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OLIVEIRA, Janaina Correia. Avaliagdo da eficacia do imunoestimulante
Parapoxvirus ovis inativado (PPVOi) no tratamento da leishmaniose cutianea
murina e aplicagao da técnica de in vivo near-infrared fluorescence imaging.
2016. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundagéo Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

RESUMO

Na leishmaniose o estudo da relacdo entre a resposta imunologica e o curso da
doenca levou ao conceito de que o balango da resposta celular Th1/Th2 determina a
susceptibilidade ou resisténcia a doenga. Sabe-se que nas formas cutaneas existe
uma forte associacdo entre uma eficiente resposta imune celular do tipo Th1 e a
cicatrizacdo das lesbdes. Nos ultimos anos, a imunoterapia da leishmaniose vem
sendo utilizada como alternativa de tratamento para potencializar a resposta imune
especifica, considerada essencial na eliminacdo das leishmanias. E atualmente uma
estratégia promissora no tratamento e controle das formas cutédneas da doenga,
possibilitando a diminuicdo do tempo de cicatrizagdo das lesbes e favorecendo o
tratamento de formas resistentes. A partir da reflexdo deste fato, este projeto foi
idealizado e teve como principal objetivo fazer um estudo da eficacia do
imunoestimulante Parapoxvirus ovis inativado (PPVOi) no tratamento da
leishmaniose cutanea em modelo murino. O PPVOi ja vem sendo comercializado e
utilizado com sucesso como imunomodulador terapéutico na clinica veterinaria e
amplamente explorado no tratamento de diversas doengas de origem humana e
animal, infecciosas e nao infecciosas. A principal caracteristica do PPVOQOi é a forte
estimulacao da resposta imune celular do tipo Th1, que leva a produgao de citocinas
pré-inflamatérias, dentre elas o IFN-y, e citocinas anti-inflamatérias. Para avaliagao
da eficacia de PPVOi em modelo murino desenvolvemos um método de imagem
molecular in vivo nao invasivo baseado na tecnologia de in vivo near-Infrared
fluorescence imaging. O efeito imunoestimulatério do PPVOi foi determinado por
analise de citometria de fluxo, através do estudo dos perfis de citocinas Th1, Th2 e
Th17 de esplendcitos estimulados ex vivo com o PPVOi.. A utlizagdo do PPVOi no
tratamento coadjuvante da leishmaniose cutdnea no modelo estudado n&o
apresentou eficacia. O estudo dos perfis imunoldgicos dos grupos de animais
tratados e nao-tratados, por diferentes vias de inoculagdo, mostrou que, apesar de
haver estimulacdo da producido de IFN-y, este n&o foi suficiente para controlar a
infeccao.

Palavras-chave: 1. Parapoxvirus. 2. Imunoterapia. 3. Leishmaniose cutanea. 4.
Imagem molecular.



OLIVEIRA, Janaina Correia. Evaluation of the efficacy of immunostimulatory
Parapoxvirus ovis inactivated (PPVOi) in the treatment of murine cutaneous
leishmaniasis and application of near-infrared fluorescence in vivo imaging
technique. 2016. Thesis (Doctorate in Biosciences and Biotechnology for Health) —
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagcdo Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

ABSTRACT

In the study of Leishmaniasis, the relationship between immune response and the
course of disease has led to the concept that the balance of Th1/Th2 cellular immune
responses determines the resistance or susceptibility to disease. It is known that in
the cutaneous forms of the disease, there is an association between an effective Th1
type cellular immune response and the clearance of Leishmania in the lesions.
Recently, immunotherapy has been employed as an alternative treatment to
potentiate the specific immune response, being regarded as essential to eliminate
Leishmania. Currently immune therapy is a promising strategy in the treatment and
control of the cutaneous forms of the disease, making possible shortening the
healing time and favouring the treatment of resistant forms. From the reflection of this
fact, this project was conceived and it aims to make a study of the effectiveness of
inactivated Parapoxvirus ovis (PPVOi) as an immunostimulant for cutaneous
leishmania treatment. PPVOi has been used successfully as a therapeutic
immunomodulator in veterinary medicine and broadly exploited in the treatment of
many of human or animal diseases, infectious and noninfectious. The main feature of
PPVOi is the strong stimulation of the Th1 type cellular immune response, which
leads to production of proinflammatory cytokines, among them IFN-y, and anti-
inflammatory cytokines. To evaluate the PPVOQi efficacy in a murine model we
developed a non-invasive in vivo molecular imaging method based on the technology
in vivo near-infrared fluorescence imaging. The immunostimulatory effect of PPVOi
was determined in vitro by flow cytometry analysis through the study of Th1, Th2,
and Th17 cytokines profiles produced by cultured splenocytes stimulated ex vivo with
PPVOi. The use of PPVOi as adjuvant in the treatment of cutaneous leishmaniasis,
used in this model, did not show efficacy. The study of the immunological profiles of
treated and untreated animal groups, inoculated by different routes, showed that,
although IFN-y production has been stimulated, it was not enough to control
infection.

Key words: 1. Parapoxvirus. 2. Immunotherapy. 3. Cutaneous leishmaniasis. 4.
Molecular imaging.
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OLIVEIRA, J. C.: Avaliagao da Eficacia do Imunoestimulante Parapoxvirus ovis...

1 INTRODUGAO

A leishmaniose cuténea (LC) € um grupo de doengas relativamente benignas
causadas por protozoarios do género Leishmania. De ampla distribuicao no Brasil e
no mundo, a LC ¢ incluida pela Organizagdao Mundial de Saude (OMS) na lista de
Doencas Negligenciadas que afetam seres humanos. Clinicamente, a doenca é
caracterizada pelo aparecimento de ulceras cutaneas, unica ou multiplas, cuja
principal complicagdo € a metastase para a mucosa da naso-faringe, levando ao
desenvolvimento da forma mais grave da doencga: a forma mucocutanea (DAVID;
CRAFT, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

A principal forma de tratamento utilizada no combate a doenca no Brasil e no
mundo € a administragdo parenteral de drogas quimioterapicas, tais como os
antimoniais pentavalentes (Sb*®), anfotericina B e pentamidas, por um longo periodo
de tempo. O tratamento da LC é considerado doloroso, caro e laborioso. Além disso,
a quimioterapia apresenta varias restricbes e graves efeitos colaterais. As recidivas
sao frequentes e a resisténcia das leishmanias ja foi demonstrada com quase todas
as drogas disponiveis no mercado (REY, 2008; ROBERTS, 2006).

Nas ultimas décadas, os estudos sobre a resposta imunolégica na LC levaram
a determinacado e a caracterizagao de perfis imunolégicos distintos, frequentemente
associados a cura ou evolucdo da doenca em humanos e em modelos
experimentais (ALEXANDER; BRYSON, 2005; ANDERSON et al., 2005). Com isso,
a relacéo entre a resposta imune polarizada e o curso da infeccdo na leishmaniose
levou ao conceito de que o balang¢o da resposta imune celular Th1/Th2 determina a
susceptibilidade ou a resisténcia a doenga. Esta descoberta, veio apontar novos
horizontes para o tratamento da LC, como a possibilidade de modulacédo da resposta
imune do proprio hospedeiro no combate a doenga. Embora, atualmente, diferentes
perfis da resposta imunoldgica venham sendo estudados na LC, como as respostas
de linfécitos Treg € Th17, 0 evento crucial para a indugao da resposta imune curativa
contra esse parasita intracelular é a eficiente ativacao da resposta imune celular
mediada por linfécitos Th1 (T helper 1), capazes de produzir citocinas que levam a
producao de IFN-y, a ativacdo de macréfagos e, consequentemente, a morte dos
parasitas intracelulares (CASTELLANO et al., 2009; MOUGNEAU et al., 2011;
KATARA et al., 2013).
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As observacdes de que a imunoterapia adjuvante, além de diminuir o tempo
de cicatrizagdo das lesdes, é efetiva para o tratamento de formas resistentes da
doenga tornam essa perspectiva terapéutica bastante promissora atualmente (EL-
ON, 2009).

Nos ultimos anos, o Parapoxvirus ovis inativado (PPVOi) vem sendo utilizado
como imunomodulador terapéutico na clinica veterinaria e vem tendo seu potencial
imunoestimulante amplamente explorado no tratamento de doencgas de origem
humana e animal. A principal caracteristica do PPVOi é a potencializagdo da
resposta imune Th1, com produgao de citocinas pro-inflamatérias, principalmente de
IFN-y. Sabe-se que o PPVOi exerce um forte efeito na secrecao de citocinas proé-
inflamatdrias, tais como IL-6, IL-8 e TNF-a por mondcitos e células apresentadoras
de antigenos (APCs), bem como na secregéo de IL-2, interferon tipo | (IFN-a/B) e
citocinas Th1 (IL-12, IL-16 e IFN-y) por linfécitos T CD4* (ANZILIERO et al., 2014;
NOWATZKY et al., 2013; PAILLOT, 2013; SCHUTZE et al., 2009). Considerando
que o PPVOi tem se mostrado eficaz na estimulacédo e potencializacdo da resposta
de linfécitos Th1 in vitro e in vivo, e sabendo-se que existe uma clara associacao
entre o controle da leishmaniose e este tipo de resposta, este projeto teve como
objetivo avaliar a eficacia do PPVOi no combate a leishmaniose cutdnea murina,
utilizando como modelo o camundongo isogénico BALB/c.

O BALB/c é reconhecidamente um importante modelo experimental de
leishmaniose cutanea e vem sendo amplamente utilizado em estudos de avaliagao
da resposta imune (SOUSA et al., 2014), busca de novas estratégias vacinais
(MATO-GUEDES et al., 2014) e novas terapias (TRINCONI et al., 2016). A urgéncia
na busca por novas estratégias terapéuticas para o tratamento das leshmanioses,
combinada com o progresso alcangado nas ultimas décadas no campo de imagem
in vivo de pequenos animais, impulsionaram a geragao de varias espécies de
leishmania fluorescentes e bioluminescentes de interesse médico, com a finalidade
de desenvolver novos meétodos de avaliacdo de eficacia de compostos anti-
leishmania, mais eficazes e confiaveis (BOLHASSANI et al, 2011; ROCHA et al.,
2013).

Nesse contexto, foi inserido nesta tese o desenvolvimento de um método de
imagem in vivo baseado na técnica de near-infrared fluorescence imaging, que
permitisse o acompanhamento da evolucdo da leishmaniose cutdnea e do seu

tratamento, de forma nao invasiva e em tempo real, em modelo murino.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE CUTANEA (LC)

As leishmanioses sdo um grupo de doengas infecto-parasitarias causadas por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania pertencentes a familia
Trypanosomatidae. De ampla distribuigdo no Brasil e no mundo, as leishmanioses
estdo incluidas pela OMS na lista de doengas negligenciadas que afetam seres
humanos de todas as idades, onde a infeccdo e o desenvolvimento da doenca estao
muito associados a populagdes com baixos recursos, precarias condi¢gdes de vida e
areas rurais pobres (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010). A doenca é uma
zoonose com carater endémico (figura 1), transmitida ao homem e a outros
hospedeiros vertebrados através da picada de insetos flebotomineos fémeas dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Clinicamente é caracterizada por um amplo
espectro de manifestagdes clinicas, que caracterizam duas grandes formas da
doenca: a leishmaniose cutidnea e a leishmaniose visceral (DAWIT; GIRMAN;
SIMENEW, 2013)

A LC é tipicamente caracterizada pelo aparecimento de Ulceras cutaneas,
unica ou multiplas, cuja principal complicacdo é a metastase do parasita para a
mucosa da nasofaringe, levando a destruicdo e mutilacdo desse tecido, que
caracteriza a forma mais grave da doencga: a forma mucocutéanea (DAVID; CRAFT,
2009). A LC ocorre tanto em paises do Oriente (Velho Mundo), como em paises do
Ocidente (Novo Mundo), porém apresenta perfis clinico-epidemiologicos diferentes
nestas duas grandes areas geograficas. As espécies responsaveis pela LC no Velho
Mundo s&o: L. major, L. aethiopica e L. tropica (MASMOUDI et al., 2013).
Diferentemente da leishmaniose cutanea do Velho Mundo, a leishmaniose cutanea
do Novo Mundo, também denominada de leishmaniose cutanea americana (LCA), é
uma doenga bem mais complexa do ponto de vista eco-epidemiolégico, onde
diferentes animais reservatoérios, diferentes espécies de vetores e multiplas espécies
de Leishmania podem circular numa mesma area geografica (BRITO et al., 2012).
Essa heterogeneidade de elementos se reflete diretamente nos ciclos de
transmissao da LCA e, consequentemente, nas diferentes formas clinicas da doenca
cutdnea e também na resposta a terapia (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

As espécies de Leishmania responsaveis pela LC sao classificadas em dois
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subgéneros distintos: Viannia e Leishmania. Até o presente, sete espécies de
Leishmania estdo implicadas na determinagdo da LCA no Brasil. Sao elas:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi,
Leishmania (Viannia) lindenberg, and Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Contudo, a principal espécie envolvida no desenvolvimento da LCA no Brasil é a L.
(Viannia) braziliensis (BRITO et al., 2012).

Figura 1- Mapa de distribuicdo da leishmaniose cutadnea no mundo.

B Endémico
Casos relatados previamente
Casos nao-autoctones

4 Nao aplicado

Fonte: Organizacao Mundial da Saude (2013)

As manifestagdes clinicas e a evolugao das lesdes na LCA sao variadas e
caracterizam trés diferentes formas clinicas da doenca: a forma cutanea localizada,
forma mucocuténea e a forma cuténeo difusa. Na leishmaniose cutanea localizada,
apds a picada do inseto, ocorre a multiplicacdo dos parasitas no local da picada,
dando origem a um nédulo avermelhado com endurecimento local que,
posteriormente evolui para uma ferida (ulcera) tipica de bordos elevados. Essas
lesbes sdo comumente localizadas em areas da face e extremidades e
frequentemente sdo acompanhadas de lesdes satélites e linfadenopatia. As lesdes
podem permanecer por semanas ou até mesmo anos e geralmente deixam uma
cicatriz permanente (BRASIL, 2010; DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO,
2010).

Na leishmaniose mucocuténea, que geralmente comega a partir de uma lesao
cuténea inicial, as leishméanias se disseminam para a mucosa da naso orofaringe
levando a desfiguragdo facial com comprometimento de tecidos e cartilagem,

podendo levar ao aparecimento de infecgcbes secundarias por bactérias e



OLIVEIRA, J. C.: Avaliagao da Eficacia do Imunoestimulante Parapoxvirus ovis...

complicagbes mais graves. A leishmaniose mucocutanea é mais frequente em
paises da América Latina, onde cerca de 90% dos casos ocorrem no Brasil, na
Bolivia e no Peru. Essa condicdo, em muitos casos, é de dificil tratamento e pode
levar o paciente a morte (AMATO et al., 2008; GOTO; LINDOSO, 2010).

Além da forma cutanea localizada e mucocutanea, existe também uma forma
disseminada da doenga, conhecida como leishmaniose cutanea difusa (LCD), tipica
de pessoas imunossuprimidas, onde pacientes infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) sdo particularmente susceptiveis. A LCD €& uma
condigdo rara, porém séria, de evolugdo cronica e de dificil tratamento.
Caracterizada pela presenga de lesbes de pele nodulares nao-ulceradas e
disseminadas, a LCD é resistente a maioria das estratégias terapéuticas existentes e
nao evolui ao longo do tempo para a cura. A principal espécie responsavel pelos
casos de LCD no Brasil € a L. amazonensis, uma das espécies responsaveis pela
LCA na América do Sul (BRASIL, 2010; FRANCA-COSTA et al., 2012).

Outro tipo menos comum de leishmaniose cutanea é a leishmaniose dérmica
pos-calazar (PKDL), caracterizada pelo aparecimento de varias lesbes cutaneas
espalhadas pelo corpo, associadas ao tratamento de casos de leishmaniose visceral
causada por L. donovani no Velho Mundo (ZIJLSTRA et al., 2003).

A heterogeneidade da LC é um reflexo da complexidade das interagbes
parasita-hospedeiro, em que dois fatores sdao de suma importdncia para a
determinacao do curso clinico da infeccédo: a espécie de Leishmania envolvida e a
resposta imune do hospedeiro (SOONG, 2012).

Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas de
desenvolvimento distintos: a forma promastigota ou flagelada (extracelular), que
coloniza o trato digestivo do inseto vetor e a forma amastigota (intracelular), que é
encontrada como parasita intracelular obrigatério das células do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SMF), principalmente macréfagos dos hospedeiros vertebrados. No
intestino do inseto, as leishmanias passam por um processo denominado de
metaciclogénese, importantissimo para a manutengdo das caracteristicas de
viruléncia e da capacidade infectiva do parasita. A transmissao para o homem ocorre
pela picada e inoculagdo das formas promastigotas metaciclicas (infectantes) na
pele durante o repasto sanguineo do flebotomineo, juntamente com fatores
imunomodulatérios e componentes da saliva do inseto. Uma vez na pele, as

promastigotas sao fagocitadas por um ou varios tipos celulares possiveis, préoximo
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ao local da picada e sofrem um processo de transformacdo morfologica e
bioquimica, adquirindo a forma de amastigota. Apds estabelecer residéncia
intracelular no interior de macréfagos, as amastigotas passam por varios ciclos de
replicacdo no interior da célula, levando a ruptura desta e a infeccdo de outras
células. Foi demonstrado que as formas amastigotas de Leishmania podem viver
como parasitas intracelulares em varios tipos celulares de mamiferos, porém, sua
célula de destino é o macréfago. O ciclo se completa quando um novo inseto se
alimenta de sangue contendo amastigotas ou células infectadas com amastigotas
(KAYE; SCOTT, 2011; DAWIT; GIRMAN; SIMENEW, 2013).

2.2 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA

O tratamento da LC pode seguir diferentes protocolos nos diferentes paises
atingidos pela doenga. Porém, de uma maneira geral, a escolha do tratamento deve
ser guiada pela analise da espécie ou subespécie de Leishmania envolvida na lesao,
a forma clinica da doenca, o niumero de lesdes presentes e pela avaliagdo do
sistema imunolégico do paciente. As opgdes terapéuticas existentes, tanto em
paises em desenvolvimento, como em paises desenvolvidos, sédo limitadas e, em
ambos, requer um monitoramento a longo prazo do paciente, mesmo apods o
desaparecimento dos sintomas. Tanto nas Américas, quanto no Velho Mundo, as
drogas utilizadas no tratamento padrdao das leishmanioses s&o as drogas
antiparasitarias, tais como: preparagdes de antimoniato de meglumina (Glucantime®)
ou estibugluconato de sodio (Pentostam®), anfotericina B, anfotericina B lipossomal
e pentamidas. Todas essas drogas citadas sao administradas via endovenosa por
longo periodo de tempo e podem apresentar sérios efeitos colaterais (MONGE-
MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013; RODRIGUES et al., 2006).

