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RESUMO

ESTUDO DA IMUNOGENICIDADE DE VACINAS DE Mycobacterium smegmatis
RECOMBINANTE, EXPRESSANDO O GENE QUE CODIFICA A PROTEINA ACIDA
RIBOSSOMAL DE Leishmania infantum (LIP0), CONTRA A INFECCAO POR Leishmania
chagasi em hamster. A Proteina acida ribossomal de Leishmania infantum (L. infantum) - LiPO é
um componente estrutural da subunidade maior do ribossomo e ja foi descrita como um antigeno
imunodominante, que participa na sintese de outras proteinas e é capaz de induzir resposta imune
humoral especifica em soro de pacientes e cdes infectados com Leishmania chagasi (L. chagasi).
Mycobacterium  smegmatis (M. smegmatis), € uma micobactéria oportunista, que apresenta
crescimento rapido e uma poderosa capacidade adjuvante, ja sendo utilizado como vetor de expressao
para diversos antigenos. Neste trabalho avaliamos a capacidade imunoprotetora do Mycobacterium
smegmatis recombinante (rM.smegmatis) expressando o gene que codifica a LiPO, bem como o
plasmideo e/ou proteina LiPO utilizando estratégia homéloga (composta de plasmideo de DNA) e
heterdloga (composta de plasmideo de DNA adicionado a proteina recombinante e CpG), contra a
infeccdo causada por L. chagasi em hamsters. Hamsters foram imunizados e posteriormente infectados
com L. chagasi por via endovenosa. Os animais imunizados com a micobactéria, apesar de
apresentarem resposta imune humoral anti-M. smegmatis, ndo produziram anticorpo contra LiPO0, que
so foram detectados no soro dos animais que receberam a estratégia heter6loga de imunizagdo. Na
analise de citocinas, observou-se que 0s animais imunizados com rM.smegmatis LiPO apresentaram
maior concentracdo de IFN-y e menor quantidade de TGF-R e IL-10 quando comparado aos grupos
controle, sugerindo uma resposta Thl. Em diferentes momentos apds o desafio, 0 grau de protegdo
avaliado pela carga parasitaria em érgaos alvo, foi estimado por ensaio de diluicdo limitante. Nenhuma
diferenca foi observada na carga parasitaria do baco, figado e linfonodo em hamsters imunizados ou
controles em todos os pontos da avaliacdo, sugerindo que a LiP0, ndo protegeu hamsters imunizados
tanto com o Mycobacterium expressando o gene que codifica a proteina, nem como vacina de DNA
utilizando a estratégia homologa ou heterdloga contra infeccéo por L.chagasi.

Palavras-chave: Vacina, leishmaniose visceral, Mycobacterium smegmatis, proteina acida
ribossomal.



ABSTRACT

The acid ribosomal protein of Leishmania infantum (L. infantum) - LiPO is a structural
component of the ribosomal subunit and it was described as an immunodominant antigen
recognized either by serum of patients and dogs infected by Leishmania chagasi (L. chagasi)
and cooperates in the synthesis of other proteins. Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) is a
opportunistic bacteria, which presents rapid growth, is a potent adjuvant and has been used as
carrier of antigens in several different experimental models of immunoprotection. In this work
we evaluate the immunoprotective capacity of recombinant M. smegmatis (M. smegmatis)
carrying the gene of LiPO and the DNA or protein of LiPO using homologous strategy
(composed of plasmid DNA) and heterologous (consisting of plasmid DNA and recombinant
protein more CpG) to immunize hamsters against infection by L. chagasi. The immunized
animals produced anti-M.smegmatis antibodies but they did not produce antibody against LiPO,
detected only in animals who received the heterologous strategy of vaccination. In the analysis
of cytokines, we observed that animals immunized with rM.smegmatis LiPO had higher
concentration of IFN-y and lower amounts of TGF-R and IL-10 compared to control groups,
suggesting a Thl response. At different times after challenge, the degree of protection,
evaluated by parasite load in the target organs, was estimated by limiting dilution assay. No
difference was observed in the parasite load in the spleen, liver and lymph node between
immunized hamsters and controls at all points of evaluation. There was no protection in animals
immunized with rM. smegmatis expressing the acidic ribosomal protein gene, suggesting that
LiPO did not protect hamsters immunized with either Mycobacterium expressing the gene
encoding the protein or DNA as a vaccine strategy using homologous or heterologous against
infection L.chagasi.

Key-words: Vaccines, visceral leishmaniasis, Mycobacterium smegmatis and acidic ribosomal
protein.
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1. INTRODUCAO

1.1  Aspectos gerais da leishmaniose

As Leishmanioses sdo doengas infecto-parasitarias, ndo contagiosas, que tém
como agente etioldgico protozoarios do género Leishmania. As leishmanioses tém
ampla distribuicdo mundial, afetando 12 milhdes de individuos, estando presentes em
quase todos os continentes. A Organizacdo Mundial da Saude estima que 350 milhdes
de pessoas em 88 paises sofrem o risco de contrair a infecgdo, com registro aproximado
de dois milhdes de novos casos ao ano. No entanto, a notificacdo obrigatoria sé ocorre
em 32 paises onde as leishmanioses sdo prevalentes gerando um baixo indice de
notificagcbes (DESJEUX et al 2004, COLLIN et al.2006, SINGH et al., 2006 ).

Os protozoarios do género Leishmania, sdo parasitos intracelulares obrigatorios,
digenéticos, que tém seu ciclo bioldgico realizado em dois hospedeiros, um vertebrado e
um invertebrado, o qual é também o vetor da doenca (LAINSON & SHAW, 1987). A
forma flagelada, promastigota, esta presente no interior do trato digestivo do vetor e a
forma amastigota, sem flagelo, no interior dos fagolisossomos de células do sistema
mononuclear fagocitico do hospedeiro vertebrado (NEVES, 2005; REY, 2008).

A infeccdo do hospedeiro invertebrado acontece quando a fémea do fleb6tomo,
pertencente a familia Phlebotomatidae, género Lutzomyia (Novo Mundo) e
Phlebotomus (Velho Mundo) (VERONESI, FOCACCIA 1996), ao se alimentar de um
hospedeiro mamifero infectado, ingere macrdfagos parasitados por amastigotas da
Leishmania. No interior do trato digestivo do inseto os macrofagos, protegidos das
proteases digestivas pela matriz peritroéfica (PIMENTA et al., 2001), se rompem e as
formas amastigotas livres se dividem e se transformam em promastigotas
(ALEXANDER et al., 1999). Apos a digestdo, a matriz se rompe e as promastigotas
migram e aderem ao epitélio das regides anteriores do intestino do flebotomo
(SCHLEIN, 1993). No momento do repasto sanguineo, quando o flebétomo infectado
pica hospedeiros mamiferos, inocula formas promastigotas metaciclicas juntamente com
a saliva (NEVES, 2005; REY, 2008). As promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos
que se instalam no interior do vacuolo parasitoforo, onde se diferenciam em formas

amastigotas, sobrevivendo e multiplicando-se rapidamente (GENARO, 2000).
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As leishmanioses sdo caracterizadas tanto por sua diversidade como pela sua
complexidade (HERWALDT, 1999), pois sdo causadas por cerca de 20 espécies de
Leishmania e transmitidas ao homem por aproximadamente 30 espécies de flebdtomos
(PEARSON, 1996; CUNNINGHAM, 2002), sendo que a forma e a severidade da
doenca dependem da infectividade e espécie do parasito, além do estado imunoldgico
do hospedeiro vertebrado. Dessa forma, as diferentes espécies de Leishmania, apesar de
apresentarem similaridades genéticas e morfologicas podem promover alteragdes
patoldgicas diferentes (HANDMAN, 2001), levando a um amplo espectro de formas
clinicas, que variam desde uma infeccdo assintomatica até uma forma tegumentar
(cutanea e/ou mucosa) ou visceral (CUNNINGHAM, 2002).

A leishmaniose visceral (LV) € uma das formas mais graves que pode ser fatal se
ndo tratada e consiste em uma infeccdo generalizada que acomete o sistema reticulo
endotelial envolvendo baco, figado, medula 6ssea e linfonodo (BITTENCOURT &
BARRAL-NETTO, 1995). Embora amplamente distribuida no mundo, a LV ocorre
principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Oriente Médio, Africa e
Américas estando entre as trés mais importantes enfermidades transmitidas por vetor e
entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo, com uma incidéncia de
500.000 novos casos humanos e aproximadamente 59.000 mortes por ano (DESJEUX et
al., 2004,WHO, 2002). Na América Latina, a doenca ja foi descrita em doze paises,
sendo que o Brasil concentra 90% dos casos humanos (MILES et al. 1999) descritos em
dezenove estados (FEITOSA et al. 2000). No Nordeste brasileiro, ocorre a maioria dos
casos humanos (90%) (NASCIMENTO et al. 1996; FUNASA 2002) sendo a LV
considerada um dos principais problemas de satde publica (GENARO et al. 1996;
MOURA et al. 1996).

As espécies que podem causar a LV pertencem ao subgénero Leishmania sendo
L. donovani e L. infantum prevalentes no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo.
Embora diferentes no nome e origem geogréafica, estudos moleculares mostram que L.
infantum e L. chagasi s3o a mesma espécie (MAURICIO et al., 2000). No Brasil, a LV
é considerada uma doenca negligenciada e os casos de LV sdo atribuidos a L. chagasi.
O controle da LV fundamenta-se no diagnostico e tratamento dos casos humanos, em
atividades de educacdo em satde, no combate ao vetor e na eliminacao dos reservatorios
(FUNASA, 2006). Contudo, essas medidas ndo tém demonstrado efetividade satisfatoria

para reducdo da incidéncia e na disperséo da doenca (FUNASA, 2002).
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1.2 Resposta imune na leishmaniose visceral

A imunidade anti-leishmania é mediada tanto pela via inata quanto pela via
adaptativa. Os macréfagos desempenham um papel crucial na infeccdo por Leishmania
participando na eliminacdo eficaz de parasitas. Paradoxalmente, a Leishmania utiliza a
funcdo fagocitica, como estratégia de interiorizacdo e replicacdo dentro dos
fagolisossomos (REINER et al., 1995). A internaliza¢do de Leishmania por macrofagos
leva & producdo de citocinas pro-inflamatérias e morte do parasita. A atividade
subversiva dos parasitas neste processo é a inibicdo da producdo de IL-12, necessaria
para a inducdo de IFN-y, fundamental para a atividade leishmanicida do macrofago
(AHUJA et al., 1999). A producdo de citocinas resulta no recrutamento de outras

células pro-inflamatdrias para o local da infec¢do (BELKAID et al., 2000).

As diferentes formas clinicas da leishmaniose podem ser influenciadas pela
resposta imune do hospedeiro. O curso da infeccdo dependerd dos passos iniciais da
infeccdo que séo essenciais na determinagdo do desenvolvimento de uma resposta entre
distintas subclasses de células T helper (Th) levando a respostas pré e anti-inflamatorias
(HEINZEL et al., 1989; MILON et al., 1995).

Apo6s a infeccdo, células apresentadoras de anigenos irdo secretar IFN-y
promovendo a diferenciacdo de células TCD4+ em células Thl (SCOTT et al., 1998;
SCOTT, 1991; REINER & LOCKSLEY, 1995). O TNF-a também est4 envolvido na
inducdo da ativacdo de macrofagos em sinergismo com IFN-y, que leva a ativacdo de
mecanismos leishmanicidas do macréfago pela sintese de oxido nitrico (MURRAY et
al., 1983; LIEW et al., 1990), de radicais livres derivados do oxigénio e um aumento na
concentracdo de enzimas lisossomais (MURRAY, 1981; CHANNON et al., 1984;
PASSWELL et al., 1994). Além disso, o IFN-y induz a ativacdo de células dendriticas e
a secrecdo de IL-12 por celulas apresentadoras de antigenos que induzem a producéo de
IFN-y por células T CD4+ (GUMY et al.,, 2004). A secrecdo de IL-12 pode ser
desencadeada pela fagocitose do parasito e pode ser amplificada por IFN-y
(SUTERWAALA & MOSSER, 1999; MAROVICH et al., 2000), estabelecendo um
feedback positivo (BELOSEVIC et al., 1989; HEINZEL et al., 1995).

