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RESUMO

Estudos anteriores de vacinacdo no modelo murino demonstraram a eficacia da
mucosa nasal na liberagdo efetiva de antigenos totais de L. (L.) amazonensis (LaAg)
para gerar protecdo contra a infecgdo por L. amazonensis. Como a maioria das
cepas de camundongos € resistente a infecgdo pelas espécies do subgénero
Viannia, responsaveis pela maioria dos casos de leishmaniose tegumentar nas
Américas (LTA), nosso grupo tem trabalhado na padronizagdo do modelo hamster
dourado para estudos de vacinas e patogénese, sobretudo na infecgao por L. (V.)
braziliensis. Estudos de imunoprotecdo demonstraram a eficacia do LaAg,
administrado por via intranasal (IN) contra infecgdo por L. braziliensis. Neste
trabalho, buscamos investigar, no modelo hamster, a eficacia protetora e a resposta
imune associada a vacinagao IN e intramuscular (IM) com LaAg frente a infecgéo por
L. amazonensis e L. braziliensis e avaliou-se perfis imunopatogénicos associados a
infeccdo por L. amazonensis ou L. braziliensis. Para isso, hamsters foram
imunizados com duas doses de 20 ug de LaA g por via IN (LaAg IN) ou por via IM
(LaAg IM), e desafiados na pata com 1 x 10° promastigotas de L. braziliensis ou
L. amazonensis. O grupo controle foi infectado, mas ndo vacinado. Apos 5, 30, 50 e
100 dias apos infecgao foi realizada a quantificagdo da carga parasitaria, a dosagem
de IgG total e IgG2 anti-Leishmania e a avaliagdo da expressao de RNAm de
enzimas e citocinas por RTqQPCR. Os resultados dos ensaios de eficacia vacinal
demonstraram que, ao comparar com o grupo controle (n&o vacinado), o grupo LaAg
IN apresentou uma redugdo significativa no crescimento da lesdo e na carga
parasitaria dos hamsters infectados por L. amazonensis, enquanto que o grupo LaAg
IM apresentou uma exacerbacao da lesdo. No 100° dia da infecg&o, o grupo LaAg IM
apresentou uma diminuigdo significativa (p<0,01) da expressdo de iINOS (fold
change=22) comparado com o grupo LaAg IN (98) e comparado com o grupo
controle , um aumento na expressao de Arginase (LaAg IM=131 x controle=80), IL-
10 (LaAg IM=3,4 x controle=2) e IL-4 (LaAg IM= 3,3 x controle= 0,74) nas patas
infectadas. A maior expressao génica de iINOS aos 50 dias nos animais do grupo
LaAg IN comparados aos grupos controle e LaAg IM, pode ser um indicativo indireto
de resposta imune associada a protecao na infecgao por L. amazonensis. No estudo
de imunopatogénese, as lesdes dos hamsters infectados por L. amazonensis eram
nodulares, nao ulceradas e significativamente menores (1,75mm) do que as lesbes
daqueles infectados por L. braziliensis (2,35mm), que eram ulceradas e com visivel
dano tecidual. Por outro lado, a carga parasitaria na pata (7,4 x 10’ parasitos/grama
de tecido) e no linfonodo (2, 6x106) no grupo infectado por L. amazonensis foi maior
que no grupo infectado por L. braziliensis (pata=9, 0x10* e linfonodo=2 Ox104) Os
niveis de IgG e principalmente IgG2 anti-Leishmania do grupo infectado por L.
amazonensis foram maiores que o observado no grupo infectado por L. braziliensis.
Além disso, foi observado um aumento significativo da expressao de iNOS, IFN-y e
TNF na pata dos hamsters infectados por L. braziliensis enquanto que naqueles
infectados por L amazonensis foi observado um aumento de expresséo de arginase.
Estes resultados demonstraram que a vacinag¢ao IN com LaAg induz prote¢ao contra
diferentes espécies de Leishmania relacionadas a LTA (L. amazonensis e L.
braziliensis) no mesmo modelo experimental, o modelo hamster, indicando que a
vacinagdo IN usando LaAg é altamente promissora no desenvolvimento de uma
vacina humana eficaz contra as leishmanioses. Além disso, foi demonstrado que os
hamsters infectados por L.amazonensis e L.braziliensis reproduziram importantes
aspectos clinicos, parasitolégicos e imunolégicos observados na doenga humana.
Este trabalho confirma que o modelo hamster pode ser um modelo de estudo
apropriado para estudos de imunoprotecao e imunopatogénese da LTA.
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ABSTRACT

Previous studies of vaccination in the murine model demonstrated the efficacy
of the nasal mucosa in the effective release of total antigens of L. (L.) amazonensis
(LaAg) to generate protection against infection by L. amazonensis. Since most
strains of mice are resistant to infection by species of the subgenus Viannia, which
are responsible for most cases of cutaneous leishmaniasis in the Americas (ACL),
our group has been working on the standardization of the golden hamster model for
vaccine studies and pathogenesis, especially for L. (V.) braziliensis infection.
Immunoprotective studies have demonstrated the efficacy of LaAg administered
intranasally (IN) against infection by L. braziliensis. In this work, we investigated, in
the hamster model the protective efficacy and immune response associated with IN
and intramuscular (IM) vaccination with LaAg against L. amazonensis and
L. braziliensis infection and evaluated the immunopathogenic profiles associated with
L. amazonensis or L. braziliensis infection. For this, hamsters were immunized with
two doses of 20 ug of LaAg by the IN (LaAg IN) or IM (LaAg IM) route and
challenged in the paw with 1 x 10° promastigotes of L. braziliensis or
L. amazonensis. The control group was infected but not vaccinated. After 5, 30, 50
and 100 days of infection the quantification of the parasite load, total IgG and anti-
Leishmania 1gG2, and the evaluation of the mRNA expression of enzymes and
cytokines by RT gqPCR were performed.The results of the vaccine efficacy trials
demonstrated that the LaAg IN group showed a significant reduction in lesion growth
and parasite load of L. amazonensis infected hamsters when compared to the control
group (unvaccinated), whereas the LaAg group IM presented an exacerbation of the
lesion. On the 100th day of infection, the LaAg IM group showed a significant
decrease (p <0.01) in the INOS expression (fold change = 22) compared to the LaAg
IN group (98) and an increase in expression of Arginase (LaAg IM = 131 x control =
80), IL-10 (LaAg IM = 3.4 x control = 2) and IL-4 (LaAg IM = 3.3 x control = 0.74) on
infected paws, compared to the control group. The highest gene expression of INOS
at 50 days in the animals of the LaAg IN group compared to the control and LaAg IM
groups may be an indirect indicative of immune response associated with protection
in L. amazonensis infection. In the study of immunopathogenesis, the lesions of
L. amazonensis infected hamsters were nodular, non-ulcerated and significantly
smaller (1.75mm) than those infected by L. braziliensis (2.35mm), which were
ulcerated and with visible tissue damage. On the other hand, parasite load on the
paw (7.4 x 107 parasites/gram of tissue) and on the lymphnode (2.6x10°) in the
L. amazonensis infected group were higher than in the group infected by
L. braziliensis (paw = 9.0x10* and lymph node = 2.0x10%). The levels of IgG and
mainly 1gG2 anti-Leishmania from the group infected by L. amazonensis were higher
than that observed in the group infected by L. braziliensis. Also, a significant increase
in the expression of INOS, IFN- y and TNF was observed in the paw of L. braziliensis
infected hamsters whereas, in those infected by L. amazonensis an increase in the
arginase expression was observed. These results demonstrated that IN vaccination
with LaAg induces protection against different ACL-related Leishmania species
(L. amazonensis and L. braziliensis) in the same experimental model, the hamster
model, indicating that IN vaccination using LaAg is highly promising in the
development of an effective human vaccine against leishmaniasis. In addition, it was
demonstrated that hamsters infected by L. amazonensis and L. braziliensis have
reproduced important clinical, parasitological and immunological aspects observed in
human disease. This work confirmed that the hamster model may be an appropriate
model for immunoprotective and immunopathogenesis studies for ACL.
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1. Introdugao
1.1 Leishmanioses — As doencgas

As leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania, familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, transmitida a animais e ao homem porfémeas de vetores dipteros da
subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo)
ou Lutzomyia (Novo Mundo). Somente as fémeas de flebotomineos infectadas séo
capazes de transmitir os parasitos, pois elas se alimentam e necessitam de sangue
para o desenvolvimento de seus ovos. O vetor se torna portador da Leishmania
quando ingerem sangue e linfa de um animal ou uma pessoa infectada. Os
principais hospedeiros da Leishmania sdo animais vertebrados incluindo cées, gatos
e equinos domésticos, assim como gambas, raposa-do-mato, os animais edentados
(exemplo: tamandua e preguicas) e humanos (Quinnell & Courtenay, 2009;
Stockdale & Newton 2013; Brasil, 2017; Ferreira et al. 2018).

O parasito se apresenta de duas formas diferentes, uma no hospedeiro
invertebrado, a forma promastigota, e a outra em hospedeiro vertebrado, a forma
amastigota. A forma amastigota é arredondada ou oval, possui um pequeno flagelo
interiorizado, tendo sua multiplicacdo no interior de células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado, ja a forma promastigota € alongada, possui
flagelo exteriorizado e vive no tubo digestivo de inseto flebotomineos, assim como,
em meios de cultura axénicos (Rey, 2008).

Durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado, o inseto ingere
macrofagos e mondcitos contendo formas amastigotas do parasito. Essas
amastigotas séo liberadas no interior do tubo digestivo do inseto, e no epitélio
intestinal se diferenciam em formas flageladas chamadas promastigotas prociclicas.
Essas, por sua vez, se dividem sofrendo um processo de metaciclogénese,
adquirindo viruléncia e transformando-se em formas promastigotas metaciclicas.
Essas formas do parasito se destacam do epitélio, migrando para cavidade bucal do
inseto e durante o préximo repasto, essas formas infectivas sdo transmitidas ao
hospedeiro vertebrado (Cunningham, 2002; Rey, 2008).

Uma vez em contato com o hospedeiro vertebrado, o parasito induz a
formacdo de um processo inflamatério que nas primeiras horas € constituido por

células polimorfonucleares, principalmente neutréfilos (Solbach & Laskay 2000).
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Embora a incubacgdo de L. major com neutréfilos, tenha mostrado a incapacidade
desse tipo celular em matar o parasito, essa célula apresenta um papel fagocitico,
funcionando como um hospedeiro temporario (Van Zandbergen et al. 2004). Os
neutréfilos apresentam pouca longevidade, porém, o processo normal de apoptose é
retardado pela presenca de Leishmania viva no interior desta célula (Aga et al.
2002).

A leishmaniose € uma doenga com multiplas formas de apresentacao clinica,
cuja expressao depende de fatores inerentes a resposta imune do hospedeiro, ao
agente etiolégico e ao vetor envolvido na transmissdao. Baseada em aspectos
clinicos e evolutivos, a doenga pode ser classificada em dois grandes grupos: a
leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) ou calazar.

Na LV, a mais grave forma clinica da doencga, os sinais e sintomas clinicos
caracterizam-se por hepatoesplenomegalia, com baco e figado palpavel, febre,
perda de massa muscular, anemia, leucopenia, perda de peso, hemorragia nas
mucosas. Além disso, na LV ocorre um processo de imunossupressao que pode
ocasionar complicacdes de natureza infecciosa bacteriana, como por exemplo: otite
média aguda, piodermites, infec¢gdes dos tratos urinario e respiratdrio, que podem
evoluir para um quadro de sepse, podendo levar o individuo ao 6bito quando nao
tratada (Brasil, 2017; Faleiro et al. 2014).

Nas Américas, a leishmaniose tegumentar € conhecida como leishmaniose
tegumentar Americana (LTA). No Brasil, a LTA é causada por diferentes espécies de
Leishmania, sendo que as espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis
e L. (Leishmania) amazonensis sao as mais frequentemente associadas a doenca
humana (Coutinho et al. 1987; revisto por Da-Cruz & Pirmez 2012). Estas espécies
sao responsaveis pela forma clinica mais frequente da doenca, a leishmaniose
cuténea localizada (LC). Esta forma clinica geralmente é indolor, caracterizada por
lesbes na pele, em geral autolimitada, com borda elevada e fundo granuloso limpo
ou com secrecdo, em moldura acompanhada ou nao de linfadenopatia local,
podendo evoluir para a cura espontanea em 50% dos casos, mas que pode evoluir
para uma doenga cronica e progressiva, deixando cicatrizes permanentes, que
podem ter importancia sob o aspecto psicossocial do paciente (Murray et al. 2005;
Da-Cruz & Pirmez, 2012).

Fatores dependente da espécie infectante e da resposta imunolégica do
hospedeiro podem desencadear outras formas clinicas da doenca. Na LC

relacionada a L. braziliensis, cerca de 3% a 5% dos individuos tendem a evoluir para
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a leishmaniose mucosa (LM) que afeta a mucosa nasal, oral e da faringe,
produzindo uma doenca muitas das vezes incapacitante. A LM é curiosamente
caracterizada por baixo numero de parasitas no local das lesdes e alta resposta
imune celular que resulta na destrui¢cao tecidual observada (Desjeux, 2004; Da-Cruz
& Pirmez, 2012).

Outra forma clinica derivada é a leishmaniose cutanea difusa (LCD). No
Brasil, a LCD esta associada principalmente a L. amazonensis e é caracterizada por
lesdes cutaneas multiplas, ndo ulceradas, contendo alto niumero de parasitos e baixa
ou inexistente resposta imune celular especifica ao parasito (Brasil, 2017). A
resposta a terapéutica com antimoniais € bem mais dificil que nas outras formas
clinicas e as recidivas séo frequentes (Lainson, 1983; Brasil, 2017).

Dados da literatura demonstraram que a leishmaniose esta presente em 98
paises nos cinco continentes, com uma taxa de incidéncia anual de mais de 58.000
casos de LV e 220.000 casos de LT. No entanto, apenas cerca de dois tercos dos
paises relataram dados de incidéncia por um periodo de cinco anos. Sendo assim,
foi gerada uma estimativa de incidéncia anual de leishmaniose de 0,2 a 0,4 milhdes
de casos de da forma visceral e 0,7 a 1,2 milhdes de casos da forma tegumentar
(Alvar et al. 2012).

O Brasil é um pais de grande importancia epidemiologica, pois se apresenta
entre os seis paises responsaveis por 90% dos casos de LV no cenario mundial e
entre os dez paises responsaveis por 75% dos casos de LT (Alvar et al. 2012). Estas
colocagdes mostram que o Brasil ocupa posigao impar, pois € endémico para ambas
as formas, tegumentar e visceral, com uma média anual de 25 mil casos de LT
notificados nos ultimos 20 anos e aproximadamente 3,1 mil casos de LV nos ultimos
10 anos. (Brasil, 2014; Brasil, 2017).

Dados da literatura mostram que no Estado da Bahia os habitos
ocupacionais e domésticos de individuos, envolvendo trabalho em fazendas e casas
construidas em clareiras na floresta, aumentaram a exposicdo da populacdo a
infecc&o por L. braziliensis com registros de 7.093 casos de LTA na regido de 2007
a 2012, destes 6.747 (95%) foram casos de LC, 138 (2%) casos de LM e 208 casos
(3%) casos de LCD (Castelluci et al. 2014).

1.2. Métodos de controle da LTA

Os métodos de controle da doenca como a eliminacdo dos hospedeiros

reservatorios e do vetor flebotomineo, sdo operacionalmente dificeis devido a
3



natureza predominantemente silvestre de ambos, ou entdo por envolver canideos de
estimacdo. Atualmente, as medidas de controle sdo a detecgao precoce da doenca e

seu tratamento por quimioterapia.
1.2.1. O tratamento

O tratamento de primeira escolha recomendado pelo Ministério da Saude
para qualquer forma de leishmaniose ainda se baseia nas séries de injegcdes
intramusculares com antimoniais pentavalentes. Com o objetivo de padronizar o
esquema terapéutico, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que a
dose deste antimonial seja calculada em mg Sb*°/kg/dia, havendo dois tipos de
antimoniais pentavalentes que podem ser utilizados, o antimoniato de N-
metilglucamina (ex.: Glucantime®) e o estibogluconato de sodio, sendo este ultimo
ndo comercializado no Brasil (Brasil, 2017).

Inicialmente, pode haver uma resposta ao antimonial, porém sao frequentes
as recidivas, sendo necessario reencaminhar o paciente para servigos de saude. Por
ser um tratamento doloroso e exigir a visita do paciente a unidade de saude por
varios dias, muitos pacientes abandonam o tratamento. Estes fatos, juntamente com
o surgimento de cepas de L. tropica, L. donovani e L. braziliensis resistentes aos
antimoniais colaboram para o insucesso terapéutico do tratamento (Schriefer et al.
2008). Além desses fatores negativos ao tratamento, os antimoniais s&o
extremamente toxicos para o figado, rins e coragao.

As drogas de segunda escolha que estdo disponiveis no mercado sao:
Anfotericina B disponivel como (desoxicolato sdédico de anfotericina B e na
formulacdo lipossomal) e a pentamidina. Entretanto, a anfotericina B também
apresenta uma série de efeitos colaterais como, hipopotassemia, flebite no local da
infusdo, anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteragcbdes cardiacas,
além do alto custo (anfotericina B lipossomal). Ja os efeitos colaterais mais
observados no uso da pentamidina sdo: anorexia, astenia, nausea, dor abdominal,
hipoglicemia prolongada, taquicardia e outras arritmias, insuficiéncia renal,
pancreatite e diabetes (Brasil, 2017).

Diante deste quadro, é imprescindivel a busca por novos farmacos para o
tratamento da doenca e também de uma vacina que possa induzir resposta imune

protetora contra o protozoario.



1.2.2. Vacinagao contra Leishmania spp.

Embora a forma mais eficaz de controlar a doenga seja através da
imunoprofilaxia e apesar dos esforcos despendidos nas ultimas 3 décadas, até o
momento ainda nido se dispde de nenhuma vacina aprovada para uso humano
(Kedziersk et al. 2006, Kedziersk et al. 2010).

