do
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mix (primer foward, reverse e SyBR). Foi utilizado o primer kDNA-3
(Weirather et al, 2011) na concentracdo de 5 pmol/ul (0,5 pl de forward
primer [GGGTAGGGGCGTTCTGC] - 0,5 pl de reverse primer
[CCCGGCCTATTTTACACCAACC] — 5 pl de SyBR — 2 pul de éagua
destilada) e B-actina (Giulietti et al, 2001) na concentracao de 1 pmol/ul (1
pl de forward primer [AGAGGGAAATCGTGCGTGAC] — 1 pl de reverse
primer [CAATAGTGATGACCTGGCCGT]- 5 pl de SyBR — 1 pl de &gua
destilada). Simultaneamente uma curva de concentracdo foi feita em
duplicata com DNA de L. amazonensis com concentracdo de 10! até 10°
pg. Posteriormente lida no termociclador (StepOnePlus™, Thermo Fisher
Scientific) com o0s seguintes tempos e temperaturas: 95 °C por 20
segundos, 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 30 segundos (40 vezes), 95

°C por 15 segundos, seguido de curva de dissociagao.

3.9 Determinagao do perfil de citocinas

O perfil de citocinas associado a imunoprotecdo foi avaliado em
sobrenadantes de células dos linfonodos popliteos. Os linfonodos foram macerados
em malha contendo meio RPMI completo (10% de SFB, penicilina, estreptomicina e
l-glutamina) e centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos a 4 °C. As células
ressuspendidas em RPMI foram contadas com auxilio do corante vital azul de
Trypan e ajustadas para a concentracdo de 2x10° células/poco e distribuidas em
placas de 96 pocos.

As células foram estimuladas ou ndo com os antigenos em estudo (La) ou
com o mitébgeno concanavalina A (10 pg/mL, 2 pg/poc¢o), como controle positivo. As
placas contendo as células foram incubadas em estufa (Panasonic Healthcare Co.
Ltd. COM-19AIC UV-PA) a 37 °C, atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas. Apés esse
periodo as placas foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi coletado e dosado por cytometric bead array utilizando o kit CBA
Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson). As proteinas dosadas foram
IL-2, IL4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17A, e IL-10.
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3.10 Analise estatistica dos resultados

Foram utilizados testes Two-way ANOVA, Kruskal-Wallis e os pés-testes de
Bonferroni e Dunn com o auxilio do programa InStat versdao 3.00 (GraphPad).

Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Piloto — Imunizacdo de camundongos C57BL/6 e BALB/c

por via subcutanea

Camundongos das linhagens C57BL/6 imunizados com La ou Lb em
associacdo com o adjuvante CpG (La-CpG e Lb-CpG, respectivamente)
apresentaram lesdes significativamente menores do que o grupo controle (PBS) a

partir da oitava semana pos-infeccéo (Figura 4.1).

C57BL/6

== Lb-CpG
- |La

- PBS

Diametro das patas (mm)

Semanas

Figura 4.1 - Média da diferengca da mensuragéo da pata de camundongos C57BL/6 desafiados
com 10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutanea em comparacdo com a pata
contralateral.

Os animais foram imunizados previamente com duas doses de La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis) ou PBS.

- O grupo La-CpG apresentou patas com didametros significativamente menores do que 0s grupos
PBS desde a sétima semana, Lb desde a oitava semana e La desde a nhona semana (p < 0.05).

- O grupo Lb-CpG apresentou patas com didametros significativamente menores do que 0s grupos
PBS e Lb desde a oitava semana e do grupo La na 112 semana (p < 0.05).

- O grupo La apresentou patas com didmetros significativamente menores do que o grupo PBS na
nona e na décima semana e de Lb na décima semana (p < 0.05).

A quantificacdo da carga parasitaria ndo foi realizada nos camundongos da
linhagem C57BL/6, pois a partir da 112 semana, os valores da mensuracdo das

patas de todos os grupos comecaram a convergir. Desta forma decidiu-se entao
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manté-los com a finalidade de serem observados nas semanas posteriores até a 172
semana, quando foram eutanasiados. Neste momento, a Unica diferenga foi entre os
grupos imunizados com o0s extratos associados ao adjuvante e o grupo imunizado
com La.