No entanto, a interleucina 4 (IL-4) e interleucina 13 (IL-13) inibem a producao
de intermediarios reativos de oxigénio em macrdfagos ativados por IFN-y (BOGDAN et

al., 2000). Células T CD4" e células T NK podem participar na producdo de IL-4 nas
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primeiras horas de infeccdo, e com isso modular a diferenciagdo para Th2 (VON DER
WEID et al., 1996; BRANDT et al., 2000; NOBEN-TRAUTH et al., 2000).

Neste contexto, a citocina regulatéria 1L-10, produzida por células T, B,
macrofagos, células dendriticas e células epiteliais, representa um papel importante na
progressdo ou cura da doenca. Inicialmente a IL-10 modula efetores Thl, e com a
inibicdo da sintese de citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, leva a reducdo na ativacao
de macrofagos e conseqlientemente a uma resposta Th2, promovendo uma infeccao
latente (BOGDAN et al., 1991; BELKAID et al., 2001).

Pacientes humanos com LV apresentam niveis séricos altos de TNF-a e de IL-6
que estdo relacionadas com febre e astenia e 0 TNF-a pode contribuir para a perda de
peso e acentuar a desnutri¢do nesses pacientes. O TGF- B esta associado com a inibicdo
da proliferacédo celular e pode ter papel importante na reducdo da producdo de hemécias,
neutrdfilos e plaquetas pela medula déssea contribuindo para a patogénese da LV. As
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) ndo produzem IL-2, IL-12 ou IFN-
vy quando estimuladas com antigeno de Leishmania. Na doenga aguda existe uma
auséncia ou baixa proliferacdo linfocitaria e capacidade reduzida de produzir IFN- v,
fatores associados com a alta producdo de IL-10, caracteristica da LV. Também se
observa uma ativacdo policlonal de linfocitos B, com producéo exagerada de anticorpos,
inclusive auto anticorpos, levando a um quadro de hipergamaglobulinemia e imuno-
complexos circulantes, que nao participam da resisténcia a leishmaniose (BACELLAR
et al. 2000).

1.3 O hamster como modelo experimental na leishmaniose visceral

Camundongos e hamsters tém sido amplamente empregados como modelos
experimentais para o estudo da LV. Diferentes linhagens de camundongos séo
geneticamente susceptiveis ou resistentes a infeccdo por diferentes espécies de
Leishmania. Entretanto, mesmo aqueles susceptiveis sdo capazes de controlar a infec¢éo
por L. donovani ou L. chagasi (BARBOSA JUNIOR et al., 1987), de forma que o0s
modelos murinos ndo séo ideais para se avaliar a infeccdo visceral, caracterizada por sua
progressédo e disseminacédo, geralmente vistas em humanos.

Na realidade, nenhum modelo experimental ir4 reproduzir exatamente a

patologia de seres humanos. Para cada animal de laboratorio utilizado, o desfecho da
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infeccdo dependera de uma combinacdo de fatores como a espécie de Leishmania, a
viruléncia do parasito, o volume do inoculo e a rota de infecgdo (HANDMAN et al.
2001). No entanto, os hamsters tém sido utilizados para estudar diferentes formas de
leishmaniose causadas por diversas espécies de parasitas (CHILDS et al.,, 1984;
LINDOSO et al., 2004). Diferentes rotas de infec¢do também tém sido utilizadas, sendo
as mais comuns a intradérmica, a intracardiaca e a intraperitoneal (MATHIAS et al.,
2001; SHARMA et al., 2004).

Hamsters infectados com formas visceralizantes de Leishmania (L. donovani ou
L. chagasi/infantum), apresentam uma infecgdo progressiva no figado, baco e medula
0ssea levando a muitas das manifestagdes clinicas desenvolvidas por seres humanos.
Sdo observadas diferentes altera¢bes clinico-laboratoriais como anemia, leucopenia,
trombocitopenia, e caguexia associada com o acimulo de parasitas nas visceras, além de
hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia; e, se nenhuma medida terapéutica for
iniciada os animais podem ir a 6bito (GOSH et al., 1987; PEARSON et al., 1990;
MELBY et al., 2001). Contudo, muitos hamsters desenvolvem ascite severa antes de
irem a Obito; e, estudos histoldgicos tém revelado a presenca de glomerulonefrite
mediada por imunocomplexos e amiloidose disseminada, que podem conduzir ao
desenvolvimento de sindrome nefrdtica (SARTORI et al., 1991) sendo a Gltima um
achado raro em seres humanos e em cédes com leishmaniose visceral (PEARSON et al.,
1996).

Esplendcitos de hamsters infectados com L. donovani expressam uma quantidade
significante de citocinas do tipo Thl como IFN-y, IL-2 e TNF-o. Embora possuindo
baixa ou nenhuma expressdo de IL-4, quantidades substanciais de mRNA para TGF-§3 e
IL-10 estdo presentes. Além do mais, ha uma expressdo diminuida de mRNA para
NOS2 e uma baixa geracdo de NO em hamsters infectados (MELBY et al., 2001).
Assim, a incapacidade em controlar a infeccdo pode estar relacionada a falta das

funces efetoras dos macrofagos infectados (PEREZ et al., 2006).

Por serem altamente susceptiveis os hamsters tém sido utilizados em estudos de
farmacos, vacinas e mecanismos de imunossupressao (BASU et al., 2005; GARG et al.,
2006). Além disso, sdo animais de facil manipulacdo, de manutencéo pratica e de baixo
custo, com possibilidade de obtengdo em grande escala em curtos periodos de tempo e 0
tipo de resposta observada frente a estas infec¢bes tém tornado estes vertebrados cada

vez mais Uteis em pesquisas. Entretanto, a caréncia de muitos reagentes e anticorpos
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especificos de hamsters ainda constitui um obstaculo que vem sendo enfrentado,
limitando as respostas obtidas planejadas em desenhos experimentais. Alguns destes
obstaculos tém sido superados utilizando-se novas abordagens moleculares para a

avaliacdo imunoldgica destes animais (MELBY et al., 2001).

1.4 Vacinas para leishmaniose visceral

Estudos em vacinologia tém sido realizados com a intencdo de criar uma nova
estratégia eficiente para o controle e erradicacdo da LV (MODABBER, 1990; SANTOS
et al., 2002), a qual poderia proteger ndo somente os animais, como também, o homem,
interferindo diretamente, ou indiretamente na cadeia epidemioldgica de transmissao
dessa importante endemia (MONJOUR et al.,, 1985; MARZOCHI et al., 1985;
ASHFORD, 1996). No entanto, estes estudos apresentaram graus variados de protecdo,
0 que tem incentivado a busca de novos imundgenos que possam proporcionar uma

interveng&o vacinal eficaz para o controle da LV (HANDMAN, 2001).

Em geral, as vacinas para Leishmaniose séo divididas em trés categorias quanto
ao processo de producdo: (i) vacinas de primeira geracdo, onde foram empregadas
preparacdes antigénicas tipicamente constituidas por antigenos brutos; (ii) vacinas de
segunda geracdo, que consistem de parasitos Vvivos geneticamente modificados,
bactérias ou virus recombinantes como vetores de expressdo e antigenos recombinantes
e (iii) vacinas de terceira geracao, que incluem as vacinas de DNA (PALATNIK-DE-
SOUSA, 2008). Muito tem se trabalhado para a caracterizacdo de antigenos parasitarios
capazes de induzir respostas imunes protetoras, possibilitando a produgdo de vacinas
mais efetivas. Nesse contexto, as vacinas de segunda e terceira geracdo tém sido
bastante exploradas (HANDMAN, 2001).

1.4.1 Vacinas empregando antigenos recombinantes

As proteinas recombinantes foram testadas isoladamente ou em combinacao,
sendo que na maioria das vezes para se obter o resultado desejado € necessario a
formulacdo com adjuvante. Apesar de diferentes estudos utilizando antigenos
recombinantes ja terem sido realizados na intencdo de se desenvolver uma vacina contra

a LV, apenas alguns ofereceram um grau consideravel de protecdo. Entre os antigenos
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testados, podemos destacar a proteina de superficie rHASPBL1, que foi capaz de conferir
protecdo em camundongos contra desafio experimental com L. donovani, sem uso de
adjuvante (STAGER et al., 2000). A Leish-111f, uma proteina de fusdo composta de
trés antigenos TSA (proteina oxidante tiol especifico), LmSTI1 (proteina estresse
induzivel da L. major) e LelF (Fator de Iniciacdo de Leishmania) fundidos, formulados
com o adjuvante MPL-SE9(Lipidio A do LPS atenuado) que protegeu camundongos
contra LC e LV (COLER et al., 2002, SKEIKY et al., 2002, COLER et al., 2007).
Entretanto, com o uso de outros adjuvantes, esta formulacdo ndo conferiu protecdo em
cées infectados naturalmente com L. infantum (GRADONI et al., 2005).

A proteina P é formada por uma familia de inumeras proteinas &cidas
ribossomais, que se encontra dentro das subunidades ribossomais 60S (TOWBIN et al.,
1982). Em eucariotos, a familia da proteina P, consiste em trés membros, PO, P1 e P2,
que formam um complexo pentamérico, em que homodimeros P1/P2 estdo ligados a
uma Unica proteina PO, através de sua por¢do terminal NH, (UCHIMI et al., 1990).
Estudos de inibicdo com anticorpos e deplecdo de subunidades da proteina P
demonstraram que estas proteinas participam nas sinteses de outras proteinas (STACEY
etal., 1988).

A proteina acida ribossomal de L. infantum (LiPO) € um componente estrutural
da subunidade maior do ribossomo e foi descrita como um antigeno imunodominante,
capaz de induzir respostas imunes, observando-se a presenca de anticorpos especificos
em soro de pacientes e cdes infectados com L. chagasi - L. infantum (IBORRA et al.,
2005).

Em um trabalho utilizando-se a regido C-terminal da LiPO presente em uma
proteina multicomponente administrada com BCG como adjuvante observou-se
protecdo em cées contra infec¢do por L. infantum (MOLANO et al., 2003). Em outro
estudo, neste caso utilizando-se camundongos imunizados com rLiPO (proteina
recombinante), detectou-se em esplendcitos e células do linfonodo uma maior producao
de IFN-y, sem, no entanto conferir protecdo (IBORRA et al., 2003).

Posteriormente, observou-se em camundongos, a eficacia da administracdo da
rLiPO associada a oligodeoxynucleotideos de CpG. Quando utilizados como adjuvantes
vacinais, apresentam efeitos potentes em respostas imunes celulares, induzindo protecédo

de longo prazo. Foi demonstrado nessa associacdo, protecao contra a reproducdo do
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parasito associada & producdo de IFN- vy, inducdo de resposta Thl, sem prevenir, no
entanto, resposta do tipo Th2 (IBORRA et al., 2005).

Da mesma forma, este mesmo grupo mostrou que a imunizacdo de camundongos
com proteinas ribossomais (LRP) de Leishmania combinadas com CpG ODN como
adjuvante induziram uma resposta Th1 especifica com producéo de anticorpos anti-LRP
e IFN-y, mas ndo IL-4 apos estimulacdo in vitro de esplendcitos. Apos a infecgdo, foi
detectada a presenca de IL-12 dependente da producdo de IFN-y e uma producédo
reduzida de IL-4 e IL-10 a qual foi associada a protecdo (IBORRA et al., 2008).

Mais recentemente, Ramirez e colaboradores (2009) avaliaram a protecdo a
longo prazo conferida pela rLiPO e mostraram que camundongos imunizados foram
capazes de controlar uma reinfec¢do por L. major, reforcando a idéia que a proteina
LiPO é um candidato promissor para estudo no desenvolvimento de vacinas tanto para

LC quanto para LV.

1.4.2 Vacinas empregando bactérias ou virus recombinantes como vetores de

expresséao

Uma nova abordagem das vacinas de segunda geracdo é o uso de virus ou
bactérias recombinantes expressando antigenos de Leishmania, onde bactérias (BCG,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes) ou virus (vaccinia virus) sdo
utilizado como vetores de expressdo e sistema adjuvante. A utilizacdo destes
microorganismos visa a atrair células para o sitio da imunizacao e induzem a secre¢do
de citocinas pro-inflamatérias como IL-12 (FLESCH & KAUFMANN 1995) e IFN-y
(LAGRANDERIE et al., 1996).