Na tentativa de controlar a leishmaniose, alguns paises fizeram uso de um
procedimento denominado leishmanizagdo (Nagill & Kaur, 2011). Este meétodo
envolve a inoculagdo de L. major viva no individuo, causando uma lesao similar a
uma infecgdo natural, mas com a lesdo localizada em um local pré-determinado
evitando assim as lesbes de face. Apds a cura, os individuos estavam protegidos
contra a infeccao natural. Nestes paises, este processo foi demonstrado ser a
medida mais eficaz no controle da leishmaniose cutdnea (Davoudi et al. 2014).
Entretanto, este método foi interrompido devido a uma série de razdes incluindo
controle de qualidade, a persisténcia parasitaria, desenvolvimento de lesdes,
exacerbacao de psoriase, assim como outras doencgas de pele, o surgimento do HIV
e razbes éticas. Tais restricdes fizeram com que seu uso fosse restrito a
Uzbequistdo e a ensaios de eficacia em humanos no Ird (Kedziersk et al. 2010,
Nagill & Kaur, 2011; Silva et al. 2013).

A ocorréncia de uma resposta imune protetora, mesmo que parcial, pdde ser
observada a partir da leishmanizacdo, também, nos casos de cura espontanea em
muitos pacientes com a forma cutdnea. Essas evidéncias sdo a base para os
estudos que buscam uma vacina capaz de induzir uma resposta protetora contra a
leishmaniose.

Com inumeros candidatos vacinais estudados, as vacinas sao classificadas
como vacinas de primeira, segunda e terceira geragéo.

As vacinas de primeira geragdo sado compostas de parasitos mortos e
parasitos vivos atenuados.

Dentre as vacinas de primeira geragdo composta por lisado total de
parasitos para uso em humanos, uma das mais estudadas é a vacina produzida no
Brasil pelo grupo do Dr. Wilson Mayrink a partir da década de 70. Primeiramente
esta vacina era composta por um pool de antigenos de cinco espécies de
Leishmania diferentes (Mayrink et al. 1979), sendo mais tarde aprimorada com
apenas antigenos de L. amazonensis, a vacina denominada Leishvacin® que se

mostrou segura e imunogénica nos estudos de fase | e de fase Il (Marzochi et al.



1998, De Luca et al. 1999). Porém, em um ensaio de eficacia realizado na Colémbia,
nao conferiu protecdo em individuos expostos a infeccdo por Leishmania do
subgénero Viannia (Vélez et al. 2005). Entretanto, a Leishvacin® foi efetiva em
reduzir a dose do antimonial necessaria para atingir a cura, sendo administrada junto
com a terapia com antimonial no Brasil, mas ndo como medida profilatica
(Khamesipour et al. 2006).

Dentre as vacinas com parasitos vivos geneticamente atenuados estdo a
Leishmania major knock-out para a diidroredutase-timidilato sintase (DHFR-TS) que
induz prote¢do em camundongos, mas nado em primatas (Veras et al. 1999; Amaral
et al. 2002), a L. mexicana knock-outs para os genes cpa e cpb de cisteina
proteases que conferiram protecdo em camundongos e hamsters contra a infec¢ao
com L. mexicana (Alexander et al. 1998, Saravia et al. 2006), ou ainda a vacinagao
fotodindmica com L. amazonensis transfectadas com genes suicidas induziveis
(Kumari et al. 2009). Apesar de bastante interessantes em termos de protecéo, os
parasitos geneticamente modificados vivos apresentam limitagées de aplicabilidade
e seguranga.

As vacinas de segunda geragao podem ser divididas de acordo com a sua
composicdo em 4 categorias: subunidades definidas, proteinas recombinantes,
fragbes brutas e vacinas vetorizadas.

Entre as vacinas com subunidades definidas destacam-se os estudos com o
antigeno gp63, uma proteina conservada e abundante na superficie celular da
Leishmania (Russo et al. 1991). Outra proteina bastante estudada é a proteina
LACK de 36 kDa e 312 aminoacidos, que recebeu esse nome por apresentar
homologia com as proteinas RACK (Receptores de Proteina Quinase C Ativada) de
mamiferos. Ela é altamente conservada entre espécies de Leishmania e € expressa
tanto na forma promastigota como na forma amastigota do parasito (Mougneau et al.
1995). A susceptibilidade murina a infecgdo com L. major foi correlacionada com a
polarizacdo de células Th2 parasito-especificas, sendo o antigeno LACK o principal
responsavel pela expansdo dessas células, por ativar T CD4" que expressam TCR
V4a/VB38 produtores de IL-4 que se expandem rapidamente apds a infecgao (Launois
et al. 1997). A proteina LACK, também denominada p36, foi capaz de conferir
protecdo contra L. major em camundongos BALB/c somente quando administrada
com IL-12 (Gurunathan et al. 1997). Ainda entre as vacinais de subunidade esta a
proteina A2, um antigeno presente na forma amastigota de Leishmania, que esta

comercializada como vacina canina denominada Leish-Tec® pela HertapeCalier
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(Fernandes et al. 2008) e que recentemente apresentou capacidade de induzir
imunidade protetora em primatas n&o humanos (Grimaldi et al. 2014).
Recentemente, uma proteina purificada de L. donovani denominada LdNH36,
mostrou ser capaz de induzir um aumento em células produtoras de IFN- y , com
diminuicdo da carga parasitaria no modelo murino de infecgdo com L. mexicana
(McAtee et al. 2017).

A primeira vacina de segunda geragéo utilizada em ensaios clinicos de fase |
e Il foi a vacina recombinante LEISH-F1, composta pela proteina antioxidante tiol-
especifica homologa de L. major (TSA), pela proteina 1 stress-induzivel de L. major
(LmSTI1) e pelo fator de iniciagado e alongamento de L. braziliensis (LelF) associada
ao adjuvante monofosforil-lipideo A e esqualeno (MPL-SE) (IDRI, Seattle, WA). Esta
vacina se mostrou segura e imunogénica (Chakravarty, J. et al. 2011). A partir dos
resultados com a vacina LEISH-F1, foi construida a vacina LEISH-F2 que
apresentava algumas modificagdes estruturais e foi avaliada em estudos de fase | e
Il. Posteriormente a vacina denominada LEISH-F3, composta pela proteina
nucleosideo-hidrolase (NH) de Leishmania infantum / donovani e pelos residuos 2-
353 da proteina esterol 24-c-metiltransferase (SMT) de Leishmania infantum em
associagao com o adjuvante glucopiranosil lipideo (GLA-SE) foi avaliada em um
ensaio de fase | de voluntarios adultos saudaveis visando seu uso futuro contra LV.

Entre as fragbes brutas, o FML, ligante de fucose e manose de L. donovani é
dito como protetor na LV, levando a redugao da carga parasitaria e de sinais clinicos
da doenga em céaes (Borja-Cabrera et al. 2010) e foi comercializada, com o nome de
Leishmune® pela FortDodge para aplicagao veterinaria contra LV.

Podemos destacar também as vacinas vetorizadas, que consiste na
utilizagdo de virus ou bactérias recombinantes como vetores vivos, expressando
antigenos do parasito. A imunizagdo com organismos vivos sabidamente induz uma
resposta celular mais intensa e eficiente do que a induzida por antigenos mortos e
purificados, 0 que é uma caracteristica significativa quando se busca uma vacina
contra um parasito intracelular. Entretanto, poucos antigenos de Leishmania ja foram
clonados seguindo essa estratégia, alguns em bactérias como BCG (Connell et al.
1993; Abdelhak et al. 1995; Streit et al. 2000) e Salmonella (Yang et al. 1990; Xu et
al. 1995) e outros em alguns vetores virais (McMahon-Pratt et al. 1993; Ramos et al.
2008).

As vacinas de terceira geragédo s&o as chamadas vacinas de DNA, nos quais

genes que codificam antigenos potencialmente imunizantes sdo inseridos em
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plasmideos. Tais vacinas sao capazes de induzir resposta imune humoral e celular e
que podem ter uma modulacdo aumentada pela adicdo de citocinas e/ou
Oligodeoxinucleotideo (CpG ODN) (Gurunathan et al. 2000). As vacinas de DNA
mais bem estudadas foram as previamente testadas como proteinas recombinantes
(Nagill & Kaur, 2011).

As vantagens das vacinas de DNA sdo a sua capacidade de codificar
proteinas com estrutura e conformacado similares ou idénticas a das proteinas
selvagens, capacidade de gerar respostas humorais e celulares mais prolongadas e
de permitir a combinagéo de diversos imunégenos em uma preparagao unica (Costa
Souza 2011).

Em termos de vacina de DNA, uma das vacinas mais estudadas até agora
contra LC e LV é a vacina contendo o gene que codifica a proteina LACK. A
imunizagao intramuscular de camundongos com LACK DNA induziu protegéo parcial
contra infecgdo por L. major em camundongos BALB/c (Gurunathan et al. 1997),
mas nao protegeu camundongos BALB/c contra infecgcdo por L. mexicana
(Dumonteil et al. 2003), L. donovani (Melby et al. 2001), L. chagasi (Marques-da-
Silva et al. 2005) e L. braziliensis (Salay et al. 2007). Recentemente, um estudo
utilizando genes especificos para Fator de Iniciagdo eucaridtica de Leishmania
(LelF), apresentou uma protecdo parcial contra a infecgdo com L. major em
camundongos BALB/c (Maspi et al. 2017)

1.3. Imunizagao por via de mucosa

A despeito de ser a via de administracdo de vacina mais utilizada, a via
parenteral ndo é a via usual de entrada da maioria dos patdégenos contra os quais a
vacinagédo € dirigida, uma vez que a maioria dos virus e bactérias que causam
doencas entra em contato com o corpo através de superficies mucosas (Pinto et al.
2011; Fortuna et al. 2014).

A via de mucosa se apresenta como uma opcao bastante atraente, sendo
considerado um dos maiores 6rgédos do corpo revestindo os tratos gastrointestinal,
respiratorio inferior e superior, e o trato urogenital, além do mais, dados da literatura
mostrou que antigenos administrados por esta via, podem induzir uma resposta
imune a nivel sistémico ou suprimir respostas imunoldgicas indesejaveis como
ocorre em doengas auto-imunes e alérgicas (Winkler et al. 2002; Neutra &
Kozlowski, 2006). Além disso, as vacinas de mucosa, diferentemente das injetaveis,

nao requerem esterilizagdo rigorosa em seu preparo, o que reduz seu custo, e por
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ser um método nao invasivo, sua administracdo € mais viavel e facilita a adesao pela
populagado, o que facilitaria uma campanha de vacinagdo de ampla cobertura (Chen
& Cerutti, 2010).

Dentre as via de mucosa, a via intranasal fornece um eficiente meio de
imunizacdo, por ser de facil acesso, possuir alta vascularizagdo e numerosas
microvilosidades recobrindo o epitélio, o que gera uma grande superficie de
absorcdo. Ela pode induzir respostas imunes locais e sistémicas, pode ser utilizada
para imunizacdao de grandes grupos populacionais além de requerer menor
quantidade de material, diminuindo os custos da vacinacido. Além disso, nao requer
agulhas e seringas (que sao fontes potenciais de infeccdo e requerem pessoal
especializado), € uma via nao invasiva e garante uma maior estabilidade do Ag
administrado, uma vez que a degradagao € menor do que pela via oral.

A captacao de antigenos por via nasal pode resultar em tolerancia periférica,
no entanto, dados da literatura relatam que é capaz de gerar uma imunidade
sistémica através da administracdo de antigenos através da mucosa (Bakke et al.
2001) e o equilibrio entre tolerancia e imunidade € uma fungao da natureza, da dose,
da forma do antigeno (soluvel ou particulado), do sitio de administracdo e da
associagao com adjuvantes (Makala et al. 2004).

Nos estudos anteriores de utilizagdo de vacinas por via de mucosa contra
leishmaniose utilizando o modelo murino, foi demonstrado que enquanto o antigeno
bruto (lisado total de promastigotas de L.amazonensis — LaAg), quando
administrado por via parenteral (subcutdnea ou intramuscular), promoveu
agravamento da lesao pos infecgao por L. amazonensis (Pinto et al. 2003; Pinheiro
et al. 2005), quando este mesmo candidato vacinal foi administrado pelas vias de
mucosa oral e nasal, foi demonstrada de forma inédita a eficacia do uso de vias nao
injetaveis na protecdo contra a infec¢ao por L. amazonensis (Pinto et al. 2003; Pinto
et al. 2004; Pratti et al. 2016).

Adicionalmente, foi demonstrado que a imunizagao intranasal com o DNA
plasmidial codificando o antigeno LACK (LACK DNA) também protege camundongos
contra a infecgéo por L. amazonensis (Pinto et al. 2004) e por L. infantum (Gomes et
al. 2007). Tal protecao foi observada em animais desafiados tanto com 7 dias quanto
com 3 meses apos a imunizagao (De Oliveira Gomes et al. 2012), o que refor¢a o
potencial da mucosa nasal como uma via estratégica de vacinagdo contra a

leishmaniose.



1.4. Resposta imune na LTA

O sistema imune do hospedeiro contribui para controlar a infecgao por
Leishmania, principalmente através da resposta celular. Os momentos iniciais de
infeccdo do hospedeiro por formas promastigotas de Leishmania sao importantes
para a sobrevivéncia do patégeno.

Os neutrdfilos participam das respostas iniciais com importante capacidade
de fagocitose e destruicdo de formas parasitarias. No entanto, em situagdes
favoraveis ao parasito, mecanismos de evasao dependente dos neutréfilos também
podem contribuir para a perpetuacédo da Leishmania, visto que a fagocitose dessas
células infectadas impede a ativagdo dos macrofagos, possibilitando a entrada e a
proliferagdo do patdogeno em células hospedeiras definitivas (Laskay et al. 2003,
Ritter et al. 2009)

Apos algumas horas de infecgdo, o infiltrado inflamatério passa a ser
formado predominantemente por macréfagos, que irdo fagocitar os neutrofilos
apoptoticos, sendo essa uma via alternativa de entrada da Leishmania no
macrofago. As interagdes entre estas células impedem a ativagdo do macréfago e
propicia a sobrevivéncia da Leishmania no interior do mesmo, mostrando assim que
os neutrofilos desempenham um papel de “Cavalo de Tréia” na infecgdo (van
Zandbergen et al. 2004). Dentro do macrofago as formas promastigotas se
diferenciam em amastigotas no fagolisossomo. Sob essa forma, os parasitos
proliferam e eventualmente rompem a célula permitindo que os parasitos infectem
outras células fagociticas estabelecendo a infecgdo (Cunningham, 2002; Goto &
Lindoso 2010; Faleiro et al. 2014).

Estudos demonstraram que as imunoglobulinas anti-Leishmania podem

participar de mecanismos de evasao desse parasito, que é favorecido por sua
opsonizagcao (Pleass & Woof 2001; Miles et al. 2005). Evidéncias em modelos
experimentais com animais deficientes em produzir IgG, também atribuem as Igs,
papel de resisténcia a infec¢cado por Leishmania (Kima et al. 2000). Por outro lado,
verificou-se a importancia da fagocitose de formas parasitarias opsonizadas por
anticorpos quanto ao direcionamento da via de apresentagdo de antigenos para
linfocitos T. Acredita-se que a concentragdao de anticorpos complementares aos
antigenos de Leishmania seja diretamente proporcional a carga parasitaria e ao

tempo de exposi¢ao ao estimulo antigénico (Gutierrez et al. 1991).
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Dados da literatura mostram a importancia da resposta imune mediada por
células e seu papel determinante na evolugdo da LTA. Em estudos realizados em
humanos, assim como em animais de experimentacdo, a imunopatologia das
leishmanioses esta ligada ha uma interagdo de dois tipos de resposta celular, a
resposta imune do tipo 1 (Th1) e a resposta imune do tipo 2 (Th2).

A resposta Th1 tem como caracteristica a predominancia das citocinas proé-
inflamatdrias como IFN-y e TNF-a, enquanto que na resposta Th2 a predominancia é
de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. A resposta Th1 esta ligada ao controle do
parasitismo pela produgao de IFN-y que promove a ativagao dos macrofagos através
da expressao da enzima iINOS e a consequente producédo de 6xido nitrico (NO) a
partir do aminoacido L-arginina. Entretanto, uma resposta Th1 exacerbada contribui
para o processo de necrose e destruicido dos tecidos do hospedeiro. Por outro lado,
citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-5) que possuem fun¢des antagbnicas ao perfil Th1,
e induzem menor expressao de iINOS, favorecendo a persisténcia parasitaria dentro
dos macréfagos infectados, gerando as formas mais graves associadas a alta carga
parasitaria (Michel & Feron, 1997; Afonso et al. 1993; Berhe et al. 1995; Brandonisio
et al. 2001).

Na LC, ha diferengcas marcantes no padrao histopatolégico e imunoldgico
quando se compara a infecgdo por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. Na LC
causada por L. amazonensis, a reacado inflamatoéria local se apresenta com um
grande numero de macrofagos parasitados, como uma elevada expresséo de IL-4, e
altos titulos de anticorpos especificos. Esse padrao de resposta parece estar ligado
a um perfil de resposta anérgico induzido pela infeccdo de L. amazonensis. Na LC
causada por L. braziliensis, a concentragdo de macréfagos infectados € menor,
porém, apresenta uma alta expressao de IFN-y e titulos de anticorpos menores do
que encontrados em pacientes infectados com L. amazonensis.

Baseado nestes estudos ¢é possivel concluir que a infecgdao por
L. braziliensis tende a direcionar a infecgdo para um polo hiperérgico do espectro
clinico-imunoldgico, associado a uma forte resposta imune do tipo Th1. Ja a infecgéo
por L. amazonensis mostra o oposto, onde ha um direcionamento da infecgao para
um polo anérgico, tendo como caracteristica uma resposta imune marcante do tipo
Th2 (Silveira et al. 1998, Silveira et al. 2004, Silveira et al. 2008).
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1.5. Modelo experimental na LTA

O uso de modelos animais de pequeno porte para o estudo de doencgas
infecciosas é fundamental para a compreensédo da progressdo da doenga e para o
desenvolvimento de vacinas.