Nos camundongos da linhagem BALB/c, assim como nos da linhagem
C57BL/6, também foram observadas lesdes significativamente menores nos grupos
imunizados com extratos em associacdo ao adjuvante do que as dos grupos controle
por volta da oitava semana. A partir da décima semana a diferenca de mensuragao
observada nas patas dos animais imunizados com antigeno bruto de L. amazonenis
associado ao adjuvante (La-CpG) foram significativamente menores do que o grupo
imunizado com antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante (Lb-CpG)
(Figura 4.2).

BALB/c

Diametro das patas (mm)

QA v v 5% X © o A » 9 O N

Semanas

Figura 4.2 - Média da diferenca da mensuracédo da pata de camundongos BALB/c desafiados
com 10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutdnea em comparacdo com a pata
contralateral.

Os animais foram imunizados previamente com duas doses de La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis) ou PBS.

- O grupo La-CpG apresentou patas com didmetros significativamente menores do que 0s grupos
PBS, La e Lb desde oitava semana e a partir da décima semana mostrou diferenc¢a estatistica entre
todos os grupos (p<0.05)

- O grupo Lb-CpG apresentou patas com didmetros significativamente menores do que 0s grupos
PBS desde a oitava semana, La desde a nona semana e dos grupos Lb desde a décima semana.

- O grupo Lb apresentou patas com didmetros significativamente menores do que os grupos PBS na
112 semana.
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Ao final da 112 semana de infeccdo, os diametros das patas dos
camundongos da linhagem BALB/c imunizados com La-CpG ao adjuvante
mostraram-se visivelmente menores quando comparadas as patas dos animais dos
demais grupos, ndo sendo possivel detectar macroscopicamente qualquer sinal

clinico de lesdo (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Macroscopia das lesdes nas patas de camundongos BALB/c infectados por via
subcutanea com 10° promastigotas L. amazonensis na 112 semana ap0s a infecgéo.

A figura mostra os cinco animais (C1 a C5) de cada grupo segundo sua imunizacdo: La-CpG (extrato
total de L. amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis
associado ao adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis)
ou PBS.

A avaliacdo da carga parasitaria determinada pela analise de diluicdo
limitante (ADL) ao final da 112 semana de infec¢gdo nos animais da linhagem BALB/c
mostrou que 0s grupos de camundongos imunizados com La-CpG ou Lb-CpG
apresentaram quantidades menores de parasitos que o grupo controle. Além disso,
observou-se que o grupo imunizado com La-CpG apresentou carga parasitaria
significativamente menor que o grupo imunizado com La (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Carga parasitaria da lesdo dos camundongos BALB/c desafiados com 10°
promastigotas de L. amazonensis. Os animais foram previamente imunizados com duas doses de:
La-CpG (extrato total de L. amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L.
braziliensis associado ao adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L.
braziliensis) ou PBS. * p<0.05

4.2 Experimento 2: Imunizagdo de camundongos BALB/c por via subcutanea

incluindo grupo CpG

Apds estes experimentos iniciais, 0s protocolos foram repetidos em
camundongos BALB/c incluindo um novo grupo controle com animais inoculados
somente com o0 adjuvante CpG e infec¢cdo por L. amazonensis. Os resultados
obtidos nestes experimentos mostraram que camundongos imunizados com oS
extratos associados ao adjuvante foram os mesmos observados no experimento
piloto. Camundongos imunizados com o0s extratos associados ao adjuvante
apresentaram diametro das patas significativamente menores do que os demais
grupos, mas, inesperadamente, isso ndo foi observado em relagdo ao grupo de
animais inoculados apenas com adjuvante (Figura 4.5). As lesbes dos animais dos
grupos imunizados com o0s extratos associados ao adjuvante possuiam lesbes
macroscopicamente menores que as dos animais do grupo controle PBS (Figura
4.6).
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Figura 4.5 - Média da diferenca da mensuracédo da pata de camundongos BALB/c desafiados
com 10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutdnea em comparacdo com a pata
contralateral.

