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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ADJUVANTE DE LECTINAS VEGETAIS NA
VACINACAO CONTRA LEISHMANIOSE CUTANEA EXPERIMENTAL.
CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. As leishmanioses s&o causadas por
parasitas do género Leishmania, importantes parasitas intracelulares de
macréfagos que se manifestam em formas clinicas diferentes. A resposta
imune celular € a resposta protetora efetiva contra parasitas intracelulares.
Ja foi demonstrado que algumas lectinas de plantas foram capazes de induzir
a produgdo, por células mononucleares murinas, de éxido nitrico (NO),
interferon gama (IFN-y) e IL-12, moléculas importantes em uma resposta
celular. No presente trabalho nés investigamos o potencial
imunoestimulatério de trés lectinas vegetais e avaliamos a possibilidade de
utiliza-las como adjuvantes em um modelo de vacinagdo contra
leishmnaniose cutanea experimental. Para avaliar o potencial estimulatério
das lectinas, células esplénicas murinas e CMSP humanas foram estimuladas
em cultura com as lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr), Pisum arvense
(PAA) ou Artocarpus integrifolia (KM(+)) e os sobrenadantes coletados para
determinacdo da produgédo de IFN-y, IL-10 e IL-4. Todas as lectinas foram
capazes de induzir a secregdo de IFN-y e uma pequena quantidade de IL-4
por células esplénicas murinas e IFN-y, IL-10 e IL-4 por CMSP humanas.
Para avaliagdo do potencial adjuvante, camundongos C57BL/6 e BALB/c
foram imunizados com as lectinas ConBr, PAA ou KM(+) com o antigeno
solivel de Leishmania amazonensis (SLA) ou com o antigeno ou lectinas
isoladamente. Antes do desafio com Leishmania amazonensis BA125, os
soros dos animais imunizados foram coletados para determinagcédo de IgG
anti-Leishmania. A avaliagdo da infecgdo foi monitorada semanalmente pela
medida da pata infectada. Apenas os animais imunizados com a lectina PAA
e PAA+SLA produziram altos titulos de IgG anti-Leishmania. A resposta
celular foi avaliada por uma reagdo de hipersensibilidade tardia (DTH),
realizada dez semanas ap6s o desafio. Nao foi possivel relacionar a resposta
de DTH a um perfil de resisténcia. Apenas os animais imunizados com a
lectina KM(+) foram protegidos parcialmente contra posterior infecgao.
Apesar das lectinas ConBr, PAA and KM(+) terem demonstrado estimular a
secrecdo de moléculas capazes de direcionar uma resposta imune celular,
nossos resultados sugerem que as lectinas testadas ndo possuem atividade
adjuvante na vacinagdo contra Leishmania amazonensis.

Palavras-chave: Leishmania, adjuvantes imunolégicos, lectinas.




ABSTRACT

EVALUATION OF PLANT LECTIN'S POTENTIAL AS ADJUVANTS IN
EXPERIMENTAL CUTANEOUS LEISHMANIASIS VACCINATION.
CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. Leishmaniasis is caused by parasites of
the genus Leishmania, intracellular parasites of macrophages that cause a
great variety of diseases. A cell-mediated immune response has shown to
be protective against intracellular parasites. It has been demonstrated that
plant lectins are capable of inducing nitric oxide (NO), gamma interferon
(IFN-y) and interleukin 12 (IL-12) production, which are key molecules in a
cellular immune response by murine mononuclear cells. In the present work,
we investigate the possibility of using lectins from Canavalia brasiliensis
(ConBr), Pisum arvense (PAA) or Artocarpus integrifolia (KM(+)) as
adjuvants to protect against Leishmania infection. Murine spleen cells and
human PBMC were stimulated in culture with one of the lectins and their
supernatants were collected for IFN-y, IL-10 and IL-4 determination. All
lectins were capable of inducing IFN-y, but a low IL-4 secretion from murine
spleen cells. The lectins tested were also capable of inducing IFN-y, IL-10
and IL-4 secretion from human PBMC. For evaluation of adjuvant potential
C57BL/6 and BALB/c mice were immunized with ConBr, PAA or KM(+)
lectins, in the presence or absence of soluble Leishmania amazonensis
antigen (SLA). Before challenge with Leishmania amazonensis BA125
strain, serum was obtained for anti-Leishmania IgG level determination. The
evolution of infection was monitored by weekly measurements of footpad
thickness. Only the animals immunized with PAA lectin and PAA+SLA
produced higher titers of specific IgG. Moreover, no protection of the mice
immunized with either ConBr or PAA lectins was achieved. Delayed type
hipersensitivity (DTH) was also assessed ten weeks after challenge. The
DTH response could not be related to a resistance profile in the immunized
animals. Only the animals immunized with KM(+) lectin alone were partialy
protected against further infection. Although, ConBr, PAA and KM(+) lectins
have shown to induce the production of molecules capable of directing a cell-
mediated immune response, our results suggest that the lectins tested are
not useful adjuvants to vaccination against Leishmania amazonensis.

Key words: Leishmania, immunological adjuvants, lectins.




1 INTRODUGAO

1.1Lectinas

1.1.1 Aspectos gerais

Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas de
origem nao-imune que apresentam pelo menos um sitio de ligagdo reversivel a
carboidrato (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). A palavra lectina é originada do
latim legere que significa escolher, recebendo esta denominagéo devido a seu
potencial em diferenciar carboidratos e/ou glicoconjugados. Estas proteinas foram
pela primeira vez descritas por Stillmark em 1888 quando, ao estudar a toxicidade
das sementes de mamona (Ricinnus cummunis), observou que o extrato desta
semente aglutinava hemacias de carneiro. As moléculas responsaveis por esta
propriedade foram entdo chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas.

As lectinas podem ser encontradas em praticamente todos os organismos
vivos: plantas, animais e diversos microorganismos (MOREIRA et al., 1991,
KAYESHTA et al., 1993; LICASTRO et al., 1993; SHARON et al., 1995; GABIUS,
1997). As lectinas isoladas de plantas tém sido as mais intensivamente estudadas
(CAVADA et al., 1993) e, apesar da estrutura e especificidade por
monossacarideos de muitas destas lectinas ja tenham sido determinadas, sua real
fungdo nas plantas de origem ainda permanece duvidosa. Alguns trabalhos ja
demonstraram um possivel papel como proteinas de reserva nas plantas de
origem, pelo fato de serem sintetizadas durante o desenvolvimento das sementes

e degradadas durante a germinagdo e crescimento da mesma (PEUMANS et al.,



1993). Podem também estar envolvidas na defesa contra predadores,
(CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995) pois, apés
ingestdo por algum predador a lectina ndo apenas resiste a agéo proteolitica
durante a passagem pelo trato digestivo, o que favorece sua interagdo com a
membrana de células endoteliais seguido de endocitose, como é capaz de causar
efeitos téxicos nutricionais como a redugdo dos niveis normais de insulina
(PUSZTAI et al., 1993). Podem ainda ter fungdo como mediadoras da simbiose
entre bactérias do género Rhizobium fixadoras de nitrogénio e as raizes de
leguminosas (AYOUBA et al., 1992; HIRSH, 1999).

As lectinas das familias Leguminosae e Euphorbiacea constituem um vasto
grupo de lectinas vegetais ja bem estudadas com relagdo a estrutura,
especificidade e possiveis fungdes e aplicagbées. A familia Leguminosae é a que
possui 0 maior numero de lectinas isoladas, tornando-se o grupo de lectinas mais
bem caracterizado. Muitas das lectinas desta familia sdo constituidas de 2 ou 4
subunidades de 25-30 kDa, cada uma contendo um sitio de interagcdo para
carboidratos com a mesma especificidade e a interagdo com carboidratos
normalmente requer a presenga de ions divalentes, sendo o calcio e manganés os
mais comuns. O equilibrio da formagdo de dimeros e tetrameros entre estas
subunidades é pH dependente. As subunidades podem ser formadas por uma
Unica cadeia polipeptidica mas em alguns casos, como o das lectinas da tribo
Viceae, pode ser formada por duas cadeias: uma leve denominada alfa (5-7 kDa)
e uma pesada denominada beta (15-19 kDa) (SHARON et al., 1990; SHARON,
1993; ROUGE et al., 1987). A figura 1.1 mostra um esquema da estrutura das

lectinas Canavalia ensiformis (ConA), a primeira a ter sua estrutura tridimensional



estabelecida, e as lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr) e Artocarpus integrifolia
(KM(+)).

Muitas destas lectinas compartiiham caracteristicas estruturais, como
seqiéncia de aminoacidos, estrutura secundaria e conformagéo tridimensional
(RAMOS et al., 1996). Apesar do alto grau de homologia entre estas lectinas na
sequéncia primaria de aminoéacidos e no sitio de interagdo com carboidratos, elas
apresentam diferencas significantes nos efeitos, causados pela interagdo com
seus ligantes especificos (GOMES et al,, 1994; BARRAL-NETTO et al.,, 1992;
RODRIGUES et al., 1992; BENTO et al., 1993).

Por apresentarem propriedades peculiares quanto ao reconhecimento de
glicoconjugados, sem causar alteragbes estruturais no ligante, as lectinas
tornaram-se moléculas de grande interesse em diversas areas, seja com o
objetivo de entender melhor sua real fungdo, ou de estabelecer possiveis

aplicagdes.



(a)

Figura 1.1 Representagcdo esquematica da estrutura resolvida por raio X das

lectinas (a)ConA, (b)ConBr, (http://www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine/) e

(C)KM(+), (PRATAP et al., 2002).


http://www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine/

1.1.2 Propriedades biolégicas

A descoberta de que a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) era mitogénica
para linfécitos (NOWELL et al., 1960) e que a lectina de gérmen de trigo (WGA)
diferenciava células normais e malignas (AUB et al., 1963) revolucionou o
interesse em explorar estas moléculas na imunologia. Varias lectinas ja foram
testadas quanto as suas capacidades de estimular a prolifera¢édo linfocitaria,
porém, nem todas possuem esta propriedade mitogénica, como a lectina do fungo
Agaricus bisporus (ABL), a qual inibe a ativagédo linfocitaria (KILPATRICK et al,,
1987). Ja a ConA, uma lectina tipicamente mitogénica, leva a um aumento no
nimero de células nos linfonodos e na expressdo de IL-2R em linfécitos em
animais tratados com esta lectina (BLACK et al., 1988; BENTO et al., 1993). A
administragéo da lectina Dioclea grandiflora (DGL) pela via subcutanea na pata de
camundongos resultou em um aumento no nimero de células no linfonodo
popliteo, causando ainda necrose e inflamacgéo local, sendo estas células capazes
de proliferar mesmo em cultura sem qualquer estimulo adicional (BARBOSA et al.,
2001).

As células de mamiferos possuem em sua superficie uma grande variedade
de glicoconjugados, com diferengas muitas vezes discretas de uma célula para
outra. A ligacdo de lectinas com diferentes tipos celulares pode desencadear
inOmeros efeitos biolégicos, como a indugéo de respostas inflamatérias e secrecéo
de citocinas. A lectina ligante de manose (MBL), presente no soro, tem a
capacidade de ativar o sistema complemento devido a sua similiaridade com o

componente C1q, também é capaz de interagir com macréfagos, induzindo a



secrecdo de TNF-o (BAJTAY et al., 2000). A lectina WGA, apesar de nao ter
atividade mitogénica, mostrou-se capaz de induzir a secre¢do de IL-12 e IFN-y de
forma independente de linfécitos T e B in vitro em uma cultura de células
mononucleares murinas (MURAILLE et al., 1999). Monécitos humanos
estimulados com galectina-3 (eéBP/Mac-2) produziram uma alta quantidade de IL-1,
amplificando uma possivel resposta inflamatéria (JENG et al., 1994). O estimulo
de células esplénicas de camundongo em cultura com a lectina Pisum sativum
(PSA) resultou em produgado de TNF-a, IFN-y e atividade proliferativa. O estimulo
com esta mesma lectina in vivo aumentou a expressdo de CD69 e CD122 em
linfécitos, evidenciando o potencial imunoestimulatério desta lectina (LIMA et al.,
1999). O tratamento de camundongos BALB/c com a lectina ConBr induziu a
producéo de IFN-y por células esplénicas in vitro e in vivo, mostrando-se presente
no soro dos animais tratados (BARRAL-NETTO et al., 1996). Esta lectina e as
lectinas PAA e DGL foram capazes de estimular diretamente macréfagos murinos
e linfécitos in vitro a produzir NO, e ex vivo em animais tratados com as lectinas
(ANDRADE et al., 1999).