Muito do que se sabe sobre os mecanismos imunopatogénicos e de
imunoprotegao na leishmaniose foi investigado no modelo camundongo de infecgao,
sobretudo por L. major e também L. amazonensis. As cepas BALB/c e C57BL/6
preenchem, respectivamente, um padrao de susceptibilidade e resisténcia a L. major
tornando-os interessantes para estudar fendmenos de progressdo e controle da
infecgdo (Aguilar-Torrentera et al. 2002). Na infeccdo com L. amazonensis nao é
evidente esta polaridade, uma vez que a maioria das cepas de camundongos
desenvolve uma lesdo progressiva com graus variados de susceptibilidade.

No entanto, o estudo da infeccdo por espécies do subgénero Viannia
(L. braziliensis, L. guyanensis), principais responsaveis pela leishmaniose
tegumentar nas Américas, é limitado pela dificuldade de modelos experimentais
adequados. As cepas de camundongos que se infectam pela L. braziliensis
desenvolvem um quadro clinico frustro e de curso benigno, ndo reproduzindo os
aspectos mais caracteristicos da LTA e dificultando estudos em que é necessario o
acompanhamento de leséo por longo prazo, como os estudos de avaliagao de
candidatos vacinais e de novos farmacos (DeKrey et al. 1998; De Moura et al. 2005,
Rocha et al. 2007, Soong et al. 2012).

Diferentemente do modelo murino, o modelo hamster dourado
(Mesocricetus auratus) apresenta alta susceptibilidade a infec¢do por espécies do
subgénero Viannia, ja que desenvolve lesbes cutaneas de curso crbnico
reproduzindo muitos dos aspectos clinicos e patoldgicos da leishmaniose cutanea
humana, causada por espécies como L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis
(Kahl et al. 1991; Oliveira et al. 2004, Osorio et al. 2003; Gomes-Silva et al. 2013;
Ribeiro-Romao et al. 2014; Warner et al. 2017).

O uso de hamsters como um modelo experimental aumentou muito nos
ultimos anos devido a sua capacidade de refletir a progressado de varias doengas
humanas, como a sifilis, leishmanioses, doenga de Chagas, clostridiose e
ancilostomose (Melby et al. 1998, Bilate et al. 2007, Goulding et al. 2009, Mendez et
al. 2005).
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Outro fator importante no uso do modelo hamster, € que este apresenta um
background genético outbred (ndo consanguineos). Com as caracteristicas
individuais desses animais decorrentes da variabilidade genética, a nao
homogeneidade dos parametros individuais em muito se assemelha com o que é
observado nas doengas humanas (Hommel, et al. 1995, Osorio et al. 1998; Ribeiro-
Romao et al. 2014).

Nosso grupo tem estudado nos ultimos anos as alteragdes clinicas e
imunopatogénicas durante a evolugdo da infecgado por L. braziliensis no hamster
dourado, no sentido de se estabelecer parametros laboratoriais que permitam utilizar
este modelo para o estudo da patogénese e de protecao vacinal na LTA.

Nos estudos da patogénese da LTA no modelo hamster, foi demonstrado
que os animais quando infectados com a mesma cepa de L. braziliensis reproduzem
a infeccdo em diferentes experimentos. Neste modelo, € possivel observar uma
lesdo de evolucdo lenta de curso clinico crénico, tornando este um modelo ideal
para 0 acompanhamento dos estudos de novos farmacos, assim como, de
candidatos vacinais (Gomes-Silva et al. 2013, Ribeiro-Romao. 2013; Da Silva-Couto
et al. 2015).

Nos estudos de imunoprotecdo, demonstramos de forma inédita que a
eficacia do protétipo vacinal LaAg administrado por via intranasal foi estendida
contra a infeccao por L. (V.) braziliensis no modelo hamster dourado, acompanhados
por até 110 dias ap6s a infecéo (Fig.1.1) (Da Silva-Couto et al. 2015).
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Figura 1.1 — Comparagio da eficacia protetora do candidato vacinal LaAg por via intranasal e
intramuscular contra a infeccdo com Leishmania (V.) braziliensis no modelo hamster. A)
Morfometria de pata de hamsters imunizados por via intranasal com 10 ug LaAg ou por via
intramuscular com 20ug LaAg e desafiados com 1 x 10° promastigotas de L. (V.) braziliensis. Controle
recebeu PBS. B) Grafico representa o tamanho da lesdo da pata de cada animal dos 4 experimentos
independentes no ultimo dia de acompanhamento (114 dias), totalizando 18-27 animais por grupo. *p
< 0,05; ** p<0,01 (Da Silva-Couto et al. 2015).
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No entanto, a escassez de insumos imunolégicos, como por exemplo,
anticorpos especificos para citocinas e moléculas marcadoras de subpopulacdes
celulares, importantes no estudo de resposta imune associada a doenca ou a
protecdo, tem limitado a utilizagdo do hamster como modelo experimental (Oliveira et
al. 2004, De Oliveira Gomes et al. 2011, Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014).

Neste sentido, nosso grupo tem se dedicado a padronizagdo de técnicas
moleculares e imunoldgicas para analise da resposta imune nos animais imunizados
e infectados por L. braziliensis. Recentemente nosso grupo padronizou um ensaio
de PCR em Tempo Real para quantificagdo da expressao génica por RT-gPCR das
citocinas IFN-y, TGF-B, TNF, IL-10, IL-4, IL-6, e das enzimas arginase e iNOS,
utilizando o sistema SYBR Green® de deteccdo, em pele e linfonodo de hamsters
infectados por L. (V.) braziliensis. Além disso, como alternativa a utilizagdo de
técnicas tradicionais de quantificacdo da carga parasitaria, como a diluigédo limitante,
técnica laboriosa e passivel de contaminacdes que interferem nas analises, também
padronizamos a reagao de PCR em Tempo Real quantitativa para o alvo kDNA, para
quantificar a carga parasitaria de Leishmania, a partir da mesma amostra de tecido

utilizada para analise de expressao génica (Ribeiro-Romao et al. 2016).

A partir dos resultados promissores obtidos com o protétipo vacinal LaAg
administrado por uma via n&o injetavel (intranasal) contra a infecgaopor
L. amazonensis no modelo murino e contra a infeccdo cruzada contra a
L. braziliensis no modelo hamster, propomos,nos estudos de imunoprotecao, avaliar
se a eficacia protetora da vacinagédo intranasal com LaAg contra a infecgdo por
L. amazonensis, ja demonstrada no modelo murino, pode ser estendida ao modelo
hamster e caracterizar a modulacdo da resposta imune induzida pela vacinagao
intranasal e intramuscular com LaAg nos momentos iniciais e intermediarios da
infeccado por L. amazonensis e L. braziliensis; e nos estudos de imunopatogénese,
compararas alteragdes clinicas parasitologicas e imunoldgicas durante a evolugéo
da infeccdo por L.amazonensis e L. braziliensis em um mesmo modelo

experimental, o modelo hamster.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sao consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude,
importantes doencgas tropicais para saude publica. A estratégia mais expressiva para
profilaxia dessas doencgas seria o desenvolvimento de vacinas capazes de proteger
os individuos que estiverem em areas de risco de transmissao dos patégenos.

Este projeto visa o desenvolvimento de uma vacina nao-injetavel contra a
leishmaniose tegumentar, uma doenga endémica no Brasil. Os ensaios de
imunizacdo/desafio em animais experimentais sdo considerados etapas iniciais no
desenvolvimento de vacinas com objetivo de avaliar a eficacia protetora. Além disso,
a caracterizagcdo do tipo de resposta imune gerada € fundamental para a
compreensao da protec¢ao contra a doenga estudada.

Dessa forma, a investigagcdo dos mecanismos imunes nos momentos mais
iniciais e intermediarios induzidos pela infeccdo por L. braziliensis ou
L. amazonensis, em animais previamente imunizados pelo protétipo vacinal LaAg
pela via intranasal, podera fornecer informagdes valiosas para o desenvolvimento de
vacinas eficazes que possam no futuro trazer beneficios incalculaveis para as
populagdes que vivem em areas de risco de desenvolver leishmaniose tegumentar
Americana.

Além disso, o desenho de estudos que permitam estabelecer parametros
imunologicos associados com a patogénese da LTA €& de fundamental importancia
para melhor compreensao da doenca. Os estudos em humanos trazem informacgdes
relevantes, mas néo é possivel serem realizados alguns protocolos que necessitam
de rigoroso controle de certas variaveis, que sé poderdo ser controladas em
modelos experimentais. Como elemento complicador, a infec¢ao pela L. braziliensis,
que é o parasito associado a maioria dos casos de LTA no Brasil e na América
Latina, tem seu estudo limitado pela dificuldade de se realizar estudos em modelos
experimentais.

O modelo hamster dourado se apresenta como o mais factivel para o estudo
da doenca ja que desenvolve lesbes cutdneas de curso cronico que em muito se
assemelham as Ulceras observadas em humanos. Embora, seja muito utilizado
como modelo para a leishmaniose visceral, sdo ainda escassas as investigagdes
utilizando cepas dermotropicas, estando estas praticamente restritas a estudos de
efeitos de drogas e comportamento de cepas de Leishmania. Mais ainda, a
amplitude das abordagens imunopatogénicas é reduzida pela pouca disponibilidade

de anticorpos monoclonais especificos para hamster.
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Assim, o fato do hamster reproduzir a infeccdo por L. braziliensis nos faz
considera-lo um modelo muito apropriado para o estudo de mecanismos envolvidos
na patogénese da doenga, bem como da imunogenicidade de compostos vacinais. A
contribuicdo deste trabalho é estabelecer parametros clinicos, parasitolégicos e
imunoldgicos associados a evolugdo da infecgcdo por espécies dermotrépicas de
Leishmania em hamster dourado, visando trazer novas perspectivas de avaliagao de

possiveis candidatos vacinais contra a LTA.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo foi investigar a relagdo entre a eficacia
protetora contra a infeccdo por L. amazonensis ou L. braziliensis em animais
previamente imunizados via intranasal com LaAg e a resposta imune desses animais
em momentos mais precoces ao longo da evolugédo da lesdo. Além disso, comparar
as alteragdes clinicas, parasitolégicas e imunoldgicas do modelo hamster dourado
(Mesocricetus auratus) durante a evolugédo da infecgéo por L. amazonensis com 0s

observados na infecg&o por L. braziliensis.

Objetivos especificos

1) Avaliar a eficacia protetora e a resposta imune associada a prote¢cdo em modelo
hamster dourado contra a infecgdo por L. amazonensis em animais previamente

imunizados com LaAg por via intranasal.

2) Investigar os parametros clinicos, parasitologicos e imunolégicos associados a
infeccdo por L.amazonensis ou L. braziliensis, nos momentos iniciais e
intermediarios (5, 30 e 50 dias), em hamsters previamente imunizados pelas vias

intranasal ou intramuscular com LaAg.
3) Comparar as alteragdes dos parédmetros clinicos, parasitolégicos e imunoldgicos

durante a evolugcdo da infeccao por L. amazonensis ou L. braziliensis no modelo

hamster e sua relagdo com a patogénese da leishmaniose tegumentar humana.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 120 hamsters dourados (Mesocricetus auratus) fémeas,
com idade entre 6 a 8 semanas, fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB) — FIOCRUZ (RJ) e os mesmos foram mantidos em condi¢des
normais no Biotério de Experimentagdo Animal, localizado no Pavilhdo Carlos
Chagas (FIOCRUZ RJ). Este estudo esta inserido em um projeto com numero de
licenca L-007/2017, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
FIOCRUZ) em 22 de fevereiro de 2017.

4.2. Parasitos

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MCAN/BR/98/R619) e de
L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foram cultivadas em meio Schneider
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) acrescido de L-glutamina (1mM/ml),
antibiotico (penicilina: 200U/ml; estreptomicina: 200ug/ml) e 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas, BR) (Schneider suplementado), em temperatura de 26°C até
atingirem a fase estacionaria de desenvolvimento (quarto dia de cultura),

previamente determinada pela curva de crescimento para ambas as espécies.
4.3. Antigeno vacinal

O antigeno LaAg foi preparado a partir de promastigotas de L. amazonensis,
obtidas apds quatro dias de cultura livre de contaminagdo com fungo ou bactérias
(como descrito por Pinto et al. 2003). Os parasitos foram centrifugados e lavados
duas vezes com salina tamponada com fosfato (PBS) (1900 x g, por 15 minutos a
20°C). Apds contagem em cé&mara de Neubauer, a massa de parasitos foi
homogeneizada em PBS de modo a se obter 2 x 10® promastigotas/ml. Em seguida
essa suspensao de promastigotas foi submetida a 15 ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido seguido de descongelamento sob agitagdo mecénica com auxilio
de um homogeneizador tipo “vortex” para lise das formas parasitarias. A
concentragao proteica do dessa solugao rica em antigenos do parasito (LaAg) foi
determinada pelo método de Lowry(Lowry et al. 1951). Apds esse procedimento, o
antigeno foi aliquotado em microtubos com 1mg/ml e armazenado a -20 °C, de forma

a evitar repetidos descongelamentos e congelamentos de uma mesma aliquota.
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4.4. Imunizagao e infecgao

Os animais foram separados em 3 grupos (n= 5-8 em cada grupo) e foram
imunizados com duas doses de 20ug de LaAg em 20ul de PBS sem adjuvante pela
via intranasal utilizando uma micropipeta, ou com duas doses de 20ug de LaAg em
50ul PBS sem adjuvante pela via intramuscular utilizando uma seringa tuberculina
de 1ml (Becton, Dickinson and Company, EUA). O intervalo entre as doses foi de
quatorze dias. O grupo controle foi constituido por animais ndo vacinados. Apos
quatorze dias da segunda imunizagdo, os hamsters foram infectados no dorso da
pata posterior direita com 1 x 10° promastigotas de L. braziliensis ou L. amazonensis
por via subcutdnea em volume final de 20ul de PBS utilizando uma seringa e agulha

Ultra-fine 0,5ml (Becton, Dickinson andCompany, EUA).
4.5. Avaliacao da eficacia vacinal

O desenvolvimento da lesdao foi acompanhado semanalmente através da
medida do aumento do tamanho da pata infectada em relagdo a pata contralateral,
utilizando um medidor de espessura (Mitutoyo, Brasil).

Ao final do acompanhamento, os animais foram pesados e em seguida
foram eutanasiados com a utilizacdo dos agentes injetaveis Cloridrato de quetamina
(200mg/kg) associado ao Cloridrato de Xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal
como medicagao pré-anestésica, e o barbiturico Tiopental em sobredose anestésica
(150mg/kg) por via intraperitoneal.

Apods a eutanasia, uma fragao do fragmento de tecido da lesdo proveniente
da pata infectada e do linfonodo popliteo drenante da pata infectada, foram
coletados, pesados e macerados para determinar a carga parasitaria pelo método de
diluicdo limitante — LDA (adaptado de Silva et al.1994). Para realizar a LDA os
fragmentos de tecidos foram macerados dentro de uma placa de Petri, contendo
uma tela de ago inoxidavel de 64um. Com o auxilio da base de um émbolo de
seringa, o fragmento foi macerado em 1 mL de meio de cultura Schneider
suplementado, através do atrito entre a base do émbolo e a tela de ago. Todo este
procedimento foi realizado dentro de uma cabine de seguranga bioldgica com
material estéril. Em seguida, 20uL do produto do macerado foi diluido em 180 uLde
meio de cultura Schneider completo em poc¢o de fundo chato de placa de 96 pocgos
(Thermo Fisher Scientific, EUA) em quadruplicata. A partir do primeiro pogo, foram

feitas 12 diluicbes seriadas (fator de diluicdo de 1:10). As placas foram entado
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incubadas a 26°C em uma estufa BOD (Fanem, Sao Paulo, Brasil) e
avaliadasquanto a presenca de promastigotas vivas visualizadas em microscopio
invertido (magnitude 4000) em um intervalo de 3 em 3 dias, por um periodo maximo
de 15 dias. O resultado foi expresso em numero de parasitas por grama de tecido
que foi calculado pela média das ultimas diluicbes da quadruplicata em que foram

observados parasitos viaveis, dividido pelo peso do fragmento de tecido.
4.6. Avaliagao da resposta imune

Apds o acompanhamento das lesdes, foram realizadas as seguintes

avaliacbes da resposta imune:
4.6.1. Quantificacdao de imunoglobulinas anti-Leishmania

Apds a eutanasia, foi coletado sangue por pungdo cardiacaem tubos
contendo heparina sédica (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, EUA).
Posteriormente, foi realizada a separagao do plasma apods a centrifugagao (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, EUA) a 670 x g durante 10 min a 20°C. O
plasma foi aliguotado em microtubos e armazenados a -20°C até o momento da
dosagem de Imunoglobulinas anti-Leishmania.

Os anticorpos anti-Leishmania presentes no plasma, foram quantificados
pelo método imuno-enzimatico ELISA, conforme descrito por (Gomes-Silva et al.
2008). Para isso, placas MaxiSorb de 96 pogos fundo chato (Thermo Fisher
Scientific — Nunc Brand, EUA) foram sensibilizadas adicionando 50ul de antigeno
total de L. braziliensis ou L. amazonensis por pogo (concentragao final a 40ug/ml). O
antigeno escolhido para sensibilizar a placa de ELISA (L. braziliensis ou
L. amazonensis) foi sempre o de mesma espécie de Leishmania utilizada na
infeccdo. Os antigenos foram diluidos em tampé&o de ligacéo (bicarbonato de sédio e
carbonato de sédio, pH 9,6). A placa foi incubada overnight a 4°C em camara umida.
Em seguida a placa foi lavada trés vezes com solugcdo de lavagem (400ul/pogo)
constituida de PBS + 0,005% de Tween 20 (PBS-T) e incubada por 1 hora e 30
minutos a 20°C com 400ul/pogo de tampao de bloqueio (PBS + 10%SFB). Apos
esse periodo, novo ciclo de trés lavagens com PBS-T foi realizado.

Para dosagem de IgG as amostras de plasma foram diluidas em tamp&o de
bloqueio (1:500) e adicionadas em duplicata com volume final de 50 pl por pogo. Em

seguida a placa foi incubada a 20°C por 2 horas. Apds este periodo, a placa foi
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lavada por seis vezes com tampao PBS-T (400ul por pog¢o). Em seguida adicionado
em cada pogo 50ul de anti-IgG de hamster produzido em cabra e conjugado com
peroxidase (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia, EUA) diluido 1:500
em tampéo de bloqueio. Apds incubacgdo de uma hora, a 20°C um novo ciclo de seis
lavagens foi realizado.