Os animais foram imunizados previamente com duas doses de La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS.
- Os grupos imunizados com La-CpG, Lb-CpG e CpG apresentaram patas com didmetros
significativamente menores do que os grupos PBS e Lb desde a oitava semana e do grupo La desde
a nona semana (p<0.05).

- O grupo imunizado com La ou inoculado com PBS apresentaram patas com diametros
significativamente menores do que o0 grupo Lb desde a nona semana e na 112 semana,
respetivamente (p<0.05).
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Figura 4.6 - Macroscopia das lesdes nas patas de camundongos BALB/c infectados por via
subcutanea com 10° promastigotas L. amazonensis na 112 semana ap6s a infeccéio.

A figura mostra os 5 animais (C1 a C5) de cada grupo segundo sua imunizacao: La-CpG (extrato total
de L. amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado
ao adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou
PBS.

Observou-se, também, que a carga parasitaria determinada por ADL na 112
semana de infeccdo nos camundongos imunizados com La-CpG ou Lb-CpG
apresentou niveis de parasitos significativamente mais baixos que os observados no
grupo inoculado com PBS. Entretanto, o grupo imunizado apenas com CpG, apesar
de apresentar medidas de lesdes significantemente menores que o0s animais do
grupo controle (PBS) ndo mostrou diferenga significativa em relagdo a carga

parasitaria (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Carga parasitaria da lesdao dos diferentes grupos de camundongos BALB/c
desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis.

Os animais foram previamente imunizados com duas doses de: La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS.
* p<0.05

4.3 Experimento 3: Imunizagcdo de camundongos BALB/c e determinagdo de

carga parasitaria por PCR

Os mesmos grupos foram estabelecidos, repetindo o mesmo protocolo de
imunizac@o com o posterior desafio dos animais com 10° formas promastigotas de L.
amazonensis. Porém, neste experimento, a imunizacdo foi realizada na pata
contralateral a da infec¢do. A progressao da doenca foi avaliada semanalmente por
meio das medicbes das patas infectadas comparadas com as patas contralaterais
normais nao infectadas e, como nos experimentos realizados anteriormente,
observou-se que nos grupos imunizados com La e Lb associados ao adjuvante CpG,
as lesdes se apresentaram significativamente menores que as dos demais grupos
(Figura 4.8). E dessa vez, o grupo inoculado apenas com adjuvante ndao apresentou
protecdo. Assim como nos experimentos anteriores, as lesées dos animais dos

grupos La-CpG se apresentaram macroscopicamente menores (Figura 4.9),
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Figura 4.8 — Média da diferenca da mensurac¢ado da pata de camundongos BALB/c desafiados
com 10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutanea em comparacdo com a pata
contralateral.

Os animais foram imunizados previamente com duas doses de La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS.
- O grupo imunizado com La-CpG apresentou patas com diametros significativamente menores do
que os grupos Lb e CpG desde a quinta semana; PBS desde a sexta semana; e que 0 grupo La
desde a sétima semana.

- O grupo imunizado com Lb-CpG apresentou patas com diametros significativamente menores do
que os grupos CpG desde a quinta semana; La, Lb e PBS desde a sétima semana.

- O grupo imunizado com PBS apresentou patas com diametros significativamente menores do que o
grupo Lb na oitava semana.

- O grupo inoculado com PBS apresentou patas com didmetros significativamente menores do que o
grupo CpG na sétima semana.

- O grupo imunizado com La apresentou patas com didmetros significativamente menores do que o
grupo Lb na oitava semana.

41



PBS

La

Lb

La-CpG

Lb-CpG

Figura 4.9 — Macroscopia das les6es nas patas de camundongos BALB/c infectados por via
subcutanea com L. amazonensis na 82 semana ap0s a infecc¢ao.

A figura mostra os 3 animais (C1 a C3) de cada grupo segundo sua imunizagdo: La-CpG (extrato total
de L. amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado
ao adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou
PBS.

A carga parasitaria nesse experimento foi determinada por PCR (Figura 4.10).
Foi observado que, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica entre 0os grupos
numa analise geral, nota-se uma tendéncia de um nivel mais baixo de parasitos,
guando os grupos La-CpG e Lb-CpG foram comparados com os demais grupos (La,
Lb e PBS) separadamente. Porém, p6de ser observada menor quantidade de DNA
do parasito nos grupos imunizados com extratos em associa¢cdo ao adjuvante, mas
nao foi vista diferenca em relacdo ao grupo CpG (Figura 4.10).