Foi estudada em camundongos BALB/c uma vacina administrada por via oral,
onde se utilizou uma cepa atenuada de Salmonella typhimurium expressando o gene que
codifica a proteina de superficie gp63 de L. major. Esta vacina induziu uma forte
resposta Thl ao antigeno e mostrou boa protecdo apds desafio com L.major em
camundongos BALB/c (XU et al., 1995). Em outro estudo utilizando uma abordagem
experimental similar, a imunizagédo de camundongos BALB/c com Toxoplasma gondii
ts-4 transgénico que expressa a KMP-11 levou a protecdo dos animais contra a infec¢éo
por L. major (RAMIREZ et al., 2002).
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De forma semelhante, o virus Vaccinia, quando empregado como vetor
expressando as proteinas de superficie de promastigotas GP46/M-2/PSA-2, induziu
protecdo contra posterior desafio por L. amazonensis (MCMAHON-PRATT et al.,
1993). Este mesmo virus, expressando o antigeno LACK (receptor homodlogo da
quinase C ativada de Leishmania), protegeu cédes contra infeccdo por L. infantum
(RAMIRO et al., 2003). Finalmente, a utilizagdo desta mesma formulagdo protegeu
camundongos contra L. major, utilizando uma estratégia prime-boost (sensibilizacéo e
reforco) (GONZALO et al., 2002).

1.4.2.1 Mycobacterium como Vetor de Expressao

O bacillus Calmette-Guérin (BCG), é uma forma atenuada de Mycobacterium
bovis. E a vacina mais utilizada no mundo, tendo sido administrada a 3 bilhes de
individuos desde 1948, com baixa frequéncia de efeitos adversos sérios. Além disso,
esta micobactéria funciona como um excelente adjuvante, pois é capaz de induzir uma
resposta imune tanto humoral quanto celular e vem sendo utilizada no desenvolvimento
de vacinas contra diferentes patdgenos. A partir de uma Unica dose, que pode ser
aplicada logo apds o nascimento, pode-se produzir uma imunidade de longa duragédo
que ira persistir por até 10 anos (OHARA, YAMADA 2001).

O BCG ja foi testado experimentalmente como candidato vacinal expressando
diversos antigenos de diferentes de microrganismos como virus (HIV), bactérias
(Clostridium tetani, Borrelia burgdoferi, Streptococcus pneumoniae) e parasitas
(Plasmodium falciparum, L. major e L. chagasi, Schistosoma mansoni) (OHARA,
YAMADA 2001).

A primeira proteina recombinante de Leishmania a ser expressa em diferentes
vetores de expressao foi a gp63, uma metaloproteinase expressa na superficie de
promastigotas de L. major, e quando utilizado como proteina recombinante, néo
protegeu camundongos contra a infeccdo por L. major (HANDMAN et al., 1990).
Entretanto, a imunizagdo utilizando o gp63 expresso em BCG induziu significante
protecdo em camundongos quando desafiados com L. major (ABDELHAK et al., 1995)
e promastigotas e amastigotas de L. mexicana (CONNEL et al., 1993).

Mais recentemente, o LCR1, antigeno extraido de uma biblioteca de cDNA de

amastigotas de L. chagasi, que estimulam a proliferacdo de linfécitos T, também foi
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expresso em BCG e conferiu protecdo parcial em camundongos imunizados por via
subcutanea e desafiados com L. chagasi (STREIT et al., 2000). No entanto, o BCG é
uma micobactéria patogénica e de crescimento lento, necessitando 3 a 6 semanas de
cultivo em meio sélido (OHARA, YAMADA 2001). Nesse contexto, a busca por novas

alternativas se faz necessario.

Alternativamente, o Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis), € uma
micobactéria de baixa patogenicidade que apresenta crescimento réapido, podendo
propagar uma geracdo a cada 1-3 horas. Possui uma poderosa capacidade adjuvante, ja
sendo utilizado como modelo para M. tuberculosis e para outros genes estrangeiros,
apresentando um alto nivel de expressdo. Diferentemente de outras espécies de
micobactérias, como o BCG que sobrevive nas células do hospedeiro por inibicdo do
amadurecimento do fagossomo, M. smegmatis é rapidamente destruido pelas proteases
dos fagossomos de células infectadas, facilitando uma répida absorcdo dos antigenos

expressos e uma apresentacio cruzada do antigeno (LU et al., 2009).

M. smegmatis recombinante (rM. smegmatis) ja foi testado experimentalmente
como candidato vacinal para M. tuberculosis, como um sistema de expressdo alternativo
para BCG ou M. tuberculosis, e na imunoterapia contra o cancer expressando citocinas
(LU et al., 2009). Em outro estudo rM.smegmatis expressando Omp26, uma proteina
de membrana dea Helicobacter pylori conferiu protecdo em camundongos ap6s desafio
com (LU etal., 2009).

Mais recentemente foi publicado um estudo em que a imunizagdo com
rM.smegmatis expressando a fusdo duas proteinas de M. tuberculosis fundidas ESAT6-
CFP10 conferiu a mesma protecdo que o BCG em camundongos desafiados com M.
tuberculosis (ZHANG et al., 2010), tornando-se um bom candidato para substitui¢do do
BCG. No entanto, até o momento, nunca havia sido testada alguma forma de
imunizacdo utilizando-se o rM. smegmastis como vetor de expressao de antigenos para

profilaxia da leishmaniose.

1.4.3 Vacinas de DNA

Vacinas de DNA, também conhecidas como vacinas “genéticas”, “de acidos
nucléicos” ou “de polinucleotideo”, capacitam a producdo de antigenos in vivo. Elas

permitem a expressdo de proteinas em celulas de mamiferos apos a introducdo das
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construgdes de DNA codificando a proteina a ser testada. O DNA plasmidial é
absorvido pela celula e translocado até o ndcleo, onde é transcrito e posteriormente
traduzido no citoplasma. A eficiéncia da captacdo e da expressdo do DNA plasmidial é
extremamente baixa, mas é suficiente para induzir uma resposta imune celular e
humoral (GURUNATHAN et al., 2000).

A possibilidade de manipular o DNA possibilita a criagcdo de vacinas desenhadas
para a geracdo de moléculas co-estimulatdrias, citocinas ou de direcionar a producao de
proteinas alvo em compartimentos celulares desejados. Estes fatores podem direcionar o
tipo de resposta imune a ser desenvolvida. Adicionalmente, também é possivel gerar
vacinas de DNA multicompetentes, capazes de codificar diferentes antigenos e
estimular a geracdo de imunidade contra uma variedade de patégenos ou fases do ciclo
celular de um mesmo agressor, tornando a vacina de DNA uma estratégia atraente para
0 desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose. A velocidade com que a
manipulacdo génica pode ser conduzida pode oferecer uma producdo rapida de
diferentes tipos de vacinas. Outras vantagens oferecidas pelos plasmideos de DNA em
relacdo as formulacfes com proteinas sdo facilidades de estoque sem perda de poténcia
e possibilidade de producéo em larga escala com custo relativamente baixo (AZEVEDO
etal., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; GARMORY et al., 2005).

Diferentes antigenos tém sido testados almejando uma protecdo contra a LV
(MORENO et al., 2007). Dentre os antigenos de Leishmania que exibiram atividade
protetora quando administrados como vacinas de DNA, destacam-se as proteinas de
membrana e varias proteinas intracelulares, tais como as histonas nucleossomais,
proteinas de choque térmico e diferentes proteinas ribossomais (DUMONTEIL, 2007;
KHAMESIPOUR et al., 2006).

O potencial protetor do antigeno LACK foi demonstrado contra a infeccéo por L.
major (GURUNATHAN et al., 1997). Utilizando modelo murino, este mesmo grupo
demonstrou que, embora a vacina de DNA expressando LACK induzisse uma forte
resposta imune do tipo Thl, ela ndo protegeu contra o desafio por L. donovani (MELBY
et al,. 2001). Em contrapartida, Gomes e colaboradores, em 2007, demonstraram que a
administracdo por via intranasal do DNA que codifica 0 LACK induziu protecdo de

camundongos contra a infecgdo por L. chagasi.
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Da mesma forma, a proteina acida ribossomal LiPO quando administrada como
vacina de DNA conferiu protecdo em camundongos desafiados com L. major. Nesse
estudo, apesar de ndo ter sido detectada a presenca de anticorpos anti-LiP0, foi
observado tanto em esplendcitos quanto em células do linfonodo um aumento na
producdo de IFN-y (IBORRA et al., 2003).

Apesar dos ensaios clinicos realizados até 0 momento terem apontado que as
vacinas de DNA sdo bem toleradas e seguras, elas ndo foram capazes de demonstrar
imunogenicidade suficiente em seres humanos (LU et al., 2008). Assim, na tentativa de
aperfeicoamento da vacina de DNA, surgiu a metodologia denominada prime-boost.
Nesta estratégia, ha uma primeira exposicdo ao antigeno seguida de um reforco, que
podem ou ndo ser diferentes entre si. No caso da imunizacdo homologa, a primeira
exposicdo e o reforco sdo do mesmo componente por exemplo, DNA que codifica o
antigeno ou a proteina recombinante. Na imunizacdo heter6loga hd uma combinacgéo
destes diferentes componentes, potencializando assim a resposta imune (RAMSHAW et
al., 2000).

A estratégia prime-boost tem se mostrado promissora no desenvolvimento de
vacinas contra a leishmaniose. De fato, quando a imunizacdo com LACK foi feita de
maneira heterdloga (DNA/proteina) em cées, estes apresentaram protecdo contra a LV
causada por L. infantum. Essa protecdo foi correlacionada a auséncia de sintomas,
presenca de anticorpos anti-Leishmania em baixa quantidade, maior grau de ativagédo de
células T e maior producéo de citocinas do tipo Thl (RAMOS et al., 2008).

Ja, IBORRA e colaboradores (2005) empregaram esta estratégia utilizando
plasmideo de DNA (pcDNA3-LiP0) seguido de proteina recombinante (rLiPO). Esta
estratégia levou a uma resposta imune humoral predominantemente do tipo Th2, com
preponderancia de Imunoglobulinas do tipo 1gG2. No entanto, apesar de proteger
camundongos C5BL/6 contra leishmaniose cutanea, ndo preveniu a progressdo da

doenca em BALB/c apds desafio com L. major.
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2. JUSTIFICATIVA

As espécies de Leishmania que infectam o homem estdo presentes em quase
todos os continentes e sdo endémicas em 88 paises. A incidéncia anual estimada € de
aproximadamente 1.5 milhdes de casos de LT e 500.000 casos de LV (WHO, 2005) e a
incidéncia da doenga em pacientes imunocomprometidos vém aumentando. As drogas
utilizadas para o tratamento para leishmaniose além de possuirem alto custo e elevada
toxicidade, tém gerado resisténcia em muitas cepas de Leishmania. A atual estratégia de
controle da LV preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude estd baseada na
deteccdo e eliminacdo de cées infectados, associado ao tratamento dos casos humanos e
ao controle vetorial (TESH,1995). Como essas medidas de controle tém sido
parcialmente efetivas, o desenvolvimento de vacinas tem sido considerado como
prioritario pela Organizacdo Mundial de Salde. Esses fatores demonstram que a
elaboracdo de uma vacina, tanto para humanos como para caes, seria a melhor estratégia
para o controle da doenca. A utilizacdo de vacinas no mundo foi proposta como medida
pratica em Salde Publica para o controle de varias doencas em distintas situacdes
epidemioldgicas. A viabilidade de uma vacina poderia causar um impacto no controle
da doenga diminuindo a frequéncia da infeccdo humana (MODABBER, 1990;
HOMMEL et al., 1995).

Duas formulagdes vacinais contra a leishmaniose visceral canina (LVC) foram
langadas, somente no Brasil, a primeira a partir do antigeno Fucose Manose Ligante,
extraido de promastigotas de L. donovani, que demonstrou alguma eficacia contra a
LVC (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002). No entanto, o
Ministério da Saude determina que a esta vacina ndo seja utilizada como medida de
controle da LV no Brasil, considerando que animais vacinados apresentam
soroconversdo, dificultando na diferenciacdo entre animais infectados e vacinados.
(BRASIL — MINISTERIO DA SAUDE - NOTA TECNICA, 26 DE NOVEMBRO DE
2003). A segunda, composta do antigeno extraido de amastigotas de Leishmania (A2),
apesar de ndo gerar soroconversdo conferiu protecdo parcial em cdes imunizados e
posteriormente infectados (FERNANDES et al., 2008).