A lectina de Artocarpus integrifolia, a jacalina, além de ser um potente
mitégeno e de ativar células B a secretar imunoglobulinas, liga-se especificamente
a IgA, sendo capaz de isolar esta imunoglobulina por cromatografia de afinidade
(ROQUE-BARREIRA et al., 1985, 1986) e de ativar especificamente linfécitos T
CD4+ (LAFONT et al., 1997). Outra lectina também isolada de Arfocarpus
integrifolia, a KM(+), estimulou a migragédo de neutréfilos na cavidade peritoneal de

ratos de forma semelhante a IL-8 (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994). Enquanto



a KM(+) exerce um efeito pré-inflamatério, outras lectinas glicose-manose
especificas inibiram a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos induzida por carragenina e fMLP (ASSREUY et al.,, 1997),
mostrando-se moléculas importantes no estudo e caracterizagdo de
oligossacarideos na superficie celular, essenciais para o processo de migracao
celular no inicio de uma resposta inflamatéria (ALENCAR et al., 1999). Esta agdo
anti-inflamatéria também foi observada em um modelo de cistite hemorragica em
camundongos induzida por ciclofosfamida, onde os animais pré-tratados com as
lectinas Dioclea grandiflora (DGL) e Dioclea violacea (DVL) por via endovenosa
apresentaram uma reducédo da infiltracdo leucocitaria na bexiga de forma dose
dependente (ASSREUY et al.,, 1988). Vérias destas lectinas vegetais também
demonstraram induzir a liberacdo de histamina por mastécitos e basoéfilos de
forma nédo-téxica para as células (FERREIRA et al., 1996).

A capacidade destas proteinas de reconhecer glicanos complexos também
possibilita discriminar diversos tipos celulares em diversos estagios de
diferenciac@o e maturacdo. O cDNA que codifica o dominio de reconhecimento de
carboidratos da lectina de Maackia amurensis (MAH) foi randomicamente mutado
e as lectinas mutantes, apesar de continuarem sendo reconhecidas por um
anticorpo anti-MAH, foram capazes de distinguir entre eritrécitos de animais

diferentes e de formas diferentes (YIM et al., 2001). A lectina de amendoim (PNA),

que tem uma maior afinidade em interagir com células imaturas do processo de
diferenciac@o de células humanas linféides (COOPER et al., 1984) e mondcitos
imaturos (ROSENBERG et al.,1985; KILPATRICK et al.,1990), mostrou-se capaz

de diferenciar os tipos celulares da forma mais grave de um tipo de leucemia



linfoblastica (HAAR et al., 1985). Algumas lectinas podem inclusive indicar o
prognostico de neoplasias, como a lectina do molusco Helix pomatia, que tem sido
empregada na avaliagdo do grau de agressividade de carcinoma gastrico em
humanos, onde ha uma relacdo direta entre o grau de malignidade e a interagéo
desta lectina com a célula maligna (OKUYAMA et al., 1998). Algumas lectinas nédo
s6 reconhecem células tumorais, como também sdo capazes de inibir seu
crescimento. A lectina de Ricinus communis (RCA) inibe o crescimento de cancer
epiderméide em humanos e a lectina isolada de Viscum album (VAA) apresenta
atividade citotéxica contra melanoma urotelial e glioma. A VAA parece agir
através da liberacdo de citocinas que possam ativar células NK (LENARTZ et al.,
1998; HEINY et al., 1998) e através da indugdo de apoptose de células tumorais e
inibicdo da angiogénese (PARK et al., 2001).

Algumas lectinas também tém sido testadas em sistemas de carreamento
de antigenos e drogas para células alvo. Varias lectinas ja foram conjugadas com
biotina e mostraram ligar-se com tecidos da mucosa ocular e oral de ratos
(BANCHONGLIKITKUL et al., 1998). A imunizagéo intranasal de hamsters com
um conjugado da lectina de gérmem de trigo (WGA), que reconhece
especificamente as células M do epitélio nasal, e o antigeno HRP levou a
internalizag@o deste antigeno e producédo de IgG especifica em maior intensidade
do que animais imunizados apenas com o antigeno (GIANNASCA et al., 1997).

Varias lectinas também ja foram testadas quanto a seu potencial adjuvante
na imuniza¢do contra diversos patégenos. A lectina VAA mostrou um grande
potencial adjuvante na imuniza¢do intranasal de camundongos com o antigeno

ovalbumina, resultando em uma alta producdo de IgA e IgG especificos na



secrecdao mucosa dos animais (LAVELLE et al.,, 2001). Esta mesma lectina
utilizada como adjuvante na imunizagdo de camundongos com antigeno KLH
levou a uma resposta especifica de 1gG1, IgG2 e IgG2b e a um aumento da
resposta de DTH e producdo de citocinas Th1 e Th2 superior a resposta
encontrada apenas com o antigeno (YOON et al., 2001). A lectina jacalina foi
testada quanto a seu efeito adjuvante quando conjugada a epimastigotas de
Trypanosoma cruzi na imuniza¢do de camundongos, induzindo uma intensa
resposta humoral com alta produgcdo de anticorpos especificos para T. cruzi e
reducdo significativa da carga parasitaria destes animais apés desafio
(ALBUQUERQUE et al., 1999). A imunizagdo de camundongos BALB/c com a
lectina KM(+) e o antigeno SLA de Leishmania major resultou em protec¢éo parcial
destes animais, cujos linfonodos passaram a produzir altos niveis de IFN-y e
baixos niveis de IL-4, caracterizando uma resposta celular protetora (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001). A administracéo in vivo da lectina ConBr resultou em uma
reducdo da lesdo de camundongos BALB/c infectados com Leishmania

amazonensis (BARRAL-NETTO et al., 1996).
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1.2Leishmaniose
1.2.1 Consideragbes gerais

O género Leishmania inclui varias espécies de protozoarios, parasitas
pertencentes & ordem Kinetoplastida e causadores das leishmanioses (LAINSON,
1987). As leishmanioses sdo endémicas em varias partes do mundo, onde cerca
de 400 milhdes de individuos estdo expostos a infecgdo em 88 paises. Estima-se
ocorrer 600.000 novos casos de leishmaniose todo ano, com uma prevaléncia de
12 milhées de individuos (OMS, 2002). Com a emergéncia da AIDS, a co-infecgdo
HIV/Leishmania tem sido observada em regides endémicas (WOLDAY et al.,
2001; PINTADO et al., 2001).

Os agentes do género Leishmania sédo parasitas intracelulares obrigatérios
no hospedeiro mamifero, podendo causar uma ampla variedade de manifestacées
clinicas. Os fatores que determinam as formas clinicas das leishmanioses néo
estdo ainda bem esclarecidas, porém, possivelmente dependem da interagéo
incial da espécie de Leishmania com determinada viruléncia, da resposta imune e
da susceptibilidade genética do hospedeiro (CERF et al., 1987; PEARSON
&SOUSA, 1996, BLACKWELL, 1996 ).

A Leishmania no hopedeiro invertebrado é encontrada no intestino de
fémeas dos vetores (género Phlebotomus na Europa e Lutzomyia nas Américas) e
é transmitida ao hospedeiro mamifero apés inoculagdo na pele das formas
promastigotas metaciclicas ﬂageiadas durante o repasto sanguineo. Os parasitas
invadem macréfagos apéds interagdo de glicoconjugados de superficie, sendo o

lipofosfoglicano (LPG) o mais importante entre eles (ELHAY et al, 1990) e
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especificamente o epitopo P5b, no caso da L. magjor (KELLEHER et al., 1992),
com receptores na superficie de células macrofagicas, pricipalmente CR1 (DA
SILVA et al.,1989). No meio intracelular, transformam-se em formas amastigotas
sem flagelo e multiplicando-se por divisdo binaria no vacutolo parasitéforo até o
rompimento do macréfago parasitado, o qual libera novas formas amastigotas que
invadem novas células hospedeiras. As células parasitadas contendo formas
amastigotas podem ainda ser recapturadas por flebotomineos durante uma
alimentacdo sanguinea. Neste caso, as células rompem-se e as formas
amastigotas transformam-se novamente em formas promastigotas no intestino do
vetor, completando o ciclo.

As manifestacdes clinicas no homem podem variar desde uma forma
tegumentar com a formagédo de uma lesdo ulcerada unica, que pode desaparecer
espontaneamente sem tratamento (Leishmaniose tegumentar americana, LTA), ou
uma forma cutanea disseminada sem ulceracdo (Leishmaniose cutdnea difusa,
LCD) até formas graves com destruigdo da mucosa (Leishmaniose mucocutanea,
LMC) ou ainda visceral (Leishmaniose visceral, LV), a qual pode ser fatal se nao

diagnosticada e tratada apropriadamente.

1.2.2 Imunopatogénese das Leishmanioses

A internalizacdo de microorganismos patogénicos por macréfagos leva a
producdo de citocinas, quimiocinas e outros fatores que irdo mediar algumas das

respostas que podem levar a protecdo ou susceptibilidade do hospedeiro

(BARRAL-NETTO et al., 1998).
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A resolucgdo da infeccdo esta associada a expansédo de clones de linfécitos
T CD4+ do tipo Th1 que produzem IFN-y e IL-2 (MURRAY et al., 1983; SCOTT et
al., 1989, 1991), enquanto que a susceptibilidade € mediada por IL-4, IL-3 e IL-10,
que levam a uma supress3o da resposta Th1 com predominéncia de clones de

linfocitos TCD4+ Th2 (HEINZEL et al., 1989).

No inicio da infec¢cdo cutdnea humana por L. braziliensis, por exemplo,
ocorre uma producao reduzida de IFN-y e aumentada de IL-10, indicando um perfil
de resposta de susceptibilidade (ROCHA et al., 1999) Enquanto linfécitos de
pacientes com calazar séo incapazes de produzir IFN-y e IL-2 em resposta ao
estimulo com antigeno especifico (CARVALHO et al., 1985) é possivel detectar
IFN-y sérico em pacientes com leishmaniose cutanea, fendomeno relacionado a
resolucdo da lesdo (BARRAL-NETTO et al., 1989). Outros fatores ja favorecem a
eliminacdo do parasita, como a IL-7, a qual mostrou reduzir o nimero de
macréfagos murinos infectados com L. major quando tratados com esta citocina
pré-inflamtéria, sendo este efeito ainda mais evidente quando era adicionado IFN-y

e IL-7 (GESSNER et al., 1993).

No processo de estabelecimento de resposta protetora, a IL-12 tem um
papel inicial importante, por ser a citocina-chave neste mecanismo de
diferenciagéo e ativagdo da resposta dos linfécitos T CD4+ do tipo Th1 (SYPEK et
al., 1993; VIEIRA et al, 1994; GHALIB et al.,, 1995), quando presente nos
momentos iniciais da infec¢cdo (REINER et al., 1994). Esta citocina é produzida por

células mononucleares em camundongo C3H resistentes quando infectados por L.
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major (VIEIRA et al., 1994) e é essencial para a recuperacgdo da produgéo de IFN-
v e proliferagdo linfocitaria em individuos curados de calazar (BACELLAR et al.,
2000).