42



g Linfonodo
%’: 40001
3 E La X Extratos + CpG
2 3000+ —_ £ 40007 ; *
S e —_—
= g 3000
© 2000- g
(=)
= S 2000
g 5
g 1000+ s
a £
<Z,: ?) I.""I_"'I
a 0 M E QQO R
o & S
© O O o M
g R R R
X X
N
CpG X Extratos + CpG Lb X Extratos + CpG PBS X Extratos+CpG
40007 40007 *
40004 * —_—

3000

2000

10004

pg de DNA parasitario em 20 ng de DNA total O

0 SnSn e
& onO xo‘?o
\:b' NV

3000

2000

10004

o

pg de DNA parasitario em 20 ng de DNA total

i
e XOQO
K o

pg de DNA parasitario em 20 ng de DNA total m

30004

20004

1000

o
T

Figura 4.10 - Carga parasitaria no linfonodo popliteo de camundongos BALB/c.

Os animais foram imunizados com duas doses de La-CpG (extrato total de L. amazonensis associado

ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao adjuvante CpG), La (extrato

total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS. Posteriormente, 0s

camundongos foram desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis comparando os extratos

associados ao adjuvante (La-CpG e Lb-CpG) com todos os outros grupos (A), apenas com La (B),
apenas com CpG (C), apenas com Lb (D) ou apenas com PBS (E). * p<0.05

4.4 Experimento 4: Imunizacdo de camundongos BALB/c por via subcutanea

e avaliacao do perfil de citocinas

Foi realizado o ultimo experimento, em camundongos da linhagem BALB/c,

com 0S mesmos grupos estabelecidos anteriormente. Os animais receberam as

duas doses de imunizagdo e foram desafiados com 10° promastigotas de L.
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amazonensis e foram acompanhados pela medicdo semanal das patas por sete
semanas. Na quinta semana, 0s grupos de animais imunizados com antigeno
associado ao adjuvante se mostraram significativamente diferentes dos grupos
controle, PBS e CpG. E na sétima semana, os camundongos imunizados com La-
CpG apresentaram diametro de patas significativamente menores do que todos 0s
grupos, incluindo Lb-CpG, que s6 apresentou diferenca dos grupos imunizados com
Lb ou CpG (Figura 4.11)

BALB/c
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—— Lb-CpG
= 1.07 La
E
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a -~ PBS
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©
© 0.5
°
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«
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Figura
4.11 — Média da diferenca da mensuracdo da pata de camundongos BALB/c desafiados com
10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutdnea em comparacdo com a pata
contralateral.
Os animais foram imunizados previamente com duas doses de La-CpG (extrato total de L.
amazonensis associado ao adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao
adjuvante CpG), La (extrato total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS.
- O grupo imunizado com La-CpG apresentou patas com diametros significativamente menores do
que os grupos PBS e CpG desde a 52 semana; Lb desde a 62 semana; e que os grupos La e Lb-CpG
na 72 semana.
- O grupo imunizado com Lb-CpG apresentou patas com diametros significativamente menores do
que os grupos PBS e CpG desde a 52 semana e Lb na 72 semana.
- O O grupo imunizado com La apresentou patas com diametros significativamente menores do que
0s grupos CpG desde a 52 semana e Lb na 72 semana.
- O grupo inoculado com PBS apresentou patas com didmetros significativamente menores do que o
grupo CpG desde a 62 semana.

Na comparacdo das patas entre os diversos grupos, pdode-se notar que 0s
animais do grupo imunizado com La-CpG, de modo geral, possuiam lesdes

macroscopicamente menores que as dos animais dos grupos controle (Figura 4.12).
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Figura 4.12 — Macroscopia das lesdes nas patas de camundongos BALB/c infectados por via
subcutanea com L. amazonensis na 7% semana ap0s a infec¢ao. A figura mostra os 5 animais (C1
a Cb) de cada grupo segundo sua imunizacéo: La-CpG (extrato total de L. amazonensis associado ao
adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao adjuvante CpG), La (extrato
total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS.