No Brasil, a LCA é causada por diferentes espécies de Leishmania. A escolha
do tratamento da LCA deve ser individualizada e depende de fatores do parasita e
do hospedeiro. A histéria natural da ulcera, o curso clinico da infecgdo e a resposta a
quimioterapia, devem ser cuidadosamente investigadas (SOTO et al., 2014).

A terapia da LCA é indicada para diminuir o risco de disseminacado para a
mucosa, acelerar a cura das lesdes, diminuir o risco de reativagao das lesdes de
pele, diminuir a morbidade das lesdes, principalmente das lesdes de face e também

diminuir o reservatério da infeccdo em areas geografica onde pessoas infectadas
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servem como hospedeiros reservatérios (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2016).

As infec¢des causadas por L. amazonensis e L. brazilienesis geralmente
evoluem para cura dentro de 12 meses. Porém, cerca de 1-3% dos pacientes fazem
metastase para a mucosa da ofaringe. Esses pacientes devem ser tratados para
acelerar a cura da lesdo cutanea e para previnir a metastase para a mucosa. As
infeccbes causadas por L. mexicana evoluem para a cura mais rapidamente, dentro
de 3-4 meses, e ndo leva a metastase para as mucosas. Essas infeccdes podem ou
nao ser tratadas. Porém, isso ndo acontece nos lugares em que L. mexicana co-
existe com L. braziliensis. Nesse caso, todos os casos de L. mexicana devem ser
tratados. Estimase que cerca de 30% dos casos de LCA nao tratados causados por
L. braziliensis evoluem para a forma mucocutanea (MONGE-MAILLO; LOPEZ-
VELEZ, 2013; SOTO et al., 2014).

No Brasil, o tratamento de primeira escolha das lesdes cutaneas vem sendo
realizado com a administragdo de Glucantime®, diariamente, por via endovenosa, e
é distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude. Incialmente, todos os
casos de LCA no Brasil sdo tratados com a terapia padrao por no mininimo 20 dias.
De acordo com as recomendacdes do Ministério da Saude, todos os pacientes com
LC tratados devem ser monitorados por no minimo 6 meses apos o término do
tratamento (BRASIL, 2010). Espera-se que ocorra a melhora da lesdo cutdnea nas
duas primeiras semanas apos inicio do tratamento. Se ndo houver cicatrizagao
completa da lesdo em até 3 meses apos o término do tratamento, o paciente deve
ser reavaliado. O tratamento das lesbes de mucosas deve ser realizado
preferencialmente em ambiente hospitalar. Se ndo houver cicatrizagcdo completa, o
tratamento deve ser repetido com a mesma droga ou com uma droga de segunda
escolha. Na LCA difusa, inicialmente pode haver uma resposta ao antimonial, porém
sao frequentes as recidivas (BRASIL, 2010; RODRIGUES et al., 2006).

A anfotericina B e as pentamidas, indicadas no Brasil apenas nos casos de
resisténcia ao tratamento ou impossibilidade de uso do antimoniato de meglumina,
sdo drogas de segunda escolha e também apresentam uma série de efeitos
colaterais, tdo ou mais graves do que o antimoniato, tais como: efeitos cardiacos,
hepaticos, pancreaticos, renais e ocasionalmente podendo levar ao 6bito. Além das
drogas disponiveis para o tratamento da leishmaniose apresentarem varias

restricbes e graves efeitos colaterais, as recidivas sao frequentes e a resisténcia das
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leishméanias as drogas ja foi demonstrada com quase todas as drogas disponiveis no
mercado (ROBERTS, 2006; RODRIGUES et al., 2006; SILVA et al., 2013).

A terapia oral da leishmaniose pela administracdo de comprimidos de
miltefosine foi aprovado ha poucos anos pelo Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos e vem sendo utilizada com sucesso em alguns paises no
tratamento da leishmaniose visceral e de formas cutaneas. Porém, um fator que
preocupa, € que miltefosine induz facilmente resisténcia in vitro por um mecanismo
de efluxo celular aumentado (DORLO et al., 2012). Cojean et al. (2012), estudando
varios isolados clinicos de L. donovani obtidos de um paciente infectado com HIV e
submetido a tratamento oral com miltefosine, sem sucesso, verificaram uma
diminuicdo gradual na susceptibilidade desses isolados in vitro ao miltefosine e
identificaram um polimorfismo no gene Ldmt da leishmania em questdo, que codifica
uma proteina transportadora da droga miltefosine, como um possivel marcador
genético de resisténcia ao miltefosine.

Além disso, existe um grupo de procedimentos terapéuticos alternativos de
efeito local, tais como: crioterapia, termoterapia, fototerapia, aplicagao d imiquimode
de uso topico, infiltracdo de pentostam diretamente na lesdo, uso tépico de
paramomicina (antibiético), que vem sendo utilizados como tratamento adjuvante da
leishmaniose cutanea (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013; REVEIZ et al.,
2013; SOTO et al., 2014).

Algumas populagdes de pacientes apresentam desafios no tratamento da
LCA, séo elas: mulheres gravidas e em periodo de amamentagao, criangas, idosos,
individuos com doengas crdnicas e individuos com o sistema imune suprimido.
Esses grupos sado excluidos dos ensaios clinicos, devido a necessidade de
homegeneizar a populagdo de estudo. O tratamento da LCA nessas populacbes é
limitado devido principalmente as inumeras restricdes na utilizacdo das drogas
disponiveis. Além disso, devido a sua alta toxicidade, os antimoniais pentavalentes
sdo naturalmente contra-indicados em criangas, mulheres gravidas e em periodo de
amamentagao (FONTENELE-SILVA et al., 2013).

Com relagao ao controle e tratamento de animais domésticos acometidos com
a doenga no Brasil, atualmente, ndo sao recomendadas agdes objetivando o
controle de animais domésticos com LTA. Diferentemente dos animais que
apresentam diagnostico clinico-laboratorial de leishmaniose visceral, a eutanasia

dos animais que apresentam LCA deve ser indicada somente quando os animais
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doentes evoluirem para o agravamento das lesdes cutaneas, apos surgimento de
lesbes mucosas e sinais de infecgdes secundarias, que poderdao conduzir o animal
ao sofrimento. O tratamento dos animais doentes com LCA no Brasil ndo é uma
medida aceita para o controle da doenca, pois 0 mesmo pode conduzir ao risco de
selecionar parasitos resistentes as poucas drogas disponibilizadas para o tratamento
de casos humanos (BRASIL, 2010).

Nos ultimos anos, a eficacia de imunoquimioterapias combinadas vem sendo
exploradas no tratamento das leishmanioses. A imunoterapia vem sendo utilizada
como alternativa de tratamento para potencializar a resposta imune especifica,
considerada essencial na eliminacdo das leishmanias, tanto nas formas cutaneas,
quanto na forma visceral. A forte associacao entre a resposta imune do hospedeiro e
a patogenia da infecgdo por leishmania faz com que a modulagéao da resposta imune
seja uma das estratégias mais estudadas para o controle e a prevengdo da
leishmaniose (EI-ON, 2005).

Uma série de formulagcbes de origens diversas, tais como: parasitas
atenuados e mortos, antigenos especificos purificados e antigenos recombinantes,
bem como vacinas de DNA e células dendriticas, IFN-y e, mais recentemente, o
imunomodulador de uso tépico (imiquimode), vem sendo utilizado no tratamento
coadjuvante da leishmaniose, em sua maioria em protocolos experimentais (quadro
1) (EL-ON, 2009; MAYRINK et al., 2006; MINODIER & PAROLA, 2007; RAMAN et
al., 2014). As observagdes de que a imunoterapia adjuvante, além de diminuir o
tempo de cicatrizagdo das lesdes, € efetiva para o tratamento de formas resitentes
tornam essa perspectiva terapéutica a mais promissora atualmente (EL-ON, 2009).
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Quadro 1- Imunoterapia da leishmaniose humana.

Imunoterapia

Mistura de
antigenos de L.
major

L. braziliensis
pasteurizada +
BCG

L. braziliensis
pasteurizada +
BCG

L. amazonensis
morta + BCG

L. amazonensis
morta

IFN-y

IFN-y

IFN-y

L. major morta
+ BCG

Leukinferon
(i.m.)

GM-CSF
Imiquimod
(topico)

Imiquimod
(topico)

Quimioterapia

Glucantime®

Glucantime®

Glucantime®

Pentostan®

Pentostan®

Pentostan®

Antibidtico
monomicina
(tépico)
Glucantime®

Glucantime®

Glucantime®

Pais (n° de
pacientes
estudados)
Brasil (6)

Venezuela
(5341)

Venezuela (7)

Brasil (47 + 405
controles)
Brasil (47 + 49
controles)

Brasil (17)

india (16 + 15
controles)

Kenya (10 + 14
controles)
Sudéo (15 + 15
controles)

Uzbequistao (50
+ 65 controles)

Brasil (5)

Peru (7)

Ird (59 + 60
controles)

Doenga

Leishmaniose
Mucocutanea

LC

Leishmaniose
mucocutanea
e

LCD

LCA

LCA

LV

LV

LV

PKDL causada
por L.
donovani

LC

LC

causada por L.
braziliensis

LC

LC
causada por L.
tropica

Eficacia do
tratamento

Alta

Alta

Alta

87% vs. 88%

100% vs.
8.2%
Glucantime®
83% cura

Moderada
87% vs. 60%

Moderada

87% vs 40%
Pentostan®

Alta

100% cura

100% vs
57%
Glucantime®
40.1% vs.
48.3%
Pentostan®

Sintomas
apos
tratamento
Melhora
consideravel

95.7% de
cicatrizacao

~100% de
cicatrizagdo

Efeito
marginal
Melhora
consideravel

Melhora
consideravel
Consideravel
em ambos
grupos
Melhora
moderada
Melhora
consideravel

Melhora
consideravel

Melhora
consideravel

Melhora
consideravel

Consideravel
em ambos
0S grupos
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Respost
a celular

Alta

Efeito
marginal
Moderad
a, IFN-y
baixo

Alta

Alta 83%

(-) = Nao aplicado ou nédo avaliado, BCG = Bacillus Calmetti-Guerin, GM-CSF = Fator estimulador de colénias de granulécitos e
macroéfagos, LC = leishmaniose cutanea, LCD = leishmaniose cutaneo difusa, LV = leishmaniose visceral, PKDL = leishmaniose

cutédnea pos calazar.

Fonte: EI-On (2009, traducéo nossa).

2.3 A RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE CUTANEA

As promastigotas, introduzidas na pele apds a picada do flebotomineo sao

fagocitadas por um ou varios tipos celulares possiveis, proximo ao local da picada,

tais como neutrofilos, células dendriticas e macréfagos, onde sobrevivem neste

ultimo dentro de um vacuolo parasitéforo (fagolisossoma). Um dos maiores desafios

que uma promastigota se depara apdés entrar no hospedeiro vertebrado €

estabelecer residéncia intracelular de longa duragdo em macrofagos sem deflagrar
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0s mecanismos antimicrobianos da imunidade inata. Dentre varios mecanismos, a
literatura aponta para o papel dos neutréfilos no curso da infecgdo e nos mostra que
a sobrevivéncia incial das leishmanias no interior dos neutrdfilos € importante para o
estabelecimento de uma infecgdo produtiva no interior dos macréfagos, uma vez que
os neutrdfilos infectados com leishmanias, quando entram em apoptose, dao origem
a corpos apoptéticos que sao fagocitados por macréfagos via receptores, nao
ativando com isso os mecanismos de defesa antimicrobinano (KAYE; SCOTT, 2011,
MOUGNEAU et al., 2011; SIBLEY, 2011).

Os neutrdfilos sao as primeiras células a migrarem para o sitio de infecgao
logo apds a picada do inseto. A fagocitose de neutrofilos apoptéticos evita a ativagao
do macréfago permitindo uma entrada silenciosa do parasita nos macrofagos.
Alguns estudos in vitro e in vivo de deplec¢ao de neutrdfilos realizados com L. major
comprovaram a hipétese de que os neutréfilos servem como “cavalos de Troia”
durante a infeccdo (CONCEICAO et al., 2016; SOUSA et al., 2014).

A localizagdo intracelular das leishmanias no hospedeiro determina que o
controle da infecgcao seja dependente da resposta imune mediada por células. As
células dendriticas, principal tipo de célula apresentadora de antigeno (APC),
capturam e processam o0s antigenos de Leishmania e expressam na superficie
ligados a moleculas de MHC-II. Essas células migram para os linfonodos regionais e
apresentam os antigenos de Leishmania aos linfocitos T CD4" virgens, onde
estimulam a produgao de subpopulagdes de linfocitos T CD4* especificos que sao
definidas pelo perfil de citocinas que secretam. Duas populagdes de linfocitos sdo de
fundamental importancia para a determinag¢ao do curso da infec¢ao na leishmaniose:
Th1 e Th2 (MOUGNEAU et al., 2011; ROBERTS, 2006).

A estimulacdo da resposta imune Th1 na leishmaniose cutanea é
caracterizada pela produgao de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IFN-y, IL-
12 e TNF-a. A produgao de IFN-y leva a morte intracelular das amastigotas pela
ativagdo do macréfago, produgéo de oxido nitrico sintetase (iINOS) de oxido nitrico
(NO). Baixos niveis de IFN-y estdo associados as lesdes cronicas, bem como lesdes
de dificil tratamento. A inibicdo da resposta de IFN-y € um resultado da estimulagao
da resposta Th2, caracterizada predominantemente pela produgéo de citocinas anti-
inflamatadrias, principalmente IL-4, e também de IL-10, citocina imunossupressora. A
citocina IL-10, produzida por células Treg, € um inibidor de macréfagos ativados e de

células dendriticas pela supressdo das respostas IL-12 e pela diminuigdo da
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expressao de coestimuladores e de moléculas de MHC de classe |l nos macréfagos
e células dendriticas. Portanto, citocinas moduladoras do perfil Th1, como a IL-4 e
IL-10, inibem a ativacdo macrofagica contribuindo para o crescimento dos parasitas
nas lesdes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; CASTELLANO et al., 2009; EZRA et
al., 2010; MOUGNEAU et al., 2011; REIS et al., 2006; ROBERTS, 2006).

O estudo da relagao entre a resposta imune polarizada e o curso da infec¢ao
na leishmaniose levou ao conceito de que o balango da resposta Th1/Th2 determina
a susceptibilidade ou resisténcia a doenga (Figura 2). Camundongos geneticamente
resistentes da linhagem C57BL/6 desenvolvem uma resposta de linfécito T CD4*
Th1, caracterizada pela secrec¢ao de IFN-y, IL-12 e niveis elevados da oxido nitrico
sintetase (INOS) que levam a morte intracelular dos parasitas. Enquanto que,
camundongos geneticamente susceptiveis da linhagem BALB/c desenvolvem lesdes
cutaneas no sitio de inoculacdo e falham no desenvolvimento de uma resposta
imune eficaz mediada por células (REIS, 2006; ROBERTS, 2006).

Figura 2 - Resposta imune de camundongos C57BL/6 e BALB/c na infec¢ao por L. major.

Fonte: Adaptado de Scott e Novais (2016).

Apos a ativagdo, Th1 e Th2 influenciam-se mutuamente e de

forma antagébnica. A diferenciagao do linfécito T CD4*" em Th1 ou Th2 é dirigida n&o
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sé pelo antigeno, mas também por moléculas co-estimulatorias e pelas citocinas
produzidas no microambiente. No estudo da leishmaniose experimental cutanea, sao
varios os modelos atualmente utilizados na compreensdo dos mecanismos
imunopatoldgicos envolvidos na relagdo parasita/hospedeiro. No quadro 2, Scott e
Novais (2016), sintetizam com clareza os dois principais modelos experimentais da
doenga humana: o camundongo susceptivel BALB/c e o resistente C57BL/6, bem
como a resposta imune dominante encontrada em cada um deles em relagcéo a
diferentes espécies de leishmania. E possivel ver a partir da analise do quadro 2,
que o tipo de resposta imune desenvolvida na infecgdo experimental, depende nao
somento do modelo estudado, mas também da espécie de leishmania em questao.
Em muitos casos, o curso da leishmaniose cutdnea humana evolui para a
auto-cura com produgao de uma imunidade duradoura contra re-infecgdes. Apesar
do desenvolvimento de uma resposta imune robusta em camundongos resistentes e
em muitos pacientes com leishmaniose cutdnea, um pequeno numero de parasitas
pode persistir nas lesbes. Assim como foi demonstrado em camundongos, a
resposta Th1 com producao de IFN-y esta fortemente associada a cura clinica. Esta
situacao é caracterizada pela estimulacao de células T CD4* Th1 produtoras de IFN-
y. A falha no processo de resolugdo da doenca também esta associada a niveis
elevados de IL-4 com baixa resposta de IFN-y pelos linfécitos T CD4* especificos
(CASTELLANO et al., 2009; MOUGNEAU et al., 2011; ROBERTS, 2006).
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Quadro 2- Leishmaniose cutdnea humana causada por diferentes espécies de Leishmania
spp. que sao frequentemente usadas em estudos experimentais.

Doenca
(camundongo)

Leishmania spp. Doenga (humana) C57BL/6 BALB/c
Tipo de Resposta Tipo de Resposta
doencga imune doencga imune

dominante dominante
L. major Auto-cura, Auto-cura Th1 Cronica Th2
Leishmaniose cutanea
cronica,
Usualmente presenca de
lesdo cutanea Unica.
L. major Leishmaniose cuténea Crobnica Th1 Crobnica Th2
cepa Seidman crbnica.
L. amazonensis Auto cura, Crbnica Th1/Th2 Cronica Th2
Leishmaniose cutanea
cronica,
Usualmente presenca de
lesdo cutanea Unica e
associada a leishmaniose
cutanea difusa.
L. mexicana Cicatrizagao ou Crobnica Th1/Th2 Crobnica Th2
leishmaniose cutanea
cronica,
Usualmente presenca de
lesdo cutanea unica e
associada a leishmaniose
cutanea difusa.
L. braziliensis Cicatrizagao ou Auto cura Th1 Auto cura Th1
leishmaniose cutanea
cronica,
Usualmente presenca de
lesdo cutanea unica e
associada a leishmaniose
cutanea difusa.

Fonte: Scott e Novais (2016, tradugdo nossa).

2.4 O PARAPOXVIRUS OVIS INATIVADO (PPVOi)

O Parapoxvirus ovis (PPVO) € um membro da familia Poxviridae que causa
lesdes benignas de pele em caprinos (ovelhas e cabras), denominadas de ectima
contagioso. O PPVO é um virus envelopado, apresenta capsideo cilindrico complexo
que envolve um genoma de DNA dupla-fita linear de aproximadamente 140kb.
Pertencente a familia Poxviridae, os poxvirus sao considerados complexos em
termos de estrutura e organizagdo (DELHON et al., 2004).

De uma maneira geral, os virus podem manipular a resposta imune do
hospedeiro para influenciar o curso da infecgdo. Para isso, podem utilizar varias
estratégias de modulagao e evasao do sistema imune. Com o PPVO nao é diferente.