Para dosagem de IgG2 as amostras de plasma foram diluidas em tampéao de
bloqueio (1:50) e adicionadas em duplicata com volume final de 50 pl por po¢o. Em
seguida a placa foi incubada a 20°C por 2 horas. Apds este periodo, a placa foi
lavada por seis vezes com tampao PBS-T (400 ul por pogo). Em seguida adicionado
em cada pogo 50yl anti-lgG2 de hamster conjugado com biotina (Becton Dickinson,
New Jersey, EUA) diluido 1:200 em tampao de bloqueio. Apds incubagdo de uma
hora, a 20°C um novo ciclo de seis lavagens foi realizado. Em seguida foi adicionado
em cada pogo 50 ul de peroxidase (Becton Dickinson, New Jersey, EUA) diluido
1:200 em tamp&o de bloqueio. Apds incubacdo de uma hora, a 20°C um novo ciclo
de seis lavagens foi realizado.

Tanto para dosagem de IgG quanto para IgG2, apds as ultimas lavagens
mencionadas acima com tampdo PBS-T foi adicionado aos pogos 50ul de solucéo
reveladora (2,5mg deo-phenylenediamine + 5 ul H,O, 30 vol + 12,5 ml de tampao
OPD [fosfato de sddio Na;HPO,4 + Acido citrico 0,06M pH 9,6]). A placa foi incubada
por 15 minutos, e a reacao foi entdo interrompida com 25 pl de H,SO4 2N e a leitura
foi realizada por um espectrofotometro (E Max Precision Microplate Reader;
Molecular Devices, Sunnyvale, California, EUA), com filtro de comprimento de onda
492nm. Os resultados foram expressos como densidade optica (DO).

4.6.2. Expressao génica por RT qPCR

A resposta imune celular foi avaliada com base na quantificacdo da
expressao génica de citocinas e enzimas envolvidas na imunopatogénese da LTA,
conforme descrita por Ribeiro-Roméo e colaboradores (2016). Para isso,
fragmentosde pele e linfonodo popliteoforam coletados com auxilio de material
cirurgicos (pinga e tesouras) e armazenados em microtubos livres de RNAse
(Axygen Scientific, Califérnia, EUA) contendo 300 microlitros de RNA later (Qiagen,
Duesseldorf, Alemanha), sendo estes armazenados a -20°C, até o momento da
extracdo do mRNA.

Para a extragcdo do RNA, fragmentos de pele ou linfonodo de 20 a 30 mg

foram transferidos para um microtubo de 2 mL contendo 1 ml de Trizol® (Life
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Technologies, California, EUA) e lisados com auxilio do Homogeneizador de tecido
Ultra-TurraxDispenser (IKA, Wilmington, EUA). Para a digestao tecidual, 10 yL de
Proteinase K (10 mg/ml) (Invitrogen,California, USA) previamente aquecido a 37°C
por 10 minutos foi adicionado as amostras e incubado a 56°C por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado 200 pL de clorofébrmio sendo homogeneizadas
vigorosamente por 20 segundos e centrifugadas a 10000 x g por 18 minutos a 4°C,
para a separac¢ao das fases organica e aquosa. O RNA total foi extraido a partir da
fase aquosa, utilizando o RNeasy mini Kit (Qiagen, Austin, Texas, EUA), de acordo
com as especificagdes do fabricante. Apds extracao e purificacdo, o RNA foi dosado
por espectrofotometria no Picodrop P200 (Astranet Systems, UK) e armazenado a -
80°C.

Apds a quantificagdo, 2 uyg do RNA foi tratado com 2 puL de DNase |
(Promega Corporation, Madison W1, EUA) para remog¢édo do DNA gendmico. Para a
realizacdo da transcricdo reversa, foi utilizado o kit High Capacity Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme orientagdes do
fabricante. O cDNA foi entdo quantificado por fluorometria, utilizando o Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen, EUA), ajustado para uma concentragao final de 10 ng/uL e
armazenado a -20°C.

Para os ensaios de PCR em tempo real, foram utilizados 2 yL de cDNA (a
10 ng/pL), com 5,0 plde Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Life Technologies,
CA, EUA), em um volume final de 10 pl por pogo em duplicata, com 100 nM de
primers iniciadores e 100 nM de primers reversos (exceto para os primers IL-4, onde
foram utilizados 200 nM de primersiniciadores e 200 nM de primers reversos), no
equipamento ViiA™ 7 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA), em placas de 384
pocos. As condi¢des de ciclo de PCR foram: um ciclo de 10 minutos a 95°C seguido
por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Apds a amplificagao,
a curva de dissociacido foi realizada com uma desnaturagao inicial a 95°C por 5
segundos seguidos de 15 segundos a 50°C e aquecimento continuo de 0,1°C / s a
90°C. A expressao génica foi calculada por quantificagédo relativa usando o método
do ACt comparativo, com o limiar ajustado em 0,02 (threshold). Como genes de
referéncia, foram utilizados os genes GAPDH e y-Actina (Tabela 1). Os resultados
foram expressos em 222 ou “fold change” da expressdao de mRNA em relagao a
expressdo de mRNA em amostras de pele de hamsters nao infectados (calibradores
da reagdo), que representa o quanto a expressado génica do alvo foi alterada no
tecido analisado comparado com a express&o génica no calibrador da reagao. Para
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a validacao da expressao constitutiva de candidatos a genes de referéncia e analise

de expresséo génica, foi utilizado o software Expression Suite (Life Technologies).

Tabela 1 - Alvos e sequéncias de primers especificos para genes de hamster

utilizados nos ensaios de RT PCR em Tempo Real.

. Tamanho do .
Alvo Sequéncia . Referéncia
amplicon
Fw5'-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' Ribeiro-Romao
GAPDH 69 pb
RV5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' etal. 2014
Fw5'-ACA GAG AGA AGA TGA CGC AGA TAA TG-3'
Y Actina 70 pb Espitiaet al. 2010
Rv 5'-GCC TGA ATG GCC ACG TAC A-3'
Fw5-TGT TGC TCT GCC TCA CTC AGG-3'
IFN-y 130 pb Espitiaet al. 2010
Rv5'-AAG ACG AGG TCC CCT CCA TTC-3'
Fw5'-GGC TAC CAC GCC AAC TTC TG-3'
TGF-B 81 pb Espitiaet al. 2010
Rv5'-GAG GGC AAG GAC CTT ACT GTA CTG-3'
Fw5'-TGA GCC ATC GTG CCA ATG-3'
TNF 79 pb Espitiaet al. 2010
Rv5'-AGC CCG TCT GCT GGT ATC AC-3'
Fw5'-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3'
IL-10 194 pb Espitiaet al. 2010
Rv5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3'
Fw5'-CCA CGG AGA AAG ACC TCA TCT G-3'
IL-4 72 pb Zivcecet al. 2011
Rv5-GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAA-3’
Fw5'-GGA CAA TGA CTA TGT GTT GTT AGA A-3' Ribeiro-Romao
IL-6 99 pb
RV 5'- AGG CAA ATT TCC CAA TTG TAT CCA G-3 etal. 2016
Fw5'-TGA GCC ACT GAG TTC TCC TAA GG-3'
iNOS 93 pb Osorio et al. 2012
Rv5'-TCC TAT TTC AAC TCC AAG ATG TTC TG-3’
Fw5'-ACC TAT GTG TCA TTT GGG TGG A-3'
Arginase 163pb Osorio et al. 2012
Rv5-GCA GAT ATG CAG GGA GTC ACC-3’
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4.7. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o software GraphPad Prism
versao 6.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Foi avaliada
a significancia em comparagdes simples entre dois grupos através do teste Mann-
Whitney ndo paramétrico. Para comparagbes de multiplos grupos foram feitas
andlise de varidncia (ANOVA) nao paramétrica. Foram consideradas

estatisticamente significativas as diferengas que apresentarem valores de p < 0.05.

24



5. ESTRATEGIA METODOLOGICA

ESTRATEGIA 1. AVALIAGAO DA EFICACIA VACINAL DO LaAg
ADMINISTRADO PELAS VIAS INTRANASAL OU INTRAMUSCULAR CONTRA A
INFECGAO POR L. amazonensis NO MODELO HAMSTER

Imunizacdo intranasal
_LaAg:20ug / 20l

Imunizacio intramuscular
LaAg: 20ug / 50ul

14 dias 14 dias Acompanhamento da lesio (100 dias)
1 dose 2ad ose Infecgdo 1) Carga parasitaria — LDA(pata e
L.amazonensis linfonodo popliteo)

2) Dosagem de IgG, e IgG2 no plasma
3) Expressao de mRNA de enzimas e

citocinas na pata e linfonodo popliteo

ESTRATEGIA 2. AVALIAGAO DA EFICACIA VACINAL E DA RESPOSTA IMUNE
NOS MOMENTOS INICIAIS E INTERMEDIARIOS APOS A INFECGAO POR
L. amazonensis OU L. braziliensis NOS HAMSTERS PREVIAMENTE
VACINADOS COM LaAg PELAS VIAS INTRANASAL OU INTRAMUSCULAR

Imunizacdo intranasal
LaAg: 20pg / 20yl

Imunizacdo intramuscular
LaAg: 20ug / 50ul

14 dias 14 dias Acompanhamento da lesio(5,30 e 50 dias)
a a ~ wg £ =
1 dose Infecgéo 1)Carga parasitaria- LDA
@ L.braziliensis ou

L. amazonensis 2)Dosagem de IgG, e IgG2 no plasma

3) Expressdo mRNA de enzimas e
citocinas na pata
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ESTRATEGIA 3. AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS,
PARASITOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DURANTE A EVOLUGAO DA
INFECGCAO POR L. braziliensis OU L. amazonensis NO MODELO HAMSTER

| 50 e 100 dias |

Infecgdo
L.braziliensis ou L.
amazonensis
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6. RESULTADOS

Os resultados dessa tese serdo apresentados em sessdes que foram
subdivididas de acordo com os objetivos especificos. Para isso, antes de cada
conjunto de resultados sera apresentado um breve racional no qual se baseou a

construgédo da pergunta associada a cada desses objetivos.

Objetivo 1 - Avaliar a eficacia protetora e a resposta imune associada a
protecao contra a infec¢cao por L. amazonensis em hamsters previamente
imunizados com LaAg por via de mucosa nasal

Resultados anteriores obtidos com a utilizacgo do modelo murino
demonstraram que a imunidade protetora induzida pelo candidato vacinal LaAg
contra a infeccdo por L. amazonensis foi criticamente dependente da via de
imunizagdo. A vacinagdo com LaAg pelas vias subcutanea e intramuscular induziu
uma exacerbacdo no desenvolvimento da lesdo (Pinto et al. 2003; Pinheiro et al.
2005), enquanto que a vacinagao intranasal com LaAg induziu prote¢ado contra a
infeccao por L. amazonensis em camundongos BALB/c (Pinto et al. 2004) e C57/BL6
(Pratti et al. 2016).

Nosso grupo tem estudado nos ultimos anos as alteragdes clinicas e
imunopatologicas durante a evolugdo da infeccdo por L. braziliensis no hamster
dourado (Mesocricetus auratus) (Gomes-Silva et al. 2013; Ribeiro-Roméao et al.
2014), investindo na padronizagdo de técnicas moleculares e imunoldgicas para
analise da resposta imune neste modelo experimental (Ribeiro-Romao et al. 2016).
Um estudo de eficacia vacinal demonstrou de forma inédita a eficacia do protétipo
vacinal LaAg administrado por via intranasal contra a infec¢ao por L. braziliensis no
modelo hamster (Da Silva-Couto et al. 2015).

Baseado nesses resultados foi questionado se a eficacia protetora da
imunizagao via mucosa nasal com LaAg também seria observada contra a infecgao

por L. amazonensis no modelo hamster.
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Resultados referentes ao Objetivo 1:

6.1. Eficacia vacinal e evolugao clinica da lesao

A eficacia vacinal foi avaliada por meio do acompanhamento semanal da
morfometria das patas infectadas e contralateral. No grupo imunizado com LaAg por
via intranasal (LaAg IN) foi observado um retardo no crescimento da pata infectada
em relagdo ao grupo controle (ndo imunizados) e em relagdo ao grupo imunizado
com LaAg por via intramuscular (LaAg IM) (Figura 6.1 A).

A partir do 48° dia apdés o desafio, os hamsters do grupo LaAg IN
apresentaram uma menor espessura da pata quando comparados com os hamsters
do grupo LaAg IM (espessura média da pata com 48 dias pos infecgdo: LaAg
IN=0,19mm e LaAg IM=0,71mm, p <0,001). Essa diferenga permaneceu significativa
até o ponto final do acompanhamento. Quando comparado o grupo LaAg IN com o
grupo controle, as diferengas significativas foram observadas no 62° dia (LaAg
IN=0,57mm e Controle=0.97mm, p <0,05) e no 100° dia (LaAg IN=1,14mm e
Controle=1,58mm, p <0,01) de acompanhamento da lesdo. A partir do 54° dia até o
final do experimento foi observado um aumento significativo (p <0,001) do tamanho
meédio da espessura da pata do grupo LaAg IM (54° dia= 1,28mm; 62°dia=1,47mm,;
70° dia=1,80mm; 80° dia=2,09mm e 100° dia=2,32mm), em relagdo ao grupo
controle (54° dia= 0,72mm; 62°dia=0,97mm; 70° dia=1,14mm; 80° dia=1,31Tmm e
100° dia=1,58mm) (Figura 6.1 A).

No ultimo dia de acompanhamento da infecgédo, 10 de 16 animais (62,5%) do
grupo LaAg IN apresentaram lesbes de menor gravidade, medindo menos de 1 mm
de espessura. Por outro lado, apenas 1 de 16 animais (6,25%) do grupo LaAg IM
teve lesdo com tamanho inferior a 1mm de espessura (Fig. 6.1B).

Além disso, apenas 6 de 16 animais do grupo LaAg IN (37,5%)
apresentaram lesdes entre 1 e 2 mm de espessura, ndo sendo observado lesbes
superiores a 2 mm de espessura neste grupo. No grupo controle foi observado que
14 de 16 animais (87,5%) apresentaram lesdes entre 1 e 2 mm de espessura e 1 de
16 animais (6,25%) apresentou lesdo superior a 2mm de espessura. Quando
analisamos o grupo LaAg IM, observamos que 6 dos 16 animais (37,5%) tiveram
lesbes entre 1 e 2 mm de espessura e 10 dos 16 animais do grupo LaAg IM (62,5%)

apresentaram lesbes superiores a 2 mm de espessura (Fig.6.1B).
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Figura 6.1 - Desenvolvimento da lesdo cutanea causada pela infecgdo por L. amazonensis
em hamster previamente imunizados com LaAg pelas vias intranasal ou intramuscular A)
Morfometria de hamsters previamente imunizados com 20 ug de LaAg pela via intranasal (LaAg IN),
ou imunizados com 20ug de LaAg pela via intramuscular (LaAg IM). O grupo controle que nao
recebeu nenhum veiculo prévio também foi infectado como descrito anteriormente. Cada ponto
representa a média dos valores de aumento da leséo, e as barras representam o erro padrdo. B)
Tamanho da lesdao cutinea localizadano dorso da pata de cada animal no Uultimo dia de
acompanhamento (100 dias). Cada ponto representa um animal. A linha horizontal continua na
posicao central representa a mediana e as linhas continuas inferiores e superiores representam os
intervalos interquartis de 25% e 75%, respectivamente. Para ambas as figuras os dados sao
referentes a 3 experimentos independentes com 7-8 animais por grupo. O simbolo (*) indica
significancia estatistica quando comparados os grupos vacinados e o grupo controle, e o simbolo (#)
quando comparados os grupos LaAg IN e LaAg IM. * ou # p< 0,05; ** p<0,01, *** p<0,001 e **** ou
#H# p <0,0001.
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O aspecto clinico da lesdo cuténea ao final de 100 dias ap6s infecgédo por
L. amazonensis foi registrado em imagem fotografica em um dos experimentos
independentes. O painel abaixo representa o aspecto da lesdo em animais
representantes dos grupos Controle, LaAg IN, e LaAg IM (Painel 6.1). Alteragbes
cutaneas de menor gravidade como alopecia associada a eritema, descamacéao da
pele e discreto edema pdde ser observado em 4 de 8 animais (50%) do grupo LaAg
IN (circulo laranja, Painel 6.1). Essa descricao nao foi observada em animais dos
grupos Controle e LaAg IM. Alteragbes cutaneas com aspecto nodular associada a
pequena ulcera pdde ser observada em 6 de 8 animais (75%) do grupo controle, em
4 de 8 animais (50%) no grupo LaAg IM, e 3 de 8 animais (37,5%) no grupo LaAg IN
(circulo verde, Painel 6.1). Alteragdes cutaneas nodulares sem a presenga de
ulceras foi observada em 2 de 8 animais (25%) do grupo controle e do grupo LaAg
IM, em 1 de 8 animias (12,5%) do grupo LaAg IN (circulo azul, Painel 6.1).
Alteracbes cutaneas caracterizadas por importante edema com presenca de Ulcera
extensa com aspecto de necrose foi observada em 2 de 8 animais (25%) do grupo

LaAg IM (circulo vermelho, Painel 6.1).

LaAg IN  Controle

LaAg IM

Painel 6.1 - Avaliagdo macroscépica da lesdo cutanea localizada no dorso da pata infectada.
Ao final do acompanhamento de 100 dias apds a infecgao subcutanea com 1 x 10° L. amazonensis,
foi feito um registro fotografico do aspecto clinico da lesdo cutanea de cada animal pertencente aos
grupos: Controle (ndo imunizado), LaAg IN (imunizagdo intranasal), e LaAg IM (imunizagao
intramuscular). Circulo laranja indica alteragdes como alopecia associada a eritema, descamacgéo da
pele e discreto edema; Circulo verde indica alteragbes cutaneas com aspecto nodular associada a
pequena Uulcera; circulo azul indica alteragdes cutidneas nodulares sem a presenga de Ulceras; e
circulo vermelho indica alteragdes cutaneas caracterizadas por importante edema e presenga de
Ulcera extensa com aspecto de necrose. Dados representativos de um experimento.
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6.2. Eficacia vacinal e controle da carga parasitaria

Para avaliar se a diminuicdo do tamanho da lesdo, observada ao final do
acompanhamento de 100 dias (ver Fig. 6.1) tem relagdo com a diminuigdo da carga
parasitaria, o numero de parasitos foi quantificado na pata infectada e no linfonodo
popliteo correspondente pelo método de diluigédo limitante (LDA).