Outro tipo de resposta também pode ser montada, levando a progresséao
da doenga. Esta resposta é mediada por IL-4, que leva a uma supressédo da
resposta Th1 com predominancia de clones de linfécitos T CD4+ Th2. Neste perfil
de resposta a ativagdo de macréfagos pelo IFN-y é inibida pela presenga das
citocinas IL-3 e IL-4, produzidas por linfécitos T com perfil Th2 (LIEW et al., 1989).
Outra citocina com perfil Th2, a IL-13, é expressa em altas quantidades na lesdo
de individuos infectados com L. guyanensis, ocorrendo simultaneamente a uma
reducdo da expressdo do receptor IL-12RB2, o que caracteriza uma resposta
predominante Th2 (BOURREAU et al., 2001). A reconstituicdo de camundongos
imunodeficientes com a linhagem H1A com perfil Th1 (produtoras de IL-2 e IFN-y)
ou com a linhagem U1A com perfil Th2 (produtoras de IL-4 e IL-5) de linfécitos T
CD4+ antes da infecgdao com L. major resultou em resisténcia e progressao da
doenca, respectivamente (HOLADAY et al.,, 1991). Em outro trabalho,
camundongos 129/Sv, com “background” de resisténcia e transgénicos para o
gen da IL-4, tornaram-se susceptiveis a infecgdo por L. major, produzindo
quantidades altas de IL-4 e reduzidas de IFN-y (LEAL et al., 1993). A IL-3, outra
citocina Th2, favoreceu a multiplicagdo dos parasitas em outros tecidos,
exacerbando a lesdo em camundongos BALB/c infectados com L. major e tratados
com esta citocina, favorecendo o aparecimento de parasitas no linfonodo de

camundongos CBA resistentes ( FENG et al., 1988). Camundongos deficientes de
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IL-6, infectados com L. major produzem uma quantidade de citocinas com perfil
Th2 mais reduzida do que os animais normais, apesar de desenvolverem leséo e

carga parasitaria comparaveis (TITUS et al., 2001).

Os momentos iniciais, que envolvem a resposta imune inata, sdo muito
importantes na posterior definicdo da resposta imune adquirida a presenga do
parasita. A propria penetracdo do parasita na célula hospedeira leva a alteracdes
que podem favorecer a sobrevivéncia da Leishmania. Na resposta protetora, o
IFN-y, produzido por linfécitos TCD4+ e células NK nos momentos iniciais da
infecgdo (SCOTT et al., 1993, SCHARTON et al., 1993), ativa macroéfagos levando
a morte dos parasitas via produgédo de 6xido nitrico e radicais de oxigénio, um dos
mecanismos leishmanicidas resultantes de uma resposta protetora (MURRAY et
al., 1983; GREEN et al., 1990). A presenca do LPG, produzido pelo parasita e
presente em sua superficie, reduz a producdo de radicais hidroxil e &anions
superéxido (CHAN et al., 1989). A expressdo da NO sintase induzivel (iNOS) na
lesdo e no linfonodo de camundongos C57BL/6 resistentes ocorre mais
rapidamente e em maior quantidade do que em camundongos susceptiveis como
o BALBI/c, onde foi encontrada uma expressdo aumentada de TGF-$3, um potente
inibidor da iINOS (STENGER et al., 1994).

A penetracdo da Leishmania também pode levar a alteragdes no
metabolismo do acido araquiddnico e também inibir a apoptose, mecanismos que
podem favorecer a permanéncia do parasita na célula hospedeira (MOORE &
MATLASHEWSHI, 1994). A cultura ex vivo de esplenécitos de camundongos

infectados com L. major resultou em uma alta produgdo da prostaglandina E;
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(PGE->) que foi responsavel por uma depressdo de IFN-y e TNF-o e aumento de
IL-4. Um aumento do leucotrieno LTB,4, capaz de recrutar linfécitos T ja
comprometidos para um fenétipo Th1 ou Th2, também demonstrou-se mais
intenso na cultura de células esplénicas de camundongos infectados (MILANO et
al., 1996). Macré6fagos de camundongos BALB/c infectados com diferentes cepas
de L. major levam a uma expresséo diferenciada de quimiocinas JE e KC, que séo
importantes no processo de atracdo de macréfagos ativados e neutréfilos para
evitar a expansdo da infeccdo. Os macréfagos infectados com uma cepa
avirulenta (Lc79) tiveram uma expressao fransitéria (primeiras horas) e bem mais
evidente destas quimiocinas, enquanto que a infecgdo com uma cepa virulenta
(Lc5) levou a uma reducdo da expressdo destas quimiocinas, sugerindo um
mecansimo de escape do parasita para o estabelecimento da infecgdo
(RACOOSIN et al., 1997).

A infecgdo também pode ser favorecida por alteragdes que possam ocorrer
ndo apenas no momento inicial da infec¢do, mas, posteriormente, no processo de
apresentacdo de antigenos dos linfécitos. Macréfagos murinos infectados com L.
donovani mostraram uma redug¢do na expressdo de MHC classe Il induzida por
IFN-y (REINER et al., 1988). Ja4 a infeccdo por L. amazonensis leva a
internalizagdo das moléculas de MHC classe || como um mecanismo de
sobrevivéncia do parasita (COURRET et al., 2001). A infeccdo de macr6fagos
murinos com L. major reduziu o potencial destas células na apresentagdo de
antigenos proteicos exégenos, relacionados ou ndo ao parasita, a células T

restritas ao MHC classe Il. Esta alteracdo ocorreu devido a uma possivel
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modificacdo na expressao de moléculas de MHC classe Il ( FRUTH et al., 1993).
Neste momento de sensibilizacdo de linfécitos, as moléculas co-estimulatérias
exercem um papel importante no estabelecimento de uma resposta efetiva. Em
camundongos “knockout” para CD28 e infectados com L. major, a interacgéo
CD40/CD40L ndo é necessaria para o desenvolvimento de uma resposta
protetora, sugerindo o envolvimento de outras moléculas capazes de regular a
expressao de IL-12 (PADIGEL et al., 2001). O CTLA-4, expresso em linfécitos T
ativados, tem importancia no processo de producdo de TGF-B na infec¢cdo por

Leishmania, favorecendo a infec¢cdo (GOMES et al., 2001).

1.2.3 Tratamento

A tilizagdo de antimoniais pentavalentes, como stibogluconato de sédio e
o antimoniato de meglumina, ainda sdo a forma de tratamento mais utilizada
(BERMAN, 1997), apesar da ocorréncia de efeitos colaterais importantes
(GASSER et al, 1994) e do longo periodo de tratamento. Recentemente, o
stibogluconato de sédio mostrou potenciar a produgdo de radicais toxicos de
oxigénio em camundongos infectados por Leishmania infantum que podem
contribuir para seu efeito leishmanicida (RAIS et al., 2000). A ocorréncia de
resisténcia ao tratamento convencional também é um fator que dificulta o controle
das leishmaniose. A anfotericina B permanece como a droga de segunda escolha,
apesar de sua toxicidade ocasional (SUNDAR et al., 2001). Atualmente, a

mitelfosina de uso oral encontra-se em processo de testes clinicos e vem
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demonstando bons resultados com efeitos colaterais mais brandos (MOHAN &

SETE, 2000; SOTO et al., 2001; FISCHER et al., 2001)

A imunoterapia tem sido uma alternativa testada com o intuito de reduzir o
periodo de tratamento convencional e evitar o surgimento de resisténcia
(BARRAL-NETTO et al.,, 1997). A administracdo de IL-12 a camundongos
infectados com L. major levou a um aumento da expressdo de iINOS na lesdo
(SCHOPF et al., 2001). A utilizagdo de IL-12 recombinante também mostrou curar
camundongos BALB/c tratados pés-infecgao com L. major (HEINZEL et al., 1993),
eliminando a recidiva de novas lesbes nos tratados com paranomicina e IL-12
recombinante de uso tépico (FERNANDES et al., 2001). Camundongos C57BL/6
cronicamente infectados com L. major e tratados com anticorpo anti- IL-10R foram
curados, eliminando a laténcia do parasita que normalmente ocorre nesta
linhagem de camundongo (BELKAID et al., 2001). O tratamento de pacientes com
leishmaniose cutanea com IFN-y humano recombinante localmente resultou em
uma reducdo significativa da lesdo acompanhada do desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria aguda (HARMS et al., 1989), pacientes com leishmaniose
visceral resistentes ao tratamento com antimoniais também mostraram bons
resultados com a utilizagdo associada de IFN-y recombinante (BADARO et al.,

1990).

Em alguns casos obteve-se efeitos contrarios ao que seria normalmente
esperado. Um exemplo seria o tratamento de camundongos BALB/c infectados
com L. major com GM-CSF recombinante diariamente. Apesar desta citocina ser

um potente ativador de macréfagos in vitro e de induzir a proliferacdo de
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macréfagos e granulécitos in vitro e in vivo, o tratamento com esta citocina
resultou em uma lesdo ainda mais evidente do que nos animais n&o tratados que
apresentaram carga parasitaria mais elevada no linfonodo e bago (GREIL et al.,
1988). Contudo, ha o relato do caso de um paciente com lesdo mucosa refrataria
ao tratamento com antimoniais que respondeu quando tratado com uma
combinacdo de antigenos recombinantes e GM-CSF como adjuvante com
resolucdo da lesdo (BADARO et al., 2001). Em um estudo duplo-cego, pacientes
com lesdo cutanea tratados com stibogluconato de sé6dio via parenteral e GM-CSF
na lesdo, apresentaram uma cura mais rapida em relagdo a pacientes tratados

apenas com estibogluconato e salina (ALMEIDA et al., 1999).

1.2.4 Vacinas

Tentativas de imunizagbes ja eram realizadas no inicio do século XX em
Bagd4, onde criangas eram inoculadas com material retirado de ulceras de
pacientes com leishmaniose para evitar que elas adquirissem posteriormente a
infecgdo (MARZINOWSKI, 1924).

Atualmente, os antigeno candidatos a vacinas podem ser divididos em
vacinas de primeira e segunda geragdo (OMS, 2002). Nas vacinas de primeira
geracdo foram utilizados parasitas mortos, vivos ou atenuados. Existem varios
registros de vacinagdo com promastigotas vivas (SALAZAR, 1965; KOUFMAN et
al., 1978; MUKHOPADHYAY et al., 1999) ou mortas (PESSOA & PESTANA,
1940; PESSOA, 1944; MAYRINK et al., 1986; MARZOCHI et al., 1998).

Parasitas atenuados, como um antigeno preparado com Leishmania

amazonensis mortas pelo calor utilizados em testes clinicos em voluntarios,
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resultou em uma converséao no teste de Montenegro, na proliferacéo de linfécitos
especificos e producdo de IFN-y (VELEZ et al., 2001; DE LUCA et al., 2001).
Imunizagées com antigeno total de diversas espécies de Leishmania ja foram
realizados obtendo-se apenas uma protecéo parcial pés-desafio (BARRAL-NETTO
et al, 1987). A cepa avirulenta UR6 de L. donovani quando utilizada na
imunizacdo de camundongos resultou em protecdo frente ao desafio com uma
cepa virulenta (SRIRUPA et al., 2000). A Leishmania major knockout do gene
DHFR-TS, ou promastigotas irradiadas, ja foram testadas em modelos de
imunizacdo experimentais (VERAS et al., 1999; HOWARD et al, 1984).
Camundongos imunizados com esta cepa DHRF-TS demonstraram o
desenvolvimento de uma lesdo bem mais reduzida quando desafiados com
Leishmania amazonensis do que os animais controles (VERAS et al., 1999).