Para caracterizar o tipo de resposta associada a protecao, o perfil de citocinas
foi avaliado (Figura 4.13). O grupo imunizado com La-CpG apresentou uma
resposta, principalmente de perfil Thl (IFN-y e TNF-a) antes e apds o estimulo com
antigeno in vitro, além de Thl7 (IL-17). O grupo imunizado apenas com CpG,
apresentou perfil semelhante, com diferenca apenas na producéo de IL-6 (Th2) apés
estimulo. J& os camundongos imunizados com Lb-CpG, quando ndo estimulados,
apresentaram um perfil de citocinas do tipo Thl, integrando também IL-17 e IL-6 e
apos estimulo passou a produzir basicamente todas as citocinas. Os animais
imunizados com La ou Lb sem adjuvante apresentaram altos niveis de IL-10,

independente do estimulo com antigeno, em comparacao aos outros grupos.
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Figura 4.13 — Perfil de citocinas no sobrenadante de culturas de linfonodo popliteo de
camundogs imunizados (estimulados ou ndo com antigenos de L. amazonensis).

Camundongos BALB/c foram imunizados com La-CpG (extrato total de L. amazonensis associado ao
adjuvante CpG), Lb-CpG (extrato total de L. braziliensis associado ao adjuvante CpG), La (extrato

total de L. amazonensis), Lb extrato total de L. braziliensis), CpG ou PBS, posteriormente desafiados
com 10° promastigotas de L. amazonensis por via subcutanea.
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5 DISCUSSAO

No experimento piloto, os modelos BALB/c e C57BL/6 foram utilizados.
Nesses experimentos, tanto os camundongos da linhagem C57BL/6 quanto os da
linhagem BALB/c mostraram redu¢cdo do tamanho da lesdo. Em relacdo ao numero
de parasitos, na linhagem BALB/c, os grupos imunizados com extratos associados
ao adjuvante também mostraram carga parasitaria menor do que a observada no
grupo controle inoculado com PBS. Esses resultados, no que diz respeito a reducéo
do namero de parasitos, corroboram com os obtidos por Grenfell et al (2010) que
observaram uma reducdo da carga parasitdria em camundongos da linhagem
BALB/c ap0s imunizagdo com extratos de L. amazonensis e L. braziliensis e
infecgao por L. infantum (= L. chagasi).

O resultado do experimento subsequente, assim como no experimento piloto,
mostrou reducao de lesdo (Figura 4.6), proporcionada pela imunizacdo com La-CpG
ou Lb-CpG. No entanto, o grupo imunizado apenas com CpG apresentou lesbes
significativamente menores que 0s grupos de camundongos imunizados com
controle PBS ou somente com extratos totais (La ou Lb). O mesmo, porém, nao foi
visto em relacdo a carga parasitaria, pois 0s grupos imunizados com extratos em
associacdo ao adjuvante mostravam numero de parasitos significativamente mais
baixo que o grupo controle PBS. Isso ndo ocorreu com o grupo imunizado com CpG
isoladamente. Todavia, estudos anteriores do nosso grupo ja haviam mostrado que
a imunizacdo com CpG isoladamente ndo confere protecdo (Santos, 2010).
Levantou-se entdo uma hipotese para explicar o resultado inesperado da evolucao
clinica observada pelo tamanho das lesdes das patas dos animais do grupo
imunizado apenas com CpG. A protecdo poderia estar sendo atingida pelo fato da
imunizacdo e da infeccdo terem sido realizados na mesma pata. Considerando-se
que o adjuvante é constituido de DNA e que esta macromolécula é bastante estavel
(Reisner, 2014), é possivel que ele ainda estivesse presente no sitio da infeccdo (o
mesmo utilizado na imunizag&o anterior) quando esta foi realizada. Desta forma, a
presenca residual do CpG teria direcionado a resposta imune, levando a protecéo.