O grupo de animais LaAg IN apresentou uma menor carga parasitaria na
pata (mediana=2,3 x 107 parasitos/grama de tecido) em comparagdo com O grupo
controle (mediana=7,4 x 10”; p <0,05) (Figura 6.2 A). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos Controle e LaAg IM (mediana=2,4x10"; p <0,01) e entre
os grupos LaAg IN e LaAg IM. De forma semelhante, mas em menores propor¢oes,
o grupo LaAg IN apresentou menor carga parasitaria no linfonodo (mediana=3,1 x
10° parasitos/grama de tecido) em comparagéo com o grupo controle (mediana=2,6
x 10% p<0,05), e com o grupo LaAg IM (mediana=2,8 x 10°, p <0,05) (Figura 6.2 B).
N&o foi observada diferenca significativa entre o gurpo controle e o grupo LaAg IM.
Este resultado indica que, em comparagdo com o grupo controle, a vacinagdo com
LaAg IM nao favoreceu a replicagdo da L. amazonensis mesmo tendo apresentado
lesbes aparentemente mais graves. Por outro lado, a vacinagdo com LaAg IN
promoveu um menor crescimento da lesdo, associada com aspectos clinicos mais

brandos e redugcdo do numero de parasitos no local de infeccao.
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Figura 6.2—Quantificagido da carga parasitaria em animais infectados com L. amazonensis
que foram previamente imunizados com LaAg intranasal ou LaAg intramuscular. Hamsters (n=7
por grupo) foram imunizados por via intranasal com 20 pug LaAg (LaAg IN) ou por via intramuscular
com 20ug LaAg (LaAg IM) e infectados com 1 x 10° promastigotasde L. amazonensis. Controle é o
grupo ndo imunizado. A carga parasitaria foi determinada 100 dias apds a infecgdo pelo método de
diluigdo limitante utilizando como amostras (A) fragmento de tecido proveniente da pata infectada e
(B) linfonodo popliteo correspondente ao local de infecgdo. Os dados representam 1 experimento.
Cada ponto representa um animal. A linha horizontal do meio representa a mediana, e as linhas
horizontais inferiores e superiores representam os intervalos interquartis de 25% e 75%,
respectivamente. *p < 0,05.
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6.3. Avaliagao da produgao de Imunoglobulinas (IgG e 1gG2) anti-Leishmania

Apods 100 dias de infecgdo, os niveis plasmaticos de imunoglobulinas anti-
Leishmania dos grupos de animais previamente imunizados com LaAg IN ou LaAg

IM, assim como animais controles ndo imunizados, foram semelhantes. (Fig. 6.3 A).
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Figura 6.3 - Anilise quantitativa dos niveis de IgG e IgG2 anti-Leismania por ELISA. Hamsters
(n=16 por grupo) foram imunizados por via intranasal ou por via intramuscular com 20 ug LaAg e
infectados com 1 x 10° promastigotas de L. amazonensis. Um grupo controle ndo imunizado também
foi analisado. Em seguida eles foram infectados, e apés 100 dias de evolugdo os animais foram
eutanasiados e coletado sangue para determinar os niveis de imunoglobulinas especificas no plasma.
A absorbancia é referente a concentragao plasmatica de A) IgG anti-Leishmania e B) 1gG2 anti-
Leishmania. Os resultados sido referentes a dois experimentos independentes. Cada ponto
representa um animal. A linha horizontal representa a mediana.

33



6.4. Avaliagcao da expressao génica de enzimas e citocinas no fragmento de
pata 100 dias apés a infecgao por L. amazonensis em animais previamente

vacinados

O perfil da resposta imune no final do acompanhamento da lesédo (100 dias
apos infecgcédo) foi avaliado pelo ensaio de RT qPCR. A expressdo génica das
enzimas iNOS e Arginase, e das citocinas IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, TGF-B, e IL-4 foi
avaliada nos fragmentos de pata dos hamsters imunizados com LaAg IN ou LaAg
IM. Os resultados foram expressos como valores de “fold change” da expressao de
MRNA em relagcdo a expressdo de mRNA em amostras de pele de hamsters nao
infectados (calibradores da reagao).

A expressao génica de iINOS observada no fragmento de lesdo do grupo
LaAg IM foi significativamente menor (mediana=22) quando comparada com o grupo
LaAg IN (mediana=98; p<0,01) (Figura 6.4 A). N&o foi observada diferenga
significativa entre o grupo LaAg IN (mediana=98) e o grupo controle (mediana=109).
Devido a dispersao apresentada pelo grupo controle, ndo houve diferenca deste com
o grupo LaAg IM. Por outro lado, foi observado um aumento significativo da
expresséo de Arginase no grupo LaAg IM (mediana=131) quando comparado com o
grupo controle (mediana=80; p<0,01). Esta diferenga ndo foi observada entre o
grupo LaAg IN (mediana=101) e o grupo controle, assim como, ndo houve diferencga
entre os grupos LaAg IN e LaAg IM (Fig. 6.4B).

A expressao génica da citocina IL-10 na les&o foi significativamente maior no
grupo LaAg IM (mediana=3,4) quando comparado ao grupo controle (mediana=2,0;
p<0,01). Essa diferenga nao foi observada entre os grupos LaAg IN (mediana=3,1) e
grupo controle, assim como também n&o houve diferenga entre os grupos LaAg IM e
LaAg IN (Figura 6.4 G). O mesmo pdde ser visto para a expresséo da citocina IL-4
na lesdo cuja expressao no grupo LaAg IM (mediana=3,3) foi significativamente
maior que no grupo controle (mediana=0,74; p<0,05) e no grupo LaAg IN
(mediana=0,98; p<0,05). Ndo houve diferenga de expresséo de IL-4 nas lesdes dos
grupos LaAg IN e grupo controle (Fig. 6.4 H).

Nao foram observadas nas lesbes diferencas significativas de expresséao
génica para as citocinas IFN-y, TNF, IL-6 e TGF-3, quando comparados 0s grupos
LaAg IN, LaAg IM e grupo controle (Figura 6.4 C, D, E e F).
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Figura 6.4 Expressdo génica de citocinas e enzimas na lesdo causada por
L. amazonensis apés 100 dias de infecgdo emanimais que foram previamente
imunizados com LaAg por via nasal ou intramuscular. Hamsters (8 por grupo) foram
imunizados pelas vias intramuscular ou intranasal, com duas doses de 20 ug de LaAg e intervalo de
14 dias entre as doses. O grupo controle ndo foi imunizado. Duas semanas apds a ultima dose da
vacina, os hamsters foram infectados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. (A) iNOS (B)
Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H) IL-4. Simbolos representam o “fold
change” na expressdo de mRNA em relacdo a expressdo de mRNA em amostras de pele de
hamsters ndo infectados (calibradores da reagéo representados pela linha tracejada). Cada ponto
representa um animal. A barra horizontal representa os valores de mediana: *p < 0,05; ** p < 0,01.
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6.5. Avaliagdo da expressao génica de enzimas e citocinas no linfonodo
popliteo drenante 100 dias apdés a infec¢cao por L. amazonensis em animais
previamente vacinados

Aexpressao génica das enzimas iINOS e Arginase, e das citocinas IFN-y,
TNF, IL-6, IL-10, TGF-B3, e IL-4 foi avaliada no linfonodo popliteo drenante dos
hamsters imunizados com LaAg pelas vias intranasal ou intramuscular.

A expressao génica de IL-4 em linfonodo do grupo LaAg IM (mediana=7,5)
foi significativamente maior quando comparado ao grupo controle (mediana=1,7;
p<0,01), e ao grupo LaAg IN (mediana=1,3; p<0,001) (Figura 6.5 H).

N&o foram observadas nos linfonodos drenantes diferencgas significativas de
expressao génica para as enzimas INOS e arginase e de citocinas IFN-y, TNF, IL-
6, TGF-B e IL-10 quando comparados os grupos LaAg IN, LaAg IM e grupo controle
(Figura6.5A,B,C,D, E,F e G).
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Figura 6.5 - Expressdo génica de citocinas e enzimas no linfonodo drenante de animais com
100 dias de infecgao por L. amazonensis, que foram previamente imunizados com LaAg por via
nasal ou intramuscular. Hamsters (6-8 por grupo) foram imunizados com 20 ug de LaAg pelas vias
intramuscular ou intranasal, seguido de uma segunda dose 14 dias depois. O grupo controle n&o foi
imunizado. Duas semanas apoés a ultima dose da vacina, os hamsters foram infectados com 1x10°
promastigotas de L. amazonensis. A analise da expressdo génica no linfonodo popliteo foi realizada
apos 100 dias da infecgéo. (A) iINOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H)
IL-4. Simbolos representam o “fold change” na expressao de mRNA em relacdo a expresséo de
mRNA em amostras de pele de hamsters ndo infectados (calibradores da reagcdo) e que estado
representados pela linha tracejada. Cada ponto representa um animal. A barra horizontal representa
os valores de mediana. ** p < 0,001, *** p < 0,001.
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Objetivo 2. Investigar os parametros clinicos, parasitolégicos e imunolégicos
associados a infecgcao por L. amazonensis ou L. braziliensis, nos momentos
iniciais e intermediarios (5, 30 e 50 dias), em hamsters previamente imunizados

pelas vias intranasal ou intramuscular com LaAg

Nesse trabalho foi confirmada o efeito protetor contra a infecgdo por L.
amazonensis em hamster previamente imunizado com LaAg pela via de mucosa
nasal. Dessa forma, a ideia sobre o potencial do LaAg IN em proteger animais
experimentais contra espécies dermotropicas de Leishmania (Pinto et al. 2004; Pratti
et al. 2016; Da Silva-Couto et al. 2015) foi fortalecida por mais esse conjunto de
resultados inéditos produzidos em modelo hamster.

No entanto, a avaliagdo da resposta imune associada a capacidade do grupo
LaAg IN em controlar a infecgdo ndo se mostrou diferente daqueles grupos em que
as lesdes se manifestaram com maior gravidade. Como todas essas avaliagdes da
relacdo entre resposta imune e o desfecho clinico foram realizadas apos longo
tempo de infeccdo (aproximadamente 100 dias), questionamos a possibilidade de
que a definicao de resposta imune responsavel pelo controle do parasito ao longo do
tempo pudesse ocorrer em momentos mais precoces a partir da imunizacao.

As analises foram inicialmente realizadas no tempo de 5 dias apds a
infeccdo. A expressao génica das enzimas iINOS e Arginase, e das citocinas IFN-y,
TNF, IL-6, IL-10, TGF-(3, e IL-4, foi avaliada na pata e no linfonodo popliteo drenante
das lesbes dos hamsters dos grupos controle, LaAg IN e LaAg IM. Nesta fase da
infeccdo (5° dia), a expresséo génica de todos os alvos nos 3 grupos analisados, se
apresentou com os mesmos valores do calibrador da reagdo (tecido de animal n&o
infectado) (dados n&o mostrados).

Dessa forma, nos propomos a investigar as alteragbes clinicas e a
modulagdo da resposta imune 50 dias apdés a infeccdo de animais previamente
imunizados com LaAg pela via intranasal ou intramuscular.

Esse tempo foi escolhido por ser o momento em que as diferengcas do
tamanho da lesdo se mostraram significativas entre os grupos LaAg IN, LaAg IM e

controle.
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Parametros avaliados nos momentos intermediarios do curso evolutivo (50

dias) da infecgao por L. amazonensis no modelo hamster.

6.6. Acompanhamento da lesdo e quantificagdo da carga parasitaria apés 50
dias de infecg¢ao por L. amazonensis em animais previamente imunizados com

antigeno LaAg pela via intranasal ou pela via intramuscular

O tamanho da lesdo apods 40 dias de acompanhamento apds infecgao, foi
significativamente menor no grupo LaAg IN (média=0,12mm) quando comparado
com o grupo LaAg IM (média=0,44mm; p < 0,01). Nesse momento ndo houve
diferenga entre os grupos LaAg IN e o grupo controle. Apds 50 dias de infecgao, esta
diferenga no tamanho da lesdoficou mais evidente entre os grupos, se tornando
significativa entre o grupo controle (média=0,52mm) e o grupo LaAg IN (média=
0,199mm; p < 0,01), assim como entre o grupo LaAg IN e o grupo LaAg IM
(média=0,71, p < 0,001). Neste periodo ndo houve diferenga entre os grupos LaAg
IM e controle (Figura 6.6A).

Em relagdo a carga parasitaria desses hamsters, ao quinquagésimo dia apos
infeccdo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos LaAg IN, LaAg IM e o
grupo controle (Figura. 6.6 B).
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Figura 6.6 — Avaliacdo da eficacia protetora ap6s 50 dias de infeccdo por L. amazonensis em
animais previamente imunizados por via intranasal ou intramuscular com LaAg. Hamsters (n=5
por grupo) foram imunizados por via intranasal com 20 pug LaAg (LaAg IN) ou pela via intramuscular
com 20ug LaAg (LaAg IM) e infectados por via subcutdanea no dorso da pata com 1 x 10°
promastigotas de L. amazonensis. A) Morfometria de pata de hamsters até50 dias de infecgédo por
L. amazonensis. Cada ponto representa a média dos valores de aumento da lesdo, e as barras
representam o erro padrdo. B) Carga parasitaria na pata determinada 50 dias apds a infecgao
porL. amazonensis pelo método de diluigao limitante. O grupo controle foi constituido por animais nao
vacinados. Cada ponto representa um animal. A linha horizontal representa a mediana. O simbolo (*)
indica diferenca significativa entre os grupos vacinados e o grupo controle, e o simbolo (#) indica
diferenca significativa entre os grupos vacinados. ** ou *p < 0,01; **p < 0,001.
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6.7. Avaliagao da produgao de Imunoglobulinas (IgG e IgG2) anti-Leishmania

Apds 50 dias da infecgdo por L. amazonensis, o grupo LaAg IM apresentou
um aumento significativo (p<0,05) na producédo de IgG total anti-Leishmania
(mediana= 0,30) quando comparado com o grupo LaAg IN (mediana= 0,10) (Figura
6.7 A). O grupo LaAg IN apresentou niveis baixos de IgG total anti-Leishmania e ndo
apresentou diferengca em relagdo ao grupo controle. N&o foi observada diferenca
estatistica nos niveis de IgG2 anti-Leishmania entre os grupos LaAg IM, LaAg IN e o

grupo controle (Figura 6.7 B).
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Figura 6.7. Analise quantitativa dos niveis de Imunoglobulinas anti-Leishmania. Hamsters
(n=5 por grupo) foram imunizados por via intranasal com 20 pug LaAg ou por via intramuscular com
20ug LaAg e infectados com 1 x 10° promastigotas de L. amazonensis. O grupo controle foi definido
por animais ndo imunizado. Apds 50 dias da infec¢do, os animais foram eutanasiados e em seguida
coletado sangue. O plasma foi obtido para determinar os niveis de IgG e IgG2 anti-Leishmania. A)
Densidade optica dos niveis de IgG 50 dias apés a infecgdo. B) Densidade éptica dos niveis de 1gG2
50 dias apods a infecgdo. Cada ponto representa um animal e as barras horizontais representam as
medianas. *p < 0,05.
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6.8. Avaliacao da expressao génica de enzimas e citocinas em fragmento de
lesdao apés 50 dias de infecgao por L. amazonensis, em hamsters previamente
imunizados

Para determinar o perfil da resposta imune induzida pela vacinagao
intranasal ou intramuscular com LaAg num momento intermediario do curso
evolutivo da lesdo causada pela infeccdo por L. amazonensis, foram coletados
fragmentos de pata 50 dias apds a infecgdo e realizada a quantificacdo da
expressao génica das enzimas iINOS e Arginase e das citocinas IFN-y, TNF, IL-6, IL-
10, IL-4, TGF-B pelo ensaio de RT gPCR.

No 50° dia ap6s a infecgao com L. amazonensis foi observado um aumento
significativo na expressdo génica de iINOS no grupo LaAg IN (mediana=267,3)
quando comparado ao grupo controle (mediana=3,12; p < 0,05) e também quando
comparado com o grupo LaAg IM (mediana=71,84; p < 0,05). Nao foi observada
diferencga significativa na expressao génica de iNOS comparando o grupo LaAg IM e
o grupo controle (Figura 6.8A). Também, foi observado um aumento significativo na
expressao génica de TNF no grupo LaAg IM (mediana=8,49) quando comparado ao
grupo controle (mediana=3,84; p < 0,05) (Figura 6.8 D). O mesmo aumento pdde ser
visto para a citocina TGF- no grupo LaAg IM (mediana=10,8) quando comparado
com o grupo controle (mediana=4,3; p < 0,05) (Figura 6.8 F).
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Figura 6.8. Expressédo génica de citocinas e enzimas no fragmento de lesdo apés 50 dias de
infecgcdao por L. amazonensis, em hamsters previamente imunizados com LaAg por via
intranasal ou intramuscular. Hamsters (5 por grupo) foram imunizados com 20 ug de LaAg pelas
vias intramuscular ou intranasal, seguido de uma segunda dose 14 dias depois. O grupo controle ndo
foi imunizado. Duas semanas apds a ultima dose da vacina, os hamsters foram infectados com 1x10°
promastigotas de L. amazonensis. A analise da expressao génica no fragmento de pata foi realizada
apos 50 dias da infecgao. (A) INOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H)
IL-4. Simbolos representam o “fold change” na expressao de mRNA em relacdo a expressdo de
mRNA em amostras de pele de hamsters nao infectados (calibradores da reagido) e que estdo
representados pela linha tracejada. Cada ponto representa um animal. A barra horizontal representa
os valores de mediana . *p < 0,05.
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Parametros avaliados nos momentos intermediarios do curso evolutivo (30 e

50 dias) da infec¢ao por L. braziliensis no modelo hamster.