O genoma do PPVO codifica uma variedade de proteinas imunomodulatorias,
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incluindo proteinas ortélogas de IL-10, VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) e do gene E3L da vaccinia que codifica um fator de resisténcia ao
interferon, além de uma proteina anti-apoptdtica e inibidores da sinalizacdo do NF-
kB, que afetam profundamente a transcricido de genes pro-inflamatoérios nas células
infectadas, entre outras (FRIEBE et al., 2011).

Um virus inativado € um virus morto que passou por um processo de
inativacdo quimica ou fisica, sendo incapaz de se replicar e causar doenga. Ao
mesmo tempo que mantém a habilidade de estimular uma resposta imunolégica. O
meétodo de inativagdo mais comumente utilizado € o método de inativagdo quimica,
onde o agente quimico tem a capacidade de atingir o material genético do virus,
inviabilizando a replicagdo da particula viral, porém mantém conservada a estrutura
de proteinas e outras moléculas biolégicas importantes na indugdo da resposta
imune. Geralmente, as preparagdes inativadas de virus sdao mais efetivas em
estimular resposta imune humoral contra antigenos de superficie, uma vez que as
particulas virais inativadas s&o incapazes de invadir células e de se replicarem.
Porém, isso ndo ocorre com preparagoes inativadas do PPVO (PPVOi) porque os
poxvirus sao estruturas grandes e complexas e podem ser facilmente reconhecidos
por mecanismos da imunidade inata (NATIONAL CENTRE FOR IMMUNISATION
RESEARCH & SURVEILLANCE, 2013; TURNER; MOYER, 2002; WEBER et al.,
2013).

Dentre os membros da familia Poxviridae, o PPVO é o mais amplamente
estudado como imunomodulador e vem tendo seu potencial amplamente explorado
por varios grupos de pesquisa, como imunomodulador profilatico e terapéutico no
tratamento de doencas infecciosas (WEBER et al.,, 2003), no combate ao cancer
experimental (FIEBIG et al., 2011; RINTOL et al., 2012) e, mais recentemente, em
modelo experimental de fibrose hepatica (NOWATZKY et al., 2012).

O mecanismo de acao do PPVOi ainda ndo esta completamente esclarecido.
De uma maneira geral, estudos indicam que a particula viral inativada leva ao
acumulo de células NK, neutrdfilos e células dendriticas para o local de inoculagao e
estimule a apresentagao de antigenos por multiplas vias (figura 3). Foi demonstrado
que o PPVOi exerce um forte efeito na estimulagao inicial de citocinas: IL-6, IL-8 e
TNF-a, por mondcitos e APCs, bem como na secregao de IL-2, interferon tipo | (IFN-
a/B) e citocinas Th1 (IL-12, IL-16 e IFN-y) por linfécitos T CD4+. A estimulacdo de

IFN-y por linfécitos T e células NK é uma forte propriedade do PPVOi. Uma outra
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caracteristica importante € a estimulagdo da resposta Th1 seguida da liberagao de
citocinas regulatérias e citocinas Th2, que resulta num efeito imunoestimulante
autoregulatério. O PPVOi tem a habilidade de induzir a uma resposta Th1 com
liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias, principalmente de IFN-y e, posteriormente,
de citocinas anti-inflamatoérias relacionadas a resposta Th2 (imunoreguladora), tais
como IL4 e IL-10 (figura 4) (ANZILIERO et al., 2014; FRIEBE et al., 2003, 2004;
SCHUTZE et al., 2009; WEBER et al., 2013).

Figura 3- Mecanismos de ag&o do PPVOi
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Fonte: WEBER et al. (2013, tradugéo nossa).

Foi demonstrado in vitro e in vivo que o PPVOi, quando utilizado como agente
antiviral contra o virus da hepatite B e o virus herpes simples, levou a reducao da
replicagao viral e da letalidade da doenga sem causar injuria tecidual ou qualquer
outro efeito colateral (WEBER et al., 2003).

Nowatzky et al. (2012), estudando o efeito do PPVOi em modelos
experimentais de fibrose hepatica confirmou o potencial terapéutico antifibrético
desse virus contra essa importante patologia, através da producédo de citocinas

conhecidas por elicitar uma importante atividade antifibrotica: IFN-y e 1L-10.
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Figura 4- Inducgao e autoregulacao da resposta imune Th1 com PPVOi

IFN-Y ( Resposta Th1) IL-4 ( Resposta Th2)

IFN-Y mRNA [unidades arbitrarias]
IL-4 mRNA [unidades arbitrarias]

PPVOI
Fonte: WEBER et al. (2013, tradugao nossa).

Os efeitos imunomodulatérios do PPVOi tém sido por longo tempo
reconhecido na pesquisa veterinaria e também na industria farmacéutica.
Comercializado no passado sob o nome de PIND-ORF (Baypamun®, Bayer) e hoje
sob o nome de ZYLEXIS® (Pfizer Animal Health, UK), é utilizado como profilatico e
adjuvante no tratamento de varias doencas infecciosas em equinos (HOROHOV et
al., 2008). Apenas recentemente os seus componentes moleculares responsaveis
pelo efeito imunomodulador vem sendo caracterizados (FRIEBE et al., 2011;
McGUIRE et al., 2012).

O imunoestimulante ZYLEXIS®, baseado na inativagdo quimica do PPVO,
quando utilizado em leucécitos obtidos de sangue total de cdes saudaveis, induz
consideravelmente a atividade fagocitica de mondcitos e polimorfonuclares, e
aumenta profundamente a atividade proliferativa de linfocitos T CD4* (SCHUTZE et
al., 2009).

Em 2001, Hirth-Dietrich e colaboradores, em nome da Bayer (Leverkusen,
Alemanha) entraram com pedido de patente internacional para uso de cepas de
Parapoxvirus ovis (D1701, orf-11, Greek orf 176, Greek orf 155, NZ2, NZ7, NZ10 e
também Baypamum®) para o tratamento de fibroses em humanos, demonstrando
com isso, por parte da industria farmacéutica, enorme interesse no potencial

terapéutico desse virus inativado no combate a doengas em humanos.
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2.5 IN VIVO NEAR-INFRARED FLUORESCENCE IMAGING

Imagem molecular in vivo tem por definicdo a caracterizagdo de eventos
moleculares envolvidos em processos normais e patologicos, através da
representacado visual, caracterizagao e quantificacdo de processos bioldgicos no
nivel celular e subcelular em organismos vivos intactos (MASSOUD; GAMBHIR,
2003).

As técnicas de imagem molecular representam um campo multidisciplinar, em
que as imagens produzidas € um reflexo direto de mecanismos moleculares e
celulares de ambientes fisiologicamente auténticos. As diferentes modalidades de
imagem molecular convergem das técnicas de captura de imagem e dos
conhecimentos gerados nos campos da biologia molecular e celular, quimica,
medicina, farmacologia, fisica médica, matematica e bioinformatica (CHOY et al.,
2003; FRANGIONI, 2003; MASSOUD; GAMBHIR, 2006).

A experimentagcdo animal ganhou novo foco com o desenvolvimento de
técnicas nao-invasivas que permitem de uma maneira mais rapida e robusta a
avaliacdo do potencial de novas terapias. As técnicas de imagem mais amplamente
utilizadas na pesquisa com pequenos animais sao: tomografia computadorizada,
PET, single photon emission CT (SPECT), ressonancia magnética e imagem Optica
(fluorescéncia e luminescéncia) (FINE et al., 2014; MASSOUD; GAMBHIR, 2003).

Como citado, as técnicas de imagem o6ptica sao baseadas na detecgao de
fluorescéncia e bioluminescéncia a partir de organismos vivos. De uma maneira
geral, imagem Optica por fluorescéncia pode ser definido como um conjunto de
técnicas que usa luz do espectro UV, luz branca (visivel) e luz near-infrared (NIR)
para visualizar caracteristicas Opticas de tecidos e células através da absorcao e
dispersao da luz, seguido de emisséao de fluorescéncia. A compreensao da interacao
da luz com tecidos vivos abriu novas possibilidades de desenvolvimento de
equipamentos que permitissem induzir e capturar de maneira apropriada fenbmenos
de fluorescéncia. Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de /asers e cameras CCD
(charge-coupled device) impulsionaram a aplicagédo dessas técnicas para uso in
vivo. Nos ultimos anos, a utilizagdo de proteinas fluorescentes obtidas da agua viva
e de corais, como as proteinas GFP-like, revolucionaram a biologia celular e
molecular (CHOY et al., 2003; FILINOV et al., 2011; MASSOUD e GAMBHIR, 2003).
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A maior ou menor transparéncia de tecidos vivos a luz € uma fungado da
interacdo e absorcao da luz pela matéria e depende fortemente do comprimento de
onda utilizado. Quanto maior for a absor¢cédo da luz, menor sera a transparéncia do
tecido no comprimento de onda utilizado. Na “janela optica” NIR (de 700nm a
900nm), os tecidos de mamiferos sdo mais transparentes a luz e a absorcao da luz
por componentes bioldgicos presentes em grande quantidade nos tecidos € minima
(figura 5). Isto faz com que a luz (menos absorvida) atinja maxima profundidade de
penetracao nos tecidos. Além disso, estes componentes moleculares presentes em
grande quantidade em tecidos vivos, exibem caracteristicas espectrais de
autofluorescéncia natural na regidao visivel do espectro (até aproximadamente
700nm). A possibilidade de usar a luz NIR para solucionar este problema, deu
origem ao desenvolvimento com sucesso da técnica de in vivo near-infrared optical
imaging. Essa técnica é atrativa porque, comparada as demais, é barata e de facil
manipulacdo. As sondas podem ser detectadas em baixas concentragcdes e a
radiacdo utilizada (ndo-ionizante), nao sendo nociva, pode ser aplicada
repetidamente ao objeto de estudo (FILINOV et al., 2011; FRANGIONI, 2003).

Nos ultimos anos, varias proteinas fluorescentes na faixa proxima ao
infravermelho vém sendo manipuladas e utilizadas em estudos de imagem, seja in
vitro ou in vivo, dando origem as chamadas proteinas fluorescentes near-infrared
(IFPs) (FILINOV et al., 2011; SCHERBO et al., 2010; SHU et al., 2009).

Figura 5- Caracteristicas do espectro na “janela” NIR
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Fonte: Shen et al. (2013, traducdo nossa).
Nota: Na faixa de comprimento de onda entre aproximadamente 700 e
900nm, a absorg¢ao da luz por componentes dos tecidos € menor.
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Duas dessas proteinas, a IFP1.4 de Deinococcus radiodurans e a proteina
iRFP de Rhodopseudomonas palustris, sdo componentes de fitocromos de bactérias
e apresentam uma caracteristica particular: ambas incorporam o cromdforo
biliverdina, que é um intermediario do catabolismo do grupamento heme em todos
organismos aerdbicos, incluindo animais. Fitocromos de bactérias sado bons
candidatos para o desenho de proteinas fluorescentes near-infrared porque a
biliverdina, um co-fator obrigatério dessas moléculas, € um intermediario do
metabolismo normal do grupamento heme de mamiferos (FILINOV et al., 2011; SHU
et al., 2009).

Em comparagédo com proteinas derivadas da GFP, as proteinas derivadas de
fitocromos de bactérias possuem pico de excitagdo e emissao na “janela NIR” do
espectro, onde tecidos de mamiferos sdo mais transparentes a luz e os fenbmenos
de dispersao e autofluorescéncia da luz sdo menores (figura 6) (SHCHERBAKOVA,
BALOBAN; VERKHUSHA, 2015).

A proteina iRFP é uma proteina fluorescente que apresenta pico de excitacao
e emissdo maximo de 690nm e 713nm, respectivamente. Nao requer uma fonte
exdgena de biliverdina e apresenta caracteristicas de brilho, estabilidade intracelular
e fotoestabilidade superiores a proteina IFP1.4. A iRFP é estavel, n&do-citotdxica e
baixas concentragbes de biliverdina enddégena sao suficientes para conferir

fluorescéncia a células, tecidos e animais (FILINOV et al., 2011).

Figura 6- Vantagem do uso de proteinas NIR sobre proteinas derivadas de GFP.

Proteina NIR derivada de
iFP derivada de GFP fitocromo bacteriano

Fonte: Adaptado de Shcherbakova; Baloban; Verkhusha (2015).

Nota: Comparacado das caracteristicas do espectro de fluorescéncia de proteinas
derivadas da GFP e proteinas NIR, derivadas de fitocromos de bactérias. A faixa de
comprimento de onda em que as proteinas NIR fluorescem permitem seu uso na
técnica de in vivo near-infrared fluorescence imaging.
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Varias espécies de Leishmania recombinantes fluorescentes e
bioluminescentes tém sido relatadas e vém sendo utilizadas para diversas
finalidades: L. donovani-GFP (epissomal e integrativo), L. donovani-Luciferase
(epissomal e integrativo), L. amazonensis-Luciferase/B-lactamase (integrativo), L.
amazonensis-GFP/EGFP/B-galactosidase (epissomal), L. mexicana-GFP (epissomal
e integrativo), L. major-Luciferase (epissomal e integrativo) (BOLHASSANI et al.,
2011) e L tarentolae-IFP1.4 (DORTAY; MUELLER-ROEBER, 2010), entre outras.

Nos ultimos anos, uma série de leishméanias fluorescentes vem sendo
construidas com diversas finalidades, tais como: compreensao da relacédo parasita-
hospedeiro, estudo da resposta imunoldgica, monitoramento da infec¢do, screening
de drogas anti-leishméanias, desenvolvimento de vacinas e expressédo de proteinas
heterdlogas (MILLINGTON et al., 2010; LANG et al., 2009; DORTAY; MUELLER-
ROEBER, 2010; BOLHASSANI et al., 2011; LANG et al.,, 2005; MICHEL et al.,
2011).

Uma leishmania transgénica que expressa estavelmente uma proteina
fluorescente no seu citoplama e que mantém suas caracteristicas de patogenicidade
e viruléncia € uma excelente ferramenta para avaliagao e screening de drogas anti-

leishmanias in vitro e in vivo (LANG et al., 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

A forte associagao entre uma resposta imune eficaz e a cicatrizacdo das
lesdes cutdneas faz com que a modulagéo da resposta imune seja atualmente uma
importante estratégia de tratamento da leishmaniose cutédnea. A ativacdo ou
potencializagdo da resposta imunolégica Th1 pelo Parapoxvirus ovis inativado, com
producdo das citocinas envolvidas na resposta, pode fornecer vantagens sobre as
imunoterapias existentes. O PPVOi & seguro para uso em animais e vem sendo
utilizado na pratica clinica veterinaria no tratamento e prevencao de varias doengas
de origem infecciosa e nao-infecciosa. As propriedades imunoestimulantes do virus
inativado combinadas a auséncia de efeitos colaterais fazem do PPVOi um
candidato promissor no combate a doenca. Além disso, o desenvolvimento de um
sistema de imagem baseado na tecnologia de in vivo near-infrared fluorescence
imaging, para o monitoramento in vivo nao-invasivo e em tempo real da infec¢ao por
uma linhagem de L. amazonensis fluorescente, representa uma contribuicdo no
estudo do curso da infecgdo em modelo murino e no avango de estudos pré-clinicos

de eficacia de drogas anti-leishmania.
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4 HIPOTESE

O PPVOi é eficaz no combate a leishmaniose cutdnea em modelo murino,
estimulando a resposta imune do tipo Th1, que leva a morte intracelular das
leishmanias pela produgao de IFN-y e, consequentemente, a cura dos camundongos

infectados.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da imunoterapia com o PPVOi no tratamento da leishmaniose

cutadnea murina, associada ou ndo a quimioterapia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver um método de imagem in vivo n&o-invasivo para a deteccdo da
infeccao por L. amazonensis-iRFP em camundongos BALB/c;

b) Acompanhar o desenvolvimento da leishmaniose cutdnea em camundongo
BALB/c utilizando um método de imagem in vivo;

c) Avaliar a eficacia da imunoterapia com o PPVOi em camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis-iRFP;

d) Realizar um estudo preliminar da resposta imunolégica de camundongos

BALB/c infectados com L. amazonensis-WT e tratados com PPVOi.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 CONSIDERACOES ETICAS

Para o desenvolvimento deste trabalho, os protocolos de experimentagao
animal, bem como de construgdo de uma L. amazonensis geneticamente modificada
foram avaliados e aprovados respectivamente pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-FIOCRUZ/PE (numero
de aprovacdo 64/2014) e pela Comissao Técnica Nacional de Biossegurancga

(CTNBio) — Ministério da Ciéncia Tecnologia e Inovagao.

6.2 ANIMAIS

No protocolo experimental desta pesquisa foram utilizados camundongos Mus
musculus da linhagem isogénica BALB/c, machos, com 6-8 semanas de idade,
pesando 20+2g, provenientes do biotério da Fundagdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio
de Janeiro. Os animais utilizados nessa pesquisa foram divididos em grupos e
mantidos na sala NB-2 do Biotério de Experimentacao do CPgAM, no interior de
caixas isoladoras e em rack ventilada (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), sob condigdes
padronizadas de temperatura (£23°C) e luminosidade, recebendo agua autoclavada
e alimentagédo ad libitum com dieta padrdo comercial para camundongos (Nuvital,
Curitiba, PR). A cama dos animais foi forrada de maravalha de Pinus elliot e trocada

duas vezes por semana em uma estacao de troca classe Il (Alesco).

6.3 LEISHMANIA AMAZONENSIS

A cepa MHOM/BR/77/LTB0016 de L. amazonensis utilizada neste trabalho foi
cedida pela Dra. Valéria Pereira, do Laboratério de Imunogenética (CPgAM-
FIOCRUZ). Leishmania amazonensis € uma das espécies responsaveis pelo
desenvolvimento da leishmaniose cutdnea nas Américas e é frequentemente
utilizada em estudos de eficacia de drogas anti-leishmania in vitro e in vivo. Esta
espécie e cepa foi preconizada pelos integrantes da Research Initiative on Natural

Products against Neglected Diseases — (ResNetNPD) como modelo para triagem de
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compostos leishmanicidas devido a sua facilidade de cultivo in vitro. Neste trabalho

esta cepa recebera a denominacao L. amazonensis-WT (L. amazonensis-wild-type).

6.4 PARAPOXVIRUS OVIS INATIVADO (PPVOI)

A cepa do Parapoxvirus ovis utilizada neste estudo € a cepa OV-IA82, isolada
em 1982 em lowa, Estados Unidos (DELHON et al., 2004). O PPVOi, gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Eduardo Furtado Flores do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul, foi propagado em
cultivo primario de corneto nasal e titulado pela Tissue Culture Infective Dose 50%
(TCID50) em triplicata, onde o titulo mais elevado obtido foi 1085 TCID50/ml. A
suspensao viral foi concentrada através de ultracentrifugagdo a 20.000 rpm por 2
horas a 4°C. Em seguida, a inativagao quimica das particulas virais foi realizada pela
adicao de etilenoimina binaria (EBI) (1% do volume final) por 18 horas a 37°C sob
agitagdo. Apos este periodo foi adicionado tiossulfato de so6dio 1M (1% do volume
final) e deixado por 1 hora a 37°C sem agitacao. A eficacia da inativagao (morte) das
particulas virais foi confirmada por novo ensaio de TCID50 em triplicata. Apds a
confirmagé&o da morte das particulas virais (inativagao eficaz), a preparagao viral foi
liofilizada e armazenada a 4°C (ANZILIERO et al., 2014).