Com este propoésito, neste trabalho, pretendemos avaliar se Mycobacterium

smegmatis recombinante expressando o gene que codifica a proteina acida ribossomal
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de L.infantum (LiP0O), bem como a LiPO como vacina de DNA utilizando tanto como
estratégia homdloga como heter6loga, atuam na diminuicdo da carga parasitaria em

hamsters quando estes forem desafiados com L. chagasi.
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3. HIPOTESE

A imunizagdo com M. smegmatis recombinante, expressando o gene que codifica
a proteina acida ribossomal de Leishmania infantum (LiPO), bem como o plasmideo e/ou
proteina LiPO utilizando estratégia homdloga (composta de plasmideo de DNA) e heteréloga
(composta de plasmideo de DNA adicionado a proteina recombinante e CpG), confere
protecdo contra a LV em hamsters, reduzindo a carga parasitaria contra infeccao por L.

chagasi.

4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo Geral

4.1.1 Desenvolvimento de vacinas, utilizando rMycobacterium smegmatis,

expressando o gene que codifica a LiPO;

4.1.2 Imunizagdo com vacinas de DNA que codificam a LiPO utilizando-se

duas estratégias: a homdloga e heteréloga.

4.2  Objetivos Especificos

4.2.1 Avaliacdo da infeccdo experimental de hamsters com L. chagasi por

diferentes vias

4.2.2 Clonagem e expressao dos antigenos LiPO de Leishmania infantum

expresso em Mycobacterium smegmatis recombinante;

4.2.3 Avaliar a imunogenicidade de Mycobacterium smegmatis
recombinante,
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4.2.4 Avaliar a capacidade imunoprotetora das imuniza¢des com
rMycobacterium smegmatis expressando o gene que codifica a proteina

LiPO contra a infeccdo por L. chagasi em hamsters;

4.2.5 Avaliar a capacidade imunoprotetora das imunizagdes homologa,
utilizando-se plasmideo de DNA que codifica a LiPO, e heter6loga,
utilizando plasmideo de DNA que codifica a LiP0, seguido de reforco com a
proteina recombinante em combinacdo com imunomoduladores (CpG

ODN), contra a infecgdo por L. chagasi em hamsters;

4.2.6 Avaliar o melhor candidato vacinal, considerando-se um bom

candidato, aquele que reduz a carga parasitaria em pelo menos 80%.
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5. DESENHO EXPERIMENTAL

51  Avaliacio da melhor via de infecgéo

Desafio com 10° de L. chagasi por via
— @« endovenosa (EV), intradérmica (ID) ou
intraperitoneal (IP)

50 hamsters Golden syrius
15/grupo

Quantificagdo Carga
Eutanasia ‘ Parasitaria por LDA
30, 60, 90 dias

+ LN

5.2 Imunizagdo com rM.smegmatis

1. rM.smegmatis LiPO
2. r.M.smegmatis
3. Salina

Desafio com L. chagasi

— @SS 105 EV 30 dias apGs 22

imunizagdo

e >

2 doses por via
intradérmica com intervalos
de 30 dias

45 hamsters Golden syrius
15/grupo

'Cpl:rzr;ittl;lrciaacagrcforia « Euthanasia ELISA Anti-Smg
asitaria p 25, 50, 75 days Anti-LiPO
e Citocinas por

Real time PCR

+ LN



5.3 Imunizagéo pcDNA3LIPO

Desafio com L. chagasi

—@RSSSL9 105 EV 30 dias ap6s 32

imunizagao

1. pcDNA3-LiPO

2. pcDNA3 r—— >
3. pcDNA3-LiPO+ rLiPOCpG
4. Salina

60 hamsters Golden syrius
3 doses por via intramuscular 15/grupo
e intradérmica (rLiPO + CpG)
com intervalos de 15 dias

o Eutanasia
Quantificagdo Carga ” « 25, 50, 75 dias
Parasitaria por LDA T

+LN

e citocinas por
Real time PCR

ELISA anti-LiPO
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Animais

Hamsters (Mesocricetus auratus) da raca Golden Syrius, machos, com idade
entre 2 e 4 meses foram obtidos do biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPgGM — FIOCRUZ). Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CPqGM, protocolado com a
numeragdo L-IGM-011/009.

6.2 Parasitas

Promastigotas de Leishmania chagasi (MCAN/BR/00/BA262) foram cultivados
em estufa BOD a 23°C em meio de cultura de insetos Schneider’s (LGC, Sao Paulo,
BRA) suplementados com soro bovino fetal a 10% (Crispion, Brasil), 2 mM de L-
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Sigma, EUA).

6.3 Expansdo de rM. smegmatis

Os ensaios de clonagem e expressdo de LiPO em Mycobacterium recombinante
foram realizados pelo Dr. Ivan P. Nascimento (Laboratério Integrado de Microbiologia
e Imunoregulagdo) — CPqGM. O genes do antigeno foi clonado em vetores de expressao
para micobactéria dirigidos pelo promotor mutado da B-lactamase de M. fortuitum,
pBlaF, e contendo o marcador de sele¢do para kanamicina. A expressdo dos antigenos
foi analisada por Western blotting, utilizando-se soro de coelho previamente imunizado
com LiPO. Para a expansdo de M. smegmatis sem inserto, foi utilizado 20 mL de meio
liquido de meio Middlebrook 7H9 (Difco™) em um tubo Falcon de 50mLe adicionou-
se 50 pL da col6nia do M. smegmatis. Para o rM. smegmatis LiPO foi utilizado 10uL do
antibiotico Kanamicina 40% em 20 mL meio de Middlebrook 7H9. As bactérias foram
levadas ao agitador 180 rpm/72h a 37°C. Posteriormente, as amostras foram sonicadas
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por trés minutos e mantidas a -20°C até serem utilizadas para as técnicas de ELISA e
Western Blotting.

6.4  Western Blotting para deteccdo da expressdo do gene da LiPO
expressa pelo rM.smegmatis

Foi realizada eletroforese em gel SDS-PAGE (acrilamida/bisacrilamida 29:1),
com o gel de separacdo a 12%. Preparou-se um tampéo contendo 1,5 M tris-HCI, com
pH 8,8 e 0,4% de SDS e o gel de empilhamento (stacking Gel). A composi¢do do
tampé&o de eletroforese foi 25 mM de Tris-HCI pH 8,3, 200 mM de glicina e 1% de
SDS. A eletroforese das proteinas foi realizada a 70 Volts em gel 14cm X 16 cm com
duracdo de 16 horas. As bandas protéicas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se tamp&o com 25 mM de Tris, 193 mM de glicina e 20% de
metanol. A transferéncia foi feita em cuba (Hoeffer-Scientific), por 2 horas, a 18 A. A
membrana de nitrocelulose, foi bloqueada por 2 horas em uma solucdo constituida de
leite em po desnatado a 5% em tampédo TBS (10 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,9% de
NaCl), a temperatura ambiente sob agitacdo leve e depois lavada 2 vezes em tampao
TBS-Tween 0,2% por 10 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada com o soro de
coelho anti-LiPO0, diluido 1/2000 em leite em p6 desnatado a 5% em tampao TBS, por
16 horas a temperatura de 2 a 8°C. Apo0s este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes
(15 minutos em cada lavagem), em tampédo PBS-Tween 0,05%, sob agitacdo leve em
temperatura ambiente. Posteriormente, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo
secundario iGG anti-coelho conjugado a fosfatase alcalina, diluido 1/4.000 em leite em
pé desnatado no tampdo de incubacdo, por duas horas, a temperatura ambiente, sob
agitacdo suave. A seguir, lavou-se a membrana seis vezes (15 minutos em cada
lavagem) em PBS-Tween. Para revelacdo das bandas, utilizou-se 4 ml do revelador

Western Blue (Promega) e a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 4gua destilada.

6.5 Proteina recombinante e pcDNA3-LiPO

A proteina recombinante de Leishmania infantum (LiP0O), bem como o plasmideo
contendo inserto que codifica o gene da LiPO de Leishmania infantum (pcDNA3-LiP0)

e 0 plasmideo vazio (pcDNA3) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Manoel Soto, da

33



34

Universidad Autonoma de Madrid, Espanha. Bactérias linhagem de Escherichia coli
competentes foram transformadas com os plasmideos e a purificacdo dos mesmos foi
realizada utilizando-se um kit de isolamento de plasmideo “Giga Prep Endofree”

(Qiagen, Alemanha) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

6.6 Imunizac6es

6.6.1 Imunizacdo com rM.smegmatis

Grupos de 15 hamsters Golden Syrius foram imunizados com 10° UFC de M.
smegmatis vazio ou expressando a proteina (LiPQ), injetando-se por via intradérmica na
orelha esquerda um volume de 20uL, utilizando-se agulha de 29G (BD Ultra-Fine, NJ,
USA). O mesmo volume de solucéo salina foi inoculado nos animais controles. Cada

grupo foi vacinado duas vezes com um intervalo de 30 dias entre as imunizagdes.

6.6.2 Imunizacdo pcDNA3-LiP0

Nas imunizag¢fes com plasmideos recombinantes (pcDNA3 ou pcDNAS3-LiP0),
os hamsters foram imunizados trés vezes, pela via intramuscular, no membro posterior
direito, com intervalos de 15 dias entre as imunizagdes. Cada animal recebeu 100 pg de
PCDNA3-LiP0 ou 100 pg de pcDNA3, em um volume de 50 uL. (IBORRA et al., 2003).

Nas imuniza¢des com plasmideo recombinante (pcDNAS3-LiP0) e proteina
recombinante (rLiP0), os animais foram injetados com 100 pg de plasmideo
recombinante (pcDNA3-LiIP0), duas vezes, com intervalo de 15 dias, no membro
posterior direito, pela via intramuscular. Quinze dias apds a segunda imunizacdo 0s
animais receberam pela via intradérmica, na orelha direita, 10 pg de proteina
recombinante (rLiP0) (IBORRA et al., 2003) mais 1 nM de CpG ODN 1826 (18-24 pb -
5TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3" mol wt 6364,1G/mol) (SANE et al, 2010),
em um volume de 20 uL.. O mesmo volume de solucéo salina foi inoculado nos animais
controles. Para as imunizages, foram utilizadas seringas de insulina BD ULTRAFINE
(BD Pharmingen, EUA) e agulha hipodérmica de 30G (271/2G). Quinze dias apds a

ultima imunizagdo, amostras de sangue foram coletadas para a realizacdo de anélises de
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ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-M.smegmatis e IgG anti-LiP0. Cada grupo
era composto de 15 animais.

6.7 ELISA para deteccdo de IgG anti-M. smegmatis e 1gG anti-LiP0

Para os animais imunizados com M. smegmatis ou rM. smegmatis LiPO os titulos
de anticorpos foram mensurados antes da primeira imunizacao e 15 dias ap0s a primeira
e segunda imunizacGes. Para os animais imunizados com plasmideo recombinante
(pcDNA3 ou pcDNA3-LiP0), tanto na estratégia homdloga como heterdloga. Os titulos
de anticorpos foram mensurados antes da primeira imunizacdo e ap6s a terceira

imunizacéo.

Para realizagdo do ELISA anti-M. smegmatis, placas de 96 pocos (Nunc, New
York, USA) foram sensibilizadas com um 2 pg/ml de M. smegmatis sonicado trés
minutos em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9.6, 100uL/pogo ¢ incubadas durante a
noite a 4 °C. Para realizagdo do ELISA anti-LiPO as placas de 96 pogos foram
sensibilizadas com lpg/mL de LiPO em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9.6,
100puL/pogo incubadas durante a noite a 4 °C.

Foram realizadas trés lavagens com 250ul/pogo, de PBS Tween 20 0,05% e os sitios
inespecificos foram blogueados, utilizando-se 200ul/pogo de PBS Tween BSA 1% por 2h a
37°C. Foram realizadas mais quatro lavagens com PBS Tween 0,05% (250ul/pogo) e
adicionou-se 100uL/pogo dos soros diluidos a 1/100 em PBS Tween 0,05% e incubou-se por
lh a 37°C. Apos 3 lavagens com PBS Tween 0,05% (250ul/pogo), adicionou-se 100ul/pogo
do anticorpo anti-imunoglobulina G (IgG) total de hamster diluido a 1/1.000 em PBS Tween
0,05% e as placas foram incubadas 1h a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS Tween 0,05% e incubadas com 100ul/poco do substrato p-nitrofenil fosfato na
concentracdo de 1mg/mL dissolvido em tampdo carbonato-bicarbonato com 0.2 mM de
cloreto de magnésio pH 9.6 por 15 minutos a temperatura ambiente. A reacdo colorimétrica
foi interrompida ap6s adi¢ao de 50ul/pogo de NaOH 3M. A leitura das placas foi realizada
espectofotometro SpectraMax 190 (Toronto, Canadd) (450nm) e analisado pelo software

SoftMax Pro v5 (Toronto, Canadd). Os resultados foram expressos em densidade otica (OD).