6.9. Acompanhamento da lesao e quantificagao da carga parasitaria

A partir do dia 50 apés a infeccdo com L. braziliensis o grupo LaAg IN
apresentou uma diminuigdo significativa no tamanho da lesdo (média=0,54 mm)
quando comparado com o grupo controle (média=0,89 mm; p < 0,01) e com o grupo
LaAg IM (média=0,95 mm; p < 0,01) (Figura 6.9A). Nao foi observada diferenga
significativa no tamanho das lesdes entre o grupo LaAg IM e o grupo controle.

Em relagdo a carga parasitaria desses hamsters ao quinquagésimo dia apos
infeccdo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos LaAg IN, LaAg IM e o

grupo controle. (Figura 6.9 B).
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Figura 6.9 — Avaliagio da eficacia protetora ap6s 50 dias de infeccio por L. braziliensis em
animais previamente imunizados por via intranasal ou intramuscular com LaAg. Hamsters (n=5
por grupo) foram imunizados por via intranasal com 20 pug LaAg (LaAg IN) ou pela via intramuscular
com 20ug LaAg (LaAg IM) e infectados por via subcutdanea no dorso da pata com 1 x 10°
promastigotasde L. braziliensis. A) Tamanho da lesao até 50 dias de infecgao por L. braziliensisB)
Carga parasitaria da lesdo determinada 50 dias apds a infecgao por L. braziliensis pelo método de
diluicao limitante. O grupo controle foi constituido por animais ndo vacinados. Cada ponto representa
um animal. A linha horizontal do meio representa a mediana. ** e ## p < 0,01. (*) indica comparagao
entre o grupo LaAg IN e o grupo controle e o simbolo (#) indica comparagéo entre o grupo LaAg IN e
o LaAg IM.
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6.10. Avaliagcao da producao de Imunoglobulinas (IgG e IgG2) anti-Leishmania

Apds 30 dias da infecgao por L. braziliensis, o grupo de hamsters LaAg IM,
apresentou um aumento significativo nos niveis de 1gG anti-Leishmania
(absorbancia= 0,34) quando comparado com o grupo controle (absorbancia=0,01; p<
0,01) (Figura 6.10 A). O grupo LaAg IN, apresentou niveis baixos de IgG anti-
Leishmania e ndo apresentou diferenga em relagdo ao grupo controle. Nesta fase da
infeccdo (30 dias) nao foi detectado niveis de IgG2 especificos em nenhum dos 3
grupos avaliados.

Com 50 dias de infeccao, foi observado um aumento nos niveis de IgG total
anti-Leishmania nos 3 grupos analisados quando comparado com 0s niveis no
tempo de 30 dias apds a infecgao, mas nao foi observada diferenca estatistica nos
niveis de IgG anti-Leishmania entre os grupos neste tempo. Nesta fase da infecgao,
foi possivel detectar niveis de 1gG2 nos 3 grupos, mas também n&o foi observada
diferencga estatistica nos niveis de IgG2 anti-Leishmania entre os grupos (Figura 6.10
BeC)
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Figura 6.10 Analise quantitativa dos niveis de Imunoglobulinas por ELISA. Hamsters (n=5-6
por grupo) foram imunizados por via intranasal com 20 pug LaAg ou por via intramuscular com 20ug
LaAg e infectados com 1 x 10° promastigotasde L. braziliensis. Controle é o grupo nao imunizado.
Apds 30 e 50 dias da infecgao, os animais foram eutanasiados e foi coletado sangue para determinar
os niveis de IgG e IgG2 no plasma. A) Densidade 6ptica dos niveis de IgG 30 dias apds a infecgao.
B) Densidade éptica dos niveis de IgG 50 dias apds a infecgdo. C) Densidade 6ptica dos niveis de
IgG2 50 dias apds a infecgdo. Cada ponto representa um animal. A linha horizontal do meio
representa a mediana. **p < 0,01.
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6.11. Avaliacao da expressao génica de enzimas e citocinas no fragmento de
pata 30 ou 50 dias apés a infecgao por L. braziliensis em animais previamente
vacinados

Para determinar o perfil da resposta imune induzida pela vacinagao
intranasal ou intramuscular com LaAg nos momentos intermediarios da infecgéo por
L. braziliensis no modelo hamster, foram coletados fragmentos de pata apés 30 ou
50 dias de infeccdo. Em seguida, foi realizada a quantificagdo da expressao génica
das enzimas iNOS e Arginase, e das citocinas IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, IL-4, TGF-3
pelo ensaio de RT qPCR.

6.11.1. Expressao génica de enzimas e citocinas no fragmento de pata 30 dias
apos infecgao por L. braziliensis

No 30° dia apds a infecgao, todos os alvos foram amplificados, porém, nao
foi observada diferenga significativa entre os grupos nessa fase da infeccéo por

L. braziliensis (Figura 6.11.1).

6.11.2. Expressao génica de enzimas e citocinas no fragmento de pata 50 dias
apos infecgao por L. braziliensis

No 50° dia apds a infecgdo foi observado um aumento significativo na
expressédo génica de TGF-B tanto no grupo LaAg IN (mediana=10,66; p < 0,05)
quanto no grupo imunizado com LaAg IM (mediana=9,7; p< 0,01) quando
comparados ao grupo controle (mediana=4,35). Para os demais alvos, nao foi

observada diferenga entre os grupos (Figura 6.11.2).
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Figura 6.11.1 Expressio génica de mRNA de citocinas e enzimas no fragmento da ‘pata de
hamsters imunizados com LaAg por via nasal e intramuscular, 30 dias apés infecgao por
L. braziliensis. Hamsters (5 por grupo) foram imunizados com 20 ug de LaAg pelas vias
intramuscular ou intranasal, seguido de uma segunda dose 14 dias depois. O grupo controle no foi
imunizado. Duas semanas apos a ultima dose da vacina, os hamsters foram infectados com 1x10°
promastigotas de L. braziliensis. A analise da expressao génica no fragmento de pata foi realizada
apo6s 30 dias da infecgdo. (A) INOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H)
IL-4. Simbolos representam o “fold change” na expressao de mRNA em relacdo a expresséo de
mRNA em amostras de pele de hamsters ndo infectados (calibradores da reagcdo) e que estado
representados pela linha tracejada. Cada ponto representa um animal. A barra horizontal representa
os valores de mediana .
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Figura 6.11.2 Expressio génica de mRNA de citocinas e enzimas no fragmento da ‘pata de
hamsters imunizados com LaAg por via nasal e intramuscular, 50 dias apdés infecgdo por
L. braziliensis. Hamsters (5 por grupo) foram imunizados com 20 ug de LaAg pelas vias
intramuscular (LaAg IM) ou intranasal (LaAg IN), seguido de uma segunda dose 14 dias depois. O
grupo controle ndo foi imunizado. Duas semanas apos a ultima dose da vacina, os hamsters foram
infectados com 1x10° promastigotas de L. braziliensis. A andlise da expressdo génica no fragmento
de pata foi realizada apés 50 dias da infecgao. (A) INOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F)
TGF-B (G) IL-10 (H) IL-4. Simbolos representam o “fold change” na expressdo de mRNA em relacéo
a expressao de mRNA em amostras de pele de hamsters ndo infectados (calibradores da reagéo) e
que estao representados pela linha tracejada. Cada ponto representa um animal. A barra horizontal
representa os valores de mediana .*p < 0,05, **p < 0,01.
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Objetivo 3. Comparar as alteragoes dos parametros clinicos, parasitolégicos e
imunolégicos durante a evolugao da infeccao por L.amazonensis ou
L. braziliensis no modelo hamster e sua relagio com a patogénese da

leishmaniose tegumentar humana.

Muito do que se sabe sobre os mecanismos imunopatogénicos e de
imunoprotegdo na leishmaniose tegumentar foi investigado no modelo murino,
sobretudo nas infec¢des por L. major e L. amazonensis. Os modelos experimentais
BALB/c e C57BL/6 estdo associados, respectivamente, a um padrdao de
susceptibilidade ou resisténcia a L. major tornando-os interessantes para estudar
fendmenos de progressao e controle da infecgao.

No entanto, o estudo da infeccdo por espécies do subgénero Viannia
(L. braziliensis, L. guyanensis), principais responsaveis pela leishmaniose
tegumentar nas Américas, € limitado pela baixa susceptibilidade dos modelos
experimentais murinos a infecgéo por espécies do subgénero Viannia.

Nosso grupo tem estudado nos ultimos anos as alteragbes clinicas e
imunopatologicas durante a evolugdo da infeccdo por L. braziliensis no hamster
dourado (Mesocricetus auratus), no sentido de se estabelecer parametros
laboratoriais que permitam utilizar este modelo para o estudo de patogénese e de
protegcao vacinal na LTA.

Assim, nesta etapa do trabalho foram comparados os parametros
clinicos/parasitologicos e imunolégicos durante a evolugdo da infecgdo por,
L. amazonensis ou L. braziliensis, no modelo hamster, a fim de contribuir para o
estabelecimento do uso do hamster dourado como um modelo experimental para
estudos que visem compreender os mecanismos relacionados a patogénese da

leishmaniose tegumentar humana.

Resultados referentes ao Objetivo 3:

6.12. Avaliagao da evolugao clinica da lesao em hamsters infectados por L.
amazonensis ou L. braziliensis

O resultado da analise da evolugao clinica apos infecgdo experimental do
modelo hamster, tanto para a espécie L. amazonensis quanto para L. braziliensis,
definiu um aspecto progressivo de curso crénico, com o inicio de aparecimento dos

sintomas entre 20 e 30 dias (Figura 6.12A).
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O tamanho da lesao da pata apos 100 dias de infec¢ao por L. amazonensis
(mediana = 1,75mm) foi significativamente maior que o tamanho da lesdo no tempo
de 50 dias (mediana = 0,47mm, p<0,001), representando um aumento de tamanho
aproximado em 3,7 vezes em 50 dias de acompanhamento. (Figura 6.12B).

Este aumento significativo no tamanho da lesdo no 100° dia (mediana=
2,35mm) também foi observado nos hamsters infectados por L. braziliensis quando
comparado as lesdes no 50° dia (mediana=0,8mm, p<0,01) (Figura 6.12B). Esse
aumento foi de aproximadamente 2,9 vezes ao longo de 50 dias de evolugéo.

Vale destacar que a progressao da lesdo com 50 dias ou 100 dias apds
infeccdo por L. braziliensis tende a ser mais rapida, e resulta em lesdes
significativamente maiores (p<0,05) quando comparadas com as causadas por
L. amazonensis (Figura 6.12B)

Vale destacar que a avaliacdo do tamanho da pata aos 100 dias de
acompanhamento de animais infectados por L. braziliensis demonstrou uma maior

amplitude de variagdo quando comparado aos outros grupos.

Avaliagdo da carga parasitaria da lesao em hamsters infectados por

L. amazonensis ou L. braziliensis

Ao quantificar a carga parasitaria nas lesbes dos animais infectados por
L. amazonensis no 100° dia de infecgado nao foi observado um aumento significativo
(7,4 x 107 parasitos/grama de tecido) quando comparado aos valores da mediana da
carga parasitdria no momento de avaliagdo anterior (50° dia) (2,0 x 10’
parasitos/grama de tecido). Da mesma forma, a evolugdo clinica da infec¢cado por
L. braziliensis nao refletiu em aumento da carga parasitaria avaliada na leséo
quando foi comparado os valores do 50° (1,1 x 10* parasitos/grama de tecido) e 100°
dia (9,0 x 10* parasitos/grama de tecido) pos-infecgdo (Figura 6.12 C).

No 50° dia pés-infecgcdo, a quantidade mediana de parasito no tecido foi
maior (p=0,056, sem significancia estatistica) nas lesbes causadas por
L. amazonensis (2,0 x 10" parasitos/grama de tecido) quando comparada as lesdes
por L. braziliensis (1,1 x 10* parasitos/grama de tecido), considerando o mesmo
in6culo de formas promastigotas no momento inicial. No 100° dia pés-infecgéo, essa
diferenga foi mais evidente e o grupo infectado por L. amazonensis apresentou uma
carga parasitaria significativamente maior (7,4 x 10’ parasitos/grama de tecido,
p<0,0003) comparado ao grupo infectado por L. braziliensis (9,0 x 10*
parasitos/grama de tecido) (Fig.6.12 C), Assim, no 100° dia de evolug&o clinica a
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carga parasitaria mediana nas lesbdes causadas por L. amazonensis foi 820 vezes
maior do que a carga parasitaria observada nas lesées causadas por L. braziliensis
(Figura 6.12C).

6.13. Avaliagao macroscopica da lesdao com 100 dias de evolugdao em pata de

hamsters infectados por L. amazonensis ou por L. braziliensis

Com o objetivo de ilustrar os aspectos clinicos das lesées na pata de
hamsters infectados por L. amazonensis ou por L. braziliensis, foi feito um registro
fotografico das patas infectadas no centésimo dia de acompanhamento. Quanto ao
aspecto macroscoépico das lesdes foi observado que o grupo de hamsters infectado
por L. amazonensis apresentou um predominio de lesbes nodulares, porém néao
ulceradas. Por outro lado, o grupo de hamsters infectados por L. braziliensis
apresentou predominio de lesdes ulceradas com visivel dano tecidual. O quadro
abaixo representa o aspecto da lesdo das patas de todos os animais de um dos
experimentos (Painel 6.13).
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Figura 6.12 — Comparagio das evolugbes clinicas pos infecgdo e da carga parasitaria em
hamsters infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis. A) tamanho da lesdo de hamsters
infectados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis, B) Grafico representa o
tamanho da lesdo da pata de cada animal, de 2 a 3 experimentos independentes, nos tempos de 50
(50d) e 100 (100d) dias apos a infecgao, totalizando 16 a 21 animais por grupo. C) Carga parasitaria
na pata quantificada nos tempos de 50 e 100 dias apds a infecgao pelo método de diluigao limitante.
Cada ponto representa um animal. A linha horizontal do meio representa a mediana, e as linhas
horizontais inferiores e superiores representam os intervalos interquartis de 25% e 75%,
respectivamente. * p < 0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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L. amazonensis

Painel 6.13 - Avaliagio macroscépica da lesio das patas de hamsters. Apés 100 dias de

acompanhamento da infeccgédo, foi feito um registro fotografico do aspecto clinico das lesées, dos
animais infectados por via subcutanea com 1 x 10° L. amazonensis ou L. braziliensis no dorso da pata
direita.
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6.14. Avaliagao da producao de Imunoglobulinas (IgG e IgG2) anti-Leishmania

Dados da literatura em relacdo ao modelo hamster demonstraram que os
niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania spp estao relacionados com a infec¢ao
progressiva por L. panamensis (Osorio, 2003) e L. braziliensis (Da Silva-Couto et al.
2015).

Ao realizar a comparagao dos niveis de IgG nos tempos de 50 e 100 dias
apos a infecgdo por L. amazonensis foi observado um aumento significativo nos
niveis de 1gG no tempo de 100 dias (Absorbancia=0,77) comparado com 0s niveis
no tempo de 50 dias (Absorbancia=0,14; p<0,01) (Figura 6.14B). Este aumento nos
niveis de IgG no 100° dia (Absorbancia=0,48) nio foi observado nos hamsters
infectados por L. braziliensis quando comparado aos niveis no 50° dia
(Absorbancia=0,39) (Figura 6.14A).

Quanto aos niveis de 19G2, nao foi observado diferenga significativa quando
foi feita a comparagéo dos niveis de IgG2 entre os tempos de 50 e 100 dias apds a
infeccdo tanto no grupo de hamsters infectado por L. amazonensis quanto por
L. braziliensis (Figura 6.14 B).

No 100° dia pos-infecgao, o nivel de IgG anti-Leishmania foi discretamente
maior (p=0,08 sem significancia estatistica) no grupo de hamsters infectados por
L. amazonensis (Absorbancia=0,77) quando comparado com os hamsters infectados
por L. braziliensis (Absorbancia=0,48). Essa diferenca foi mais evidente ao analisar
os niveis de 1gG2 anti-Leishmania, uma vez que o grupo infectado por
L. amazonensis apresentou um nivel de 1gG2 significativamente maior
(Absorbancia=0,68, p<0,001) comparado ao grupo infectado por L. braziliensis
(Absorbéancia=0,17) (Fig.6.14 B).
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Figura 6.14 - Analise quantitativa dos niveis de Imunoglobulinas por ELISA. Hamsters foram
infectados com 1 x 10° promastigotas de L. amazonensis ou com L. braziliensis. Apés 50 (50d) e 100
(100d) dias da infecgdo foi coletado sangue para determinar os niveis de IgG e IgG2 anti-
Leishmaniano plasma. A) Densidade optica dos niveis de I1gG. B) Densidade 6ptica dos niveis de
IgG2. Grafico representa 1 - 2 experimentos independentes. Cada ponto representa um animal. A
barra horizontal representa os valores de mediana .* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.

6.15. Avaliagcao da cinética da expressao génica de enzimas e citocinas no
fragmento de pata de hamsters infectados por L.amazonensis e
L. braziliensisnos tempos de 50 e 100 dias apoés a infecgao.

Apos 50 dias de infecgao por L. braziliensis, foi observado um aumento
significativo de expresséo de iNOS (mediana=1100) quando comparado aos animais
infectados por L. amazonensis (mediana=3,9; p < 0,05) (Figura 6.15A). O mesmo
pode ser observado aos 100 dias de infec¢ao por L. braziliensis (mediana=562) em

relacdo a infecgédo por L. amazonensis (mediana=109; p < 0,001) (Figura 6.15A), o
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que parece estar correlato com a menor carga parasitaria observada nos animais
infectados por L. braziliensis.

O aumento significativo de expressao de arginase apds 100 dias de infecgao
por L. amazonensis (mediana=80) em relacdo ao 50° dia (mediana=1,0 p<0,01))
(Figura 6.15B), parece ter relagdo direta com o aumento de carga parasitaria
demonstrada nessa condigdo experimental.

Aos 100 dias de infeccdo, foi observado um importante aumento de
expressdo de IFN- y nos animais infectados com L. braziliensis (mediana=591) em
comparagado aos animais infectados por L. amazonensis (fold change=25,5; p <
0,001) (Figura 6.15C), sustentando a ideia de que nesses animais infectados por
L. braziliensis existe um perfil Th1 em evidéncia responsavel pelo controle da carga
parasitaria.