A encapsulacdo de antigenos em liposomas, visam o direcionamento de
uma resposta Th1 (CHANG et al,, 2001). Alguns trabalhos realizados com
liposomas carregados negativamente contendo antigeno de Leishmania donovani
demonstraram uma reducgdo consideravel da carga parasitaria no figado e bago de
camundongos imunizados intraperitonealmente (AFRIN et al., 2000).

As vacinas de segunda geragdo envolvem as imunizagées com antigenos
recombinantes. Os testes com o antigeno recombinante Lcr1 demonstraram
estimular células esplénicas de camundongos infectados com Leishmania chagasi
a secretar IFN-y e ndo IL-4 ou IL-10 (WILSON et al., 1995). Os recombinantes
LmSTI1 e TSA induziram uma excelente protecdo em camundongos BALB/c e

macacos Rhesus imunizados (CAMPOS-NETO et al.,, 2001). Uma proteina
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recombinante A2, um dos fatores de viruléncia para a sobrevivéncia do parasita,
utilizada na imunizagdo de camundongos, conferiu protecdo contra o desafio com
L. donovani associada a uma resposta mista com produgdo de anticorpos
especificos para A2 e proliferagdo de espienécitos com produgédo de IFN-y apés
estimulo com o antigeno (GHOSH et al., 2001).

Mais recentemente, seqliéncias de DNA imunoestimulatérias, mais
conhecidas como sequéncias CpG, capazes de ativar macréfagos e células
dendriticas e induzir a secre¢édo de IL-12 e IFN-y (CHACE et al., 1997; LIPFORD
et al., 1997; ROMAN et al., 1997, SPARWASSER et al., 1998, STACEY &
BLACKWELL, 1999; GURUNATHAN et al., 2000) tém sido utilizados, tendo uma
acdo interessante na promogdo de uma resposta celular protetora nas
leishmanioses (STACEY et al, 1999), sendo inclusive capazes de inibir um quadro
de resposta Th2 ja bem estabelecido quando admnistrados vinte dias apés a
infecgdo por Leishmania major (ZIMMERMANN et al., 1998).

A proteina LACK (receptores para a cinase C homélogos da Leishmania),
que possui papel imunopatogénico que favorece a infeccdo no modelo murino
(MAILLARD et al.,, 2001; TORRENTERA et al.,, 2001), tem sido alvo de varios
testes como possivel antigeno para vacinas utilizando a prépria proteina ou a
sequéncia de DNA que a codifica. Uma vacina da sequéncia p36/LACK utilizada
na imuniza¢do de camundongos nao resultou em protecédo contra o desafio com L.
major ou L. donovani apesar de uma forte reposta Th1 especifica ao parasita
(MELBY et al.,, 2001). Seqiiéncias de DNA codificando o antigeno mostraram

conferir imunidade aos camundongos imunizados (GURUNATHAN et al., 1997) e
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outras seqiiéncias codificando proteinases de cisteina de Leishmania major, CPa
e CPb, foram utilizadas como um coquetel de imunizagdo, conferindo uma
protecdo com longa duragédo (RAFATI et al., 2001).

Um estudo comparativo de vacinas de DNA codificando gp63 e CPb de L.
mexiana ou gp46 de L. amazonensis ou LACK de L. major, utilizados numa
imunizacdo de camundongos BALB/c, resultou em uma alta produgdo de IgG
especifica para Leishmania e protecdo parcial apés desafio de todos os
plasmideos menos o que codificava LACK (DUMONTEIL et al., 2000).

Uma vacina adequada contra a leishmaniose deve ser capaz de acessar e
ativar uma resposta inata, que posteriormente resulte em uma resposta celular
eficaz. Para a obtengédo de uma resposta polarizada, a utilizagdo de um adjuvante
adequado seria essencial para potenciar ou modular o efeito de um determinado
antigeno que possua propriedade imunoestimulatéria desejada. Alguns
adjuvantes mais frequentemente utilizados incluem componentes minerais (alum)
(SHIRODKAR et al., 1990), Listeria monocytogenes mortas pelo calor (HANSEN et
al,, 2000), emulsdes oleo em agua (MF59), toxinas naturais ou sintéticas
derivadas de bactérias (toxina da célera) ou linfotoxina (DEL GIUDICE et al.,
1999), muramil dipeptideos (MTP-PE), saponinas, citocinas, oligonucleotideos ou
a combinac¢ao deles (AFONSO et al., 1994; COX & COULTER, 1997; SCHIJNS et
al., 2000).

Uma vacina baseada em promastigotas mortas e BCG de Mycobacterium
bovis como adjuvante mostrou ser ineficaz em um ensaio com voluntarios no ira
(MOMENI et al., 1998). A imunizagdo de camundongos C57BL/6 com uma -

mistura de antigenos expressos em amastigotas, testando diferentes adjuvantes
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(IL-12, Detox, lipidio A 4-monofosforil, QS-21, BCG de Mycobacterium bovis e
Corynebacterium bovis), resultou em uma protecdo mais eficaz nos animais
imunizados com os antigenos associados a IL-12 ou a Detox, evidenciando que a
utilizacdo de adjuvante mais adequado pode direcionar a uma resposta potetora.
A geracgdo do virus Vaccinia recombinante expressando os antigenos p36/LACK
de L. infantum com ou sem IL-12 para imunizagdo de camundongos BALB/c com
posterior desafio com L. major resultou em prote¢ao parcial destes camundongos
e na ativagdo de uma resposta tipicamente Th1 (GONZALO et al., 2001).
Imunizagdes com a glicoproteina GP36, utilizando saponina como adjuvante, ou
com a glicoproteina ligante de fucose manose (FML), também com saponina,
protegeram camundongos contra leishmaniose visceral (DE SOUZA et al., 2001;
PALATNIK-DE-SOUZA et al., 1994). O GM-CSF, utilizado como adjuvante com
uma vacina de Leishmania (Leishvacin) na imunizagdo de voluntérios, resultou em
uma resposta imune especifica mais evidente com a produgdo de um DTH positivo
na maioria dos voluntarios (FOLLADOR et al., 2002).

Levando em consideragdo a complexidade dos eventos envolvidos na
resposta imune especifica a um determinado antigeno, desde o recrutamento e
ativagdo de células apresentadoras de antigeno, até a maturagdo e expansdo de
linfocitos T CD4+ Th1, é provavel que a associacdo de moléculas adjuvantes e,
nao apenas um adjuvante com um Unico mecanismo de acdo, seria necessario
para a obtencédo de um efeito adjuvante Th1 ideal (MOINGEON et al., 2001).

A limitacdo do tratamento e a possibilidade de uma melhor compreenséao

dos mecanismos que possam levar a cura da doenca elevaram o interesse em
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testar moléculas que possuem capacidade de modular a resposta inicial tém
recebido uma atengéo especial.

As lectinas animais e vegetais tém sido intensivamente testadas quanto a
seus possiveis papéis biolégicos, demonstrando ser moléculas com aplicagdo
como ferramentas biotecnolégicas em potencial. Alguns destes efeitos biolégicos,
como a produgdo de NO por macréfagos induzida pelas lectinas PAA e ConBr
(ANDRADE et al, 1999); a indugéo da secregado de IFN-y e redugédo da lesdo em
camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis tratados com
ConBr (BARRAL-NETTO et al., 1996); indu¢do da produgéo de IL-12p40 in vitro
por macréfagos murinos e protegcdao contra a infecgdo por Leishmania major
conferida apés imunizagdo com a lectina KM(+) (PANUNTO-CASTELO et al.,
2001). despertaram nosso interesse em testar estas lectinas.

Neste trabalho, as lectinas ConBr, PAA e KM(+) foram testadas quanto a
capacidade de estiumlar in vitro células humanas e murinas (produgdo de
citocinas) e seu potencial como adjuvantes foi avaliado na imunizagdo de
camundongos susceptiveis e resistentes contra a infecgdo experimental por

Leishmania amazonensis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Testar o potencial de lectinas como adjuvante em imunoprotegdo contra

leishmaniose cutdnea experimental.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar o potencial imunoestimulatério (estimulo da producéo de citocinas)
das lectinas de Canavalia brasiliensis (ConBr), de Pisum arvense (PAA) e de
Artocarpus integrifolia (KM(+)) em cultura de células esplénicas murinas e CMSP

humanas;

2.2.2 Testar o efeito adjuvante das lectinas ConBr, PAA e KM(+) associadas ao
antigeno bruto de Leishmania amazonensis (SLA) na protegdo de camundongos

C57BL/6 e/ou BALB/c contra a infeccdo por Leishmania amazonensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Lectinas

A lectina de sementes de Canavalia ensiformis (ConA) foi obtida
comercialmente (Sigma/ St.Louis, EUA) e as lectinas Canavalia brasiliensis
(ConBr) e Pisum arvense (PAA) foram obtidas de sementes de acordo com
técnicas previamente descritas por Moreira e colaboradores (1984) e por Silva e
colaboradores (2000) e foram fornecidas pelo BioMol-Lab. da Universidade
Federal do Ceara. A lectina KM(+) foi purificada a partir do extrato salino de
semente de Artocarpus integrifolia, como descrito anteriormente (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 1994) e fornecida pelo Lab. De Chemie Biol. da Universidade de
Ciéncias e Tecnologia de Lille/Franga. Todas as lectinas foram preparadas como
solugdo de 1mg/ml em meio RPMI incompleto ou em salina estéril e estocada a -
20°C até o momento do uso. A pureza de todas as preparagdes de cada uma das
lectinas foi monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida em presencga de
SDS e 2-mercaptoetanol seguindo a técnica descrita por Laemli e colaboradores

(1970) adaptada para o uso em placas.
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3.2 Preparo do antigeno solivel de Leishmania amazonensis (SLA)

Formas promastigotas da cepa BA125 na fase estacionaria de crescimento,
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma/St.Louis,
EUA) foram colhidas e centrifugadas (ajustadas para cerca de 1x10%ml) e os
sedimentos congelados a -70°C em tubos eppendorf. Posteriormente, a cada 10
ml de sedimento foi adicionado 1ml de PBS pH 7,2 10x concentrado, 2ml de
tampdo EDTA 0,5M e 100ul de leupeptina 10mg/ml (Sigma/St.Louis, EUA). Em
seguida sdo feitos ciclos de congelamento (em nitrogénio liquido) e
descongelamento (em banho-maria a 37°C) dos tubos. Apds esta etapa o lisado
(mantido em gelo) foi submetido a sonicagdo em uma frequéncia de 70 Hz por 30
segundos com intervalos de repouso de 1 minuto. Esta Ultima etapa foi repetida
trés vezes. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos a 3.000g e depois por
30 minutos a 12.000g. Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi filtrado em filtros de
0,45u e depois 0,22u (Millipore). Por Uitimo a concentragdo de proteina total foi

determinada (protein assay kit, Sigma diagnostics/St.Louis, EUA).

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c e C57BL/6 machos e/ou fémeas,
com a idade de 4 a 6 semanas no inicio dos experimentos. Os animais foram
obtidos do Biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ),

onde foram mantidos com agua e ragéo comercial balanceada ad libitum.



27

3.4 Parasitas

Leishmania amazonensis cepa BA125 foi inoculada no coxim plantar de
camundongos C57BL/6, e apdés 3 semanas de infecgdo os animais foram
sacrificados e os parasitas colhidos por maceramento do tecido subcuténeo das
patas infectadas em condigbes assépticas e cultivados a 28°C em meio bifasico
composto por NNN (base de agar sangue) e uma fase liquida com Schneider
(Schneider’s insect medium, Sigma/St.Louis, EUA) contendo 10% de soro bovino
fetal (SBF, GibcoBRL), 2% de urina humana estéril e gentamicina (Sigma/St.Louis,
EUA). Ao atingirem a fase estacionaria eram realizadas novas passagens in vitro.
Em torno da quarta ou quinta passagem, os parasitas eram reinoculados em

camundongos normais para manutengio da viruléncia da cepa.
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3.5 Esquemas de imunizagdo com lectinas e antigeno SLA

3.5.1 Esquemall

12 imunizagéo (s.c.)