6.8 Infeccao

Para a infeccdo experimental, utilizamos promastigotas estacionarias de L.
chagasi (de 6 a 7 dias de cultura), a qual foi avaliada através de contagens diarias. Os
parasitas foram lavados com salina & 1700g por 4 minutos a 4°C. O sedimento obtido foi
lavado com salina a 1700g por 10 minutos a 4°C por mais trés vezes e re-suspensos na

concentragdo de 1x10'/mL.

6.8.1 Awvaliacdo da melhor via de Infec¢édo

Sessenta hamsters foram infectados com 10° promastigotas de L. chagasi,
obtidas em fase estacionaria da cultura, divididos em trés grupos de 15 hamsters cada
um, classificados segundo a via de infeccdo: infeccdo por via intradérmica, na face
externa da orelha direita; infec¢do por via intraperitoneal e infec¢do por via endovenosa.
Para este procedimento foram utilizadas seringas de insulina com agulha 29G de calibre
(BD Ultra-Fine).

6.8.2 Infeccdo por via endovenosa

A via endovenosa foi escolhida por esta ter resultado em maior carga parasitaria
em menor intervalo de tempo, quando comparado as demais vias de infeccdo. Trinta
dias apds a ultima imunizagéo, os hamsters foram desafiados por via endovenosa com
1x10° promastigotas de L. chagasi utilizando-se seringas com agulhas de 29G em

volume de 20puL por animal.

6.9Determinacéo da carga parasitaria por diluicdo limitante

Todos os animais foram eutanasiados em camara de CO,, segundo protocolo do
CEUA do CPgGM. Os hamsters do experimento avaliacdo da melhor via de infeccdo
foram eutanasiados nos tempos 30, 60 e 90 dias apos o desafio. Os animais imunizados

com Mycobacterium ou plasmideo de DNA foram eutanasiados nos intervalos de 25, 50
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e 75 dias ap6s o desafio. Durante a necropsia dos animais foram coletados baco, figado
e linfonodo submandibular. O bago e figado foram pesados e retirou-se um fragmento
de 0,035 a 0,045g. As amostras foram posteriormente maceradas com 1 mL meio
Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA) em peneira ultrafina descartavel e
homogeneizadas, com 4 ml de meio Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA),
suplementado com soro bovino fetal a 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de
penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA, USA). Ao macerado do
linfonodo foi adicionado 2mL de solucdo salina para lavagem das células (300g por 10
minutos a 4°C), que, em seguida, foram resuspensas em 1mL de meio completo para
contagem de 10" células. Foi realizada diluicdo seriada dos homogeneizados com
diluicdes seriadas de 1:5 a 1:1000 em placas de 96 pocos contendo meio sélido NNN
agar sangue (Novy-MacNeall-Nicolle) (NICOLLE, 1909). Seis replicacdes foram feitas
para cada diluicdo. As placas foram analisadas em microscopio invertido para
verificacdo do aparecimento de formas promastigotas de L.chagasi, a partir do terceiro
até o décimo dia de cultura. Neste periodo, as placas foram incubadas numa estufa BOD
a 23 °C. A carga parasitaria do bago, figado e linfonodos foi analisada utilizando a
técnica de diluicdo limitante descrita previamente por TITUS et al. (1991) e a
determinacdo da carga parasitaria baseada na diluicdo limitante foi estimada utilizando-
se o programa ELIDA (LIMA et al., 1997).

6.10 Extracdo de RNA e Preparo do cDNA para Deteccédo de Citocinas

As células do linfonodo dos hamsters foram utilizadas para obtengdo de RNA
para se verificar a producdo de citocinas. O RNA total foi extraido utilizando-se o
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Apés a contagem das células do linfonodo, uma aliquota doi separada para a
determinacdo da carga parasitaria e as demais foram centrifugadas a 300 g por 10
minutos a 4°C. Em seguida, foram ressuspensas em 300uL de Trizol para liberagdo do
RNA. O RNA foi isolado e precipitado na presenca de cloroférmio e isopropanol. Apos
lavagem com etanol a 70% e a 100%, o RNA foi dissolvido em &gua tratada com
dietilpirocarbonato. A concentracdo e purificagdo do RNA foram determinadas por
leitura em espectofotébmetro utilizando-se comprimentos de ondas de Azgp € Azgo NM.

Apos a quantificacdo, o material foi mantido a -70°C. A sintese de cDNA foi realizada
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acrescentando-se 2pug de RNA a 30ul de uma mistura contendo oligonucleotideos (dt)
12-18, 2,5 uM, dNTPs, ImM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), tampao 1X (Tris-HCI
20mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl, 2mM), 20U de inibidor de ribonuclease e 50U da
transcriptase reversa Superscript Il (Gibco, Carlsbad, CA, USA). A reacéo foi incubada
no termociclador a uma temperatura de 42°C durante 50 minutos. Esta reacdo foi
interrompida a uma temperatura de 95°C durante 5 minutos. Em seguida as amostras de

cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento do uso.

6.11 Quantificacio da Producéo de Citocinas por PCR em Tempo Real

Os primers (iniciadores) utilizados nas reacOes de amplificacdo foram
desenhados pelo programa Primer Express (Applied Biosystems, EUA). O tamanho dos
primers variou de 18 a 23 bases, a temperatura de anelamento (Tm, do inglés “melting
temperature”) de 59°-61°C e o contetdo de GC de 40-60% e foram utilizados na
concentracdo de 250nM. O tamanho dos produtos de amplificagdo gerados variou de 90
a 110pb e Tm 75°- 85°C. As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em placas
de 96 pocos, usando o reagente “SYBR-Green PCR Master MIX” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e o equipamento “Perkin-Elmer ABI Prism 7500 Sequence
Detection System”. A reacdo foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1
minuto a 60°C, de acordo com o manual do fabricante ABI PRISM 7500. A
determinagdo da intensidade de fluorescéncia na reagdo foi feita pelo calculo do ARn
(ARn=Rn" - Rn"), onde Rn" = intensidade de emissdo do SYBR-Green / intensidade de
emissdo do ROX em um dado momento da reacdo, e Rn™ = intensidade de emissao do
SYBR-Green / intensidade de emissdo do ROX, antes da amplificacdo. O composto
ROX ¢é utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescéncia que emite tem
intensidade constante durante toda a reacdo, enquanto que a fluorescéncia emitida pelo
SYBR-Green aumenta a medida que este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante os
ciclos iniciais da reacgdo, ndo ha acimulo de produtos de amplificacdo e os valores de
ARn permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX > SYBR-Green). Na fase
logaritmica da reagdo ocorre acimulo dos produtos de amplificagdo e a ARn ultrapassa
a linha de base. Para a quantificagdo relativa, foi estabelecido um valor de ARn, que é
uma linha de corte (Threshold) para cada curva de amplificacdo de um dado par de

primers. O nimero do ciclo em que a ARn cruza o Threshold corresponde ao Ct (cycle
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threshold) da amostra. O valor de Ct ¢ preditivo da quantidade de mRNA alvo presente
na amostra. O calculo da quantificacdo relativa foi feito pelo método de 244", onde ACt

= Ct gene alvo — Ct gente referéncia, e AACt = ACt amostra — ACt controle.

A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociacdo. Para isso,
apos a reacdo, a placa foi submetida a um segundo programa: 95°C por 1 minuto, 60°C
por 1 minuto e 95°C por 1 minuto. A curva de dissociagdo consiste na monitorizacdo da
fluorescéncia das amostras em relacdo ao aumento de temperatura. A fluorescéncia das
amostras decresce com 0 aumento da temperatura, pois a medida que as pontes de
hidrogénio que mantém as duplas fitas unidas se rompem (devido ao aumento de
temperatura), 0 SYBR-Green é liberado. A fluorescéncia é emitida somente quando o
DNA esta em dupla fita. Assim, quando observamos somente um pico de fluorescéncia
em uma dada temperatura significa que houve amplificacdo de um produto especifico.
Esta temperatura € a temperatura de anelamento ou melting point (Tm) do produto de
amplificacdo (amplicon). A Tabela 1 mostra a sequéncia de e as caracteristicas dos

primers utilizados.

O método 2744¢

para o calculo da expressdo génica assume que a eficiéncia de
amplificacdo do gene alvo e do gene de referéncia € igual a 2, ou seja, 100%. Para o
célculo da eficiéncia foi utilizada a equacdo E = 100*'%"%) onde E corresponde a
eficiéncia e slope corresponde ao coeficiente de angulacdo da curva. Para cada gene
estudado foi realizada uma reacdo com diluicdes seriadas de amostra de cDNA (1/5 a

1/1250) e o primer de interesse.

Tabela 1 Descrigdo e identificacdo dos genes estudados, sequéncia dos primers
utilizados e caracteristicas do produto de amplificagéo.

Primers Identificagéo Sequéncia Tamanho | Tamanho
Gene Bank Amplicon | Amplicon
(@) (PB)
5’CTGACATGCCGCCCTGGAG
GAPDH X02231 3’'TCAGTGTAGCCCAGGATGCC 82 101
5>GAAGCTCACCAAGATTCCGGTAA
IFN-y M28621 3’ TTTTCGTGACAGGTGAGGCAT 78 91
5’AGACGCCTTTCTCTTGGAGCTTAT
IL-10 AF046210 3’GGCAACTGCAGCGCTGTC 77 102
5’GCTACCACGCCAACTTCTGTC
TGF-B 3’ TGTTGGTAGAGGGCAAGG 57.3 21
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6.12 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad-
Prism 5.0 (GraphPad Software, USA). Dados ndo paramétricos foram apresentados
como média e desvio padrdo. As diferencas observadas entre os grupos foram
analisados pelo teste de Kruskall Wallis (one-way ANOVA), seguido pelo pés teste de
Dunns. A carga parasitaria foi avaliada pelo célculo da area sob a curva resultante dos
trés tempos analisados dos animais imunizados e de animais controle, apds o desafio.
As diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando p<0.05 utilizando
um intervalo de confianca de 95%.
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7 RESULTADOS

7.1  Avaliago das vias de infeccéo

Inicialmente, realizamos experimentos de infeccdo de hamsters por diferentes
vias (endovenosa, intradérmica e intraperitoneal), utilizando 10° Leishmania em fase
estacionaria de crescimento, para identificar em qual estratégia obteriamos uma
infeccdo rapida e eficiente, com acometimento completo dos 6rgéos linféides (linfonodo
sub-mandibular, figado e baco) simulando a patologia de uma infec¢do grave por
Leishmania chagasi. A carga parasitéria do linfonodo, figado e baco foram avaliadas
pelo método de diluicdo limitante, nos tempos 30, 60 e 90 dias ap6s o desafio para 0s

grupos infectados por via intraperitoneal, intradérmica e endovenosa.
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7.1.1 Carga parasitaria no linfonodo, figado e bago

Conforme mostrado na Figura 2, ndo se observou nenhuma diferenga
estatisticamente significativa na carga parasitaria do linfonodo de hamsters entre as
diferentes vias utilizadas. Entretanto, é possivel perceber um maior aumento da carga
parasitaria nos grupos intraperitoneal e endovenoso. No grupo intradérmico, por sua
vez, observa-se um aumento progressivo da carga parasitaria ao longo da infecgéo,

durante os periodos avaliados (Fig.2 A, B e C).

A deteccdo da carga parasitaria no figado se mostrou mais elevada no grupo
endovenoso, observando-se cerca de 10 parasitas/figado no periodo de 30 dias, sendo
esta diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos intraperitoneal e
intradérmico (Fig. 2 D). O grupo endovenoso manteve-se em torno de 10° no decorrer
da infeccdo, sendo que a significancia estatistica foi observada nos tempos de 60 dias
em relacdo aos grupos intraperitoneal e intradérmico (Fig. 2 E) e 90 dias quando

comparado com o grupo intradérmico (Fig. 2 F).