6.5 DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE IMAGEM IN VIVO NAO-
INVASIVO PARA A DETECCAO DA INFECGAO POR L. AMAZONENSIS-IRFP
EM BALB/c

6.5.1 Estratégia de clonagem e desenho dos oligonucleotideos

Para inser¢cdo do gene iRFP no genoma de L. amazonensis, foi escolhido o
vetor de expressdo em leishmania, o pLEXSY-hyg2 (Jenabioscience, Alemanha).
Para a expressao constitutiva e citosélica da ORF de /RFP, foi utilizado o sitio de
clonagem 5’-Nocl e 3’-Notl de pLEXSY-Hyg2. A sequéncia de iRFP foi previamente
analisada para a presenca de sitios de restricdo internos para a Ncol, Notl e Swall e,
em seguida, oligonuceotideos sense e antisense foram desenhados contendo em
suas sequéncias sitios de restricdo para as enzimas Notl e Ncol, respectivamente.
Sao eles: iIRFP-F (5- CCATGGCGGAAGGATCCGTCGCCAG-3) e iRFP-R (5'-
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GCGGCCGCTCACTCTTCCATCACGCCG-3’). As trincas de nucleotideos

destacadas representam o start e stop cédon, respectivamente. A estratégia de

clonagem, bem como o desenho dos oligonucleotideos foram realizados com auxilio
do programa ApE - A plasmid editor
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).

6.5.2 Construcdo e obtencéo do cassete pLEXSY-Hyg2-iRFP

A sequéncia do gene da proteina infrared fluorescence protein (iRFP) de
Rhodopseudomonas palustris (FILINOV et al. 2011), de 948pb (GenBank:
JN247409), foi quimicamente sintetizada e clonada no plasmideo pUC57 (GenScript,
USA). O plasmideo pUC57-iRFP foi utilizado numa reacdo de PCR com os
oligonucleotideos iRFP-F e iRFP-R para amplificagdo do gene com o kit HotStar
HiFidelity Polymerase Kit (QIAGEN), de acordo com as orientacées do fabricante.
Um produto de PCR de aproximadamente 1000pb, equivalente ao tamanho do gene
amplificado, foi isolado do gel de agarose a 1% e purificado com o kit illustra™
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Helthcare).

Em seguida, o produto purificado foi ligado no vetor pDrive utilizando o PCR
Cloning Kit (QIAGEN) e subclonado em Escherichia coli cepa DH10-B
quimiocompetente, por choque térmico. Em seguida, as células foram plaqueadas
em placas de Petri contendo agar LB adicionado de 100 ug/ml de ampicilina, 40ul de
X-Gal (20mg/ml) e 40ul de IPTG 100mM, e deixadas a 37°C por 16-18 horas. As
colonias selecionadas foram cultivadas em 5 ml de meio LB com 50 pg/ml de
ampicilina, a 37°C, sob agitagdo de 150 rpm, para realizagdo da extragao do DNA
plasmidial com o QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN).

O plasmideo obtido, denominado de pDrive-iRFP, foi digerido com as
enzimas de restricdo Notl e Nocl, gerando dois fragmentos. O fragmento de
interesse, de aproximadamente 1000pb, foi isolado e purificado do gel de agarose
com o kit de purificagdo. Paralelamente, o vetor de leishmania pLEXSY-Hyg2
também foi digerido com as enzimas Nocl e Notl para liberagao do fragmento stuffer
e, em seguida, foi desfosforilado adicionando-se 1unidade da enzima fosfatase
alcalina (calf intestinal) (New England BioLabs), por 30 minutos a 37°C.

Apos eletroforese do pLEXSY-Hyg2 digerido com Notl e Nocl, foram

visualizados dois fragmentos: um de 8033pb e o outro de 1100pb. O fragmento de
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interessefoi isolado do gel e purificado utilizando o kit de purificagdo citatdo
previamente. Em seguida, o fragmento de aproximadamente 1000pb, obtido da
digestao do pDrive-iRFP com Notl e Nocl foi ligado no pLEXSY-Hyg2 usando a T4
DNA ligase (New England BiolLabs), numa mistura contendo diferentes proporcdes
de plasmideo e inserto, tampao 10X, enzima T4 DNA ligase e agua DNAse/RNAse
free.

O produto da ligacado pLEXSY-Hyg2-iRFP foi inserido novamente em E. coli
pela transformacao de células de E. coli DH10-B quimiocompetentes, através de
choque térmico. As células de E. coli foram cultivadas como previamente citado e
deixadas por 16-18 horas a 30°C. As colbnias selecionadas foram utilizadas para
realizacdo de extragdo de DNA plasmidial. Em seguida, os plasmideos foram
digeridos com as enzimas Notl e Nocl e uma miniprep (clone 1) foi selecionada e
enviada para Nucleo de Plataformas Tecnolégicas (NPT) do Centro de Pesquisas

Aggeu Magalhaes, para sequenciamento de DNA.

6.5.3 Transfecgéo e recombinagdo homologa

Apo6s a confirmagao da sequéncia, foi realizado uma extracdo de DNA em
larga escala do clone 1 de E. coli-pLEXSY-Hyg2-iRFP utilizando o kit PureLink®
HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen), de acordo com as orientagbes do
fabricante. Em seguida, o plasmideo foi utilizado numa reagao de digestdo com a
enzima Swall (New England BiolLabs) para liberacdo do fragmento de 2,9 kb que
representa a parte responsavel pelado replicacao do plasmideo em E. coli.

O fragmento maior de aproximadamente 6000pb, equivalente ao cassete
linearizado com o gene iRFP, foi purificado do gel de agarose com o kit de
purificacdo. Em seguida, o cassete de expressao de iRFP foi transfectado em
promastigotas de L.amazonensis-WT (cepa LTB0016). Brevemente, foi realizado um
inéculo de L. amazonensis-WT diluido de 1:10 em um volume final de 10 ml de meio
Schneider contendo 1% de antibidtico Pen/Strep (penicilina — 100 U/ml e
estreptomicina — 100 ug/ml), 10% de soro bovino fetal (SFB) e 5ug/ml de hemina
(Schneider completo), mantido a 26°C em estufa de B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), sem agitagao, overnight. No dia seguinte, apds atingir a densidade de
aproximadamente 5x107 células/ml (fase log), a cultura foi centrifugada a

temperatura ambiente, a 2000xg por 5 minutos e, em seguida, metade do
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sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido no meio restante e colocado
em isopor com gelo por 10 minutos juntamente com as cuvetas de eletroporacao
(d=2mm) e um tubo contendo 5ug de DNA (pLEXSY-Hyg2-iRFP) diluidos em 50ul
de agua milli-q estéril. Em seguida, 350pul da cultura de L. amazonensis-WT foram
transferidos para o tubo contendo DNA. Para realizacdo do controle negativo, 350l
da cultura de L. amazonensis-WT foram adicionados a 50ul de agua milli-q estéril.
As misturas contendo e ndo contendo DNA foram transferidas para cuvetas de
eletroporagdo geladas e submetidas a eletroporagdo no Gene Pulser XcellTM
Electroporation Systems (BIO-RAD). Em seguida, as cubetas foram deixadas no
gelo por 10 minutos. As células eletroporadas foram entao transferidas para 10ml de

meio Schneider completo e deixadas overnight a 26°C em estufa de B.O.D.

6.5.4 Selegéo clonal de L. amazonensis-iRFP

Para a selecdo clonal, 4 aliquotas de 2ml da cultura overnight foram
centrifugadas a 2000xg por 5 minutos a 20°C, os sobrenadantes descartados e as
células foram ressuspendidas em 50-100ul de meio residual. Para a selecdo das
colonias recombinantes as células foram gentiimente semeadas em placas de Petri
contendo agar Schneider completo e 100 pg/ml de higromicina (Invitrogen). Em
seguida, as placas foram seladas e incubadas por 9 dias a 26°C em estufa de
B.O.D. Apés atingirem aproximadamente 1-2mm de diadmetro, as col6nias foram
transferidas com auxilio de uma ponteira estéril para placa de cultura de 96 pocos
contendo 200pl de Schneider completo contendo 100 pg/ml de higromicina. Os 2ml
restantes da cultura transfectada e 2ml da cultura controle foram utilizados para
fazer a selecdo nao-clonal das leishmanias recombinantes em meio Schneider
completo sem antibidtico.

Assim que as culturas comecaram a ficar ligeiramente turvas,
aproximadamente 24 horas ap0s a eletroporagdo, o antibidtico de selecao
(higromicina) foi adicionado as culturas na concentracdo de 100pg/ml e a incubacgéo
a 26°C foi continuada. Os parasitas foram avaliados quanto a forma e a motilidade
diariamente. As leishmanias do controle negativo morrem durante o periodo de

selecao, enquanto que as recombinantes permanecem ativas no meio de cultura.
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6.5.5 Detecgéo da fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP

A emissao da fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP foi detectada no
scanner de fluorescéncia Odyssey® (Li-COR, USA) utilizando o laser de 700nm.
Para isso, foi utilizada uma placa de 96 pogos contendo L. amazonensis-iRFP
cultivadas em 200ul meio Schneider completo com 5ug/ml de hemina e 50ug/ml de
higromicina, bem como L. amazonensis-WT cultivadas em meio sem higromicina
(utilizada como controle negativo) para comparagdo do crescimento das duas
leishmanias em suspensdo ao longo do tempo. Além disso, a placa de Petri
contendo colbénias de L. amazonensis-iRFP em agar Schneider também foi
escaneada para a confirmagcao e selecdao de clones positivos pela emissdo de
fluorescéncia diretamente das colonias. Posteriormente, foi realizado uma curva de
fluorescéncia no Odyssey® a partir de diluigdo seriada de uma cultura de L.
amazonensis-iRFP na fase log (parasitas/ml), em placa de 96 pocos, antes da

centrifugacao e depois da centrifugacao.

6.5.6 Confirmacao da integracao do cassete de iRFP no genoma de L. amazonensis

Para isso, DNA gendmico de L. amazonensis-iRFP e L. amazonensis-WT
foram extraidos a partir de cultura, utilizando o kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen). Em seguida foi realizada uma PCR padrdo com os oligonucleotideos
Hyg-F (5- CCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCG-3) e ssu-R (5-
CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC-3’) para confirmacédo da integracdo do cassete
pLEXSY-hyg2-iRFP no locus ssu do rRNA subunidade 18S.

6.5.7 Avaliagdo das caracteristicas de patogenicidade e viruléncia de L.

amazonensis-iRFP in vivo e obtenc¢ao de cepas infectivas

Promastigotas de L. amazonensis-iRFP e L. amazonensis-WT foram
descongeladas e transferidas para tubos falcons contendo 10 ml de PBS 1X, estéril.
As leishmanias foram centrifugadas a 2000xg por 5 minutos para a remogao do
glicerol e o pellet ressuspendido em 5 ml de meio Schneider completo com e sem o
antibidtico higromicina, respectivamente, em estufa de B.O.D a 26°C, até atingir a

fase estacionaria (ao fim do quarto dia) para obtengdo das formas promastigotas
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metaciclicas. Apdés o periodo de quatro dias, as leishmanias foram contadas e
centrifugadas a 2000xg por 5 minutos. Os pellets resultantes foram ressuspendidos
em PBS 1X estéril e, em seguida, L. amazonensis-iRFP e L. amazonensis-WT foram
inoculadas em dois diferentes grupos de BALB/c contendo 2 animais cada, com
1x107 parasitas diluidos em 30uL de tampdo PBS 1X estéril pH 7,2, por via
subcutédnea no coxim plantar da pata inferior esquerda, utilizando uma seringa de
insulina com agulha 26G e sob condigdes assépticas.

Os animais ficaram em observagao inicialmente até completar 30 dias: tempo
padrdao para o desenvolvimento de leséo visivel. A lesdo foi caracterizada pela
formagdo de um nodulo na regido de inoculagdo das leishmanias que resultou no
inchaco das patas afetadas. Apds esse periodo, os animais inoculados com L.
amazonensis-iRFP foram sedados e escaneados no Odyssey® para detecgdo de
fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP.

Para visualizacio da fluorescéncia os animais foram escaneados conforme os
procedimentos descritos no toépico “aquisicdo de imagens” descrito no fim desta
secao. Apos o periodo de aproximadamente 50 dias, os animais foram eutanasiados
e 0s nodulos (lesdes) foram removidos sob condi¢cbes estéreis, para obtencdo de
cepas infectivas de L. amazonensis-iRFP. A amostra coletada foi transferida para
um tubo Falcon de 15ml contendo 2ml de PBS 1X estéril pH 7,2 contendo 1,5% de
antibiético Pen/Strep. Em seguida, o nédulo foi macerado e homogeneizado e, apos
um periodo de tempo em repouso, o sobrenadante foi transferido para tubo Falcon e
foi centrifugado a 2000xg por 5 minutos.

Apods essa etapa, o sobrenadante foi descartado e o pellet de L. amazonensis-
iIRFP e L. amazonesis-WT foi ressuspendido em 5 ml de meio Schneider completo
com e sem 50ug/ml de higromicina, respectivamente. Em seguida, a suspensao foi
incubada em estufa de B.O.D. a 26°C por aproximadamente uma semana. Apos
este periodo, a cultura foi transferida para um tubo Falcon de 50 ml contendo 10 ml
de meio Schneider completo e, em seguida, foi cultivada em estufa de B.O.D. a 26°C
por mais 5 dias.

Passado esse periodo, a cultura (passagem 1) foi centrifugada a 2000xg por 5
minutos para obtencdo de um pellet. Para preparagdo do estoque congelado de
leishmanias infectivas, o pellet foi ressuspendido em meio Schneider completo

contendo 20% de glicerol estéril. Em seguida foi aliquotado e congelado a -80°C.
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6.6 ACOMPANHAMENTO DA LC EM BALB/c UTILIZANDO TRES DIFERENTES
INOCULOS DE L. AMAZONENSIS-IRFP

Promastigotas infectivas recém-obtidas de L. amazonensis-iRFP na
passagem 1 foram descongeladas e transferidas para um tubo Falcon contendo PBS
1X estéril pH 7,2. Em seguida, a suspensao de leishmania foi centrifugada a 2000xg
por 5 minutos para a remogao do glicerol e o pellet foi ressuspendido em 10ml de
meio Schneider completo contendo 50 pg/ml de higromicina. Para a preparagao do
inoculo de L. amazonensis-iRFP, as leishméanias foram contadas e foi realizado um
indculo na concentragdo inicial de 1x108 células/ml em meio Schneider completo
contendo 50 pg/ml de higromicina. A cultura foi deixada em estufa de B.O.D a 26°C,
até atingir a fase estacionaria de crescimento, por volta do quarto dia. Ao atingir a
fase estacionaria, as leishménias foram contadas e centrifugadas a 2000xg por 5
minutos e o pellet foi ressuspendido em tampao PBS 1X estéril pH 7,2.

Em seguida, camundongos BALB/c foram inoculados por via subcutanea no
coxim plantar da pata inferior esquerda, com diferentes quantidades de
promastigotas na fase estacionaria de L. amazonensis-iRFP (1x105, 1x10% e 1x107)
diluidas em 30uL de tampdo PBS 1X estéril pH 7,2, utilizando uma seringa de
insulina com agulha 26G e sob condigdes assépticas. Apos a inoculagdo das
leishméanias, a progressao da doenca foi monitorada semanalmente. Os animais
inoculados foram periodicamente sedados com uma mistrura de cetamina e xilasina
e escaneados no Odyssey®, semanalmente, por um periodo de 2 meses, para
quantificacdo da fluorescéncia e acompanhamento da evolugdo da lesdo por
imagem, conforme os procedimentos descritos no tépico “aquisicdo das imagens”
descrito no fim desta sec¢ao.

O primeiro escaneamento (dia 0) foi realizado logo apds a inoculagao das
leishamanias. Os escaneamentos seguintes foram realizados no dia 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56 e 63 apos a inoculacdo dos parasitas. Ao fim do ultimo escaneamento

0s animais foram submetidos a eutanasia.
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6.7 AVALIACAO DA EFICACIA DA IMUNOTERAPIA COM O PPVOi EM
CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS COM L. AMAZONENSIS-IRFP

Para realizacdo deste objetivo, promastigotas infectivas recém-obtidas de L.
amazonensis-iRFP na passagem 1 foram descongeladas e transferidas para um
tubo Falcon contendo PBS 1X estéril pH 7,2. Em seguida, a suspensdo de
leishmania foi centrifugada a 2000xg por 5 minutos para a remogao do glicerol e o
pellet foi ressuspendido em meio 10ml de meio Schneider completo contendo 50
pMg/ml de higromicina. Para a preparagao do inéculo de L. amazonensis-iRFP, as
leishmanias foram contadas em camera de Newbeur e foi realizado um in6culo na
concentragéo inicial de 1x108 células/ml em meio Schneider completo contendo
50ug/ml de higromicina. A cultura foi deixada em estufa de B.O.D a 26°C, até atingir
a fase estacionaria de crescimento, por volta do quarto dia. Ao atingir a fase
estacionaria, as leishméanias foram contadas e centrifugadas a 2000xg por 5 minutos
e o pellet foi ressuspendido em tampao PBS 1X estéril pH 7,2.

Em seguida, camundongos BALB/c foram inoculados por via subcutanea no
coxim plantar da pata inferior esquerda, com 1x107 promastigotas na fase
estacionaria de L. amazonensis-iRFP, diluidas em 30uL de tampao PBS 1X estéril
pH 7,2, utilizando uma seringa de insulina com agulha 26G, sob condi¢des
assépticas. Os animais foram mantidos em observacao por cerca de 45 dias até o
surgimento das lesdes.

Os animais foram distribuidos em 7 grupos experimentais, totalizando 3

animais por grupo (quadro 3):
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Quadro 3- Descri¢cao dos grupos de tratamento do estudo de eficacia.
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GRUPO

Descricao

“n” amostral

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100yl do PPVO inativado (5x108 TCID50),
administrados por via intraperitoneal, com um intervalo

de 3 dias, por 25 dias.

3

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100yl do PPVO inativado (5x106 TCID50),
administrados por via intramuscular, com um intervalo

de 3 dias, por 25 dias

Animais infectados e submetidos ao tratamento com a
droga de referéncia Glucantime® (Aventis, Franga) por

via intramuscular na dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x108 TCID50) administrado
por via intraperitoneal com um intervalo de 3 dias e
Glucantime® administrado por via intramuscular na
dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x106 TCID50) administrado
via intramuscular com um intervalo de 3 dias e
Glucantime® administrado por via intramuscular na
dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

VI

Animais infectados e ndo submetidos a tratamento.