+ 15 dias

Booster (s.c.)

J

L. amazonensis

15 dias

/

- -

Quadro 1: Desenho esquematico do esquema de imunizagéo |.

Os camundongos C57BL/6 ou BALB/c eram divididos em 4 grupos, cada

grupo com 7 animais. Cada grupo foi imunizado com 100ul de cada tratamento

por animal: grupo | — salina (controle); grupo Il — SLA (10ug); grupo Il — lectina

(0,5 ou 50ug); grupo IV — SLA (10ug) + lectina (0,5 ou 50ug). No dia zero, os

camundongos foram imunizados na base da cauda (via subcutanea). Apds 15

dias da primeira imunizagdo os animais receberam um reforco pela mesma via,

dose e volume. Os animais foram infectados apdés quinze dias do reforgo no

coxim plantar traseiro direito com 1x10° promastigotas em fase estacionaria de

crescimento de Leishmania amazonensis cepa BA125. O aumento da leséo foi

avaliado pela diferenga entre a média das medidas das patas contralaterais nao

infectadas.
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3.5.2 Esquema Il

1? imunizagéo (s.c.) Booster (s.c.) Booster (i.p.) L. amazonensis

' ' ' J

10 dias 12 dias 3 dias
- e — = e

Quadro 2: Desenho esquematico do esquema de imunizagao |l.

Os camundongos C57BL/6 ou BALB/c eram divididos em 4 grupos, cada
grupo com 7 animais. Cada grupo foi imunizado com 50ul de cada tratamento por
animal: grupo | — salina (controle); grupo Il — SLA (10 ng); grupo Il — lectina (0,5
ou 50ug); grupo IV — SLA (10ug) + lectina (0,5 ou 50ug). No dia zero, os
camundongos foram imunizados no coxim plantar. Apés dez dias da primeira
imunizagéo, os animais receberam o primeiro refor¢o nas doses e volume, como
anteriormente descrito, sendo utilizada a via subcutanea no flanco esquerdo.
Apbs doze dias da ultima inoculagdo, os camundongos réceberam outro reforgo
nas mesmas doses e volume, 'por via intraperitoneal. Os animais foram infectados
apds trés dias do ultimo reforco no coxim plantar traseiro direito com 1x10°
promastiogotas em fase estacionaria de crescimento de Leishmania amazonensis
cepa BA125. O aumento da leséo foi avaliado pela diferenca entre a média das

medidas das patas contralaterais nao infectadas.
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3.6 ELISA para determinagdo da producdo de IgG total anti-Leishmania dos

animais imunizados.

Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 100ul de antigeno soltvel de
Leishmania (SLA) diluido em tampao carbonato pH 9,6, durante a noite a -4°C.
Apés sensibilizagdo, a placa foram lavadas com o tampao de lavagem ( PBS
+0,05% de tween) trés vezes e entdo bloqueadas com 250ul de PBS + 0,1%
tween por duas horas a 37°C. A placa era novamente lavada trés vezes. Os
soros foram diluidos (1/100) no tampé&o de incubagédo (PBS tween 0,05% + leite
desnatado). O soro de um camundongo normal nao-infectado foi utilizado como
controle negativo e o soro de um camundongo cronicamente infectado com

L.amazonensis foi utilizado como controle positivo. A placa era incubada com os
soros diluidos durante a noite a 4°C. No dia seguinte a placa era lavada quatro
vezes. O conjugado (anti-mouse IgG alkaline phosphatase conjugate, Sigma
ImmunoChemicals/St.Louis, EUA) era adicionado na diluigido de 1/1000, 100ul por
pogo e incubado a 37°C por 45 minutos. Em seguida, a placa foi lavada mais
cinco vezes. O substrato (p-nitrophenyl phosphate tablets disodium,
SigmaChemicals/St.Louis, EUA) era entdo adicionado na concentragdo de
1mg/mi, 100ul pogo e incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos. A
reacédo era parada com 50ul de NaOH 3M. A leitura foi realizada a 405 nm em

espectrofotdmetro.
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3.7 Estimulo de cultura de CMSP de doadores normais com lectinas

As CMSP de pelo menos cinco doadores foram obtidas por gradiente de
Ficoll-Hypaque (Histopaque, Sigma cell culture/St.Louis, EUA) de “buffy coats”
cedidos pelo Hemocentro da Bahia (HEMOBA). As células foram ajustadas para
uma concentragdo de 5x10° células/poco e distribuidas em placa de 96 pogos em
triplicata, com a adi¢do de PAA (10, 50 ou 100ug/mi), ConBr (10, 50 ou 100ug/ml),
KM(+) (0,5, 1,0, 10, 50 ou 100ug/ml). Apdés 24 horas do inicio da cultura o
sobrenadante foi coletado para dosagem de IL-4 e 72 horas apds para dosagem

de IFN-y e IL-10.

3.8 Estimulo de células esplénicas de camundongos normais com lectinas

Camundongos C57BL/6 e/ou BALB/c normais foram sacrificados e o bago
removido. As células esplénicas foram ajustadas para uma concentragdo de
5x10° células/pogo e cultivadas em meio RPMI completo, com ou sem adi¢do de
20 ul de ConA (10ug/ml) (Sigma/St. Louis, EUA), ConBr (50 ou 100ug/ml) , PAA
(50 ou 100ug/ml) ou KM(+) (0,5 ou 1,0ug/ml). Apds 24, 48 e 72 horas os

sobrenadantes foram coletados e analisados quanto a produgéo de IL-4 e IFN-y.
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3.9 ELISA para deteccado de IFN-y e IL-4 murinas

O anticorpo primério (anti-IFN-y/clone RA-642 ou anti-IL4/clone 11B11;
Pharmingen) foi diluido em tampéo de cobertura (tampéao carbonato 0,1M pH 9,6)
na concentragdo 2 ug/ml. Em placas de 96 pogos (Nunc-Immuno™/ MaxiSorp
Surface, NUNC Brand products) foi distribuido 50 ul/pogo do anticorpo primario. A
placa foi entdo incubada a 4°C durante a noite. Apds a etapa de sensibilizagéo, a
placa foi lavada com PBS/tween 0,05% duas vezes e bloqueada com 200 ul/pogo
da solugcdo de blogueio (PBS 1x com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) e
incubada a temperatura ambiente por 2 horas. Apés incubagdo foi lavada
novamente com PBS/tween 0,05% duas vezes. Em seguida foram adicionados 50
pl das amostras ou do padrao IFN-y (Pharmingen) ou IL-4 (Pharmingen) diluidos
seriadamente em PBS com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) com a
concentragcéo inicial de 50ng/ml para IFN-y e 5000 pg/ml para IL-4 em nove
diluicbes em duplicata. As amostras foram incubadas a 4°C durante a noite. A
placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco vezes e o0 anticorpo secundario
biotinilado (anti-IFN-y/clone XMG1.2 ou anti-IL-4/cloneBVD6-24G2; Pharmingen)
na concentracdo de 2 ug/mi (diluido em PBS 1x com 5% de soro bovino fetal
(Gibco BRL) é distribuido na placa (100 nul/pogo) e a placa incubada por 45
minutos a temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada seis vezes com
PBS/tween 0,05%. A solugdo de avidina peroxidase foi diluida para a
concentragcédo de 1:2000 em PBS 1x com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) e

distribuida (50 ul/pogo) e a placa incubada novamente 30 minutos a temperatura
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ambiente. A placa foi lavada oito vezes com PBS/tween 0,05%. Por uitimo, é
adicionado o substrato TMB (3, 3, 5,5-tetramethylbenzidine tablets,
Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em tampao citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO
com H20; (1:1). Apoés revelagéo, a reagdo foi parada com 50 ul de acido fosférico
(1:20). A leitura da reagéo é feita em espectrofotémetro (Leitor Molecular Devices
- microplate reader) com filtro 450 nm e a analise dos resultados foi feita pelo

programa Softmax.

3.10 ELISA para deteccdo de citocinas humanas

3.10.1 Dosagem de IFN-y

O anticorpo de primario (monoclonal mouse anti-human IFN-y monoclonal
antibody, Pharmingen) foi diluido em tampao de cobertura (tampao carbonato
0,1M pH 9,6) na concentragdo 2 pg/ml. Em placas de 96 pogos (Nunc-Immuno™/
MaxiSorp Surface, NUNC Brand products) foram distribuidos 100 ul/pogo do
anticorpo primario. A placa foi entdo incubada a 4°C durante a noite. Apds a
etapa de sensibilizagéo, a placa foi lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O
bloqueio foi realizado com 200 ul/pogo da solugéo de blogueio (PBS 1x com BSA
1% (Sigma/St.Louis, EUA)) e incubada a temperatura ambiente por 2 horas. Apos
incubagao, a solugdo de bloqueio foi descartada e em seguida foi adicionado 100
ul das amostras ou do padrdo (recombinant human IFN-y, Pharmingen) diluido

seriadamente em RPMI iniciando a curva em 2.000 pg/mi. As amostras foram
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incubadas a 37°C por uma hora. A placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco
vezes e o anticorpo secundario (biotinylated mouse anti-human IFN-y monoclonal,
Pharmingen), diluido (1,25 ug/ml) em PBS tween 0,05% com BSA 1%, foi
distribuido na placa (100 pl/pogo) e incubado por uma hora a 37°C. A placa foi
novamente lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por ultimo, foi adicionado
100ul do substrato TMB (3,3',5,5-tetramethylbenzidine tablets, Sigma/St.Louis,
EUA) dissolvido em tampéao citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO (Sigma/St.Louis,
EUA) com H20; (1:1). Ap6s revelagdo a reagdo foi parada com 100 pl de acido
sulfirico (2N). A leitura da reagéo foi realizada em espectrofotdmetro (Leitor
Molecular Devices - microplate reader) com filtro 450 nm e a analise dos

resultados foi realizada pelo programa Softmax.