A carga parasitaria no baco para o grupo endovenoso nos dias 30 e 90 pds-
infeccdo foi estatisticamente significante quando comparada aos grupos intradérmico e
intraperitoneal, respectivamente, no mesmo periodo (Figs. 2 G e I). No grupo
intradérmico, apesar dos animais apresentarem um aumento progressivo da carga
parasitaria no baco, no decorrer da infeccdo, ndo foram detectadas diferencas
estatisticas. Por outro lado, o grupo intraperitoneal manteve-se em torno de 10°

parasitas/baco no decorrer da infecgédo (Fig. 2 G, H, I).
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desafiados com L. chagasi, analisando-se as vias de infec¢do: Hamsters
Golden Syrius (15 animais/grupo) foram infectados com 10° de L. chagasi pelas
vias intraperitoneal (IP), intradérmica (ID) e endovenosa (EV), e avaliou-se a
carga parasitéria do linfonodo (A, B, C), baco (D, E, F) e figado (G, H, I) nos
tempos 30, 60 e 90 dias apds a infec¢do. As colunas representam a media e 0

desvio padrao dos resultados obtidos de um Unico experimento. (*, p <0, 0284;
** p <0,0036)
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7.2 Imunizagdo com rM. smegmatis expressando o gene que codifica a
proteina LiPO

7.2.1 Avaliacdo da expressado da LiP0 por Western Blotting

Com a finalidade de se observar a expressdo da LiPO em rM. smegmatis,
realizou-se a técnica de Western Blotting, utilizando-se como anticorpo primario soro de
coelho previamente imunizado com a proteina LiP0O, e como anticorpo secundério anti-
IgG de coelho conjugada a fosfatase alcalina. No Western Blotting observamos
reconhecimento inespecifico de proteinas na amostra de M. smegmatis e provavelmente
houve quebra da proteina LiPO rM. smegmatis (Fig. 3 - coluna 3), uma vez que esta
originalmente tem um peso molecular (PM) de 33kDa e nos nossos experimentos
detectou-se uma banda com PM de 20kDA.

MW  rSmg@ rSmglLiP0
(KDa)

125
102

76
52
38
31

24

17

Figura 3. Avaliacdo da expressdo do gene da proteina acida ribossomal de
L.infantum (Lip0) pela técnica de Western Blotting em amostras de
rM.smegmatis (rSmg @), e rM.smegmatis expressando a proteina LipO
(rSmgL.iPO).
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7.2.2 Detecgéo de anticorpos da classe 1gG anti-M. smegmatis em soros de

hamsters pelo método de ELISA

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade do rM. smegmatis, coletou-se
soros dos animais imunizados e controle (salina) nos tempos antes da imunizag&o, ap6s
a primeira e a segunda imunizacao para a deteccdo de anticorpos especificos contra a
micobactéria. Observou-se que nos grupos imunizados com M. smegmatis vazio e rM.
smegmatis LiPO, houve a producdo de anticorpos IgG anti-M. smegmatis logo apos a
primeira imunizacdo, a qual foi estatisticamente significativa quando comparado ao
grupo salina (fig. 6 B,C), demonstrando a capacidade antigénica deste veiculo na

inducdo da resposta imune.
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Figura 4. Avaliacdo da resposta imune humoral anti-rM. smegmatis em
Hamsters Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis
expressando o gene que codifica a proteina LiP0. Hamsters Golden Syrius
foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via intradérmica
com 10° UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiPO. Os soros dos
animais imunizados e salina controle foram coletados nos tempos antes da
imunizacdo (A), apos primeira (B) e segunda imunizacdo (C) para a deteccdo de
anticorpos especificos contra a micobacteéria (*, p< 0,0117, **, p< 0,0007).
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7.2.3 Detecgdes de anticorpos da classe 1gG anti-LiPO em soros de

hamsters imunizados com rM. smegmatis LiPO pelo método de ELISA

Avaliou-se o efeito das imunizagdes com rM. smegmatis expressando o gene da

proteina LiPO e grupos controles (M. smegmatis vazio e salina), nos tempos antes da

imunizacdo, apds a primeira e a segunda imunizacdo para a producao de anticorpos IgG

totais contra proteina LiPO (Fig 5 A, B e C). Entretanto, ndo foi observada significancia

estatistica quanto a producdo de anticorpos em nenhum dos grupos imunizados. Estes

resultados mostram que a proteina LiPO expressa em rM.smegmatis ndo induziu

resposta imune humoral em hamsters (Fig. 5C).
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Figura 5. Avaliacdo da resposta

imune humoral anti-LiPO em Hamsters

Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis expressando o
gene que codifica a proteina LiP0. Hamsters Golden Syrius foram imunizados
duas vezes com intervalo de trinta dias por via intradérmica com 10° UFC de M.
smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0. Os soros dos animais imunizados e salina
controle foram coletados nos tempos antes da imunizacao (A), ap6s primeira (B)
e segunda imunizacdo (C) para a deteccdo de anticorpos especificos contra a

LiPO.



7.2.4 Analise de citocinas por Real Time PCR

O perfil de citocinas (IFN-y, TGF-R e IL-10) produzidas pelas células dos
hamsters imunizados com M. smegmatis ou rM.smegmatis LiPO foi avaliado por Real
Time PCR. Assim, quinze dias ap0s a segunda imunizacdo os animais foram
eutanasiados e o linfonodo drenante coletado para extracdo de RNA e posterior sintese
do cDNA. A expressdo de IFN-y, TGF-B e IL-10 foi analisada por PCR em tempo real.
Os niveis de expressdo dos genes de interesse foram normalizados em relacdo ao gene
endogeno GAPDH e calibrados com os niveis de expressdo observados em animais
controle. Os resultados foram expressos no numero de vezes em que 0S niveis de
expressao génica dos animais imunizados foram maiores em relagdo aos animais

controle, conforme descrito em materiais e métodos.

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os grupos de animais
imunizados e o grupo controle. Entretanto, observa-se que os animais imunizados com
rM.smegmatis LiPO apresentaram maior concentracdo de IFN-y (Fig. 6 A) e menor

quantidade de TGF-B e IL-10 quando comparado aos grupos controle (Fig.6 B e C).

IFN-y TGF IL10
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Figura 6. Avaliagdo da expressdo de citocinas em linfonodos de hamsters
Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis expressando
0 gene que codifica a proteina LiPO. Hamsters Golden Syrius (5
animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por
via intradérmica com 10° UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiPO.
Quinze dias ap6s a segunda imunizacdo os animais foram eutanasiados e o
linfonodo drenante coletado para extracdo de RNA e posterior sintese do cDNA.
A expressao de IFN-y, TGF-i3 e IL-10 foi analisada por PCR em tempo real.
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7.2.5 Analise da carga parasitaria no linfonodo

Embora ndo tenhamos encontrado uma significante resposta protetora nos
animais, resolvemos desafiar os hamsters, para verificar o possivel efeito desta vacina
na infeccdo por L. chagasi. Como discutido anteriormente, optamos pela via
endovenosa que resulta em uma maior carga parasitaria no baco e figado em um
intervalo de tempo mais curto. Com o objetivo de se avaliar a carga parasitaria apés a
imunizacéo, foi retirado o linfonodo submandibular direito, visto que, a via de desafio

determinada foi endovenosa e diante disso ndo é possivel definir um linfonodo drenante.

A partir da analise dos resultados, foi possivel observar que os grupos de animais
imunizados com M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiPO apresentaram um aumento
progressivo do numero de parasitas. Ja 0os animais do grupo salina, apresentaram um
decréscimo da carga parasitaria aos 50 dias apds a infec¢do, seguido de um aumento
acentuado aos 75 dias apds o desafio (Fig. 7 A). Quando avaliamos a carga parasitaria
calculado pela comparacdo da area sob a curva resultante, tampouco observamos uma

diferenca significativa (Fig. 7 B).
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Figura 7. Carga parasitaria no linfonodo de hamsters imunizados com M.
smegmatis vazio e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a
proteina LiP0O e posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden
Syrius (15 animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta
dias por via intradérmica com 10° UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis
LiPO e infectados com 10° de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias ap6s a
segunda imunizacdo. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram
eutanasiados e o linfonodo esquerdo coletado para quantificagdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante. As linhas do grafico A representam a média
mais desvio padrdo da carga parasitaria. O gréafico B representa a area sob a
curva da carga parasitaria. Os resultados foram obtidos de trés experimentos.
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7.2.6  Analise do peso e carga parasitaria no figado

O peso dos figados dos hamsters nao diferiu no decorrer do tempo entre 0s
animais imunizados e controles. Apenas aos 75 dias apos a infeccdo o grupo imunizado
com M.smegmatis vazio apresentou um pequeno aumento em relacdo aos demais

grupos, mas esta diferenca nao foi estatisticamente significativa (Fig. 8 A, B e C).

Analisando todos os grupos de hamsters, observou-se que o nimero de parasitas
no figado aumentou progressivamente nos tempos de 25 e 50 dias apds a infecgéo.
Surpreendentemente, aos 75 dias ap6s a infecgdo, os hamsters imunizados com rM.
smegmatis expressando a LiP0O, apresentaram uma carga parasitaria de 2 logaritimos
maior que 0s grupos controles. No entanto, esta diferenca ndo mostrou ser significativa
(Fig. 8 A,BeC).

Quando relacionamos 0 peso com a carga parasitdria dos os hamsters
imunizados com rM. smegmatis expressando a LiPO, observa-se que, apesar do aumento
na carga parasitaria aos 75 dias apés a infeccdo, o peso do 6rgdo apresenta um pequeno
decréscimo de 1,0 grama em relacdo ao periodo anterior, demonstrando neste caso nao

haver relacdo entre peso e carga parasitaria (Fig. 8 C).

Quando avaliamos a carga parasitaria, calculado pela comparacdo da area sob a
curva resultante observamos que a imunizacgdo nao resultou em diferencas significativas
(Fig. 8 D). Com isso, constatamos ndo haver diferengas estatisticas entre o grupo
imunizado e controles (Fig. 8 A, B e C).
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Figura 8. Peso e carga parasitaria no figado de hamsters imunizados com rM.
smegmatis e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a proteina LiP0 e
posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15
animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via
intradérmica com 10° UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiPO e
infectados com 10° de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias apés a segunda
imunizacgdo. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram eutanasiados e 0
figado coletado e pesado (g) e também utilizado para a quantificacdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante. Nos graficos A, B e C, as linhas representam a
média mais desvio padrdo da carga parasitaria e as colunas representam a média
mais desvio padrdo do peso. O grafico D representa a area sob a curva da carga
parasitaria. Os resultados foram obtidos de trés experimentos.
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7.2.7 Analise do peso e carga parasitaria no bago

Na avaliacdo do peso do baco, observou-se que aos 25 dias ap0s a infec¢do ndo
houve diferenga no peso do 6rgdo entre os grupos analisados, entretanto aos 50 dias
observa-se um aumento do peso do ba¢o nos animais imunizados com rM.smegmatis
LiPO que se mantém aos 75 dias (Fig. 9 A, B e C). O M.smegmatis vazio, apesar de
apresentar no tempo de 75 dias um peso maior, 0,2 gramas em compara¢do com o

periodo anterior, esta diferenca ndo mostrou ter diferenca significativa (Fig. 9 C).

Na avaliacdo da carga parasitaria no bagco observa-se que todos 0s grupos
analisados apresentam um aumento progressivo do nimero de parasitas aos 25 e 50 dias
apos a infeccdo. Aos 75 dias, é observado nos grupos controles, uma estabilizacdo da
carga parasitaria no bago, enquanto que no grupo imunizado com rM. smegmatis LiPO,
verifica-se um discreto decréscimo, sem no entanto, ser observada significancia
estatistica (Fig. 9 A, B e C).