Nos experimentos seguintes (4.3 e 4.4), a imunizacao e a infeccdo passaram
a ser realizadas em patas distintas. E, assim, observou-se que o grupo imunizado
com CpG ndo mais apresentou protecdo. Ja a imunizagdo com o0s extratos

associados ao adjuvante manteve o perfil de protecdo. Porém, no experimento 4.4, a
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carga parasitaria ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos de extratos
associados ao adjuvante e o grupo controle PBS como foi visto nos experimentos
anteriores. Isso provavelmente ocorreu pela reducdo do nimero amostral, uma vez
gue neste experimento foram utilizados apenas trés animais por grupo para a
analise da carga parasitaria. Mesmo assim pode se ver uma tendéncia de reducao
da carga parasitaria nesses grupos (La-CpG e Lb-CpG) e, quando analisadas
separadamente com o grupo controle (PBS) ou com os grupos imunizados apenas
com os extratos totais (La ou Lb), pdde ser observado diferenca significativa entre os
grupos.

Em relac&o ao perfil de citocinas, apesar de ndo haver diferenca significativa
entre 0s grupos, pode ser observado que os camundongos imunizados com La-CpG
tiveram uma producdo de citocinas de perfil Thl (IFN-y e TNF-a) e Th17 (IL-17).
Apesar de ndo se saber muito sobre a atuacéo de IL-17, acredita-se que ela esteja
associada a patogénese da doenca e que sua producao € induzida por IL-6 e TGF-
(Maspi et al, 2016). Um ponto interessante é que os animais imunizados com La-
CpG, apesar de apresentarem producao de IL-17, mostraram-se protegidos, o que
se pode ver através do acompanhamento das lesGes e pela analise macroscopica,
onde as lesdes se mostraram menores do que o grupo controle (PBS). O grupo
imunizado com antigenos heterélogos e adjuvante (Lb-CpG) apresentou lesdes
significativamente menores do que o grupo controle (PBS), porém significativamente
maiores do que o grupo imunizado com antigenos homoélogos e adjuvante (La-CpG).
Suas células de linfonodo, quando ndo estimuladas, apresentam producéo de IL-6,
que é conhecido por atuar em associacdo com TGF-B no estimulo de producado de
IL-17, que por sua vez esta associada a patogénese da doenca (Soong, Hernard &
Melby, 2012). A IL-17 é produzida por células de perfil Th17, cujo desenvolvimento
pode ser promovido por IL-1B e IL-23, mas também pela associacédo de TGF-8 e IL-
6. Além disso, IL-6 incita 0 aumento da producéo de IL-21 e IL-23, que por sua vez
levam ao desenvolvimento das células Thl7. Por outro lado, o IFN-y suprime a
diferenciacdo dessas células e por consequéncia, a producdo de IL-17, através da
diminuicdo de TGF-$ e IL-6 ou de IL-1B e IL-23 (Maspi, Abdoli & Ghaffarifar, 2016).
Interessante que a Unica diferenca no perfil de citocinas entre La-CpG e Lb-CpG
seja a IL-6. Uma hipdtese para o que pode estar acontecendo € que a IL-17
produzida pelos animais do grupo Lb-CpG seja induzida por IL-6, enquanto que a IL-
17 produzida pelos animais do grupo La-CpG seja induzida por outro meio, que nao

necessariamente vai levar ao agravo das lesdes, mas a um controle. Voltando a
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atencao para o grupo imunizado apenas com adjuvante, p6de ser observado que,
quando estimulado, ha producdo de IL-6 e IL-17, e mesmo com a producdo de
citocinas de perfil Thl, a infecgao se exacerba. Todos 0S outros grupos apresentam
uma producdo mista de citocinas, incluindo citocinas tanto de perfil Thl quanto de
perfil Th2 e Treg, podendo-se inferir que o grupo com maior capacidade protetora
seja 0 que possui um perfil de producao de citocinas Thl. Claro, que se pensarmos
na infeccdo in vivo teremos outros processos acontecendo em simultaneo, além de
outras citocinas envolvidas, e que tudo € muito mais complexo, entretanto a partir
das analises realizadas nesse estudo, podemos inferir uma tendéncia para o perfil
de citocinas necessario para moldar uma vacina com potencial de utilizagdo no
controle da LTA. Ressaltando que a imunizacdo com antigenos de Leishmania em
associacdo com o0 adjuvante em questdo tem se mostrado um interessante
candidato, ndo deixando de ressaltar a necessidade de estudos mais aprofundados.