O aumento da expressao génica de TNF apdés 100 dias de infecgdo por
L. braziliensis (mediana=19,9) em relagao ao 50° dia de infeccdo (mediana=12,1; p <
0,05) e o aumento de expressao de TNF, aos 100 dias da infec¢ao por L. braziliensis
(mediana=19,9) em comparagdo aos animais infectados por L. amazonensis
(mediana=2,2; p < 0,001) (Figura 6.15D) sugerem um processo inflamatério mais
acentuado nas lesdes causadas por L. braziliensis, o que justifica o dano tecidual, o
aspecto ulcerado e o maior tamanho das lesées. Pelo menos em parte, o aumento
da condicao inflamatdéria parece estar associada com a capacidade microbicida.
Nesse contexto, o memso fendmeno foi observado para a expressao da citocina
inflamatoria IL-6 que foi significativamente maior aos 100 dias de infec¢ado por
L. braziliensis (mediana= 3,65) quando comparado a infeccéo por L. amazonensis
(mediana= 0,97; p<0,05) (Figura 6.15 E)

Para as demais citocinas como TGFB, IL-10 e IL-4 existe um padrao de
aumento de expressdes génicas nas infecgdes por L. braziliensis, sobretudo nas
infecgdes de 100 dias de evolugdo, em relagdo aos animais infectados por

L. amazonensis.
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Figura 6.15. Comparagio da expressido génica de mRNA de citocinas e enzimas na pata de
hamsters infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis. Hamsters (5-8 por grupo) foram
infectados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis ou com L. braziliensis. A analise da
expressao génica na pata foi realizada apos 50 (50d) e 100 (100d) dias da infecgdo por RTqPCR. (A)
iNOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H) IL-4. Simbolos representam o
“fold change” na expressdo de mRNA em relagdo a expressdo de mRNA em amostras de pele de
hamsters n&o infectados (calibradores da reagdo) e que estdo representados pela linha tracejada.
Cada ponto representa um animal. A barra horizontal representa os valores de mediana. *p < 0,05; **
p <0,01 **p < 0,001
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6.16. Quantificacao da carga parasitaria na pata e no linfonodo de hamsters
apos 100 dias de infecgao por L. amazonensis ou L. braziliensis.

Com o objetivo de investigar as diferengas nos parametros parasitoldgicos e
imunoldgicos no sitio de infecgdo (pata) e no linfonodo drenante da lesdo de
hamsters infectados com L. amazonensis e L. braziliensis foi avaliada a relacéo
entre a carga parasitaria e a expressao génica de enzimas e citocinas por RTqPCR
no final do acompanhamento da lesédo (100 dias apds a infecgao)

Em hamsters apos 100 dias de infecgao por L. amazonensis foi observado
que a carga parasitaria no fragmento de lesao foi significativamente maior (7,4 x 10’
parasitos/grama de tecido) quando comparada com a carga parasitaria no linfonodo
popliteo (2,6 x 10° parasitos/grama de tecido; p < 0,0023). Enquanto isso, no grupo
de hamsters infectado por L. braziliensis ndo foi observada diferenga significativa
entre a carga parasitaria quantificada na pata e no linfonodo popliteo (Figura 6.16).

O linfonodo drenante da lesdo causada por L. amazonensis apresentou uma
carga parasitaria significativamente maior (260 x 10* parasitos/grama de tecido),
quando comparado com a carga parasitaria no linfonododo grupo infectado por

L. braziliensis (2,0 x 10 parasitos/grama de tecido; p<0,0006) (Figura 6.16).
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Figura 6.16 — Quantificacido da carga parasitaria na pata e no linfonodo apés 100 dias de
infeccdo com L. amazonensis ou L. braziliensis. Hamsters foram infectados com 1 x 10°
promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis. A carga parasitaria na pata e no linfonodo
popliteo foi quantificada 100 dias apds a infecgdo pelo método de diluicdo limitante. Cada ponto
representa um animal. A linha horizontal representa a mediana. ** p < 0,01 *** p <0,001.

6.17. Avaliagdo da expressdo génica de enzimas e citocinas no fragmento
depata e no linfonodo popliteo de hamsters apés 100 dias de infecgao por
L. amazonensis ou L. braziliensis

No linfonodo de hamsters infectados por L. amazonensis foi observado que
a expressao génica de todas as enzimas (iINOS e Arginase) e citocinas como TNF,
IL-6, TGF-B, IL-10 e IL-4, ficaram abaixo ou bem préxima do calibrador (Figura 6.17).
O fato de uma alta carga parasitaria ndo ser capaz de alterar o padréo de expresséo
de moléculas importantes na inducdo de uma resposta microbicida, nos leva a
pensar que a espécie L. amazonensis possui mecanismos de regulacédo da resposta
imune que favorece a proliferacao parasitaria e a disseminacdo do mesmo pela via
linfatica.

Além disso, foi observado que a expressédo das enzimas iINOS e arginase e
das citocinas IFN- y , TNF, IL-6 e IL-10 no linfonodo do grupo de hamsters infectado
por L. braziliensis foi significativamente maior que no grupo infectado por
L. amazonensis (Fig. 6.17A, B, C, D, E, G) Isso sugere que a infeccdo por
L. braziliensis permite que o sistema imune do hamster consiga perceber e ativar
mecanismos que estdo associados com o0 aumento da capacidade microbicida e de
contencao das formas parasitarias.
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Figura 6.17. Expressdo génica de mRNA de citocinas e enzimas na pata e no linfonodo
popliteo de hamsters infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis. Hamsters (6-8 por
grupo) foram infectados com 1x10° promastigotas de L. amazonensisou L. braziliensis. A analise da
expressdo génica na pata e no linfonodo popliteo foi realizada apés 100 dias da infecgdo por
RTgPCR. (A) iINOS (B) Arginase (C) IFN-y (D) TNF (E) IL-6 (F) TGF-B (G) IL-10 (H) IL-4. Simbolos
representam o “fold change” na expressdo de mRNA em relagcéo a expressdo de mRNA em amostras
de pele de hamsters nao infectados (calibradores da reagédo) e que estdo representados pela linha
tracejada. Cada ponto representa um animal. A barra horizontal representa os valores de mediana.

*p < 0,05 ** p < 0,001 ***p< 0,001.
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7. Discussao

A maioria dos estudos com o objetivo de investigar os mecanismos
imunopatogénicos e desenvolver uma vacina eficaz contra a infecgao por espécies
dermotrépicas de Leishmania é realizada no modelo murino de infeccéo, sobretudo
por L. major e L. amazonensis.

Ja os estudos relativos a infecgao por espécies de Leishmania do subgénero
Viannia (por exemplo: L. braziliensis ou L. guyanensis), principais responsaveis pela
leishmaniose tegumentar nas América (LTA), tém sido negligenciados pela falta de
um modelo experimental que reproduzisse aspectos patoldgicos e a resposta
imunologica observada na doenga humana. As cepas de camundongos que se
infectam, por exemplo, pela L. braziliensis desenvolvem um quadro clinico frustro e
de curso benigno, ndo reproduzindo os aspectos mais caracteristicos da LTA
(DeKrey et al. 1998; Rocha et al. 2007; Soong et al. 2012).

Entretanto, dados da literatura tem demonstrado que o modelo hamster se
apresenta altamente susceptivel a infeccdo por espécies de Leishmania do
subgénero Viannia, e que durante o curso da infecgéo, alguns aspectos clinicos da
doenca sao diversificados. Pelo menos em parte, as caracteristicas individuais de
cada animal (outbred) explicam a variabilidade das manifestagdes clinicas, o que
reproduz, nas devidas propor¢des, muitos dos aspectos clinicos e imunopatoldgicos
observados na doenga humana. Historicamente o modelo hamster ja vem sendo
muito utilizado como modelo para a leishmaniose visceral. Dessa forma, esse
modelo experimental tem sido sugerido como muito apropriado para estudos que
envolvam a interagdao de espécies de Leishmania com o hospedeiro susceptivel
(Hommel et al. 1995; Oliveira et al. 2004; Gomes-Silva et al. 2013; Ribeiro-Romao et
al. 2014, Mears et al. 2015).

Apesar do uso crescente do modelo hamster para estudo de varias doengas,
a falta de anticorpos monoclonais especificos para moléculas associadas ao sistema
imune torna-se um fator limitante para a utilizacdo desse animal experimental em
estudos que requerem a definicdo de parametros imunoldgicos, como por exemplo,
a dosagem de citocinas e a fenotipagem de células do sistema imune (Safronetz et
al. 2009; Safronetz et al. 2012; Ebihara et al. 2013; Ribeiro —Roméao et al. 2014). Isso
tem limitado a sua utilizacao, por exemplo, em pesquisas de desenvolvimento de
vacinas, na determinagcdo de correlatos de protegdo ou imunopatogénese de
doengas, ou seja, onde a caracterizacdo do tipo de resposta imune gerada é

fundamental para a compreensdo do mecanismo envolvido.
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Atualmente as ferramentasdisponiveis para ensaios imunolégicos em
hamsters sdo qRT-PCR para a detecgao de expressdo de genes relacionados com
imunidade e ELISA para a detecgao de respostas imunes humorais mediada por
anticorpos (Warner et al. 2016).

Nesse sentido, nosso grupo tem estudado nos ultimos anos as alteragdes
clinicas e imunopatogénicas durante a evolugao da infecgao por L. braziliensis no
hamster dourado (Gomes-Silva et al. 2013 e Ribeiro-Romao et al. 2014).
Recentemente nosso grupo padronizou um ensaio de PCR em Tempo Real para
quantificacdo da expressao génica por RT-qPCR das citocinas IFN-y, TGF-, TNF,
IL-10, IL-4, IL-6, e das enzimas arginase e iNOS, utilizando o sistema SYBR Green®
de deteccdo, em pele e linfonodo de hamsters infectados por L. braziliensis.
(Ribeiro-Roméo et al. 2016). O estabelecimento destas técnicas visa permitir ao
grupo investigar os mecanismos imunes envolvidos na imunoproteg¢ao induzida por
candidatos vacinais e na imunopatogénese da leishmaniose.

Nos estudos de imunoprotecdo, muitos candidatos vacinais sao descritos
como capazes de gerar uma imunidade protetora contra a infecgdo por Leishmania,
alguns com resultados satisfatorios, porém, as vacinas licenciadas estéo restritas ao
uso veterinario contra a LV canina. Na busca de uma vacina contra a LTA, a vacina
com antigenos totais de L. amazonensis (Leishvacin®), foi aprovada nos testes
clinicos de seguranga e imunogenicidade (fase 1 e fase 2) em voluntarios humanos
apo6s administragdo parenteral (Marzochi et al. 1998, De Luca et al. 1999).
Entretanto, no teste de eficacia (fase 3) ndo protegeu individuos contra a infec¢ao
com espécies do subgénero Viannia (Vélez et al. 2005).

Dados da literatura demonstram que a imunidade protetora induzida por
antigenos totais de Leishmania no modelo murino é criticamente dependente da via
de imunizagao. Foi demonstrado que a imunizagdo subcutanea e intramuscular com
antigenos totais (lisado total de promastigotas de L. amazonensis — LaAg) promove
agravamento da infecg&o por L. amazonensis em camundongos BALB/c (Pinto et al.
2003; Pinheiro et al. 2005). Estes dados corroboram com estudos em primatas, em
que macacos Rhesus (Macaca mulatta) vacinados pela via subcutdneacom
antigenos de L. amazonensis (equivalente ao LaAg) antes da infeccéo,
desenvolveram uma lesdo cutdnea mais exacerbada que os controles nao vacinados
(Kenney et al. 1999). Estes resultados indicam que promastigotas de
L. amazonensis mortos contém antigenos indutores de doenga, e levantam o

questionamento sobre a possibilidade da vacina, testada ha varios anos em
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humanos, que € composta de promastigotas de L. amazonensis (Leishvacin®) e
administrada por via subcutanea ou intramuscular, poder potencializar a infeccdo em
individuos mais susceptiveis.

Por outro lado, resultados anteriores no modelo murino demonstraram que
guando este mesmo candidato vacinal (LaAg) foi administrado pelas vias de mucosa
oral e nasal, foi capaz de promover uma resposta imunoprotetora, sendo
demonstrada de forma inédita a eficacia do uso de vias ndo injetaveis na protegcéo
contra a infecg&o por L. amazonensis em camundongos BALB/c e C57BL/6 (Pinto et
al. 2003; Pinto et al. 2004; Pratti et al. 2016). Em estudos recentes, nosso grupo
demonstrou a eficacia protetora da imunizagdo intranasal com LaAg contra a
infeccao por L. braziliensis no modelo hamster dourado (Da Silva-Couto et al. 2015).

A partir desses resultados, foi desenvolvido o estudo apresentado nessa
tese no qual foi avaliada inicialmente se a eficacia protetora da vacinacao intranasal
com LaAg contra a infec¢ao por L. amazonensis, ja demonstrada no modelo murino,
pode ser estendida ao modelo experimental hamster.

A imunidade protetora contra a infeccdo por L. amazonensis que foi induzida
por LaAg foi claramente dependente da via de imunizagdo, uma vez que nos animais
imunizados com LaAg pela via intranasal foi observado um retardo no
desenvolvimento da lesdo, acompanhado da diminuicdo da carga parasitaria na
lesdo (local da infecgdo) e no linfonodo drenante quando comparados ao grupo
controle. Por outro lado, a imunizacdo com a mesma concentracdo e numero de
doses de LaAg pela via intramuscular, promoveu uma exacerbagcdo da leséo,
somado a uma manutengao da carga parasitaria semelhante ao grupo controle n&o
imunizado. Estes resultados corroboram com o que foi descrito anteriormente no
modelo murino de infeccdo com L. amazonensis (Pinto et al. 2004; Pinheiro et al.
2005). Este efeito ndo protetor da vacinagdo com LaAg pelas vias convencionais
(intramuscular ou subcutédnea) pode explicar a falha da vacinagdo com a
Leishvacin® nos ensaios clinicos em voluntarios humanos (Vélez et al. 2005).

A partir da analise de expressao génica de enzimas através da técnica de
RT gPCR péde-se observar um aumento significativo da expressao de arginase e
uma baixa expressdo de iINOS em fragmento de lesdo proveniente de animais do
grupo LaAg IM. Estes animais apresentaram agravamento da lesdo e manutengao
de alta carga parasitaria. A fungdo da arginase no macréfago é converter a L-
arginina em ornitina, que favorece a sobrevivéncia e a proliferacdo de Leishmania.

Por outro lado, a expressao de iNOS converte a L-arginina em espécies reativas de

64



oxigénio que em altas concentragdes nos vacuolos fagolisossomicos de macréfago
levam a morte dos parasitas (Muxel et al. 2017).

A citocina IL4 também foi detectada em niveis de expressao mais elevados
na lesdo de animais previamente imunizados com LaAg IM. Esta citocina possui
funcao bioldgica de induzir uma resposta imune do tipo 2 (Th2), que resulta em uma
resposta imune preferencialmente mediada por anticorpos com troca de isotipo para
IgE, em vez de uma resposta mediada por células capazes de induzir fungdes
microbicias de controle da Leishmania. Do mesmo modo, nas lesées de animais
imunizados com LaAg IM foram detectados niveis mais elevados de IL10. Essa
citocina regulatoria age de forma a suprimir resposta efetoras de células como a
ativagcdo de macrofagos, que é extremamente importante no controle da carga
parasitaria.

Embora as analises de expressao génica ao final de 100 dias apds infecgao
tenham sugerido possiveis padrbes que jusfiiquem uma maior gravidade da lesao
observada no grupo LaAg IM, n&o foi possivel observar algum padrao de expresséo
génica associado a protegcao vacinal observada no grupo LaAg IN. O estudo da
modulagao da resposta imune nas fases mais iniciais da infeccdo tem sido proposto
como uma estratégia de identificacdo de padrdes de resposta imune correlacionados
com o desfecho de uma infecgéo (Hoft & Eickhoff 2002).

Assim, a partir dos resultados obtidos no final do acompanhamento da
infecgdo (100 dias) por L. amazonensis e anteriormente no acompanhamento da
infeccdo por L. braziliensis no modelo hamster (Da Silva-Couto et al. 2015),
buscamos investigar as alteragdes clinicas e a modulagdo da resposta imune
induzidas pela vacinagao intranasal e intramuscular com LaAg nos momentos
iniciais e intermediarios (5, 30 e 50 dias) da infecgdo com o objetivo de caracterizar
padrées de expressao génica associados com a resposta protetora observada nos
animais do grupo LaAg IN.

Nos hamsters infectados por L. amazonensis as analises dos parametros,
foram realizadas no tempo de 50 dias apds a infeccéo, pois foi o tempo onde as
diferencas na espessura das lesdes entre os grupos LaAg IN, LaAg IM e o grupo
controle comegaram a ser significativas.

Neste tempo de 50 dias apods a infeccdo por L. amazonensis, 0 grupo
LaAg IN apresentou uma diminui¢gdo significativa no tamanho da lesdo quando

comparado com o grupo controle e com o grupo LaAg IM. Nesta fase intermediaria
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da infeccdo, ndo houve diferenga na carga parasitaria entre os grupos LaAg IN,
LaAg IM e controle.

As imunoglobulinas vém sendo descritas como um importante biomarcador
nas leishmanioses, considerando que altos niveis de anticorpos anti-Leishmania,
estdo associados a gravidade da doenca. No modelo hamster de infecgdo por
L. panamensis (Osorio et al. 2003) e L. braziliensis (Gomes-Silva et al. 2013,
Ribeiro-Romao et al. 2013), altos niveis de IgG anti-Leishmania foram associados ao
tamanho e a gravidade da lesao.

Aos 50 dias de evolucdo da infecgdo por L. amazonensis, a presenca de
maiores titulos de IgG anti-Leishmania no grupo LaAg IM pode ser um parametro
preditor de um prognéstico desfavoravel de evolugdo da doenga com 100 dias de
evolugdo quando foi observado as lesbes mais graves e as maiores cargas
parasitarias.

Aos 50 dias de infeccédo por L. amazonensis, uma expressao génica mais
elevada de iINOS detectada em fragmento de tecido do local da infec¢do em animais
do grupo LaAg IN pode ter relagdo como desfecho clinico favoravel apés 100 dias de
evolucdo clinica, quando esses animais apresentaram os menores tamanho de
lesdo e as menores cargas parasitarias.