Quando avaliamos a carga parasitaria, calculado pela comparacdo da area sob a

curva resultante observamos que a imunizagéo néo resultou em diferencas (Fig. 9 C).
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Figura 09. Peso e carga parasitaria no baco de hamsters imunizados com rM.
smegmatis e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a proteina LiP0O e
posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15
animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via
intradérmica com 10° UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiPO e
infectados com 10° de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias apés a segunda
imunizacdo. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram eutanasiados e o
baco coletado e pesado e também utilizado para a quantificacdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante. Nos graficos A, B e C, as linhas representam a
média mais desvio padrdo da carga parasitaria e as colunas representam a média
mais desvio padrdo do peso. O grafico D representa a area sob a curva da carga
parasitaria. Os resultados foram obtidos de trés experimentos.
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7.3 Imunizagdo com pcDNA3LIiPO

A auséncia de reducdo de carga parasitaria entre 0s grupos imunizados com
rM.smegmatis expressando o gene que codifica a proteina LiPO e seus controles nos
induziu a hipotetizar se a proteina acida ribossomal administrada como vacina de DNA
utilizando estratégia homdloga, constituida de 3 imunizacbes com somente DNA, e
heter6loga, composta de vacina de DNA e proteina recombinante mais adjuvante (CpG-
ODN), seria capaz de induzir protecdo e reducdo da carga parasitaria em hamsters
desafiados com L.chagasi.

7.3.1 Deteccdes de anticorpos da classe 1gG anti-LiPO em soros de hamsters
pelo método de ELISA

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade de LiPO, coletou-se soros dos
animais imunizados e controles, quinze dias ap6s a terceira imunizacdo para a detecgédo
de anticorpos especificos contra a proteina. Observou-se que no grupo imunizado com a
estratégia heter6loga composta de duas doses de pcDNA3-LiP0 (100ug cada) por via
intramuscular seguida de uma dose reforgo utilizando rLiPO + CpG-ODN por via
intradérmica, ocorreu producdo de anticorpos IgG anti-LiPO0, a qual foi estatisticamente
significativa quando comparado aos grupos que receberam a estratégia homologa

composta apenas de pcDNAS3LIPO e plasmideo vazio (pcDNA3) e salina (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo da resposta imune humoral anti-LiPO em hamsters
imunizados com pcDNA3, pcDNA3 LiP0 e pcDNA3 LiP0 + rLiP0 e CpG.
Hamsters Golden Syrius foram imunizados trés vezes com intervalo de quinze
dias por via intramuscular (o)cDNA3 e pcDNA3LIiP0) e intradérmica (rLiPO
+CpG) com 100ug de pcDNA3 ou pcDNA3LIPO e 10ug de rLiP0O + 1nM CpG.
Os soros dos animais imunizados e salina controle foram coletados quinze dias
apos a terceira imunizacdo para a deteccdo de anticorpos especificos contra a
LiPO (*, p<0,0209, **, p=0,0041).
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7.3.2 Anélise da carga parasitaria no linfonodo

Na analise da carga parasitaria do linfonodo de hamsters é possivel observar que
aos 25 dias ap6s o desafio, nos animais imunizados com o plasmideo (DNA) que
codifica a proteina LiP0O, ocorreu um aumento na carga parasitaria equivalente a quase
cem vezes mais que os demais grupos. Entretanto, no decorrer da infecgdo, nos tempos
avaliados, percebe-se que os o grupo pcDNA3LiPO parece estabilizar em 107 parasitas
aos 50 dias chegando a 10% aos 75 dias ap6s a infeccéo, enquanto os demais grupos
apresentam um aumento acelerado, destacando-se o grupo salina que alcanca até 10°
parasitas. Surpreendentemente, o grupo que recebeu o plasmideo vazio (pcDNAS3) foi o
que apresentou a menor carga parasitaria entre todos os grupos, mas esta diferenca ndo

mostrou ser significativa (Fig. 11 A).

Quando realizamos a Area sob a Curva, observa-se que o grupo Salina se
destaca, apresentando uma carga parasitaria de 10° parasitas, equivalente a uma
diferenca de dois logaritimos maior que os demais grupos, mas esta diferenca nédo é

estatisticamente significante (Fig. 11 B).
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Figura 11. Carga parasitaria no linfonodo de hamsters imunizados com
pPcDNA3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LIPO + rLiP0O e CpG e posteriormente
desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram
imunizados trés vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular
(pcDNA3 e pcDNA3LIP0O) e intradérmica (rLiPO +CpG) com 100ug de
pcDNA3 ou pcDNA3-LIPO e 10ug de rLiPO + 1nM CpG e infectados com 10°
de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias ap0s a terceira imunizacdo. Nos
tempos de 25, 50 e 75 dias apos o desafio, os animais foram eutanasiados e o
linfonodo coletado para quantificagdo da carga parasitaria por diluicdo
limitante. As linhas do grafico A representam a média mais desvio padrdo da
carga parasitaria. O grafico B representa a area sob a curva da carga parasitaria.
Os resultados foram obtidos de um Unico experimento.
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7.3.3 Analise do peso e carga parasitaria no figado

Quando realizamos a anélise do peso do figado é possivel observar um discreto
aumento progressivo do tamanho do érgdo ao decorrer da infec¢do em todos 0s grupos.
No entanto, no grupo salina o peso do 6rgdo ndo parece estar relacionado com a carga
parasitaria, visto que os animais apresentam aos 50 e 75 dias ap0s a infeccdo um
aumento de peso com decréscimo da carga parasitaria (Fig. 12 A). Da mesma forma, o
grupo imunizado com a estratégia homologa, apresentou um aumento acentuado da
carga parasitaria sem alteracdo no peso do 6rgao (Fig.12 C). Inversamente, 0s animais
imunizados tanto com o plasmideo vazio e com a estratégia heteréloga apresentaram,
neste mesmo periodo, um aumento discreto do peso do figado, acompanhado de um
aumento acentuado da carga parasitaria (Fig 12. B, D). Entretanto, na analise da area
sob a curva estas diferengas ndo mostraram significancia estatistica (Fig 12. E).
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Figura 12. Carga parasitaria no figado de hamsters imunizados com
pPcDNAS3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LIPO + rLiP0 e CpG e posteriormente
desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram
imunizados trés vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular
(pcDNA3 e pcDNAS3LIP0) e intradérmica (rLiPO +CpG) com 100 pg de
pcDNA3 ou pcDNA3-LIPO e 10 pg de rLiPO + 1nM CpG e infectados com 10°
de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias ap0s a terceira imunizacdo. Nos
tempos de 25, 50 e 75 dias apds o desafio, os animais foram eutanasiados e o
figado coletado, pesado e também utilizado para quantificacdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante. Nos graficos A, B, C e D, as linhas
representam a média mais desvio padrdo da carga parasitaria e as colunas
representam a média mais desvio padrdao do peso. O gréfico E representa a area
sob a curva da carga parasitaria. Os resultados foram obtidos de um Unico
experimento.



7.3.4 Analise do peso e carga parasitaria no bago

Na analise do peso do bago dos animais imunizados e posteriormente infectados
observa-se um aumento nos grupos controles (Salina e pcDNA3) principalmente o
grupo salina, mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Nos animais
imunizados observa-se uma estabilizacdo do peso entre os dias 25 e 50 apés a infeccéo.
Aos 75 dias pds-infeccdo ocorre um pequeno aumento do baco nestes grupos (Fig 13. C
e D).

Quando avaliamos a carga parasitaria no baco observa-se que 0s grupos
controles (Salina e pcDNAS3) apresentam uma carga parasitaria menor e de crescimento
mais lento (Fig.13 A, B). Surpreendentemente, os grupos imunizados (pcDNA3LiPO ou
pcDNA3LIPO + rLiP0 + CpG) apresentam um aumento progressivo da carga parasitaria,
destacando-se 0 grupo imunizado com a estratégia homoéloga (Fig. 13 C, D). Esta
diferenca pode ser observada na area sob a curva apesar desta ndo ser estatisticamente

significativa (Fig. 13 E).
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Figura 13. Carga parasitaria no baco de hamsters imunizados com
pPcDNAS3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LIPO + rLiP0 e CpG e posteriormente
desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram
imunizados trés vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular
(pcDNA3 e pcDNAS3LIP0) e intradérmica (rLiPO +CpG) com 100 pg de
pcDNA3 ou pcDNA3-LIPO e 10 pg de rLiPO + 1nM CpG e infectados com 10°
de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias ap0s a terceira imunizacdo. Nos
tempos de 25, 50 e 75 dias apds o desafio, os animais foram eutanasiados e 0
baco coletado, pesado e também utilizado para quantificacdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante. Nos graficos A, B, C e D, as linhas
representam a média mais desvio padrdo da carga parasitaria e as colunas
representam a média mais desvio padrdao do peso. O gréfico E representa a area
sob a curva da carga parasitaria. Os resultados foram obtidos de um Unico
experimento.



8 DISCUSSAO

A atual estratégia de controle da LV preconizada pela Organizacdo Mundial de
Saulde esta baseada na deteccdo, eliminacdo de cdes infectados, associado ao tratamento
dos casos humanos e ao controle vetorial (TESH,1995). Como essas medidas de
controle tém sido parcialmente efetivas, o desenvolvimento de vacinas tem sido

considerado como prioritario pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002).

A utilizacdo de vacinas no mundo foi proposta como medida pratica em Salde
Plblica para o controle de varias doencas em variadas situacdes epidemiologicas
(MODABBER, 1990). A viabilidade de uma vacina contra a LV poderia causar um
impacto no controle da doenca, diminuindo a freqiéncia da infeccdo humana
(MODABBER, 1990; HOMMEL et al., 1995).

Desta forma, tem existido um grande esforco da comunidade cientifica no
sentido de se desenvolver e se testar estratégias que levem a obtencdo de uma vacina
eficaz contra a leishmaniose, exemplificadas pela imunizacdo com proteinas
recombinantes pertencentes ao parasita ou ao vetor (revisado em LAUNOIS et al.,
2008) adicionados a sistemas adjuvantes de apresentacdo (revisado em SINGH et al.,
2007).

A proteina acida ribossomal é formada por uma familia de inUmeras proteinas
encontradas principalmente dentro das subunidades ribossomais 60S (TOWBIN et al.,
1982). Apesar de estudos sugerirem que as proteinas acidas participam nas sinteses de
outras proteinas (STACEY et al., 1988), a LiPO e capaz de induzir a producdo de
anticorpos que ndo reagem cruzadamente com proteinas proprias ou de outros
eucariotos (SHIMMIN et al., 1989). Adicionalmente, ja foi demonstrado que pacientes
resistentes a malaria, possuem elevadas concentracbes de anticorpos contra
fosfoproteina PO de Plasmodium falciparum. Entretanto, ndo foi detectado anticorpos
contra PO em pacientes que desenvolveram a doenca (CHATTERJEE et al., 2000). Foi
demonstrado também que camundongos resistentes a infec¢do por Plasmodium yoelii,
possuiam anticorpos contra PO ribossomal. (CHATTERJE et al., 2000).

Apesar de nunca ter sido testado como vetor de expressdo de proteinas na

profilaxia da leishmaniose, o rM.smegmatis ja foi testado com sucesso expressando
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proteinas de outros microorganismos, se tornando um bom candidato para substituicdo
do BCG na profilaxia da tuberculose. Como é rapidamente destruido pelas proteases dos
fagossomos de células infectadas, os antigenos expressos sao rapidamente absorvidos e
apresentados (LU et al., 2009), levando a producio de citocinas em macrdfagos de
forma mais eficiente que outras espécies micobacterianas (YADAV et al., 2004). O M.
smegmatis pode, ainda, ativar e induzir a maturacdo das células dendriticas e acessar a
via MHC classe | para apresentacdo de antigenos micobacterianos (CHEADLE et al.,
2005).

Sendo assim, avaliamos a capacidade protetora do rM.smegmatis expressando o
gene que codifica a proteina acida ribossomal de L. infantum (LiP0), bem como vacinas
de DNA de LiPO, utilizando estratégia homdloga (composta de plasmideo de DNA) e
heteréloga (composta de plasmideo de DNA mais proteina recombinante e CpG-ODN),

contra a infeccdo por L. chagasi em hamsters.