Vi

Animais nédo infectados, ndo submetidos a tratamento e
com mesma idade e faixa de peso que 0s animais

infectados.

Fonte: a autora.

Para avaliagdo da eficacia dos tratamentos nos diferentes grupos de animais,

foram utilizados como parametros a medida do tamanho da les&o através do uso do

paquimetro e a intensidade de fluorescéncia, em todos animais dos grupos. Os

animais foram acompanhados antes, durante e depois dos tratamentos utilizando a
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metodologia de imagem in vivo. Além disso, a carga parasitaria nas lesdes também
foi determinada por meio de ensaio de diluigdo quantitativo, de acordo com Carneiro
et al. (2012). Apos o desenvolvimento da lesédo, aproximadamente 45 dias apos a
inoculagdo das leishméanias e antes do inicio dos tratamentos, foi realizado o
primeiro escaneamento dos grupos com excessdo do grupo VIl (animais nao-
infectados). A eficacia dos tratamentos foi avaliada semanalmente através da
deteccao de fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP no Odyssey®, nos dias 0 (antes
do tratamento), 8, 15 e 32. Eventualmente, nos dias em que foi necessaria a
realizacdo de ambos os procedimentos: administracdo da terapia (injetavel) e
escaneamento dos animais; estes foram realizados em turnos diferentes.

Para a aquisicdo das imagens, os grupos de animais foram levemente
anestesiados com uma mistura de cetamina/xilasina, escaneados e monitorados
conforme os procedimentos descritos no tépico “aquisi¢cdo da imagem”. Além disso,
a progressdo da doenga também foi monitorada semanalmente pela medida do
diametro das lesbes através da utilizagdo do paquimetro.

Apos o periodo de observagao e eutanasia dos grupos, a carga parasitaria
dos animais foi analisada por meio de ensaio quantitativo de diluicdo de acordo com
Carneiro et al. (2012). Para isso, fragmentos de lesdes foram removidas sob
condigdes asseépticas, maceradas e homogeneizadas. Em seguida, foi realizada uma
diluicdo seriada na base 2 do material homogeneizado em placa de 96 pogos
contendo 200ul de meio Schneider completo, em ftriplicata. As placas foram
mantidas por 7 dias em estufa de B.O.D a 26°C e ao final desse periodo a
quantidade de parasitas/mg de leséo foi calculada com base no peso (em mg) do
fragmento de lesao coletado e do ultimo titulo positivo na placa para a presenga de

leishmanias viaveis.

6.7.1Aquisigdo das imagens

Grupos de até 3 (trés) animais foram anestasiados via intraperitoneal com
uma mistura de cetamina-xilazina administrada na dose de 115mg/Kg de cloridrato
de cetamina a 10% e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina a 2%. Uma gota de solugao
fisiologica estéril foi pingada nos olhos a fim de evitar o ressecamento da cérnea.
Em seguida, os animais foram posicionados na superficie aquecida a 37°C do

MousePOD® (Li-COR), na posi¢do decUbito dorsal. Suas patas (saudaveis e
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doentes) foram posicionadas contra a superficie do scanner e fixadas com auxilio de
uma fita micropore. De acordo com a necessidade, foi realizado 1 (um) ou mais
escaneamentos, ajustando-se a intensidade do laser, bem como de outros
parametros. Concluida a aquisigdo da imagem, os animais foram alojados em suas
caixas e cobertos com maravalha até completa recuperagdo anestésica. Em
seguida, foram transferidos para suas caixas. A quantificacdo pela detecgao da
intensidade de fluorescéncia emitida por L. amazonensis-iRFP, foi determinada pela

média no numero de pixels utilizando o Odyssey Application Software Version 3.0.

6.8 ESTUDO PRELIMINAR DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAMUNDONGOS
BALB/c INFECTADOS COM L. AMAZONENSIS-WT E TRATADOS COM
PPVOi

Para realizagdo deste objetivo, promastigotas infectivas de L. amazonensis-
WT na passagem 1 foram descongeladas e transferidas para um tubo Falcon
contendo PBS 1X estéril pH 7,2. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 2000xg
por 5 minutos para a remocgao do glicerol e o pellet foi ressuspenso em 10ml de meio
Schneider. Para a preparagdo do indculo, as leishmanias foram contadas em
camera de Newbeur e foi realizado um cultivo na concentragéo inicial de 1x10°
células/ml em meio Schneider completo. A cultura foi deixada em estufa de B.O.D a
26°C, até atingir a fase estacionaria de crescimento, por volta do quarto dia. Entao,
as leishmanias foram contadas e centrifugadas a 2000xg por 5 minutos e o pellet foi
ressuspenso em tampao PBS 1X estéril pH 7,2. Em seguida, camundongos BALB/c
foram inoculados por via subcutédnea no coxim plantar da pata inferior esquerda com
107 promastigotas de L. amazonensis-WT diluidas em 30uL de tamp&o PBS 1X
estéril pH 7,2, utilizando uma seringa de insulina com agulha 26G e sob condi¢cdes
assépticas. Os animais foram mantidos em observagao por cerca de 30-45 dias até
o surgimento das lesdes. Em seguida, os animais foram distribuidos nos seguintes

grupos experimentais, totalizando 3 animais por grupo (quadro 4):
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Quadro 4- Descricao dos grupos de tratamento do estudo imunoldgico.
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GRUPO

Descricao

“n” amostral

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x108 TCID50), administrado
por via intraperitoneal com um intervalo de 3 dias, por
25 dias.

3

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x108 TCID50), administrado
via intramuscular com um intervalo de 3 dias, por 25

dias

Animais infectados e submetidos ao tratamento com a
droga de referéncia Glucantime® por via intramuscular

na dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x108 TCID50) administrado
por via intraperitoneal com um intervalo de 3 dias e
Glucantime® administrado por via intramuscular na
dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

Animais infectados e submetidos ao tratamento com
100ul do PPVO inativado (5x10° TCID50) administrado
via intramuscular com um intervalo de 3 dias e
Glucantime® administrado por via intramuscular na
dose de 100mg/Kg/dia por 25 dias.

VI

Animais infectados e ndo submetidos a tratamento.

Vi

Animais nao infectados, ndo submetidos a tratamento e
com mesma idade e faixa de peso que o0s animais

infectados.

Fonte: a autora.

Ao fim dos tratamentos, os animais foram eutanasiados para a coleta do

baco. As células esplénicas de BALB/c foram obtidas de acordo com Pereira et al.

(2004). Brevemente, apds eutanasia, os bagos foram removidos em condigdes

asseépticas e colocados (em pools) em tubos Falcon contendo meio RPMI 1640
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contendo 1,5% de Pen/Strep sem SFB. Em seguida, a amostra foi macerada a fim
de obter uma suspensdao celular homogénea. Essa suspensao celular foi
centrifugada para remog¢do dos debris, quantificada excluindo-se as hemacias e
transferidas para placas de cutura de 48 pocos na quantidade 1x10°
esplendcitos/pogo contendo 1 ml de meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, 1% de
Pen/Strep, 1% de L-glutamina 200mM, 1% de piruvato de sddio 100mM e 26,8 ml de
bicarbonato de sédio a 7,5%. Em seguida, as células foram estimuladas ou re-
estimuladas com 2 diferentes concentragdes de PPVOi (1x107 e 5x108 TCID50/ml),
Concanavalina A (ConA), por 48h, 72h, 96h e 6 dias. Apds os periodos de estimulos,
os sobrenadantes das culturas foram coletados e congelados para quantificagao das
citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A com o BD™ CBA Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras

forma analisadas no BD FACSCalibur (BD Biosciences).
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7 RESULTADOS

7.1 DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE IMAGEM IN VIVO NAO-
INVASIVO PARA A DETECCAO DA INFECGAO POR L. AMAZONENSIS-IRFP
EM CAMUNDONGOS BALB/c

Com a finalidade de obter uma L. amazonensis fluorescente na ‘janela NIR’, a
ORF do gene iRFP (A690nm/713nm) de Rhodopseudomonas palustres foi clonada
em um vetor de expressao de Leishmania e transfectada em um isolado brasileiro de
referéncia de L. amazonensis. O cassete de expressao contendo o gene iRFP e o
gene de resisténcia a higromicina sdo intercalados por regides ndo-traduzidas (Utr1,
Utr2 e Utr3), que flanqueiam os genes e fornecem o sinal de splicing para o
processamento pos-transcricional do RNAmM. As suas extremidades sao compostas
das regides 5’'ssu e 3’ssu que permite a recombinagdo homologa no cromossomo da
leishmania. A figura 7A mostra um esquema simplificado do cassete de iRFP e sua
integracdo ao genoma da leishmania.

Para expressar constituvamente a proteina iRFP no citosol da célula, o gene
foi clonado nos sitios de clonagem 5’-Nocl e 3’-Notl do pLEXSY-Hyg2. Inicialmente,
o gene foi amplificado com um par de oligonucleotideos (iRFP-F e iRFP-R) gerando
um produto de ~1000pb, que foi subclonado em E. coli usando o pDrive (vetor TA).
O produto pDrive-iRFP foi digerido com as enzimas Notl e Nocl para liberacdo do
gene contedo agora os sitios de restricdo. A figura 7B mostra o resultado da
digestdo de pDrive-iRFP e a liberagdo do fragmento de interesse (~1000pb). Em
seguida, o gene IRFP contendo os sitios Notl e Nocl foi clonado no sitio 5’-Notl/3’-
Nocl do pLEXSY (vetor de leishmania), que foi novamente subclonado em E. coli. A
figura 7C mostra o resultado de uma PCR diagndstica realizada com alguns clones
de E.coli-pLEXSY-iRFP selecionados da placa. Posteriormente, o vetor pLEXSY-
iIRFP contendo dois sitios para Swall foi digerido com esta enzima. A figura 7E
mostra o resultado da digestdo com Swall e a liberagao do cassete de expressao de
iIRFP (~6000pb) que foi em seguida transfectado em L. amazonensis.

ApoOs a selegao clonal e ndo clonal dos parasitas recombinantes com o
antibidtico higromicina, a integragdo do cassete de expressao de iRFP no locus ssu
da leishmania foi confirmada por standard PCR usando DNA genbmico de L.

amazonensis-iRFP e L. amazonensis-WT (figura 7E). Um produto de PCR unico de

54



OLIVEIRA, J. C.: Avaliagao da Eficacia do Imunoestimulante Parapoxvirus ovis...

1823pb foi amplificado apenas quando DNA de L. amazonensis-iRFP foi usado
como molde. A integragdo no genoma também foi confirmada por selegcao fenotipica
de L. amazonensis-iRFP, através da deteccado da fluorescéncia emitida em cultivo
em meio solido e liquido (figura 7F). Na placa de Petri, a maioria das colbnias
recombinantes estavam pequenas demais para serem detectadas a “olho nu”, mas
quando passadas no scanner de fluorescéncia, elas puderam ser facilmente
detectadas em grande numero. Além disso, comparando-se o crescimento das duas
leishménias em suspensdao ao longo do tempo em placa de 96 pogos para
visualizagdo de alguma fluorescéncia de background da leishmania selvagem,
observamos que apenas os parasitas iRFP exibiram fluorescéncia.

Com o objetivo de estabelecer a correlagdo entre concentragao de parasitas e
intensidade de fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP, foi realizada uma diluicao
seriada de base 2 de uma cultura de promastigotas de L. amazonensis-iRFP na fase
log em placa de 96 pogos. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia foi
determinada no Odyssey®, subtraindo-se a fluorescéncia do background. Como é
possivel observar, as figuras 8A e 8B mostram uma clara correlagdo entre
intensidade de fluorescéncia e concentracdo de promastigotas na placa. O limite
minimo de detecgédo foi de 2,8x10* parasites/ml (sem centrifugagéo prévia). Apds a
centrifugagcéo da placa e sedimentagcdo das promastigotas em um unico plano, o
limite minimo de detecgao caiu para 3,5x102 parasitasl/ml (dado ndo mostrado).

Com a finalidade de determinar se a construgdo gerada resultou ou ndo em
uma possivel desvantagem metabdlica para L. amazonensis-iRFP, foi realizado uma
cinética de crescimento de uma cultura axénica e acompanhamento das
caracteristicas morfolégicas e de motilidade de ambas (iRFP e WT), através da
contagem do numero de parasitas na cultura ao longo do tempo e por analise de
microscopia. E possivel observer no grafico da figura 9A uma diferenca na curva de
crescimento de L. amazonensis-iRFP em relacdo a L. amazonensis-WT. Contudo,
esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente relevante e ndo trouxe nenhuma
influéncia nas caracteristicas gerais morfologicas e de motilidade de L.

amazonensis-iRFP em cultura.
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Figura 7- Estratégia de clonagem, etapas da construgdo de L. amazonensis-iRFP e
screening fenotipico.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: (A) Esquema do cassete de iRFP e sua integragao ao genoma no /ocus ssu. (B)
Dupla digestdo de pDrive-iRFP com Notl e Nocl. (C) PCR das colbnias (E. coli_ DH10B-
pLEXSY-iRFP) com oligonucleotideos iRFP-F e iRFP-R. (D) Digestao de pLEXSY-iRFP com
Swall. (E) Fragmento especifico de 1823pb amplificado com os oligonucleotideos ssu-R e
Hyg-F para confirmacao da integracdo no genoma apenas na L. amazonensis-iRFP. (F) Uso
do scanner de fluorecéncia (Odyssey®) na selegdo clonal das leishmanias recombinantes. L.
amazonensis-iRFP e L. amazonensis-WT foram cultivadas em meio Schneider contendo
10% de SBF, 5ug/ml de hemina, com e sem higromicina (100ug/ml). A placa de Petri contém
agar Schneider com poucas coldnias grandes (—) e varias coldnias pequenas que ainda
nao podem ser vistas a olho nu (—), enquanto que a placa de 96 pocos contém suspensao
de parasitas iRFP e WT. Apenas os parasitas iRFP exibem fluorescéncia ao longo do
tempo. PM é marcador de peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen).

Placa de Petri Placa de 96 pogos
Colénias expressando IRFP  Suspens&o de leishmania
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Figura 8- Quantificacao da fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP in vitro.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: (A) Quantificagdo de fluorescéncia no Odyssey® de uma diluigdo seriada de uma
cultura de L. amazonensis-iRFP na fase log (parasitas/mL), em placa de 96 pogos (antes da
centrifugacao). (B) Grafico mostrando a relagao entre concentragcéo de L. amazonensis-iRFP
e a intensidade de fluorescéncia em cada pogo. O experimento foi realizado em triplicata. Os
resultados foram expressos pela média £ desvio padrao.

Com o objetivo de avaliar a manuteng¢ao das carateristicas de patogenicidade
e viruléncia da cepa transgénica em relacdo a cepa selvagem, inicialmente foi
inoculado 107 promastigotas de L. amazonensis-iRFP e WT na fase estacionaria de
crescimento, no dorso da pata traseira de camundongos BALB/c. E possivel
observar na figura 9B, apds 40 dias da inoculagédo, a presenca de uma lesdo na
pata caracterizada por um inchago tipico, tanto na pata inoculada com L.
amazonensis-WT, quanto com a L. amazonensis-iRFP. Este experimento indicou
que ambos parasitas (WT e iRFP) levaram ao desenvolvimento de uma leséo
caracteristica e igualmente progressiva neste modelo susceptivel de infecgdo. A
figura 9B também mostra o resultado da deteccdo de fluorescéncia dos dois
animais, apos passagem no scanner. Podemos observar que apenas 0s animais que
foram infectados com L. amazonensis-iRFP emitiram fluorescéncia no scanner no
canal de 700nm. Uma vez que o aparelho possui dois canais de fluorescéncia
distintos, porém proximos, a especificidade da fluorescéncia de L. amazonensis-

iRFP para o canal de 700nm também foi avaliada in vivo. A figura 9C mostra que a
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fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP é especifica para o canal de 700nm, nao

sendo detectada no canal de 800nm.

Figure 9- Deteccao de fluorescéncia in vivo e comparagao das caracteristicas de L.
amazonensis-iRFP versus WT, in vitro e in vivo.
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) Cinética de crescimento de 7 dias. O experimento foi realizado com inoculo
inicial de 108 parasitas/mL na fase log, em duplicata. Os resultados foram expressos pela
média * desvio padrdo. A analise estatistica das curvas n&o mostrou siginificancia. (B)
Fotografia de pata saudavel e inoculadas com 10’ promastigotas de L. amazonensis-iRFP e
WT apés 40 dias de infecgdo e a detecgdo de fluorescéncia no Odyssey®. (C) Especificidade
da fluorescéncia para o canal de 700nm (filtro pseudocolor).
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7.2 ACOMPANHAMENTO DA LC EM BALB/C UTILIZANDO TRES DIFERENTES
INOCULOS DE L. AMAZONENSIS-IRFP

Inicialmente, para acompanhamento da leishmaniose cutdanea em
camundongo BALB/c e com o objetivo de investigar a sensibilidade da deteccao de
fluorescéncia in vivo logo apds a inoculagdo do parasita e ao longo do tempo, trés
diferentes indculos de L. amazonensis-iRFP (10°, 10° e 107 parasitas) foram
inoculados em diferentes grupos de animais e acompanhados ao longo de 63 dias
de infeccdo. E possivel detectar um claro sinal de fluorescéncia nos animais
inoculados com 108 e 107 L. amazonensis-iRFP, porém, nio foi possivel detectar
sinal satisfatério nos animais inoculados com 10° parasitas usando a configuragédo
standard (figura 10 e 11A). Também é possivel observar na figura 10 e 11B, logo
apos a inoculagao de parasitas, um forte sinal de fluorescéncia (Dia 0), seguido de
uma diminui¢ao do sinal (Dia 7), para s6 entdo aumentar gradativamente no decorrer
das semanas, isto €, a fluorescéncia inicialmente dimunui, para depois aumentar até
o dia 63. Apesar da auséncia inicial de um sinal de fluorescéncia nos animais
inoculados com 10° parasitas, houve o desenvolvimento nestes de lesdo, bem como
deteccao satisfatéria de fluorescéncia com o passar do tempo.

Para determinacdo da carga parasitaria relativa a intensidade de
fluorescéncia, do numero de parasitas/mg de tecido na lesdo e do acompanhamento
do tamanho da lesdo com um paquimetro, foi escolhido o grupo de animais
inoculados com 107 parasitas. Os graficos das figuras 11C e 11D mostram a
quantificacdo da fluorescéncia e o didmetro das lesdes em diferentes intervalos de
tempo a partir do dia 28 (apds o aparecimento dos sinais clinicos). Como esperado,
existiu um aumento proporcional em ambos: fluorescéncia e didmetro da lesao.

Todos os animais foram acompanhados por pouco mais de 2 meses.
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Figura 10- Progressdo da infeccdo experimental com trés diferentes indculos de L.
amazonensis-iRFP em camundongos BALB/c ao longo de 2 meses.