3.10.2 Dosagem de IL-10

O anticorpo primario (purified rat anti-human IL-10 monoclonal
antibody, Pharmingen) foi diluido em tampao de cobertura (tampdo carbonato
0,1M pH 9,6) na concentragéo 2 ug/ml. Em placas de 96 pogos (Nunc-Immuno™/
MaxiSorp Surface, NUNC Brand products) foram distribuidos 100 pl/pogo do
anticorpo primario. A placa foi entdo incubada a 4°C durante a noite. Apés a
etapa de sensibilizagao, a placa foi lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O
bloqueio foi realizado com 200 ul/pogo da solugdo de bloqueio (PBS 1x com BSA
1% (Sigma/St.Louis, EUA)) e incubada a temperatura ambiente por 2 horas. Apés

incubagdo, a solugédo de bloqueio foi descartada e em seguida foi adicionado 100
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pl das amostras ou do padrdo (recombinant human IL-10/Pharmingen) diluido
seriadamente em RPMI iniciando a curva em 2.000 pg/ml. As amostras foram
incubadas a 37°C por uma hora. A placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco
vezes e o0 anticorpo secundario (biotinylated rat anti-human and viral IL-10
monoclonal antibody , Pharmingen) diluido (1,25 ug/ml) em PBS tween 0,05% com
BSA 1% foi distribuido na placa (100 ul/pogo) e incubado por uma hora a 37°C. A
placa foi novamente lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por ultimo, foi
adicionado 100ul do substrato TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine tablets,
Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em tampé&o citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO
(Sigma/St.Louis, EUA) com H;02 (1:1). Apés revelagdo a reagao foi parada com
100 ul de acido sulfurico (2N). A leitura da reagdo foi realizada em
espectrofotémetrd (Leitor Molecular Devices - microplate reader) com filtro 450 nm

e a andlise dos resultados foi realizada pelo programa Softmax.
3.10.3 Dosagem de IL-4

De acordo com o protocolo da Genzyme Diagnostics:

O anticorpo primario (monoclonal mouse anti-human IL-4) foi diluido em
tampéo de cobertura (tampé&o carbonato 0,1M pH 9,6) na concentragéo 2 ug/mt.
Em placas de 96 pogos (Nunc-lmmuno™/ MaxiSorp Surface, NUNC Brand
products) foi distribuido 100 pl/pogo do anticorpo primario. A placa foi entdo
incubada a 4°C durante a noite. Apds a etapa de sensibilizag@o, a placa foi lavada

cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O bloqueio foi realizado com 200 pl/pogo da
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solugéo de blogueio (PBS 1x com BSA 1% (Sigma/St.Louis, EUA)) e incubada a
temperatura ambiente por 2 horas. Apés incubagdo, a solugdo de bloqueio foi
descartada e em seguida foi adicionado 100 ul das amostras ou do padréo
(recombinant human IL-4) diluido seriadamente em RPMI com concentragio inicial
de 1.500 pg/ml. As amostras foram incubadas a 37°C por uma hora. A placa foi
lavada com PBS/tween 0,05% cinco vezes e 0 anticorpo secundario biotinilado
(biotinylated polyclonal sheep anti-human IL-4) diluido (1 ug/ml) em PBS tween
0,05% com BSA 1% (Sigma/St.Louis, EUA) foi distribuido na placa (100 pl/pogo) e
a placa incubada por uma hora a 37°C. A placa foi novamente lavada cinco vezes
com PBS/tween 0,05%. A solugdo de streptavidina peroxidase foi diluida para a
concentragéo de 1:2000 em PBS tween 0,05% com BSA 1% e distribuida (100
ul/pogo) e a placé incubada novamente 15 minutos a 37°C. A placa foi lavada
cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por Ultimo foi adicionado 100 ul o substrato
TMB (3, 3', 5,5-tetramethylbenzidine tablets, Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em
tampéao citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO (Sigma/St.Louis, EUA) com H»0.
(1:1). Apbs revelagao, a reagéo foi parada com 100 ul de acido sulfirico (2N). A
leitura da reagédo foi realizada em espectrofotdmetro (Leitor Molecular Devices -
microplate reader) com filtro 450 nm e a analise dos resultados foi realizada pelo

programa Softmax.
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3.11 Reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH)

Na décima semana pos-infec¢do os animais imunizados e desafiados foram
submetidos a uma reagédo de hipersensibilidade tardia (DTH). A pata oposta a
pata infectada é medida com paquimetro manual antes da inoculagéo do antigeno.
O antigeno SLA foi preparado na concentragédo de 50ug em 25u! de solugdo salina
estéril e inoculado (25ul) no coxim plantar dos animais. Apés 48 horas a mesma
pata foi medida novamente. A diferenga entre as duas medidas expressa em
milimetros foi registrada. O teste foi considerado positivo quando o valor da
diferengca entre as duas medidas foi maior que 0,05 mm baseado no DTH

realizado em camundongos normais (BARRAL et al., 1983).

3.12 Anélise estatistica

As anédlises estatisticas dos resultados foram realizadas pelo GraphPad
Prism (versdo 2.00, GraphPad Software Incorporated/ San Diego, CA). Para
comparar as diferengas entré os grupos experimentais foi aplicado o teste f de

Student. Foi mantido o valor fixo para p<0,05 para significancia estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 Estimulacdao de CMSP humanas com lectinas.

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) isoladas de
doadores normais (n=5) foram estimuladas em cultura com as lectinas ConBr,
PAA (10, 50, 100 pg/ml) ou KM(+) (0,5, 1,0, 10, 50 e 100 pg/ml). Os
sobrenadantes foram coletados 24 horas apds o inicio da cultura para dosagem de
IL-4 e 72 horas apds para dosagem de IFN-y e IL-10. Pode-se observar que as
lectinas ConBr e PAA estimularam as CMSP a produzir IFN-y e IL-10 enquanto a
lectina KM(+) mostrou-se incapaz de estimular estas células (Fig. 1a e b). Todas
as trés lectinas induziram uma produgdo menor de IL-4 nas primeiras 24 horas,
embora somente a ConBr tenha estimulado uma producdo estatisticamente

significante na concentragdo de 100 ug/ml (Fig. c).
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Figura 1: Média + erro padréo (EP) das concentragdes de IFN-y (a), IL-10 (b) e IL-4 (c) em sobrenadante de
cultura de CMSP de 5 doadores normais, estimuladas com as lectinas ConBr, PAA ou KM(+). As demais
concentragdes testadas com a lectina KM(+) (10, 50 e 100pug/ml) ndo induziram niveis detectaveis das
citocinas dosadas. Os numeros abaixo da indicagéo das lectinas respresentam as concentragdes (ug/ml)
testadas. O estimulo da ConBr na concentragédo de 100ug/ml induziu producdo de IL-4 estatisticamente
significante (p<0,05) tanto em relagéo as outras concentragcdes quanto em relagédo as demais lectinas. As

células néo estimuladas (meio) ndo apresentaram niveis detectaveis das citocinas dosadas.
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4.2 Estimulagao de células esplénicas murinas com lectinas.

Células esplénicas de camundongos BALB/c foram estimuladas com as

lectinas ConBr, PAA (50 ou 100 pg/ml), KM(+) (0,5 ou 1,0 ug/ml) ou ConA (5,0 ou
10 ug/ml). Os sobrenadantes foram coletados apds 48 horas e dosados para a
detecgdo de IFN-y (Fig. 2a) e IL-4 (Fig. 2b). Os resultados mostram que as trés
lectinas sdo capazes de estimular as células a produzir IFN-y em concentragbes
diferentes, sendo que o estimulo da lectina KM(+) ocorre mesmo em
concentragbes menores que as utilizadas com as demais lectinas (Fig. 2a). Todas
as lectinas também foram capazes de estimular a produgdo de IL-4 em menores
quantidades que o IFN-y (Fig. 2b). As lectinas ConBr, PAA e ConA induziram a
producéo de IL-4 em quantidades maiores que a induzida pela KM(+), sendo que
apenas a ConBr induziu uma produgdo estatisticamente significante nas

concentragdes de 50 e 100 ug/ml.
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Figura 2: Média + erro padréo (EP) das concentragdes de IFN-y (Fig. 2a) e IL-4 (Fig. 2b) pelo método de
ELISA, em cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c estimuladas com ConBr, PAA, KM(+) ou
ConA. Células ndo estimuladas n&do produziram niveis detectaveis de IFN-y. Os numeros abaixo da
indicagdo das lectinas representam as concentragdes (ug/ml) testadas. As barras representam as
concentragdes (ug/ml) testadas. O estimulo da ConBr nas concentragdes de 50 e 100ug/ml induziu produgéo
de IL-4 estatisticamente significante (*p=0,033; **p=0,001, respectivamente). As células ndo estimuladas

(meio) ndo apresentaram niveis detectaveis das citocinas dosadas.
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4.3 Avaliacao da resposta humoral apés a imunizagcdo com as lectinas

ConBr, PAA e/ou antigeno SLA.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com as lectinas ConBr
ou PAA e/ou SLA e no dia do desafio o sangue foi coletado para dosagem de IgG-
total anti-Leishmania por ELISA. A imunizagdo com as lectinas ConBr ou PAA néo
induziram a produgéo de anticorpos anti-Leishmania (Fig. 3a e b). A associagéo
de ConBr com SLA nao alterou significativamente a baixa produgéo de anticorpos
produzidos em resposta a imunizagdo com SLA isoladamente (Fig 3a). O uso da
PAA associada ao SLA induziu um aumento estatisticamente significante na
producdo de anticorpos anti-Leishmania, enquanto a imunizagdo com o SLA
isoladamente induziu apenas uma tendéncia ao aumento da produgdo destes
anticorpos (Fig. 2b). N&o foi detectada nenhuma diferenga quanto a produgao de

anticorpos anti-Leishmania entre as duas linhagens de camundongos (dados nao

mostrados).
(a) BALB/c
ConBr
0.6-
- n
's —
g -
§ E 0.4
$ 5
g e
B
¥
o 0.2-
o
¥ S o
_..Q_‘_.._
0.0 AALA :ﬂ&!u-_n“_Ou_ﬂ@ﬂ'_
C(+) C(-) salina ConBr SLA ConBr + SLA

Grinne



43

(b) BALB/c
PAA
0.6+ *p<0,05
]
K] — i
c
E 0.4
§E :
38
58
80 0.2+ oo
‘ m]
e® o
M
0.0 AAA Y vy % ]
C(+) C(-) salina PAA SLA SLA + PAA

Grupos

Figura 3: Determinagdo de niveis de IgG total anti-Leishmania amazonensis (ELISA) em soro de
camundongos imunizados com lectinas. Os camundongos foram imunizados pelo esquema |, com ConBr ou
PAA (50ug/ml) com ou sem SLA (10pg/ml). O soro dos camundongos foi coletado quinze dias apés a ultima
imunizagé@o pelo esquema | e trés dias apés a Ultima imunizagdo pelo esquema Il. O soro de camundongos
cronicamente infectados com L.amazonensis foi utilizado como controle positivo (C(+)) e o soro de
camundongos néo-infectados foi utilizado como controle negativo (C(-)). Cada ponto representa a dosagem
de um camundongo e as linhas horizontais a média de cada grupo. A produgéo de IgG total anti-Leishmania
do grupo imunizado com SLA+PAA foi estatisticamente significante (p<0,05) quando comparada com a dos

grupos imunizados somente com PAA ou SLA.
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4.4lmunizagdo de camundongos BALB/c e C57BL/6 com as lectinas ConBr

ou PAA e/ou antigeno SLA e desafio com Leishmania amazonensis.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados com as lectinas ConBr
(50ug/ml) ou PAA (50ug/ml) e/ou antigeno SLA (10ug/ml) foram desafiados quinze
dias apds a ultima imunizagao pelo esquema |, com com 1x10° promastigotas de
Leishmania amazonensis (BA125) em fase estacionéaria. As imunizacdes em
ambas as linhagens de camundongos nao resultaram em protegdo quando
imunizados esquemas pelo esquema |. Os animais das duas linhagens
apresentaram desenvolvimento de lesdo com cinética de desenvolvimento
semelhante a observada em camundongos que receberam salina (Fig. 4a, b, c e

d).
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Figura 4: Medida da lesdo de camundongos BALB/c (a e b) e C57BL/6 (c e d) imunizados pelo esquema |
com as lectinas ConBr (50ug/ml) (a e c) e PAA (50ug/ml) (b e d) e/ou SLA (10pg/ml) e desafiados com 1x10°
promastigotas de L.amazonensis BA125. Os simbolos representam a média de grupos com sete animais e
seus respectivos erros padrdo. As diferengas entre os grupos ndo foi estatisticamente significante. A

indicagdo do tratamento da lesdo é dada pela diferenga (A) da espessura da pata infectada e da pata

contralateral ndo infectada.
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4.5Avaliacao da resposta humoral apés a imunizacdo com a lectina KM(+)

e/ou antigeno SLA.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados pelos esquemas | e ||
com a lectina KM(+) (0,5 ug/ml) e/ou antigeno SLA (10ug/ml) e no dia do desafio
o sangue foi coletado para dosagem de IgG-total anti-Leishmania por ELISA. Nao
houve diferenca na produgcdo de anticorpos especificos entre os grupos
imunizados com KM(+) e/ou SLA nos dois esquemas de imunizagado (Fig. 5a e b).
Nado foi detectada nenhuma diferenga quanto a producéo de anticorpos anti-
Leishmania entre as duas linhagens de camundongos ou entre os dois esquemas

de imunizagdo (dados nao mostrados).
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Figura 5: Determinagdo de niveis de IgG total anti-Leishmania amazonensis (ELISA) em soro de

camundongos imunizados com lectinas. Os camundongos foram imunizados pelo esquema | e I, com KM(+)

(0,5ug/ml) com ou sem SLA (10pg/ml).