Inicialmente, investigamos se o rM.smegmatis e a LiPO apresentavam
propriedades imunogénicas. Os animais imunizados com rM.smegmatis LiPO apesar de
apresentarem resposta imune humoral anti- rM.smegmatis, ndo produziram anticorpo
contra a LiP0O. No entanto, a auséncia de producdo de anticorpos anti-LiPO nos animais
imunizados ndo foi surpreendente, pois ja foi demonstrado que as imunizagcdes com
DNA favorecem mais o desenvolvimento de uma resposta celular do que humoral
(AGUILAR-BE et al., 2005; revisado em LADDY & WEINER, 2006; revisado em LU
et al., 2008). De fato, IBORRA e colaboradores (2003) observaram a presenca de
anticorpos anti-LiPO apenas em camundongos imunizados com estratégia heter6loga
composta de DNA e proteina.  Alguns trabalhos demonstraram a producdo de
anticorpos em hamsters e camundongos imunizados com plasmideo de DNA que
codifica a KMP-11 (BASU et al., 2005; BHAUMIK et al., 2009), no entanto, a
deteccdo da resposta humoral foi realizada algumas semanas apds o desafio, o que pode
ter levado a participacdo do antigeno parasitirio na inducdo de resposta humoral
(JARDIM et al., 1995). Mais recentemente, MAZUMDER e colaboradores (2011)
detectaram em soros de camundongos imunizados com gp63, utilizando a estratégia
heter6loga composta de DNA e proteina recombinante mais adjuvante, um aumento
significante de 1gG2a comparado aos animais que receberam a estratégia homologa
composta de apenas DNA ou proteina. O mesmo resultado também foi observado em

nosso estudo quando apenas 0s animais imunizados com a estratégia heterologa,
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apresentaram maior produgdo de IgG anti-LiPO quando comparados aos seus
respectivos controles.

Com relacgdo as citocinas, sabe-se que na leishmaniose experimental murina duas
respostas bem distintas determinam o curso da infeccdo. Uma resposta mediada por
células Thl que levam a destruicdo do parasita (MURRAY, 1981; MURRAY et al.,
1983; CHANNON et al., 1984; PASSWELL et al., 1994; LIEW et al., 1990) e outra
resposta induzida por células Th2, as quais estimulam respostas humorais e que,
juntamente com a citocina regulatéria 1L-10, inibem respostas celulares do tipo Thl
promovendo dessa forma a sobrevivéncia do parasita e o progresso da doenga (REED &
SCOTT, 1993; REINER et al., 1993; BOGDAN et al., 2000; SACKS et al., 2002;
ROGERS et al., 2002).

Estudos tém demonstrado a habilidade da micobactéria como componente
vacinal em estimular a secrecdo de IL-12 e IFN-y, aumentando assim o
desenvolvimento de uma resposta especificamente Thl (FLESCH et al.,, 1995,
LAGRANDERIE et al., 1996). STOVER e colaboradores (1991) demonstraram que o
BCG recombinante expressando proteinas heter6logas induzia a producéo de anticorpos
IgG e proliferacdo de linfocitos T com producédo de linfocinas. Em outro estudo, desta
vez utilizando o rM.smegmatis (pPL73-Omp26) como imunoterapico, houve reducao
significativa no niamero de bactérias Helicobacter pilory no estbmago de camundongos

infectados, sendo a protecdo associada a uma resposta Thl e Th2 (LU et al., 2009).

Da mesma forma, FUMAGALLI e colaboradores (2010) demonstraram a
protecdo de camundongos imunizados com a proteina ribossomal de Leishmania (LRP)
e saponina contra um desafio posterior composto por L. chagasi ou L. amazonensis.
Neste trabalho, camundongos vacinados apresentaram producdo de IFN-y e IL-12
associado a presenca de anticorpos IgG2a anti-LRP além de baixos niveis de IL-4 e IL-
10. Adicionalmente IBORRA e colaboradores (2005) mostraram que a imunizagdo com
vacinas de DNA com o gene da LiP0O induzem uma resposta do tipo Thl consistindo
na producéo de IFN-y antigeno especifica sem indugdo de anticorpos. Por outro lado, a
imunizacdo com LiPO-DNA seguido por um refor¢co com rLiPO induziu uma resposta
mista Th1-Th2, com niveis semelhantes de IgGl e IgG2a anti-LiP0. Finalmente, a
imunizacdo somente com proteina recombinante induziu uma resposta exclusivamente
Th2, com producao de IgG1 anti-LiP0O (IBORRA et al., 2003).
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Em nosso estudo, os animais imunizados com rM.smegmatis LiPO, apresentaram
maior concentracdo, embora ndo significativa, de IFN-y e menor quantidade de TGF-i3 e
IL-10 em relacdo aos grupos controle, sem no entanto, apresentarem producdo de
anticorpos anti-LiP0O, caracterizando uma resposta do tipo Thl. Estes resultados

poderiam induzir protecdo em hamsters infectados por L. chagasi.

Muitos estudos mostram que a patogenia envolvendo Leishmania estd
diretamente relacionada a viruléncia da cepa, a espécie de parasita utilizada, a natureza
do in6culo e a rota de inoculacdo do patdgeno. A influéncia da via do in6culo no
desencadeamento da doenca é uma consideracdo importante. As vias intradérmica,
subcutanea, endovenosa, intraperitoneal e a intracardiaca sao freqlientemente utilizadas
como vias de inoculagbes para desafios com Leishmania (BELKAID et al., 1998;
AFRIN et al., 2000; SHARMA et al., 2004). AFRIN e colaboradores (1997) avaliaram
a imunidade protetora induzida pela imunizacdo com lipossomos positivamente
carregados com antigenos de L. donovani e infectaram camundongos e hamsters com L.
donovani pelas vias endovenosa e intracardiaca, respectivamente. Os hamsters
apresentaram 97% de reducdo da carga parasitaria no bago e os camundongos 87% e
81,3% de protecdo em baco e figado, respectivamente. Posteriormente, BOWMIC e
colaboradores (2008) avaliaram a protecdo conferida pelo gp63 encapsulado em
lipossomos em camundongos imunizados, infectando-os com 2,5 x 107 promastigotas
de L. donovani por via endovenosa. Os animais imunizados apresentaram acentuada
resisténcia e controlaram a infeccdo por 3 meses. Mais recentemente, MAZUMBDER e
colaboradores (2011) também avaliaram a protecdo do gp63 utilizando diferentes
estratégias de imunizacdo em camundongos BALB/C posteriormente infectados por via
endovenosa. Neste estudo, foram detectados parasitas no baco e figado 3 meses apds a
infeccdo. Em nosso estudo, quando analisamos as vias de infeccédo, foi possivel detectar
parasitos em linfonodo e baco 30 dias ap6s o desafio pelas vias intradérmica,
intraperitoneal e endovenosa. Outros estudos com especies diferentes de animais, como
cdes e macacos também foram desafiados por esta via, detectando-se parasitas
principalmente no figado e baco (FERNANDES et al., 2008, DENNIS et al., 1986).
Sendo assim, baseado em nossas observacOes e nos estudos de literatura, verificamos
que a infeccdo com L. chagasi pela via endovenosa € viavel, pois é capaz de mimetizar

0 processo infeccioso provocado pela leishmaniose visceral, tornando-se, sobretudo,
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uma alternativa de infeccdo para realizacdo de experimentos de avaliacdo de candidatos

vacinais contra a leishmaniose visceral.

Sabe-se que a presenca de seqiéncias de CpG nos plasmideos de DNA pode
facilitar o desenvolvimento de respostas imunes com a producdo de citocinas pro-
inflamat6rias (MUTWIRI et al., 2004; ZIMMERMANN et al., 2008). MAZUMDER e
colaboradores (2011) demonstraram recentemente a capacidade do adjuvante CpG-
ODN em elicitar uma resposta tanto celular como humoral de longa duragdo quando
adicionados a vacina de DNA ou a uma estratégia prime-boost composta de DNA e
proteina. De fato, uma vez que seqliencias de DNA podem ser reconhecidas por
receptores Toll, elas possuem um papel importante na ativacdo de células da imunidade
inata (BABIUK et al., 2004). Além disso, podem ativar a apresentacdo de células
apresentadoras de antigenos estimulando assim a producdo de II-12, uma citocina
fundamental na ligacdo da imunidade inata com a adaptativa (BASTOS et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2005). A IL-12 pode estimular a producédo de IFN-y por células NK.
Esse mecanismo mostrou ser de grande importancia para a geracdo de respostas
protetoras contra parasitas intracelulares (VIVIER et al., 2005). O aumento da
capacidade de inducdo de citocinas Thl, 6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio
também foram obtidas em um estudo de SANE e colaboradores (2010) que avaliaram a
combinacdo de miltefosina e CpG-ODN em diferentes doses, no tratamento contra
leishmaniose visceral experimental. Neste estudo, hamsters e camundongos infectados
com L. chagasi e posteriormente tratados com miltefosina e CpG ODN (1nM) em
combinagdo apresentaram atividade leishmanicida promissora em relagéo ao seu uso

isolado, demonstrando a capacidade imunomoduladora do CpG.

No entanto, em nosso estudo, nenhuma das estratégias de imunizacdo utilizadas
foram capazes de evitar a progressdo da doenca. Nossos resultados diferem, contudo,
dos encontrados por IBORRA e colaboradores (2003) onde a protecdo foi obtida
quando a LiPO foi aplicada na formulagdo de DNA. Entretanto, a imunizacdo composta
de pcDNA3 LiPO e rLiPO ndo resultou em protecdo apos desafio com L. major por via
intradérmica. Posteriormente, este mesmo grupo demonstrou que a LiP0O tanto na forma
de vacina de DNA como na de proteina recombinante mais CpG ODN conferiu
protecdo substancial contra lesdo dérmica decorrente da infeccdo por L.major em
camundongos C57BL/6. No entanto, é importante considerar que estes ensaios foram

realizados em modelos murinos, desafiados com L. major por via intradérmica, e é
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possivel que esta discrepancia seja fruto de diferencas bioldgicas entre as espécies de
parasitas L. major e L. chagasi, que podem ter contribuido para diferencas na
infectividade e no padrdo de progresséo da doenca (SMITH et al., 2007). Dessa forma,
também é provavel que o desafio utilizando a via endovenosa induza uma infeccdo téo
agressiva que torna-se dificil concluir se a auséncia de protecdo esta relacionada com a
LiPO, seja associada ao micobacterium ou nas estratégias homoéloga ou heteréloga, ou
com o tipo de infeccéo realizada.

GOMES e colaboradores (2008) desenvolveram um modelo de LV em hamsters,
injetando L. chagasi (10°) juntamente com a saliva do vetor, Lutzomyia longipalpis por
via intradérmica. Os animais apresentaram aumento da carga parasitaria no baco e
figado no decorrer da infeccdo e muitos dos sintomas observados em pacientes com
leishmaniose visceral, como anemia, leucopenia, trombocitopenia,
hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia. Utilizando este mesmo modelo, foi
observado que a imunizacao de hamsters com o plasmideo de DNA LIM19, responsavel
pela codificacdo da proteina salivar de L. longipalpis, conferiu protecdo contra um
desafio posterior constituido de parasita mais saliva. Este plasmideo induziu uma forte
reacdo de hipersensibilidade tardia, sugerindo que o mecanismo de protecdo esta
relacionado ao desenvolvimento de uma resposta imune celular. Assim, animais
imunizados com o plasmideo LIJM19, posteriormente desafiados com picada de
fleb6tomos nao infectados desenvolveram reacdo de DTH e por meio de PCR em tempo
real, observou-se uma produgdo de IFN-y e IL-10 no sitio da picada. Estes dados
sugerem que a protecdo contra o desafio constituido de parasitas mais saliva induz uma
producdo de citocinas que destroem o parasita (IFN- y), a0 mesmo tempo em que
impedem uma reacgdo inflamatdria exacerbada local (IL-10). Assim, com uma carga
parasitaria bastante reduzida, os animais controlam a infeccdo, ndo desenvolvendo a
doenca.

Com base nos resultados obtidos, se faz necessario avaliar se a LiPO, utilizando
tanto a estratégia homologa como a heter6loga ou mesmo associada ao M. smegmatis, é
capaz de proteger hamsters infectados com L. chagasi, desta vez por via intradérmica
mais saliva, visto que esta estratégia mimetiza a infeccdo natural, aproximando-se mais
da patogénese real causada pela infeccdo por L. chagasi, alem de proporcionar a
possibilidade de se repetir os experimentos realizados em outros estudos, que obtiveram

sucesso anteriormente, modificando apenas o modelo experimental e o parasita.
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9 CONCLUSAO

As imunizacbes com rM.smegmatis expressando o gene da proteina &cida
ribossomal de L. infantum (LiP0), bem como a LiPO tanto na estratégia homdloga,
composta de DNA, quanto na heter6loga, composta de DNA e proteina mais CpG, néo

foram capazes de prevenir o desenvolvimento da doenca em hamsters infectados com L.

chagasi por via endovenosa.
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