1x10° 1x10° 1x10 1x10° 1x10° 1x10’
Dia 0 Dia 35
Dia7 Dia 42
Dia14 Dia 49
Dia 21 Dia 56
Dia 28 Dia 63

Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: As imagens mostram a fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP de diferentes
animais inoculados com quantidades diferentes de parasitas (10°%, 10° e 107). Quando
comparamos a fluorescéncia detectada logo apés inoculagao (Dia 0), com as fluorescéncias
detectadas nos dias 7 e 14, é possivel ver que inicialmente ocorre uma diminugdo da
fluorescéncia no local do inéculo, mas que gradativamente aumenta em todos os grupos. As
imagens foram obtidas semanalmente no canal de 700nm do ODYSSEY?® (filtro vermelho).
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Figure 11- Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia relativa de L. amazonensis-iRFP
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: (A) Deteccao de fluorescéncia emitida por diferentes indculos de L. amazonensis-
iRFP (10%, 10° e 107), logo apds a inoculagdo de parasitas. (B) Imagem de BALB/c inoculado
com 107 promastigotas de L. amazonensis-iRFP na fase estacionaria (do dia 0 ao 63). (C)
Grafico da média da intensidade de fluorescéncia (n=3). (D) Grafico da média do diametro
da les&o ao longo do curso da infeccdo. Barras representam o desvio padréo (n=3).
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Subsequentemente, a carga parasitaria (nUumero de parasitas/mg de tecido)
do grupo de animais inoculados com 107 parasitas, foi determinada através de
ensaio de diluicdo limitante em placa de 96 pocos. Apds a determinacéo do titulo,
isto €, do ultimo pogo positivo na microscopia para a presencga de leishmania viaveis,
as placas também foram escaneadas no Odyssey®, com o objetivo de verificar a
sensibilidade da técnica em comparagao a microscoépia. A figura 12 € um exemplo
do ensaio de diluicdo limitante realizado com fragmento de lesdo e mostra a
correspondéncia ou nao dos resultados (fluorescéncia versus microscopia). Como é
possivel observar, todos os pog¢os positivos na microscopia, também foram positivos
quando analisados por fluorescéncia, confirmando a boa sensibilidade da técnica de
near-infrared fluorescence imaging. Com relagdo ao resultado da carga parasitaria
do grupo referente a ultima diluigdo positiva (1:10"%), o nimero de parasitas alcangou
valores de 1x108 parasites/mg de tecido. Os pogos da placa com titulo inicial de 1:10
(diluicdo mais concentrada), ao final do periodo de incubagdo do ensaio (7 dias),
apresentaram intensidade de fluorescéncia quase inexistente em relagdo as demais
diluicbes. Ao microscopio, apesar da presenca de grande quantidade de parasitas,

estes ndo estavam viaveis.

Figura 12- Correspodéncia dos resultados de fluorescéncia e microscopia no ensaio
de diluicao limitante ex vivo.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Os sinais de mais e menos verdes (+/-) significam, respectivamente,
pocos positivos e negativos para a presenca de leishmania detectada no microscopio
Optico. Enquanto que, o sinal de mais vermelho (+) significa que o pogo foi positivo
na microscopia, mas nao teve fluorescéncia detectada. Acima estd uma
representacao de uma diluicdo seriada em triplicata, cujo titulo (Ultimo pogo positivo
para a presenca de leishmanias viaveis) foi na ordem de 1:10"® e quantidade de
parasitas/mg foi de 1x10® parasites/mg de tecido.

62



OLIVEIRA, J. C.: Avaliagao da Eficacia do Imunoestimulante Parapoxvirus ovis...

7.3 AVALIACAO DA EFICACIA DA IMUNOTERAPIA COM O PPVOi EM BALB/C
INFECTADOS COM L. AMAZONENSIS-IRFP

O estudo da eficacia da imunoterapia com o PPVOi sozinho ou associado a
quimioterapia padrdo com Glucantime®, foi realizado em camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis-iRFP, por duas vias de inoculagao diferentes:
intraperitoneal (i.p.) e intramuscular (i.m.), sendo esta ultima administrada na coxa
da perna afetada, proximo ao local da lesdo. Apds a divisdo dos grupos, com
excecdao do grupo controle (animais nao-infectados), todos os animais foram
inoculados com 1x107 parasitas. O tratamento dos animais com PPVQi sozinho ou
asscociado ao Glucantime®, teve inicio 45 dias apos a infecgédo e durou 25 dias. A
avaliacao da eficacia da terapia foi realizada diariamente em todos os animais dos
grupos por medicdo da area da lesdo e semanalmente por quantificacdo de
fluorescéncia no Odyssey®. Ao final do estudo, também foi realizado o teste de
diluicdo limitante para determinagdo da carga parasitaria dos grupos por
metodologia padrao.

A figura 13 mostra a fluorescéncia da pata afetada de representantes dos
diferentes grupos, antes (Dia 0) e ap6s o inicio dos tratamentos (Dias 8, 15 e 32). A
partir da analise da quantificagao da fluorescéncia emitida por L. amazonensis-iRFP
durante o periodo de tratamento, é possivel observar que a imunoterapia com
PPVOi, associado ou ndo a quimioterapia, inoculado por via intraperitoneal ou
intramuscular, ndo foi eficaz para nenhum dos grupos de tratamento, quando
comparado ao grupo controle (animais infectados e nédo tratados). A intensidade de
fluorescéncia dos grupos no Dia 0 (antes do inicio dos tratamentos) apresentou uma
pequena variagao entre eles, mesmo que a quantidade de inéculo tenha sido “igual”
para todos. Essa pequena diferenca ja era esperada, uma vez que a inoculagdo de
parasitas no dorso da pata € um procedimento extremamente delicado.

Como pode ser visto nas figuras 14A e 14B, as intensidades de fluorescéncia
dos diferentes grupos de tratamento aumentaram com o passar do tempo e foram
maiores do que a fluorescéncia do grupo controle. Além disso, inesperadamente, a
analise estatistica dos grupos mostrou que o grupo de animais tratados apenas com
PPVOi (i.m.) apresentou aumento de fluorescéncia estatisticamente significante em
relacdo ao aumento do grupo controle (** p < 0.01), isto €, para esse grupo, a terapia

com o PPVOi apresentou um efeito contrario ao esperado.
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Figura 13- Avaliagdo da eficacia do PPVOi utilizando a técnica de in vivo near-infrared
fluorescence imaging.

PPVOI PPVOI Glucantime PPVOQi (i.m.) + PPVOi (i.p.) + Controle

2,79E5
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Imagens obtidas no Odyssey® apos escaneamento da pata de camundongos
BALB/c inoculados com L. amazonensis-iRFP durante o periodo de tratamento com PPVOi
inoculado por via i.p. ou i.m., associado ou ndo ao Glucantime®. Todos os animais dos
grupos foram escaneados para avaliagdo da carga parasitaria, porém apenas um de cada
grupo esta representado aqui. As imagens foram feitas com intervalo de aproximadamente 8
dias, sendo a ultima feita com um intervalo de 15 dias. As imagens obtidas no Dia 0
mostram a fluorescéncia pouco antes do inicio dos tratamentos. A dosagem de PPVOI
administrada nos diferentes grupos de tratamento foi de 5x10° TCID50, em intervalos de 3
dias. Enquanto que, a administragido de Glucantime® nos grupos que receberam a droga foi
diaria, ao longo de 25 dias. Estdo indicados nas imagens os valore de fluorescéncia
detectados, associados ao ROI (region of interest). Para determinagcao da fluorescéncia de
background, a pata saudavel de cada animal foi escaneada e o valores da fluorescéncia de
background foi subtraido.
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Figura 14- Gréficos da avaliagdo da eficacia do PPVOi associado ou nédo ao Glucantime® no
tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis-iRFP.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: (A) O grafico de linha e (B) grafico de barras empilhadas mostram os valores de
fluorescéncia (eixo y) dos diferentes grupos de tratamento, obtidos ao longo do tempo (eixo
x). Em B, as barras sao divididas por categorias (grupos de tratamento) e cada categoria
tem sua fluorescéncia representada por uma area nos intervalos de tempo em questdo. A
dosagem de PPVOi administrada nos diferentes grupos de tratamento foi de 5x10° TCID50,
em intervalos de 3 dias. Enquanto que, a administragdo de Glucantime® nos grupos que
receberam a droga foi diaria, ao longo de 25 dias. Resultados foram expressos pela média
desvio padrdao. A analise estatistica foi feita por analise de varidncia usando One-way
ANOVA e teste de Bonferroni como teste de comparagao multipla. (* p < 0.05).

Além da quantificagao de fluorescéncia, a eficacia dos tratamentos também
foi avaliada ao final do estudo por método da diui¢ao limitante, para determinacéo do
numero de parasitas/mg de tecido. Como pode ser visto no grafico da figura 15A, a

quantificacdo da carga parasitaria por ensaio de diluicdo limitante, mostrou que nao
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houve diminuigdo na carga parasitaria dos grupos. A analise estatistica dos grupos
mostrou que nao houve diferenga entre os grupos de tratamento e o grupo controle.
Por ter havido discordancia entre os resultados das duas metodologias utilizadas
quanto ao resultado da estimulagdo do PPVOi (i.m.), foi feito uma analise da
intensidade de fluorescéncia dos grupos apenas no tempo “32 dias” (figura 15B),
quando foi realizado o ultimo scanning e apenas 1 dia antes da eutanasia e coleta
de material de lesdo para o ensaio de titulagdo, mas também foi ndo significante.
Porém, olhando para o desvio padrdao do grupo PPVOi (grafico 15A) e do grupo
controle (grafico 13B), fica claro que a analise (ndo paramétrica) foi fortemente

influenciada pelo alto desvio padrdo dos grupos.

Figura 15- Graficos da determinagado da carga parasitaria pelo método de diluicao limitante
para avaliagdo da eficacia de PPVOi por método padrdo e comparagdo com a detecgcao de
fluorescéncia no dia 32.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: (A) Determinagdo da carga parasitaria dos diferentes grupos de tratamento pelo
método de diluicao limitante em placa de 96 pogos. O numero de parasitas/mg de tecido é
determinado ao final do estudo por processamento de um fragmento da lesdo. (B)
Intensidade de fluorescéncia dos grupos 32 apods o inicio dos tratamentos. Resultados foram
expressos pela média + desvio padrao. A analise estatistica foi feita usando um teste nao
paramétrico One-way ANOVA e teste de Bonferroni como teste de comparagcao multipla.
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7.4 ESTUDO PRELIMINAR DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAMUNDONGOS
BALB/c INFECTADOS COM L. AMAZONENSIS-WT E TRATADOS COM
PPVOi

Apos o estudo de eficacia da particula viral inativada, foi feito um estudo
preliminar da reposta imunoldgica dos grupos experimentais frente ao PPVOi. Para
isto, foi utilizado a metodologia de re-estimulagao antigénica de células esplénicas
cultivadas in vitro dos grupos tratados com PPVOi. Apdés o procedimento de
eutanasia, os bacos foram coletados e processados em pool para obtencdo de uma
suspensao de células esplénicas de cada grupo. As células foram entao cultivadas
em placas de 48 pogos na presenga do PPVOi por 6 dias. Em seguida, o
sobrenadante da cultura foi coletado em diferentes tempos (2, 3, 4 e 6 dias) e
utilizado para a dosagem das seguintes citocinas: IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-
10 e IL-17.

As figuras 16-21 mostram a cinética da expressao dessas citocinas de cada
grupo experimental, estimulados ou re-estimulados com 2 concentragdes de PPVOi
(1x10” e 5x10° TCID50/ml) e também estimulados com ConA (controle positivo
interno). Para comparagao dos valores, foram levados em consideragao a expressao
basal interna em cada de cada tempo, isto é, esplenécitos do mesmo grupo
cultivados sem estimulos.

As figuras 24-30 mostram a analise do perfil de expressao de citocinas dos
grupos. A analise dos grupos “PPVOi (i.m.)’, “PPVOi (i.p.)” e “PPVOi
(i.p.)*Glucantime®” re-estimulados com PPVQi in vitro (segundo estimulo), e dos
grupos “infectados e ndo tratados” e “apenas Glucantime®’ também estimulados com
PPVOi (primeiro estimulo), foi feita com base nos resultados da expressdo dessas

citocinas dos animais do grupo controle (animais ndo infectados e n&o estimulados

in vivo).

Com relagdo a cinética de expressao de citocinas do grupo controle (figura
18), foi visto que o PPVOi aumentou a expressao de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-
17A, enquanto que os niveis de expressao de IL-2 e IL-4 foram quase inexistentes,
nas duas duas concentragdes de virus utilizadas, nos tempos estudados. Para este
grupo, a concetragédo de PPVOi de 5x10° TCID50/ml mostrou-se mais eficiente que a

concentragdo 1x107 TCID50/ml na indugdo dessas citocinas, com excecgédo de IL-10.
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A expressao de IL-17A nos pocgos estimulados com PPVOi também foi significante,
apresentando seu pico de expressao no tempo de 6 dias.
Como era esperado, por nao ter havido uma estimulacao prévia de PPVOi, o

perfil da cinética de expresséo de citocinas do grupo de animais infectados e néo

tratados (grafico 19) e do grupo de animais tratados apenas com glucantime®
(grafico 120) é semelhante ao perfil de expressao do grupo controle. Porém, é
possivel observar que os valores de IFN-y e TNF-a, do grupo de animais tratado
apenas com glucantime®, mesmo ndo havendo estimulagdo antigénica prévia,
mostraram-se aumentados em relagao ao grupo controle (figura 18). Igualmente,
nao houve estimulagao na producéo de IL-2 e IL-4 nesses grupos.

Com relagdo a cinética da expressao de citocinas dos grupos de animais que
receberam PPVOi in vivo (“PPVOI i.m.”, “PPVOi i.p.” e “PPVOi i.p.+Glucantime®”)
pode-se observar a partir da andlise das figuras 21, 22 e 23, que a terapia com
PPVOi influenciou fortemente a expressdo de todas as citocinas, tanto as do perfil
Th1, quanto as do perfil Th2 e Th17, quando comparados ao grupo controle (figura
18). Diferentemente dos grupos de animais ndo estimulados com PPVOi, houve
aumento significativo nos niveis de expressao absolutos de IL-2, IL-4 e IL-10 desses
grupos. Porém, também é possivel observar que, especialmente para IL4 e IL-10, a
expressado basal desses grupos, isto €, esplendcitos sem qualquer estimulo na
placa, também foi bastante elevada. Além disso, para a IL-4, foi visto que apesar do
aumento dessa citocina nesses grupos, este aumento foi fortemente inibido com o
passar do tempo pela presenca de ConA e de PPVOi na placa. Quando
comparamos as duas vias de administragdo do PPVOi utilizadas neste estudo
(intraperitoneal e intramuscular), € possivel observar que houve uma maior
estimulacdo na producdo de IFN-y, IL-10 e IL-17A do grupo tratado por via

intraperitoneal, em relagao ao grupo tratado por via intramuscular.
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Figura 16- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
estimulados com PPVOi: “Animais nao-infectados e nao tratados (grupo controle)”
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. Os dados foram analisados

estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da mediana da
intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para determinar a
diferenca entre os pocos estimulados e ndo estimulados. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Figura 17- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
estimulados com PPVOi: “Animais infectados e nao tratados”.
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrao. Os dados foram analisados
estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da mediana da
intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para determinar a
diferenca entre os pogos estimulados e ndo estimulados. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Figura 18- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
estimulados com PPVOi: “Animais infectados e tratados com Glucantime®”
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrao. Os dados foram analisados
estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da mediana da
intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para determinar a

diferenga entre os grupos. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Figura 19- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
re-estimulados com PPVOi: “Animais infectados e tratados com PPVOQi via i.m”.
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. Os dados foram analisados
estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da mediana da
intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para determinar a

diferenca entre os grupos. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Figura 20- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
re-estimulados com PPVOi: “Animais infectados e tratados com PPVOQi via i.p.”
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. Os dados foram analisados

estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da mediana da
intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para determinar a

diferenca entre os grupos. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Figura 21- Graficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos
re-estimulados (ex vivo) com PPVOi: “Animais infectados e tratados com PPVOi i.p. e
Glucantime®”
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. Os dados foram analisados

estatisticamente por one-way analysis of variance (ANOVA) baseado nos valores da
mediana da intensidade de fluorescéncia (IMF) do teste. Teste de Bonferroni foi usado para
determinar a diferenga entre os grupos. (** = p <0.01; *** = p <0.001).
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Para uma melhor compreensao dos perfis de expressao das citocinas de cada
grupo experimental, foi feito uma avaliacao individual nos niveis absolutos de cada
citocina, isto é, levando-se em consideragao os niveis do grupo controle igualmente
estimulados com PPVOi. A comparagdo dos grupos foi realizada separadamente
para cada citocina, escolhendo-se o tempo (2, 4, 6 ou 8 dias) em que houve os
melhores niveis de expressao da citocina em questdo e apenas uma concentragao
viral (1x107 TCID50/ml) (figuras 21-27).

Abaixo estdo os niveis de expresséo absoluta de INF-y nos diferentes grupos
juntamente com a estimulagdo basal da citocina. Este ponto reflete os niveis de
expressao apos seis dias de estimulo com PPVOi. Podemos observar que
o PPVOi foi capaz de estimular a expressao do IFN-y em niveis significativos em
todos os grupos, quando comparados ao grupo controle.

Figura 22- Dosagem de IFN-y apos estimulagdo ou re-estimulagdo de células esplénicas
com PPVO..
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparacado dos grupos, foram levados em consideragdo os valores de IFN-y dos
pogos estimulados com PPVQi na concentragdo de 1x107 TCID50/ml no tempo “4 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; ** = p
<0.001).
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A expressao da IL-2, representada na figura 22, mostra que o estimulo com
o PPVOQi foi capaz de aumentar significativamente os niveis desta citocina para os
grupos estimulados in vivo, em relagao a estimulagcdo com PPVOi do grupo controle.
A expressao de IL-2 basal desses grupos também esta bastante aumentada.

Quando comparados aos seus respectivos niveis de expressao basal.

Figura 23- Dosagem de IL-2 ap6s estimulacao ou re-estimulacédo de células esplénicas com
PPVOi.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparagao dos grupos, foram levados em consideragao os valores de IL-2 dos pogos
estimulados com PPVOi na concentragdo de 1x107 TCID50/ml no tempo “2 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagbes multiplas. (** = p <0.01; ** = p
<0.001).

Outra citocina de perfil Th1, o TNF-a, apresentou seu pico maximo de
expressdo apos 4 dias de estimulo com PPVOi. O grafico abaixo mostra que o
estimulo viral elevou os niveis de expressdo do TNF-a em todos os grupos testados

e que os maiores niveis foram detectados nos grupos que foram estimulados in vivo.
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Figura 24- Dosagem de TNF-a apds estimulagcéo ou re-estimulacdo de células esplénicas
com PPVOi.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparag¢ao dos grupos, foram levados em consideracdo os valores de TNF-a dos
pogos estimulados com PPVQi na concentragdo de 1x107 TCID50/ml no tempo “4 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; ™ =p
<0.001).