O soro dos camundongos foi coletado quinze dias apds a ultima

imunizagéo pelo esquema | e trés dias apés a ultima imunizagdo pelo esquema Il. O soro de camundongos

cronicamente infectados com L.amazonensis foi utilizado como controle positivo (C(+)) e o soro de

camundongos néo-infectados foi utilizado como controle negativo (C(-)). Cada ponto representa a dosagem

de um camundongo e as linhas horizontais a média de cada grupo.
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4.6 Imunizagao de camundongos BALB/c e C57BL/6 com a lectina KM(+) e/ou

antigeno SLA e desafio com Leishmania amazonensis.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com a lectina KM(+)
el/ou antigeno SLA nos esquemas | e Il de imunizagdo. Foram desafiados quinze
dias ap6és a Ultima imunizagdo pelo esquema | e trés dias apdés a ultima
imunizagdo pelo esquema Il com 1x10° promastigotas de Leishmania
amazonensis (BA125) em fase estacionaria. A imunizagdo de camundongos
BALB/c com a lectina KM(+) isoladamente, nos dois esquemas de imunizagao
avaliados, resultou em protegéo parcial dos camundongos. Apenas a imunizagdo
pelo esquema Il resultou em uma diferenga estatisticamente significante nos dias
9, 10 e 11 pds-infecgdo com relagdo ao grupo imunizado com salina (Figura 6b).
Tal protegdo ndo foi observada quando a KM(+) foi associada a SLA (Fig. 6a e b).
Nenhuma protecdo foi observada quando camundongos C57BL/6 foram

imunizados com a KM(+), SLA ou KM(+)+SLA (Fig. 6c e d) .
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(d) Esquema ll
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Figura 6: Medida da lesdo de camundongos BALB/c (a e b) e C57BL/6 (c e d) imunizados com a lectina
KM(+) (0,5ug/ml) e/ou antigeno SLA (10 pg/ml) nos esquemas de imunizagéo | (a e c) e Il (b e d) e desafiados
com L.amazonensis BA125. Os simbolos representam a média de grupos com sete animais es seus
respectivos erros padréo (EP). A indicagéo do tratamento da lesdo é dada pela diferenca (A) da espessura da
pata infectada e da pata contralateral ndo infectada. Os camundongos BALB/c imunizados com KM(+) pelo
esquema |l apresentaram uma diferenca estatisticamente significante nos dias 9, 10 e 11 pés-infecgéo quando

comparados com o grupo controle salina nestes mesmod dias (p<0,05).
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4.7 Reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH).

Camundonogos BALB/c e C57BL/6 (no minimo 4 animais/grupo), na décima
semana pos-desafio, foram submetidos a uma reagdo de hipersensibilidade tardia
recebendo 50ug de antigeno SLA na pata oposta a pata infectada. A diferenga da
medida da pata foi avaliada antes e 48 horas apds a inoculagdo de SLA. O teste
foi considerado positivo quando o valor da diferengca entre as duas medidas foi
maior que 0,05 mm baseado no DTH realizado em camundongos normais
(BARRAL et al, 1983). Nos grupos controle (tratados com salina), os
camundongos BALB/c apresentaram sempre DTH negativo enquanto que os
camundongos C57BL/6 apresentaram DTH positivo. A imunizagdo com PAA de
camundongos BALB/c ndo resultou em resposta DTH positiva, a qual ndo foi
alterada pela combinagdo PAA+SLA (Fig. 7a). Na imunizagdo com ConBr,
também nao houve o aparecimento de resposta de DTH nos grupos imunizados
com ConBr, SLA ou ConBr+SLA (Fig. 7b). A imunizagdo de camundongos BALB/c
com KM(+) e KM(+)+SLA pelo esquema | levou a uma resposta DTH potente, a
qual foi parcialmente abolida na presenca de apenas SLA (Fig. 7c). Ja a
imunizagdo com a KM(+) no esquema |l ndo resultou em aparecimento de
resposta DTH em qualquer um dos grupos (Fig. 7d). A imunizagdo de
camundongos C57BL/6 com KM(+) no esquema | resultou em DTH positivo
apenas para o grupo imunizado com SLA (Fig. 7e) ,enquanto que pelo esquema ||

apenas o grupo imunizado com KM(+)+SLA teve um DTH positivo (Fig. 7f)
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Figura 7: Reag&o de hipersensibilidade tardia (DTH) em camundongos BALB/c (a, b, ¢, d) ou C57BL/6 (e, f)
imunizados com PAA (Fig. 7a), ConBr (Fig. 7b), KM(+) pelo esquema | (Fig. 7c) ou KM(+) esquema Il (Fig. 7d)
com antigeno SLA (50ug) de L.amazonensis, na décima semana pés-desafio. A diferengca da medida da pata
foi avaliada antes e 48 horas apés a inoculagéo de SLA. O teste foi considerado positivo quando o valor da

diferenga entre as duas medidas foi maior que 0,05 mm baseado no DTH realizado em camundongos normais

(BARRAL et al., 1983).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, procuramos avaliar o potencial adjuvante das lectinas de
Pisum arvense (PAA), de Canavalia brasiliensis (ConBr) e de Artocarpus
integrifolia (KM(+)) na imunizagdo de camundongos BALB/c e C57BL/6
associados ou n2o ao antigeno soltvel de Leishmania amazonensis.

As dosagens empregadas de cada uma das lectinas utilizadas nesta
avaliacdo foram estabelecidas com base na demonstragéo de atividade biolégica
em trabalhos anteriores (BARRAL-NETTO et al.,, 1996; ANDRADE et al., 1999;
PANUTO-CASTELO et al., 2001). Nas dosagens testadas, as lectinas mostraram
estimular células esplénicas murinas e CMSPs humanas quanto a produgédo de
citocinas importantes para 0 mecanismo de modulagdo do sistema imune, como
IFN-y, IL-4 e IL-10. Quanto ao potencial estimulatério, as lectinas ConBr e PAA
estimularam CMSP, enquanto que a KM(+), nas dosagens testadas, n&o
demonstrou qualquer efeito com relagdo a producdo de citocinas por células
mononucleares periféricas humanas. As lectinas ConBr e PAA induziram a
produgéo de IFN-y e IL-10 em cultura de CMSP, de forma dose dependente, e em
uma quantidade bem superior a produzida por células esplénicas murinas quando
estimuladas pelas mesmas lectinas nas mesmas concentragdes. A lectina ConBr,
assim como varias outras lectinas da tribo Diocleinae, jA mostraram ser
imunoestimulatérias para linfécitos humanos em trabalhos anteriores, induzindo a
proliferagdo e produgéo de IFN-y pelos linfocitos estimulados in vitro (BARRAL-

NETTO et al., 1992). Quanto a produgéo de IL-4, apenas a lectina ConBr induziu
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uma pequena producado desta citocina nas primeiras 48 horas de forma dose
dependente, sendo que na concentragdo 100ug/ml esta produgdo foi
estatisticamente significante.

As lectinas testadas também foram capazes de estimular células murinas a
produzir IFN-y e IL-4. Todas as trés lectinas foram capazes de estimular a
produgéo destas citocinas por células esplénicas. Mesmo em concentragdes
baixas (0,5 e 1ug/ml) a lectina KM(+) estimulou a produgdo IFN-y, enquanto a
indugdo da producédo de IFN-y pelas demais lectinas, PAA e ConBr, necessita de
doses mais elevada (10 e 50 ug/ml) das mesmas. A presenca de IFN-y no inicio
da infecgdo é importante em camundongos C3H/HeN, naturalmente resistentes a
infecg@o por Leishmania. O tratamento destes animais com anticorpo monoclonal
anti-IFN-y os torham susceptiveis a L.major, levando a formacgdo de lesdo com
padrdao de desenvolvimento parecido com o do camundongo BALB/c susceptivel
(BELOSEVIC et al., 1989).

Ja uma produgdo inicial mais elevada de IL-4 pode favorecer o
desenvolvimento de um fenétipo Th2 favoravel a infecgdo (LIEW et al., 1989). As
lectinas testadas também foram capazes de induzir a secre¢do de apenas uma
pequena quantidade de IL-4 pelas células esplénicas. A lectina ConBr,
novamente, foi quem mostrou uma maior produgdo desta citocinas, com uma
producgéo estatisticamente significante nas concentragbes testadas.

Devido as suas capacidades imunomodulatdrias, estas lectinas foram
testadas quanto ao seu potencial como adjuvante na imunizagédo de camundongos

contra Leishmania amazonensis. Neste estudo, empregamos um protocolo de
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imunizacédo ja utilizado em nosso laboratério (esquema 1), e, no caso da KM(+),
comparamos este esquema com aquele empregado por Panunto-Castelo e
colaboradores (2001), designado aqui como esquema ll, o que havia mostrado
conferir protecdo em camundongos BALB/c contra L. major.

A imunizagdo de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com as lectinas ConBr
ou PAA, com ou sem o0 antigeno SLA, e no esquema de imunizagéao |, ndo resultou
em protecdo. Os camundongos BALB/c apresentaram lesGes progressivas
crescentes apés imunizagdo com as lectinas (ConBr ou SLA) e/ou antigeno SLA,
semelhantes aquelas dos animais controles, imunizados com salina. Os
camundongos C57BL/6 imunizados com a lectina ConBr e/ou antigeno SLA
apresentaram lesdo bem mais evidente que os animais controles imunizados com
salina apesar das diferengas de tamanho de lesdo ndo serem estatisticamente
significantes. A imunizagdo com a lectina PAA e/ou antigeno SLA resultou em
lesdo mais reduzida do que os animais imunizados com a lectina ConBr, apesar
de também néo ter havido prote¢do dos animais apds desafio. A imunizagéo
apenas com o antigeno SLA, tanto de camundongos resistentes como de
susceptiveis, resultou em lesdo ainda mais evidente que nos animais controles
imunizados com salina. Este fendmeno, ja descrito por Liew (1985) e Barral-Netto
e colaboradores (1987), evidencia que, enquanto a imunizagdo endovenosa ou
intraperitoneal com promastigotas mortas pelo calor ou irradiadas promove uma
protecdo duradoura, a imunizagio intramuscular e subcutanea com estes mesmos
antigenos aumentam a susceptibilidade, agravando ainda mais a lesdo, 0 que
ocorre em animais geneticamente resistentes (CBA) e susceptiveis (BALB/c). A

imunizagdo de = camundongos BALBI/c, naturalmente  susceptiveis,
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endovenosamente com antigeno soltvel de promastigotas de L. amazonensis
resultou em protegéo parcial dos animais, que passaram a apresentar um quadro
histopatoldégico com a presenga de inflamacédo granulomatosa, depédsito de
colageno e necrose fibrindide, lesdo semelhante aquela observada nos
camundongos resistentes (ANDRADE et al., 1984, BARRAL et al.,, 1987). O
mecanismo responsavel por este fendbmeno ainda ndo esta bem estabelecido, mas
sabe-se que linfécitos T especificos para 0 antigeno de L. major estdo envolvidos
neste mecanismo de inibigdo de uma resposta protetora. As células com este
fendtipo, em experimentos de transferéncica adotiva, também s&o capazes de
reverter um quadro de imunidade protetora em animais imunizados pela via
parenteral (TITUS et al., 1984; LIEW et al., 1985).