Os resultados obtidos no presente estudo fortalecem os dados dos trabalhos
anteriores descritos na literatura, os quais mostraram que 0s extratos totais séo
potenciais candidatos vacinais (Grenfel et al, 2010; Pinto et al, 2003; Pinto et al,
2004). Estes extratos, homoélogos (L. amazonensis) e heterélogos (L. braziliensis)
conferiram uma protecdo significativa contra leishmaniose cutanea murina
experimental causada por L. amazonensis quando associados ao adjuvante CpG-
ODN, evento demonstrado pelo acompanhamento do desenvolvimento das lesbes e
determinacao da carga parasitaria.

Pinto e colaboradores (2003 e 2004) realizaram imunizacdes pelas rotas oral
ou nasal utilizando extrato total de L. amazonensis sem adjuvante e desafio com
espécie homologa. Em ambas as vias de imunizacado, o extrato mostrou prote¢cdo em
relacdo ao controle no desenvolvimento da lesdo e carga parasitaria mais baixa em
relacdo ao controle PBS, novamente mostrando que 0s extratos totais de
Leishmania tém capacidade protetora, apesar de ser uma rota diferente e sem a
utilizacdo de um adjuvante. O mesmo grupo diz que, quando a imunizacdo ocorre
por via subcutanea, ha uma exacerbacao das lesées dos camundongos imunizados
com extrato de L. amazonensis, porém isso nao foi observado em nosso estudo nos
grupos dos animais imunizados apenas com esse extrato.

Neste estudo, p6de ser observado que uma protecdo maior foi alcancada
quando a imunizacado foi realizada com antigenos homoélogos aos da infeccdo. E
mesmo quando ndo houve diferenca significativa, apresentou-se uma tendéncia a

uma maior protecdo, o que faz todo o sentido, jA que os antigenos reconhecidos
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guando foi realizado o desafio sdo idénticos aos da imunizagcdo. E essa diferenca
corroborou com o que foi visto por Telino et al (2006) que fizeram um estudo in vitro
avaliando imunogenicidade com células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de pacientes diagnosticados com LTA por L. braziliensis, estimulando essas
células com extrato total de La ou Lb. Foi vista uma resposta proliferativa maior,
assim como producao de IFN-y aumentada nas PBMCs estimuladas com o extrato
total do antigeno homaologo.

Grenfell et al (2010) imunizaram camundongos BALB/c com trés doses de
extratos totais de L. amazonensis (La) ou L. braziliensis (Lb) em associacdo ao
adjuvante saponina e, posteriormente, foi realizado o desafio com L. infantum (= L.
chagasi). Foi observada uma diminuicdo da carga parasitaria no figado em
camundongos imunizados tanto com Lb quanto com La, e no baco quando
imunizados com La. Também foi avaliada a producdo de IFN-y, IL-4 e IL-10 pelas
células esplénicas. Em relacdo a IL-4 e IL-10, os grupos imunizados com extratos e
adjuvantes apresentaram niveis menores dessas citocinas em relacao aos controles
(saponina ou PBS), mas ndo pbdde ser observada mudanca em relacdo ao IFN-y. Em
relacdo a carga parasitaria, o estudo atual também mostrou niamero menor de
parasitos nos grupos imunizados com extratos em associagdo ao adjuvante, mas
nao em relacdo aos controles (PBS ou CpG), ou aos extratos isoladamente, o que
nao € totalmente comparavel ao estudo do grupo de Grenfell, pois eles néao
avaliaram apenas os extratos. Podemos dizer que o CpG associado aos extratos de
La ou Lb ajudou a conduzir uma resposta imune apropriada, visto que sem o
mesmo, nao foi encontrada diferenca entre imunizacdo com o0s extratos
isoladamente ou com controles. Ja em relacdo a avaliacdo de citocinas, 0s niveis de
IL-10 nesse estudo também tiveram tendéncia a serem mais baixos nos grupos de
extratos associados ao adjuvante quando comparados ao controle PBS, mas em
relacdo ao controle CpG os niveis eram semelhantes. O que mostra que este
adjuvante de forma isolada tem uma tendéncia a controlar os niveis de citocinas de
perfil Th2, mas ndo mostrou protecdo no acompanhamento da lesao verificado pelo
diametro das patas, evidenciando que o estimulo com antigenos do parasito é
essencial para conduzir a uma resposta protetora. Foi vista também uma tendéncia
ao aumento de IFN-y nos grupos de extratos em associagdo ao adjuvante, o que
também pbde ser observado no trabalho de Grenfell e colaboradores (2010), apesar
de também nédo apresentar diferenca, provavelmente pelo nimero de animais por