Dentre as citocinas de perfil Th2, foram quantificados os niveis de IL-4, IL-6 e
IL-10. Assim como observado nos niveis das citocinas dos grupos estimulados com
PPVOi in vivo, os grupos “PPVOQi (i.m.)", “PPVQi (i.p)’ e “PPVOi+Glucantime®”,
também apresentaram um aumento no perfil destas citocinas quando comprados ao
grupo controle. Este fato € observado com IL-4, porém, quando observamos a
estimulacdo basal de cada grupo, vemos que os niveis de |IL-4 dos grupos tratados

com PPVOi in vivo estao diminuidos em relagéo ao basal (figura 24).
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Figura 25- Dosagem de IL-4 apos estimulacao ou re-estimulagéo de células esplénicas com
PPVOi.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparacao dos grupos, foram levados em consideragao os valores de IL-4 dos pogos
estimulados com PPVOi na concentracdo de 1x10” TCID50/ml no tempo “3 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; ** = p
<0.001).

A figura abaixo mostra a expressdao de IL-6. Como observado, houve
estimulagcdo na producdo de IL-6 em todos os grupos testados. Aqui a expressao
também foi maior nos grupos estimulados com PPVOi in vivo. Também, nestes
grupos, a expressao basal de IL-6 no tempo estudado estava aumentada em relagao

aos grupos néo-estimulados.
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Figura 26- Dosagem de IL-6 apos estimulacao ou re-estimulagéo de células esplénicas com
PPVOi.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparacao dos grupos, foram levados em consideragao os valores de IL-6 dos pogos
estimulados com PPVOi na concentragdo de 1x10” TCID50/ml no tempo “4 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; *** = p
<0.001).

A figura 27 mostra a expressao de IL-10 apos 4 das de estimulo in
vitro com PPVOi. Também aqui, os niveis de expressao de IL-10 foram maiores nos
grupos “PPVOQi (i.m.)”, “PPVQi (i.p)” e “PPVOi + Glucantime®’, apresentando niveis

significativamente mais elevados do que o grupo controle.
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Figura 27- Dosagem de IL-10 apds estimulacdo ou re-estimulacdo de células esplénicas
com PPVOi.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bagos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparagédo dos grupos, foram levados em consideragcdo os valores de IL-10 dos
pogos estimulados com PPVQOi na concentragdo de 1x107 TCID50/ml no tempo “4 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; ™ = p
<0.001).

Com relagcdo ao perfil da citocina IL-17, € possivel observar que houve a
expressao da citocina em todos os grupos estudados e que esta expressao estava
aumentado com relacdo aos controles basais. No entanto, apenas os grupos “PPVOi
(i.p.)” e “PPVOi+Glucantime® tiveram sua expressdo aumentada em relagdo ao
grupo de tratamento controle. Os grupos tratados in vivo com a particula viral
inativada, apresentaram niveis de expressao maiores quando re-estimulados, do
que o grupo ndo tratado e tratado apenas com Glucantime®. Também, os niveis

basais desta citocina nesses grupos também estavam aumentados.
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Figura 28- Dosagem de IL-17A apo6s estimulagdo ou re-estimulacao de células esplénicas
com PPVOi.
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Legenda: Células esplénicas foram obtidas de macerado de pool de bacos dos diferentes
grupos de tratamento e, em seguida, foram estimuladas in vitro por até 6 dias com PPVOi.
Para comparagao dos grupos, foram levados em consideragao os valores de IL-17A dos
pogos estimulados com PPVQi na concentragdo de 1x107 TCID50/ml no tempo “6 dias”. A
dosagem da citocina foi realizada no sobrenadante da cultura usando o kit BD™ CBA
mouse e analise de citometria de fluxo. Os grupos foram analisados estatisticamente através
do teste ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. (** = p <0.01; *™* = p
<0.001).
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8 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficacia de um
imunomodulador, o PPVOi, no tratamento da leishmaniose cutanea experimental.
Como foi mencionado, o PPVOi vem sendo utilizado com sucesso, como
imunoestimulante inespecifico no tratamento e prevengao de doengas em animais
de interesse veterinario. Além disso, a eficacia do virus também vem sendo testada
e confirmada, experimentalmente, no tratamento de varias doencas de origem
humana. Apesar dos mecanismos de acao do virus ndo estarem completamente
elucidados, sabe-se que a caracteristica mais forte dele é a indugado de uma potente
resposta do tipo Th1. O conhecimento de que uma resposta Th1 eficaz € essencial
para o controle da leishmaniose cutdnea em humanos e em modelo murino, abre
portas para a utilizacdo do PPVOi no tratamento desta doenca. Para isso, foi
escolhido um modelo bastante susceptivel a infeccédo: o camundongo BALB/c
infectado com L. amazonensis na pata.

O BALB/c infectado com L. amazonensis € considerado um excelente modelo
para estudo da leishmaniose cutanea, principalmente pelo fato de ser, ao contrario
do C57BL/6, bastante susceptivel ao desenvolvimento da doenga por apresentar,
entre outras caracteristicas, uma deficiéncia na resposta Th1 favorecendo o
estabelecimento da infecgdo. Além disso, L. amazonensis € uma espécie de facil
crescimento em laboratério e também estabelece infecgado progressiva no tempo no
modelo em questdo (SOUSA et al., 2014; MATO-GUEDES et al., 2014; TRINCONI
et al., 2016).

Inicialmente, apos a analise de estudos de imagens para a detecgéo in vivo
de espécies de leishmania, também foi idealizado e realizado neste projeto o
desenvolvimento de um método de imagem in vivo ndo-invasivo e eficaz, baseado
na tecnologia de near-infrared fluorescence imaging, para observagao da eficacia do
PPVOi no tratamento da LC. De todas as modalidades de imagem in vivo de
pequenos animais, baseadas na deteccédo de fluorescéncia ou bioluminescéncia, a
técnica de near-infrared fluorescence imaging apresenta algumas vantagens
importantes sobre as demais. Entre as proteinas NIR existentes e testadas em
estudos in vitro e in vivo, a proteina iRFP foi escolhida para a realizagcdo desse
trabalho por apresentar caracteristicas de brilho e foto-estabilidade superiores as
demais (FILINOV et al., 2011).
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A utilizacdo de proteinas repérteres NIR ja tinha sido testada com sucesso,
usando o mesmo scanner de fluorescéncia utilizado para realizagao desse trabalho,
para deteccdo de fliuorescéncia in vitro de uma L. tarentolae, frequentemente
utilizada como sistema eucarioto de expressdo de genes heterdlogos (DORTAY et
al. 2010). Isso nos deu uma maior confianga para aplicagdo da técnica usando L.
amazonensis. Além da aplicacdo da técnica utilizando a espécie L. tarentolae,
recentemente, a técnica de near-infrared fluorescence imaging também foi utilizada
para deteccao in vitro e in vivo de uma L. infantum-iRFP no acompanhamento da
leishmaniaose visceral experimental (CALVO-ALVAREZ et al., 2015).

Os resultados obtidos através da deteccdo de fluorescéncia de L.
amazonensis-iRFP in vitro na ordem de 3,5x10° parasitasl/ml (apds centrifugagao)
mostra uma boa sensibilidade da técnica e seu potencial para ser aplicada em
ensaios high-throughput screening (HTS) para avaliagao de drogas anti-leishmania.
A diferenca observada na curva de crescimento de L. amazonensis-iRFP comparada
a cepa WT, embora nao significante, é explicado pelo fato de que para cada cassete
de expressao integrado no genoma da leishmania, ocorre a inativagao de um sitio
ssu no genoma da leishmania. Contudo, como o locus ssu esta presente em
multiplas copias por genoma, sua inativagdo nao influencia de maneira significativa a
fisiologia do organismo.

Os resultados do acompanhamento da intensidade de fluorescéncia
detectada in vivo e do tamanho da lesdo causada por L. amazonensis-iRFP
mostraram uma relagcdo direta entre tamanho e intensidade de fluorescéncia. O
acompanhamento da medida da area da lesdo em modelos de LC é uma pratica
incorporada nos estudos de eficacia de avaliacdo de compostos anti-leishmania.
Contudo, apesar de ser utilizado como medida indireta de avaliagdo da carga
parasitaria, a medida do tamanho da lesdo por si sé, pode ndo ser proporcional a
carga parasitaria, principalmente em modelos de infeccdo, onde os parasitas sao
inoculados na pata, como € o caso do BALB/c infectado com L. amazonensis, em
que o tamanho da lesao é resultado ndao apenas da multiplicacao local de parasitas,
mas também de um processo inflamatoério progressivo que se instala e que néao
regride espontaneamente para a cura, mesmo quando € observado a dimunui¢cédo da
carga parasitaria.

Com relagdo a sensibilidade de fluorescéncia in vivo de apenas 10° parasitas,

avaliada logo apoés inoculagao dos parasitas nas patas, esta sensibilidade pode ser
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melhorada ajustando-se os parémetros do scanner, tais como intensidade do laser e
foccus off-set (profundidade de penetragéo do laser).

Apos a infeccao in vivo, ocorreu inicialmente uma diminuigdo da fluorescéncia
emitida nas primeiras semanas apoés a inoculagdo dos parasitas. E sabido que
apenas as formas promastigotas metaciclicas de leishmania tém capacidade de
estabelecer infecgdo no interior de macrofagos in vivo. O simples cultivo axénico de
promastigotas de leishmania, ndo pode garantir que todas as leishméanias atinjam a
forma metacicilica (infectiva) na fase estacionaria de crescimento. Portanto, essa
diminuicao inicial da fluorescéncia ocorreu, provavelmente, porque de fato, sao
poucas as leishmanias verdadeiramente metaciclicas presentes numa cultura na
fase estacionaria de crescimento (utilizada para a infeccdo dos animais deste
trabalho). Independente disso, ocorreu o estabelecimento e progressdo da doencga
no modelo estudado.

O ensaio de diluicdo limitante € um método padréo util e ainda necessario
para avaliagdo da carga parasitaria (ex vivo) em modelos de LC, principalmente
porque lesbes fracamente parasitadas podem passar despercebidas nos métodos
de imagens. Por outro lado, o risco de contaminagéo das culturas no ensaio de
diluicdo limitante, seja por manipulagdo inadequada ou por bactérias presentes na
lesdo, impossibilita a analise e qualquer conclusdo sobre o estudo em questio.
Neste sentido, a quantificacdo relativa de fluorescéncia de L. amazonensis-iRFP in
vivo € uma ferramenta extremamente utli e uma medida direta para o
acompanhamento da carga parasitaria e também para avaliagao precoce da eficacia
de drogas anti-leishmania em modelo murino.

Com relagao aos resultados do estudo de eficacia da terapia da leishmaniose
cutdnea com o PPVOIi, foi visto que a terapia isoladamente ou associada ao
Glucantime®, por diferentes vias, néo foi eficaz no tratamento da doenga em BALB/c,
fato visto tanto pelo método de diluigéo limitante, quanto pelo método de imagem.
Além disso, o grupo de animais tratados com PPVOi por via intramuscular proximo
apresentou um desenvolvimento maior e significativo da lesdo em relagdo ao grupo
controle. Isto pode ter sido ao fato de que a injecao de PPVOi por essa via, tenha
estimulado os mecanismos do sistem imune inato préximo ao local da lesdo e a
lesihmania ter se favorecido dessa estimulacéao.

L. amazonensis apresenta caracteristicas unicas que a distingue das demais.

Deve-se levar em consideragdo que todos os camundongos inbred (isogénicos) sdo
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susceptiveis a infeccdo por L. amazonensis. A resposta imunoldgica de
camundongos isogénicos a esta espécie ainda € complexa e nao completamente
compreendida. Dados da literatura apontam que L. amazonensis, de uma maneira
geral, tira vantagem da maquinaria do sistema imune inato do hospedeiro,
principalmente neutréfilos e macrofagos, mas também do ambiente de citocinas,
para controlar e progredir com a infecgdo. Esta espécie leva ao desenvolvimento
progressivo da lesdo, que tem a caracteristica particular de sobreviver no interior de
macrofagos em enormes vacuolos parasitoforos, intensamente parasitados
(SOONG, 2012; SOUZA et al., 2012).

Xin et al. (2008), apontam que a susceptibilidade de camundongos isogénicos
com relagdo a infecgdo por L. amazonensis nao esta ligada apenas a expansao
polarizada de IL-4 por células Th2, e sim pela ativagdo de linfécitos T CD4+ que
produzem baixos niveis de citocinas. Souza et al. (2012), também afirma que a
infeccdo murina por L. amazonensis nao esta estritamente associada ao
desenvolvimento de uma resposta Th1 ou Th2 e que outros fatores estao
associados com a susceptibilidade ao parasita.

Sao varios os mecanismos imunologicos pelos quais L. amazonensis
estabelece infecgdo em modelo murino. Foi visto inclusive que IFN-y, dependendo
da sua concentracido, pode causar a morte ou favorecer a infecgado do parasita. O
IFN-y (citocina pré-inflamatdria) pode ter um papel na autofagia da célula hospedeira
e no metabolismo de lipideos, criando um microambiente que favorece a entrada do
parasita na célula. Também foi visto que L. amazonensis é capaz de inibir a
maturagcdo de células dendriticas e a producdo de IL-12 por estas células,
“segurando” uma reposta do tipo Th1 (SOONG, 2012; SOUZA et al., 2012). Pinheiro
et al. (2004), demonstraram que L. amazonensis (e n&o L. braziliensis) também inibe
a proliferacéo de linfocitos T e que essa anergia ndo pode ser revertida por citocinas
exdgenas. XIN et al. (2010), mostraram que as infec¢des por L. amazonensis e L.
guyanensis sao exacerbadas pela producao de IFN do tipo | (IFN-I), diferentemente
do que ocorre com a especie L. braziliensis, onde o IFN-I exerce um papel protetor.
Além disso, os neutrofilos apoptoticos parecem ter um importante papel na
manutencao da LC neste modelo, levando a exacerbag¢ao da doenca.

Apés a reflexdo deste fato, € possivel compreender porque a utilizagdo do
PPVOi em BALB/c infectado com L. amazonensis nao apresentou o efeito esperado.

Um dos mecanismos pelos quais a particula viral inativada exerce seu efeito € pela
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estimulacéo inicial da resposta imune inata, que se da pela ativagdo de multiplas
vias de apresentacao de antigenos via mondcitos e células dendriticas (APCs), com
posterior estimulacdo da resposta Th1, que leva a producdo aumentada de IFN-y
(WEBER et al., 2013). Sendo que, os dados da literatura aqui expostos apontam
para uma forte subversdo do sistema imune inato do BALB/c por esta espécie de
leishmania.

Porém, apesar de nos ultimos anos a literatura apontar para diversos e novos
mecanismos imunoldgicos importantes que estdo na base da relagdo parasita-
hospedeiro da infeccdo por L. amazonensis, o modelo BALB/c infectado com L.
amazonensis ainda é bastante utilizado como modelo de infec¢cdo de LC no Brasil e
no mundo e continua sendo utilizado no estudo de estratégias vacinais (MATOS
GUEDES et al., 2014) e na busca por novas terapias (FONSECA-SILVA et al., 2016;
TRINCONI et al., 2016). Além disso, o BALB/c infectado com L. amazonensis vem
sendo reconhecido como um excelente modelo para estudo da leishmaniose
cutanea difusa, uma condicado rara, porém de dificil tratamento, que tem como
principal agente etioldgico a L. amazonensis.

Um dos objetivos deste projeto foi realizar um estudo imunolégico preliminar
da estimulacao do PPVOQi in vivo nos diferentes grupos experimentais. Apesar da
cinética de expressdo ter sido realizada com duas concentragbes de PPVOi
diferentes, a diferenca de expressao entre elas nao foi valorizada, uma vez que foi
visto anteriormente que concentracbes mais altas de PPVOi levou a uma
superestimulagdo de macrofagos em cultura (resultado ndo mostrado) e, por isso,
preventivamente, duas diferentes concentracbes da particula viral inativada foram
utilizadas.

A nao detecgdo ou baixissimos niveis de IL-2 e IL-4 dos grupos néo-
estimulados in vivo com PPVOQOi (“controle”, “infectados e ndo tratados” e “apenas
glucantime®”) é explicada pelo fato de que a producgao de IL-2 é rapida e transitoria,
comegando dentro de 2 a 3 horas da ativagao da célula T, atingindo um pico dentro
de 8 a 12 horas e declinando em 24 horas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012;
GAFFEN; LIU, 2004). Com relacdo aos resultados de IL-4 encontrados nesses
grupos, sabe-se que o IFN-y age na producédo de IL-4 de forma antagbnica. A
literatura informa que outros tipos celulares, tais como: mastocitos, basofilos e
eosindfilos, também podem produzir IL-4 (GESSNER; MOHRS; MOHRS, 2016),

porém a presenga e quantidade dessas células na amostra estudada (baco) é
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questionavel. Era esperado que os niveis de expressdo de citocinas desses dois
grupos fossem bem parecidos aos resultados do grupo controle, visto que todos os 3
grupos nao foram previamente estimulados com PPVOi in vivo. No entanto, os
resultados de IFN-y e TNF-a mostraram que tanto a infeccdo por L. amazonensis,
como a quimioterapia, por si sO, exercem um efeito na estimulagdo do sistema
imunoldgico do animal e estes foram mais responsivos ao estimulo com PPVOi do
que o grupo controle. Ghosh et al. (2013), estudaram o potencial imunomodulador
de drogas anti-leishmania em BALB/c e verificou que as drogas anti-leishmania
utilizadas no combate ao parasita também exercem um efeito imunomodulatério in

vivo. Com relagdo ao grupo de animais infectados e ndo tratados, ja foi demonstrado

que L. amazonensis, por si s6, modula o sistema imune de camundongos BALB/c no
estabelecimento da infecgdo (SOONG, 2012). Além disso, € possivel que o estresse
da administragdo diaria de Glucantime® e da infeccdo por si sO, podem ter
influenciado nos niveis de expressao dessas citocinas.

Era esperado que os grupos de animais tratados com PPVOi in vivo,
apresentassem niveis mais elevados de citocinas em comparagdo aos grupos nao
tratados. Os niveis de citocinas basais aumentados nestes grupos estimulados com
o virus é um reflexo da forte estimulagao da particula viral inativada in vivo. Nesses
grupos, o PPVOi induziu a uma expressao significativa de IFN-y, IL-2 e TNF-a, mas
também uma induziu a expressao de IL-4, IL-6 e IL10. A expressao basal diminuida
de IL-4 nesses grupos é um reflexo da produgcdo de IFN-y, que tem uma acéao
antagobnica sobre essa citocina. Quando comparamos as cinéticas de expressao das
duas citocinas (lI-4 e IFN-y) dos grupos tratados com PPVOQOi in vivo, vemos que a
medida que o IFN-y aumenta, ocorre a diminui¢ao nos niveis de |IL-4 na cultura.

Quando comparamos os resultados do estudo de eficacia do PPVOi com os
resultados do estudo imunoldgico, € possivel observar que, apesar da estimulagao
de uma resposta com perfil Th1, os grupos tratados com PPVOQi in vivo e que foram
mais estimulados para a produgao de citocinas in vitro, também foram aqueles que
apresentaram maiores lesdes e carga parasitaria.