Em nosso trabalho, apenas os camundongos BALB/c (geneticamente
susceptiveis) imunizados com a lectina KM(+) isoladamente foram capazes de
apresentar uma prote¢éo parcial pés-infecgdo, enquanto que nao houve protegdo
dos camundongos C57BL/6 (geneticamente resistentes). O fato da protecao ter
sido observada nos camundongos BALB/c imunizados pelos esquemas | e Il de
imunizagdo torna improvavel a possibilidade da agdo direta da lectina no
mecanismo de protecdo, ja que no esquema | o desafio foi feito quinze dias depois
da Ultima inoculagdo da lectina. E importante observar que a protegdo parcial
encontrada nos camundongos BALB/c imunizados apenas com a lectina KM(+) e
desafiados com L. amazonensis difere dos resultados encontrados por Panunto-
Castelo e colaboradoes (2001), onde a imunizagdo com a mesma lectina e SLA
resultou em protegdo frente a imunizagéo com L. major. Estes dados conflitantes

sugerem que resultados normalmente encontrados para uma determinada espécie
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de Leishmania nem sempre podem ser atribuidos as demais espécies, onde
diferentes mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade possam estar
envolvidos. Ndo podemos descartar a possibilidade de uma possivel resposta
imune a prépria KM(+) que pode compartilhar algum epitopo com a cepa de L.
amazonensis utilizada para o preparo do antigeno.

A resposta diferenciada da imunizagdo com KM(+), a qual resulta em
protegdo parcial, ndo observada nas outras lectinas (ConBr e PAA), é intrigante,
pelo fato de terem sido utilizadas lectinas com especificidade por carboidratos
similares, embora sejam estruturalmente diferentes. As lectinas de leguminosas
da subtribo Diocleinae, representada pela lectina de Canavalia brasiliensis € uma
lectina glicose/manose especifica formadas por subunidades compostas de uma
Unica cadeia polipeptidica, e seus fragmentos, enquanto que a lectina Pisum
arvense, repesentante de leguminosa da tribo Viciae, possui suas subunidades
formadas por duas cadeias (alfa e beta) (ROUGE et al., 1987). Por outro lado, a
lectina de Artocarpus integrifolia € uma lectina manose especifica de espécie da
familia Moraceae. A ligagdo de lectinas a superficie celular esta, muitas vezes,
diretamente associada a indugao de sinais biolégicos (CAVADA et al., 2001) e os
efeitos Dbiolégicos diferentes resultantes podem ser desencadeados pelo
reconhecimento de diferentes glicanos (receptores) de superficie celular ou ainda
por reconhecimento diferente do mesmo receptor (RAMOS et al.,, 1998). Um
exemplo ja bem definido deste fenédmeno, é a relagdo entre a indu¢éo da liberagéo
de histamina induzida pelo reconhecimento por lectinas homélogas de regibes
diferentes do mesmo glicano na superficie de macréfagos peritoneais de rato. As

lectinas C.brasiliensis (ConBr), C. ensiformis (ConA), D. guianensis e D. virgata
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reconhecem com maior afinidade carboidratos biantenados complexos ou
epitopos homélogos, presentes na superficie celular, do que outras lectinas da
subtribo Diocleinae. Este reconhecimento esta diretamente relacionado com uma
maior liberag@o de histamina por macréfagos (DAM et al., 1998).

No presente estudo, todos os animais imunizados foram submetidos a uma
reagdo de DTH na décima semana pdés-infecgdo. Nos nossos resultados, foi
interessante observar que camundongos BALB/c controle (tratados com salina)
apresentaram uma reagdo de DTH negativa enquanto que os camundongos
C57BL/6 controle apresentaram reacdo de DTH positiva. A reagdo de
hipersensibilidade tardia (DTH) caracteriza o estabelecimento de uma resposta
celular especifica, indicando resposta a uma exposi¢cdo anterior ao antigeno. Os
animais recuperados de uma infecgdo por Leishmania e considerados resistentes
a infeccdo (C57BL/6) apresentam um DTH positivo, sugerindo uma resposta
mediada pela reposta imune celular protetora; enquanto que os camundongos
susceptiveis (BALB/c) ndo apresentam este tipo de reacdo. E possivel observar
que os animais imunizados com as lectinas ConBr e PAA nao apresentaram uma
resposta de DTH positiva, apenas as imunizagdes com KM(+) resultaram em uma
reagdo de DTH positiva em alguns grupos. A imunizagdo de camundongos
BALB/c com KM(+) e KM(+)+SLA pelo esquema | levou a uma resposta DTH
potente, enquanto a imunizagdo com a KM(+) no esquema |l nao resultou em
aparecimento de resposta de DTH em qualquer um dos grupos. A imuniza¢do de
camundongos C57BL/6 com KM(+) no esquema | resultou em DTH positivo
apenas para o grupo imunizado com SLA, enquanto a imunizagéo pelo esquema Il

apenas 0 grupo imunizado com KM(+)+SLA teve um DTH positivo. E interessante
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observar que nem todos os grupos que apresentaram uma resposta de DTH
positiva foram protegidos apdés o desafio. E possivel que mecanismos
supressores estejam modulando o DTH nestes animais. Liew e colaboradores
(1985) ja haviam demonstrado que células T Lyt-1'2> L3T4+, que levam a uma
agravamento da lesdo nos animais apds desafio, produzidas em animais
imunizados por via subcutanea com antigeno de L. major sao responsaveis pela
formacédo de uma reacdo de DTH positivo que pode ser transferido
sistematicamente para animais nao imunizados.

A dosagem de IgG anti-L. amazonensis também n&o pode ser relacionada
com protegdo contra infecgdo, ja que os animais imunizados com PAA e
PAA+SLA, que apresentaram um aumento dos titulos de anticorpos especificos,
nao foram protegidos.

O adjuvante ideal para vacina contra leishmaniose que induza protegao
duradoura (seja composto de uma ou varias moléculas) devera atrair e ativar a
resposta de células apresentadoras de antigenos profissionais a direcionar uma
diferenciagdo da resposta celular tipo Th1 (MOINGEON et al., 2001). A produgéo
inicial de IFN-y é crucial para a definicdo de uma resposta protetora e a produgéo
desta citocina €& desencadeada pela presenca, principaimente, de IL-12 no
ambiente de diferenciagdo dos linfocitos T CD4+ (MOSMANN & COFFMAN,
1989). A administragdo de IL-12 recombinante nos primeiros cinco dias da
infecgdo por Leishmania major resultou ndo sé na protecdo dos animais como
numa expressdao mais elevada de IFN-y e IL-10 e mais reduzida de IL-4 no

linfonodo destes animais (HEINZEL et al., 1993; WANG et al., 1994).
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As lectinas ConBr e PAA mostraram, em trabalhos anteriores, serem
potentes indutoras da produgdo de NO in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999)
ou de IFN-y (BARRAL-NETTO et al., 1996). Estes dois produtos sdo importantes
no processo de eliminagéo de parasitas intracelulares e estabelecimento de uma
resposta protetora celular. Estes aspectos ,contudo, ndo foram suficientes para o
estabelecimento de efeito adjuvante destas lectinas na prote¢do de animais
susceptiveis e resistentes vacinados contra L. amazonensis. Nao podemos
descartar a possibilidade destas lectinas também estarem induzindo a produg¢do
de citocinas anti-inflamatérias por leucécitos murinos como IL-4 ou IL-10, da
mesma forma que induziram a secre¢do destas citocinas fortemente em CMSP
humanas e IL-4 por células murinas. A combinagado da agao destas citocinas, as
quais podem estar sendo produzidas nos momentos iniciais da infecgdo por
linfécitos T CD4+, pode resultar em uma condi¢do que desfavorega o hospedeiro
frente a invaséo pelo parasita (HEINZEL et al., 1991).

Ja foi demonstrado que macréfagos murinos estimulados pela lectina KM(+)
secretaram IFN-y, em conseqiéncia da indugdo da produgdo de IL-12 p40, o que
provavelmente influenciou a prote¢do parcial obtida em camundongos BALB/c
imunizados com a lectina KM(+) e o antigeno SLA de L. major. Este efeito protetor
foi bloqueado quando os animais foram tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-
12, evidenciando a importancia desta citocina para o estabelecimento de uma
resposta Th1 (PANUNTO-CASTELO et al., 2001). No presente trabalho, a mesma
lectina KM(+) foi capaz de conferir prote¢do parcial a camundongos BALB/c

imunizados apenas quando utilizada sozinha, enquanto que a associacdo KM(+) e



64

antigeno SLA de Leishmania amazonensis nao resultou em protegdo com uma
resposta semelhante para os dois esquemas de imunizagao utilizados.

Varios fatores podem contribuir para a diferenga de resultados encontrados
com relagdo a imunizagdo com a lectina KM(+). E possivel que diferentes
mecanismos estimulatérios possam estar envolvidos com a resposta imune as
espécies de Leishmania do Novo Mundo. Ja foram descritos alguns gens
relacionados a resisténcia inata de algumas linhagens de camundongos
relacionados a determinadas espécies de Leishmania. A resisténcia a infecgao
por L. donovani, por exemplo, parece estar relacionada ao controle do gen /sh
(expresso em macréfagos) enquanto que a resisténcia adquirida a infecgdo ao
mesmo parasita é influenciada pelo complexo H-2 (BLACKWELL et al., 1980,
1984). Os mecanismos de resposta imune do hospedeiro mamifero relacionado a
infecgdo por L. mexicana também parecem ser diferentes aos relacionados a
infecgdo por L. donovani ou L. major (ALEXANDER & KAYE, 1985).

A infecgdo por L. amazonensis é capaz de produzir um espectro maior de
manifestagdes clinicas no homem (cuténea, VL e LMC) do que a infecgéo por L.
major (revisto em BARRAL et al.,1991). A infecgdo experimental de hamsters com
L. amazonensis ou L. chagasi, com posterior tratamento com estibogluconato,
resultou em cura, com total eliminag@o do parasita apenas nos animais infectados
com L. chagasi, evidenciando também uma maior dificuldade em controlar a
infecgéo por L. amazonensis (FIGUEIREDO et al., 1999).

Neste trabalho podemos concluir que, apesar das lectinas ConBr, PAA e
KM(+) terem a capacidade de induzir a produgdo de moléculas-chaves para o

desenvolvimento de uma resposta celular, as mesmas néo foram capazes de agir
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como adjuvantes na imunizagdo de camundongos BALB/c e C57BL/6 contra a

infecgéo experimental por L. amazonensis.
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6 CONCLUSOES

Nossos dados sugerem:

1. As lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr), Pisum arvense (PAA) e Artocarpus
integrifolia (KM(+)) utilizadas in vitro mostraram ser imunoestimulatérias para
células mononucleares murinas e humanas:

a) As lectinas ConBr e PAA estimularam a producéo de IFN-y e IL-4 por CMSP
humanas in vitro, enquanto a lectina KM(+) ndo mostrou ser estimulatéria para
estas células nas doses testadas;

b) As lectinas ConBr, PAA e KM(+) estimularam a produgéo de IFN-y, IL-10 e IL-4

por células esplénicas murinas.

2. As lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr) e Pisum arvense (PAA) nao
exerceram atividade adjuvante na protecdo apéds desafio com Leishmania
amazonensis BA125 aos camundongos BALB/c e C57BL/6 quando foram
imunizados com uma associagdo de uma destas lectinas ao antigeno solavel

de Leishmania amazonensis (SLA);

3. A lectina Artocarpus integrifolia (KM(+)) conferiu protegéo parcial apos desafio
com Leishmania amazonensis BA125 a camundongos BALB/c imunizados
isoladamente, mas ndo quando associada ao antigeno solavel de Leishmania

amazonensis (SLA).
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