grupo ser muito pequeno.
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Os resultados obtidos no presente estudo também corroboram com o de
Sanches e colaboradores (2017) que imunizaram camundongos BALB/c com extrato
total de La, utilizando acido poliinosinico-policitidilico [Poly(I:C)] como adjuvante. Os
animais imunizados com extrato total de La [TLA-Poly(l:C)] apresentaram lesdes
menores do que 0s animais imunizados com apenas 0 extrato ou com 0s controles
[PBS ou Poly(I:C)], com carga parasitaria mais baixa e uma producdo aumentada de
IFN-y por células esplénicas.

Ressaltamos que apesar dos resultados aqui apresentados mostrarem-se
promissores a necessidade de estudos mais aprofundados incluindo novas analises,
como, por exemplo, a avaliagdo de outras citocinas envolvidas na LTA como IL-12,
que induz producao de citocinas de perfil Thl necessaria para o controle da doenca
(Okwor & Uzonna, 2016), assim como a analise destas citocinas para avaliar o perfil
conferido pela vacina sem o estimulo de uma infec¢éo. Informacdes para aumentar
o conhecimento e assim galgar o caminho para o desenvolvimento de uma vacina

com potencial de utilizagdo no controle da LTA.
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CONCLUSOES

Imunizacdes com extratos totais homologos (L. amazonensis) ou heterélogos (L.
braziliensis) de Leishmania induzem a protecdo de camundongos BALB/c contra
infeccdo experimental por L. amazonensis quando em associacdo ao adjuvante
CpG-ODN,;

A vacinacdo com antigeno homologo ao da infeccédo (L. amazonensis) aparenta
ser mais eficiente do que o antigeno heterélogo no controle do desenvolvimento
da les&o na infecgéo experimental por L. amazonensis;

A imunizagdo apenas com o antigeno total de L. amazonensis ndo induziu uma
exacerbacdo da lesdo quando comparado ao controle PBS, contrariamente ao
descrito na literatura;

A utilizacdo do adjuvante CpG em associacdo com 0s antigenos brutos induziu
uma resposta protetora de perfil Thl;

A imunizacdo com o0s extratos ou com o0 adjuvante isoladamente induziu a
producdo de um mix de citocinas dos perfis Th2, Treg e Thl7,;

A imunizagdo com o CpG isoladamente inoculado no mesmo local do desafio
induz uma protecao, ndo observada quando o sitio de infeccao é diferente;

O CpG mostrou-se eficaz como adjuvante na imunizacdo com antigenos brutos

de Leishmania.
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8 APENDICES E/OU ANEXOS

Instituto Oswaldo Cruz
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/ I0OC

LICENCA L-005/2014

Certificamos que o  protocolo  (CEUA/IOC-007/2014), intitulado
“Desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose”, sob a responsabilidade de
SERGIO COUTINHO FURTADO DE MENDONGA atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispée sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
A referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na
vasta legislacdo nacional.

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

Mus musculus (camundongo), cepas:
- BALB/c: total 760 animais fémeas
- C57BL/6: total 440 animais fémeas

Observacao: Esta licenga ndo substitui outras licengcas necessarias, como
Certificado de Qualidade em Biosseguranca para animais geneticamente

modificados, certificado do IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 17 de dezembro de 2014.

Ada Maria de Barcellos Alves
Coordenadora da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz

Fundagao Oswaldo Cruz

FIOCRUZ-Fundagéo Oswaldo Cruz/|OC-Instituto Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056

61