Também, aos 50 dias de evolugdo da infeccdo por L. amazonensis em
fragmento de pele obtida do local de infecdo de hamster previamente imunizados
com LaAg IM, foram observadas maiores expressoes de fatores inflamatérios como
TNF e fatores regulatérios como TGF-B, que poderiam compor um padrdo de
resposta imune associado com um desfecho desfavoravel quanto a gravidade das
lesdes e elevada carga parasitaria observados ao final de 100 dias de infecgao.

Nos hamsters infectados por L. braziliensis, com o objetivo de avaliar a
modulagdo da resposta imune nos momentos mais iniciais da infecgéo, as analises
inicialmente foram realizadas no 5° dia apos a infecgdao. No entanto nesta fase inicial
da infecgdo, a expressao génica de todos os alvos analisados, independente do
grupo experimental, se apresentou com valores praticamente idénticos aos valores
do calibrador da reagao (tecido de animal n&o infectado).

A partir deste resultado, foram avaliados os parametros clinicos e
imunoldgicos nos tempos intermediarios de 30 dias apds a infecg¢ao, por ser o tempo
onde se comega a observar o aparecimento das lesées nos diferentes grupos, e no

tempo de 50 dias apds a infecgao, por ser o tempo onde as diferengcas no tamanho
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da lesdo entre o grupo LaAg IN se mostraram significativas quando comparadas ao
grupo controle e ao grupo LaAg IM.

No tempo de 30 dias apds a infeccéo, ndo foi observada nenhuma diferenca
no tamanho da lesédo entre os grupos. Somente no tempo de 50 dias apds a infecgao
por L. braziliensis, o grupo LaAg IN apresentou uma diminuicdo significativa no
tamanho da lesdo quando comparado com o grupo controle e com o grupo LaAg IM.
Nesta fase intermediaria da infeccdo (50 dias) n&o houve diferenga na carga
parasitaria entre os grupos LaAg IN, LaAg IM e controle.

Em relagcdo aos niveis de imunoglobulinas, apés 30 dias da infeccéo por
L. braziliensis, o grupo de hamsters LaAg IM, apresentou um aumento significativo
nos niveis de IgG anti-Leishmania quando comparado com o grupo controle € no
tempo de 50 dias apds a infecgdo, nao foi observada diferenga nos niveis de IgG e
IgG2 entre os grupos.

Quanto a expresséo de enzimas, no tempo de 30 dias apds a infecgédo com
L. braziliensis, foi detectado niveis baixos na expressao génica e nao foi observada
diferenga na modulagéo da expressao génica das citocinas induzida pela imunizagéo
com LaAg pelas vias intranasal e intramuscular e o grupo controle.

No tempo de 50 dias apds a infeccao por L. braziliensis, foi observado um
aumento nos niveis da expressao génicas das citocinas independente do perfil (tipo
1 ou tipo 2), quando comparado com os niveis detectados no tempo de 30 dias apds
a infecgdo, porém, nao foi observada diferenga na modulagéo da expressado génica
das citocinas induzida pela imunizagcdo com LaAg pelas vias intranasal e
intramuscular e o grupo controle nesta fase da infecgéo.

Com as analises realizadas nesse estudo das fases iniciais e intermediarias
da infecgdo (5, 30 e 50 dias), ndo foi possivel definir 0 mecanismo envolvido na
imunoprotegdo induzida pelo protétipo vacinal LaAg pela via intranasal contra
infecgao por L. amazonensis ou L. braziliensis. Com isso, outros estudos devem ser
realizados com o objetivo de investigar os mecanismos envolvidos em diferentes
etapas da infecgdo que antecedem a fase cronica numa tentativa de elucidar esses
fendmenos.

Como as espécies L. amazonensis e L. braziliensis sao as principais
espécies de Leishmania responsaveis pela leishmaniose tegumentar nas Américas
(LTA), além da L. guyanensis, nessa tese também foram comparadas as alteracdes
clinicas e imunopatogénicas durante a evolugdo da infeccdo por L. amazonensis e

L. braziliensis no modelo hamster.
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Nossos resultados demonstraram que no modelo hamster de infeccéo, tanto
para a espécie L. amazonensis quanto para L. braziliensis, considerando o mesmo
in6culo de formas promastigotas no momento inicial, as lesdes se apresentaram
com um aspecto progressivo de curso cronico. No entanto, a evolugao clinica das
lesGes nos hamsters infectados tanto por L.amazonensis quanto por L. braziliensis
nao refletiu em aumento da carga parasitaria, que se manteve estavel nos dois
tempos analisados (50 e 100 dias).

Outro destaque foi a relagdo oposta entre o tamanho da lesdo e a carga
parasitaria quando foram comparados os hamsters infectados por L. amazonensis
ou L. braziliensis. As lesdes dos hamsters infectados por L. amazonensis, eram
significativamente menores que as lesdes dos hamsters infectados por L. braziliensis
tanto no 50° quanto no 100° dia pods-infeccdo. Por outro lado, no 50° dia pods-
infecgao, a quantidade de parasito na pata, apresentou uma tendéncia a ser maior
(p=0,056) nas lesdes causadas por L. amazonensis quando comparada as lesbes
por L. braziliensis e no 100° dia pds-infeccao, essa diferenca foi mais evidente e o
grupo infectado por L. amazonensis apresentou uma carga parasitaria cerca de 820
vezes maior que a carga parasitaria observada nas lesbes causadas por
L. braziliensis.

Ao realizar a comparagéo dos niveis de IgG nos tempos de 50 e 100 dias
apos a infecgdo por L. amazonensis, foi observado um aumento significativo nos
niveis de IgG no tempo de 100 dias comparado com os niveis no tempo de 50 dias.
Nos hamsters infectados por L. amazonensis, esse aumento nos niveis de IgG com
o tempo € acompanhado do aumento do tamanho da lesdo e da carga parasitaria na
pata. O aumento nos niveis de IgG no 100° dia ndo foi observado nos hamsters
infectados por L. braziliensis quando comparado aos niveis no 50° dia.

No 100° dia pés-infecgdo, o nivel de IgG anti-Leishmania apresentou uma
tendéncia a ser maior (p=0,08) no grupo de hamsters infectados por L. amazonensis
quando comparado com os hamsters infectados por L. braziliensis. Ao analisar os
niveis de 1gG2 anti-Leishmania, essa diferenca foi mais evidente, uma vez que o
grupo infectado por L. amazonensis apresentou um nivel de IgG2 significativamente
maior comparado ao grupo infectado por L. braziliensis.

Pacientes infectados com L. amazonensis habitualmente apresentam titulos
de anticorpos especificos mais altos do que os infectados com L. braziliensis
(Silveira et. al 1998, Silveira et. al 2004). Dados da literatura descrevem a

importancia do perfil de produgado de classes e subclasses de imunoglobulinas anti-
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Leishmania durante a doenga ativa e apds a cura da LTA em humanos (Gomes-
Silva et al. 2008; Castellano et al. 2009). Na LTA humana ha uma concentracéo de
anticorpos especificos aos antigenos de Leishmania proporcional a carga parasitaria
e ao tempo de exposi¢ao ao estimulo antigénico (Gomes-Silva 2011).

Quanto aos aspectos das lesdes no tempo final do acompanhamento da
lesdo (100 dias), foi observado que o grupo infectado com L. amazonensis
apresenta um predominio de lesbes nodulares, ndo ulceradas e o grupo infectado
com L. braziliensis apresenta o predominio de lesdes ulceradas, com visivel dano
tecidual. Uma possivel explicagdo para a magnitude do dano tecidual seria o perfil
das citocinas presentes nas lesbes. Trabalhos prévios em humanos com
leishmaniose cutanea localizada, causadas por L. braziliensis, relacionou lesdes
mais graves com maiores niveis de IFN-y e TNF (Antonelli et al. 2005).

Quanto ao perfil de expressao génica de citocinas e enzimas, foi observado
um aumento significativo de expressdao de iINOS nos hamsters infectados por
L. braziliensis, quando comparado aos hamsters infectados por L. amazonensis, o
que parece estar refletindo na baixa carga parasitaria observada naqueles animais.
Além disso, também foi observado um aumento de expressao de IFN-y nos animais
infectados com L. braziliensis em comparacdo aos animais infectados por
L. amazonensis, sustentando a ideia de que nesses animais infectados por
L. braziliensis existe um perfil Th1 em evidéncia, responsavel pelo controle da carga
parasitaria. O aumento de expressao de TNF sugere um processo inflamatdrio
intenso nessas lesdes, com um intenso influxo de células para o infiltrado
inflamatdrio, e uma alta produgdo de componentes microbicidas capazes de induzir
lesdo tecidual em magnitude suficiente para promover morte de células do tecido e
necrose, o que justifica o dano tecidual, o aspecto ulcerado e o maior tamanho das
lesdes.

Além disso, o aumento de expressdo génica de arginase nos hamsters
infectados por L. amazonensis em comparagdao aos hamsters infectados por
L. braziliensis, parece ter relagao direta com a maior carga parasitaria naqueles.

Um mecanismo importante que pode contribuir para a morte ineficiente dos
parasitos pelos macréfagos € a ativagdo alternativa dos mesmos (Gordon & Martinez
2010). Foi demonstrado que a diminuicdo na produgado de 6xido nitrico no modelo
hamster para leishmaniose visceral, foi mediada pela produgdo de arginase por
L. donovani, estimulada diretamente via STAT-6, sem a participagao de citocinas do

tipo 2. A arginase compete pelo mesmo substrato, a L-arginina, necessaria para a
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sintese de NO, ou seja, com a sintese de arginase, ndo ocorre a sintese de NO.
Além do mais, durante a sintese de arginase, ocorre 0 aumento de poliaminas, que
também favorecem o crescimento dos parasitos (Osorio et al. 2012).

Para as demais citocinas como IL-6, TGF-B3, IL-10 e IL-4 existe um padrao
de aumento de expressdes génicas nas infec¢des por L. braziliensis, sobretudo nas
infecgdes de 100 dias de evolugdo, em relagdo aos animais infectados por
L. amazonensis.

Dados da literatura demonstram que a L. amazonensis e a L. braziliensis
possuem padrdes de transmissao distintos e que o desenvolvimento e progndstico
da leishmaniose estdo diretamente ligados a resposta imune do hospedeiro. Os
pacientes infectados por L. braziliensis apresentam uma resposta imune com perfil
pré-inflamatério, enquanto que pacientes infectados por L. amazonensis apresentam
um perfil de resposta imune mais regulada para uma condigdo de menor inflamagao.
Além disso, o antigeno de L. braziliensis se apresenta como um potente estimulador
das respostas de células T, com alta expressao de IFN- y comparado ao antigeno de
L. amazonensis. Por outro lado, o antigeno de L. amazonensis € tido como um
supressor da resposta imune celular e isso pode ser vinculado ao direcionamento
para o polo anérgico-multiparasitario do espectro clinico da leishmaniose tegumentar
humana causada pela infecgao por L. amazonensis (Silveira et al. 1998; Silveira et
al. 2004).

As alteracbes imunopatogénicas do modelo hamster ocasionadas por
Leishmania, foram baseadas em ferramentas moleculares para quantificacdo de
expressdo génica induzida por espécies viscerotropicas. Foi demonstrado o
aumento na expressao de IL-2, IL-12, TNF, IL-10 e TGF-B, indicando um perfil nao
polarizado de resposta imune (Melby et al. 2001). O mesmo grupo também
contribuiu com o estudo da infecgao por L. (V.) panamensis em lesdes de hamsters,
onde foi observado um perfil de resposta imune do tipo 1 (IL12p40, IFN-y) e do tipo 2
(IL-10 e TGF-B) na fase cronica de infecgao (Osorio et al. 2003). Também foi visto
que a expressao génica de citocinas e quimiocinas na infecgao pela mesma espécie,
aos sete dias apo6s infecgcdo também induziu um padrdo misto de resposta,
caracterizada pelo aumento da expressao de IFN-y e IL12p40, assim como de IL-4,
IL-13, IL-12 e IL-21, atribuindo ao perfil inicial de resposta a susceptibilidade a
infeccdo observada no modelo (Espitia et al. 2010).

No presente trabalho, no modelo hamster infectado por L. braziliensis foi

verificado que apos 100 dias de infeccdo houve um aumento da expressao génica
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de todos os alvos testados - IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, TFG-B, IL-4, INOS e arginase -
tanto na pele quanto no linfonodo, corroborando com resultados anteriores (Ribeiro-
Romao et al. 2016).

De forma interessante, a expressado génica de arginase e iINOS na infecgao
por L. braziliensis, foi contraria ao que ocorre no modelo hamster de LV (infec¢ao
por L. donovani). Enquanto que nos hamsters infectados por L. braziliensis foi
observado um aumento da expressédo de arginase de até 10 vezes em relagao ao
nivel basal (calibrador), no modelo de LV foi demonstrado um aumento substancial,
mais de mil vezes em relagdo aos controles nio infectados. O presente estudo
mostrou ainda que na infeccéo por L. braziliensis no modelo hamster houve maior
expressdo de iINOS na pele (cerca de mil vezes em relagdo aos controles n&o
infectados), diferente do observado em estudos de LV, nos quais a expressao nos
bacos de hamsters infectados com L. donovani foi baixa, semelhante ao controle
nao infectado (Melby et al. 2001, Perez 2006, Osorio et al. 2012). Enquanto isso, nos
hamsters infectados por L. amazonensis, a expressao génica de arginase foi 80
vezes maior em relagdo ao nivel basal (calibrador). Ja a expressdo de iINOS nos
hamsters infectados por L. amazonensis foi cerca de 100 vezes maior em relagao
aos controles ndo infectados.

Recentemente, o modelo hamster foi reconhecido como muito apropriado
para estudos envolvendo infec¢cao por L. braziliensis (Mears et al. 2015; Warner et
al. 2016). No entanto, com a amplitude das abordagens imunoldgicas reduzida,
muitos grupos de pesquisa que utilizam o hamster como modelo experimental de
doengas humanas, ainda tém limitado sua abordagem apenas aos sinais clinicos e
0s aspectos patoldgicos.

O uso de anticorpos monoclonais que tenham reagdo cruzada contra
marcadores imunes e citocinas de outras espécies tem dado aos pesquisadores que
usam hamsters uma opcéo viavel para certos ensaios. Ja foi descrito que, por
exemplo, os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 de camundongo e rato,
respectivamente, foram capazes de gerar uma marcagdo cruzada no modelo
hamster com sindrome pulmonar por hantavirus (Hammerbeck & Hooper 2011). O
desenvolvimento de anticorpos monoclonais especificos para o modelo hamster,
impulsionariam muito as pesquisas que dependem dos ensaios imunoldgicos
(Warner et al. 2016).

O aumento do interesse no uso do modelo hamster pelos pesquisadores,

com consequente aumento da demanda por insumos imunoldgicos, pode fazer com
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que empresas tenham interesse na produgao de anticorpos monoclonais especificos
para marcadores imunoldgicos e citocinas de hamsters.

Em resumo, os estudos de imunoprotecdo demonstraram que a vacinagao
intranasal com LaAg induz protegdo contra diferentes espécies de Leishmania
relacionadas a LTA (L. amazonensis e L. braziliensis) no mesmo modelo
experimental, o modelo hamster, indicando que a vacinagao intranasal usando LaAg
€ altamente promissora no desenvolvimento de uma vacina humana eficaz contra as
leishmanioses. E os estudos de imunopatogénese demonstraram que as diferengas
observadas na comparagao dos parametros clinicos, parasitolégicos e imunoldgicos
em hamsters infectados por L.amazonensis e L. braziliensis reproduziram
importantes aspectos observados na doenga humana, indicando que o modelo
hamster pode ser um modelo de estudo apropriado para estudos de

imunopatogénese da LTA.
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8. Conclusoes

o A eficacia protetora da vacinagdo intranasal com LaAg contra a infecgdo por
L. amazonensis, ja demonstrada no modelo murino, foi estendida ao modelo
hamster.

. A imunidade protetora contra a infecgdo por L. amazonensis induzida por LaAg
€ dependente da via de imunizagdo, uma vez a imunizagdo com LaAg pela via
intramuscular, promoveu uma exacerbacgao da lesao.

o A analise de expressdo génica ao final de 100 dias apds infecgao por
L. amazonensis sugeriu um padrao de resposta relacionado a uma maior gravidade
da lesao observada no grupo LaAg IM.

o Nao foi possivel observar algum padrao de expressao génica aos 100 dias
associado a protegao vacinal observada no grupo LaAg IN.

o Os maiores titulos de IgG anti-Leishmania no grupo LaAg IM detectados nas
fases intermediarias de evolugao da infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis
pode ser um parametro preditor de um progndstico desfavoravel de evolugdo da
doenca.

o A maior expressao génica de iINOS aos 50 dias nos animais do grupo LaAg IN
comparados aos grupos controle e LaAg IM, pode ser um indicativo indireto de
resposta imune associada a protecao na infecgao por L. amazonensis.

o Com as analises da expressao génica realizadas nas fases iniciais e
intermediarias da infecgao (5, 30 e 50 dias), ndo foi possivel definir 0 mecanismo
envolvido na imunoprotecdo induzida pelo LaAg pela via intranasal contra infecgéo
por L. braziliensis.

o No final do acompanhamento da infec¢cdo (100 dias), as lesdes dos hamsters
infectados por L. amazonensis eram significativamente menores, ao contrario da
carga parasitaria que era muito maior que a observada nas lesdes causadas por
L. braziliensis.

. Quanto ao aspecto das lesées no tempo final do acompanhamento da lesao, o
grupo infectado com L. amazonensis apresentou um predominio de lesdes
nodulares, ndo ulceradas e o grupo infectado com L. braziliensis apresentou o
predominio de lesdes ulceradas, com visivel dano tecidual.

. A maior carga parasitaria observada nos animais infectados por
L. amazonensis em relacdo aos animais infectados por L. braziliensis parece ser

dependente da relagao entre iINOS e arginase.
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o Nos animais infectados por L. braziliensis existe um perfil Th1 em evidéncia, o

que pode estar relacionado ao controle da carga parasitaria.
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