Deve-se ter em mente que a resposta imunolégica nos diferentes modelos
murinos de LC é variada e depende ndo sé do background genético e imunoldgico
do animal, mas também da espécie de leishmania estudada. Desde a descoberta
dos linfécitos Th1Th2, ha 30 anos atras, os estudos da LC em modelo murino vém

respondendo questbes basicas sobre o desenvolvimento e a manutengcdo de
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subpopulagdes de linfocitos T CD4* e suas fungdes no controle ou progressao da
doenca. A polarizagdo Th1/Th2 da produgao de IFN-y/IL-4 observada com a espécie
L. major, respectivamente, em C57BL/6 e BALB/c, € uma informacdo sem duvida
valiosa e nos fornece uma base para a compreensao dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos na resisténcia ou susceptibilidade a doenca. Contudo, este dogma
gerado com L. major, ndo pode ser aplicado para todas as espécies de leishmanias

no contexto experimental.
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9

CONCLUSOES

a) O método de imagem in vivo desenvolvido neste projeto, baseado na técnica
de near-infrared fluorescence imaging, pode ser utilizado com eficacia para
acompanhamento da leishmaniose cutanea experimental em animais
infectados com L. amazonensis-iRFP;

b) O acompanhamento da carga parasitaria in vivo por analise de fluorescéncia
em tempo-real e ao longo do tempo, fornece dados mais precisos e confiaveis
para avaliagdo da infecgao;

c) O PPVOI néao foi eficaz no tratamento da leishmaniose cutanea em BALB/c

infectado com L. amazonensis.
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10

PERSPECTIVAS FUTURAS

Por causa das caracteristicas intrinsecas da relagao parasita’hospedeiro
do BALB/c infectado com L. amazonensis e em se tratando de um
imunoestimulante da resposta Th1, a eficacia do PPVOi no tratamento da LC
experimental deve ser analisada em um modelo de leishmaniose cutanea mais
adequado, isto €, menos deficiente na resposta Th1, e utilizando outras espécies

de Leishmania, tais como L. major ou L. braziliensis,
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The use of Leishmania amazonensis-infected BALB/c mice is an important model for the study of experimental cu-
taneous leishmaniasis. Here we report the development of a non-invasive method to directly evaluate and mea-
sure parasite burden during the course of the infection, based on the near-infrared fluorescence detection of a
recombinant L. amazonensis strain. So, we generated a L. amazonensis strain that stably expresses the near-infra-
red protein (iRFP) gene and compared the maintenance of its vitro and in vivo characteristics, such as fitness,
pathogenicity and fluorescence emission. After that, we followed the disease development, as well as the parasite
burden in BALB/c mice footpads infected with L. amazonensis-iRFP, by using an in vivo near-infrared fluorescence
scanner. In vitro results showed a linear correlation between the fluorescence emission and the number of para-
sites. The in vivo study showed that the use of iRFP-transfected L. amazonensis enables the monitoring of parasite
burden by measuring fluorescence signals. Therefore, this technique can be confidently used to directly monitor
parasitic load and infection overtime and could be an excellent tool for in vitro and in vivo screening of anti-leish-
manial drugs and vaccine efficiency. This is the first report of the use of the near-infrared fluorescence imaging
technique for monitoring in vivo cutaneous leishmaniasis.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a parasitic infection widely distrib-
uted throughout much of the tropical and underdeveloped parts of the
world, caused by different species of flagellate protozoans belonging
to the genus Leishmania. These protozoans are obligatory intracellular
parasites in mammalian hosts, where they differentiate into amastigote
from flagellated extracellular promastigotes, which is able to multiply
inside macrophages and disseminate the disease (Kaye and Scott
2011). In general, the disease is characterized by the presence of single
or multiple ulcers on the skin that, in some cases, can reach mucosal re-
gions, leading to the development of a more severe form (Handler et al.
2015). In the Americas, also called American cutaneous leishmaniasis
(ACL), the disease is considered more complex from an eco-epidemio-
logical point of view (de Brito et al. 2012). Difficult and complex to
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treat with existing drugs, the diseases caused by Leishmania species
are still an important global health problem, with a growing number
of cases in many countries (Kevric et al. 2015).

Leishmania amazonensis is one of the species responsible for the de-
velopment of ACL in South America and was primarily found in the
Amazonia forest region. Widely distributed in Brazil, the L. amazonensis
infection can lead to the development of two different clinical forms: lo-
calized cutaneous leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous leishman-
iasis (DCL) (Marlow et al. 2013). L. amazonensis is the most important
agent of DCL, a serious condition with chronic evolution, difficult to
treat, characterized by the presence of disseminated non-ulcerated nod-
ular skin lesions, is resistant to most therapeutic strategies and prolifer-
ates in an uncontrolled way (Franca-Costa et al. 2012; Zerpa et al. 2007).
The L. amazonensis-infected BALB/c mouse model is very useful for
studying murine cutaneous leishmaniasis that has been widely used
to evaluate immune responses (Sousa et al. 2014), vaccine strategies
(de Matos Guedes et al. 2014) and new therapies (Fonseca-Silva et al.
2016; Trinconi et al. 2016).

The urgency of finding new anti-leishmania drugs and vaccines,
combined with the progress made in the last few decades in the field
of small animal optical imaging, have boosted the successful generation
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of several bioluminescent and fluorescent Leishmania species for the de-
velopment of more effective and reliable new methods of in vivo studies
(Bolhassani et al. 2011; Calvo-Alvarez et al. 2012; Mehta et al. 2008;
Michel et al. 2011; Millington et al. 2010; Reimao et al. 2013; Rocha et
al. 2013).

Optical imaging techniques for the assessment of tissue anatomy,
physiology, metabolic and molecular function have emerged with tre-
mendous force in the past years. Fluorescence imaging, particularly
near-infrared (NIR) fluorescence imaging, has emerged as a safe, low
cost, real-time, and widely available technique, providing an attractive
approach for detection of in vivo fluorescence and imaging of deep-tis-
sues and whole-body of small animals (Tong et al. 2015). In mammals,
deep tissue visualization of the conventional fluorescent proteins de-
rived from the green fluorescent protein family (GFP-like fluorescent
proteins) is hindered by the high absorbance of hemoglobin and skin
melanin. In the last few years, the discovery and engineering of some
NIR fluorescent proteins has expanded the range of application of this
imaging technique (Shcherbakova et al. 2015; Shcherbo et al. 2010;
Shu et al. 2009). One of them, the infrared fluorescent protein (iRFP),
was originally isolated from the phytochrome of the bacteria
Rhodopseudomonas palustris (Filonov et al. 2011). Recently, a L. infantum
strain expressing iRFP was successfully generated and used as a tool for
in vitro, ex vivo and in vivo model of visceral leishmaniasis (Calvo-
Alvarez et al. 2015).

Here we report the development of a non-invasive in vivo method
based on near-infrared fluorescence imaging technique that measured
the emitted fluorescence of iRFP-expressing L. amazonensis in footpad
lesions of infected BALB/c mice. This technique allows for monitoring
over time of the parasite burden in this well-established animal model
of cutaneous leishmaniasis, involving L. amazonensis-infected BALB/c
mice.

2. Material and methods
2.1. Ethics statement

The in vivo experimental protocol used in this study was evaluated
and approved (approval number 62/2014) by the Ethics Committee
on Animal Use of Aggeu Magalhdes Research Center (CPqAM/FIOCRUZ,
Recife, Brazil), and was performed according to the National Council for
the Control of Animal Experimentation (CONCEA, Ministry of Science
and Technology, Brazil).

2.2. Animals

Male BALB/c mice, 6-8 weeks old, weighing 20 + 2 g, were obtained
from the Oswaldo Cruz Foundation/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil. The
animals were kept in mini-isolators containing Pinus elliot wood shav-
ings, ad libitum autoclaved water and food (Nuvital, Curitiba, PR, Brazil)
in a ventilated rack (Alesco, Monte Mor, SP, Brazil) under controlled
conditions of temperature (423 °C) and luminosity. Twice a week the
animals were transferred to clean mini-isolators in a laminar flow
(class 11 biological safety cabinet) cage change station (Alesco).

2.3. Parasite cultivation

LTB0016), kindly provided by Dr. Valéria Pereira (Aggeu Magalhdes
Research Center/FIOCRUZ, Recife, Brazil), were routinely cultivated in
50 mL centrifuge tubes (Corning, Steuben, NY, USA) or T-25 flasks (TPP,
Trasadingen, SH, Switzerland), containing 10 mL of complete Schneider's
insect medium (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (LCG Biotecnologia, Cotia,
SP, Brazil) and 1% of antibiotic solution containing 10,000 pg/mL penicillin
and 10,000 IU/mL streptomycin (Sigma-Aldrich), at 26 °Cin a B.0.D. incu-
bator, without agitation. For transgenic L. amazonensis-iRFP cultivation,
the complete Schneider's medium was also supplemented with 5 pg/mL

hemin (Sigma-Aldrich) and 50 pg/mL hygromycin (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Successive passages were made twice a week. The infectivity
of L. amazonensis-WT and L. amazonensis-iRFP was maintained by regular
passage through BALB/c mice. The estimation of parasites number, as well
as the observation of morphological characteristics and motility (wild-
type and transgenic) were carried out in a Neubauer chamber using a
light microscope (Leica, Wetzlar, HE, Germany) with 400 x magnification.
In order to determine the number of parasites, the culture was diluted in
2% formalin solution and then the parasites were counted. To estimate
parasite viability, we diluted the parasite culture in sterile phosphate buff-
ered saline (PBS-1x) pH 7.2, and observed the promastigotes morpholo-
gy and motility.

24. Generation of L. amazonensis-iRFP

The sequence of the iRFP gene (GenBank: JN247409), was synthe-
sized commercially and cloned into a pUC57 plasmid (GenScript,
Piscataway, NJ, USA). To express the iRFP gene in L. amazonensis, the
gene was cloned into the 5’-Nco1 and 3’-Not1 pLEXSY-Hyg2 (Jena Bio-
science, Jena, TH, Germany) cloning sites, according to the
manufacturer's instructions. The iRFP coding region was initially ana-
lyzed for the presence of Nco1, Not1 and Swall restriction sites; a pair
of oligonucleotides was designed with Nco1 and Not1 restriction sites
(underlined): iRFP-F forward, 5'-CCATGGCGGAAGGATCCGTCGCCAG-
3’ and iRFP-R reverse, 5'-GCGGCCGCTCACTCTTCCATCACGCCG-3'. The
primers iRFP-F and iRFP-R were used in a high-fidelity PCR with the
HotStar HiFidelity Polymerase Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) to amplify
the iRFP gene using as template the pUC57-iRFP plasmid. After iRFP am-
plification with specific primers, an electrophoresis of the digested plas-
mid was performed in 1% agarose (Invitrogen) gel in 1x TAE (tris-
acetate-EDTA) in the presence of ethidium bromide (0,5 pg/mL) for
60 min at 100 V. The expected PCR product (961 bp) was then excised
from the agarose gel, purified with Illustra GEX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Helthcare, Little Chalfont, BKM, UK) and cloned
into the pDrive cloning vector with Qiagen® PCR Cloning Kit, according
to the manufacturers instructions. Then, the plasmid was used to trans-
form chemically competent Escherichia coli DH10B™ strain (Invitrogen)
by heat shock. Transformed E. coli DH10B cells were cultivated on Luria-
Bertani (LB) agar plates containing ampicillin (100 pg/mL) and the clone
screening was performed by the inoculation of a single colony in 2 mL
LB broth supplemented with ampicillin (100 pug/mL) for 18 h at 37 °C
in constant agitation (220 rpm). For plasmid purification, QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) was used according to the manufacturer's
instructions. After that, the plasmid was then double digested with
Nco1l and Not1 (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). After confir-
mation of the restriction fragment pattern by electrophoresis in agarose
gel, the fragment of interest was purified, as described above. Then, the
purified digestion product was cloned into dephosphorylated pLEXSY's
Ncol and Not1 cloning sites with T4 DNA ligase using different
insert:vector molar ratios. The ligation mixture was used to transform
Escherichia coli DH10B by heat shock. Transformed E. coli DH10B cells
were selected on LB agar plates containing ampicillin (100 pg/mL). For
plasmid purification the selected colonies, Qiagen® Plasmid Mid kit
was used according to the manufacturer's instructions. Approximately
5 pg of plasmid were digested and linearized with Swal (New England
BioLabs). The digestion of the construct with Swa1 liberated the iRFP ex-
pression cassette (~6.1 kb). The conservation of the gene sequence and
the correct orientation were confirmed by DNA sequencing. After elec-
trophoresis and purification of the digestion product, the expression
cassette was electroporated using Bio-Rad Gene Pulser Xcell™ Electro-
poration System (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), into L.
amazonensis promastigotes, according to plasmid instructions.
Transfected cells were selected with 100 pg/mL hygromycin, for clonal
and non-clonal selection. All procedures for transfection, recombination
and selection of positive L. amazonensis-iRFP clones were followed ac-
cording to the plasmid (pLEXSY-Hyg2) manufacturer's instructions.
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2.5. Confirmation of genomic integration and iRFP expression

Total genomic DNA was extracted from 107 iRFP and WT Leishmania
cells with a commercial kit (PureLink® Genomic DNA, Invitrogen). The
PCR was performed using a pair of specific primers for the Leishmania
ssu sequence (not present in the plasmid) and hygromycin gene se-
quence, which were respectively, the ssu reverse primer (F3002) and
Hyg forward primer (A3804) (Jena Bioscience). To phenotypically con-
firm iRFP cassette integration and protein expression, we used the Odys-
sey® Infrared Imaging System (Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA)
with the 700 nm channel, to scan the 100 mm cell culture dish (Nest
Biotechnology, Rahway, NJ, USA) from the clonal L. amazonensis-iRFP
selection, as well as the 96-well microplate (Becton Dickinson, Lincoln
Park, NJ, USA) containing 10° L. amazonensis-WT and L. amazonensis-
iRFP in appropriated Schneider's medium.

2.6. In vitro growth kinetics of L. amazonensis-iRFP and WT

After thawing, parasites (iRFP and WT) were cultivated in 50 mL
centrifuge tubes containing each 10 mL of appropriated complete
Schneider's medium, for two serial passages at 26 °C. Then, after
3 days of culture, the culture concentration was determined in
Neubauer chamber and adjusted with complete Schneider's medium
to a final concentration of 1 x 10® promastigotes/mL in a volume of
10 mL in triplicate. Parasite counts and morphology were performed
daily over 6 days with a 10 pL aliquot of the culture in a Neubauer cham-
ber using a light microscope with a 400 x magnification. Additionally,
2,5 x 108 parasites/mL were 2-fold serially diluted in a 96-well plate,
until reach the concentration of approximately 1 x 10? parasites/mL.
The plate was scanned on Odyssey® using the 700 nm channel before
and after centrifugation at 2000 x g for 5 min. This experiment was per-
formed in triplicate. Fluorescence intensity was given by the determina-
tion of the total number of pixels in each well.

2.7. Infection of BALB/c mice with wild-type and fluorescent L. amazonensis

Promastigote forms of L. amazonensis-iRFP and L. amazonensis-WT
were thawed and cultured in 10 mL of complete Schneider's medium in
50 mL centrifuge tubes, as described above. To obtain metacyclic
promastigote forms (infective stage), parasites were counted in Neubauer
chamber and cultured at an initial inoculum of 1 x 10° leishmania cells/
mL in complete Schneider's medium until they reached the stationary
phase (4-5 days). The culture supernatants were transferred to 50 ml
centrifuge tubes, cells were harvested by centrifugation at 2000 x g for
5 min and the leishmania pellet was washed twice with sterile PBS-1 x
pH 7.2, to completely remove the hygromycin antibiotic. Thereafter, the
pellet was gently resuspended in a small volume of sterile PBS1X pH 7.2
and the metacyclic promastigotes forms were estimated in Neubauer
chamber. The concentrations of the suspensions were adjusted to 10°,
10° and 107 parasites/mL. Groups of BALB/c mice (n = 3) were subcuta-
neously injected in the right hind footpad with 10° to 107 late-stationary-
phase L. amazonensis-iRFP promastigotes suspended in 30 pl of sterile
PBS1X pH 7.2, using a 26-gauge needle.

2.8. In vivo near-infrared fluorescence imaging of L. amazonensis-iRFP

In vivo imaging studies were performed on Odyssey® Infrared Imag-
ing System This device is a fluorescence scanner in the near-infrared
window and it has two channels (700 nm and 800 nm) for detection
of NIR dyes. The MousePOD® in vivo Imaging Accessory, CCD (charge-
coupled device) chamber (Li-COR Biosciences), easily converts the scan-
ner in a small-animal image acquisition device. A group of 3 animals
was anesthetized by intraperitoneal injection with Ketamine/Xylazine
mixture (Ceva, Campinas, SP, Brazil) at a dose of 115 mg/Kg of a 10% ke-
tamine and 10 mg/Kg of a 2% xylazine. A group of 3 mice at a time was
placed on the heated surface of the MousePOD® chamber and the eyes

were protected and humidified with physiological sterile saline to avoid
cornea drying. Footpads were carefully fixed on the scanner surface and
weekly imaged in the 700 nm channel for approximately 5-10 min, for
two months by using appropriate in vivo scan parameters. The determi-
nation of the parasite burden was performed using Odyssey® Applica-
tion Software Version 3.0. and it is given by the quantification of
fluorescence intensity of the region of interest (ROI). It was defined as
the number of pixels in a given area multiplied by the average fluores-
cence intensity. Fluorescence determination was expressed as a
pseudocolor on a blue background, with the red color denoting the
highest intensity and the dark blue the lowest one. The non-infected
paw of each animal was also scanned and was used to determine the
background values. After approximately 8 weeks, the animals were eu-
thanized by cervical dislocation with previous anesthesia by Ketamine/
Xylazine mixture. The evolution of the infection was also weekly mon-
itored by measuring the thickness of the footpad lesions with a caliper
(Vonder, Curitiba, PR, Brazil).

2.9. Ex vivo parasitic load quantification

The parasitic load was determined two months post infection using
the quantitative limiting dilution assay, described as follows. After the
euthanasia procedure, the L. amazonensis-iRFP-infected footpads were
cleaned with 70% alcohol and opened using sterile scissors and tweezers
in a laminar flow hood to collect a fragment of infected tissue, that was
placed in a 15 mL centrifuge tube (Corning) containing 2 mL of sterile
PBS-1x pH 7.2 and then weighed. The single-cell suspensions were ob-
tained by homogenization of the tissues through a wire mesh. The
resulting cell suspension was serially diluted in triplicate in a 96-well
plate containing complete Schneider's medium supplemented with
10% SBF, hemin and hygromycin, and incubated for 7 days at 26 °C.
The number of viable parasites in each footpad was estimated from
the highest dilution that promoted promastigote growth after seven
days of incubation. Each well of the plate was examined by microscopy
and classified as positive or negative according to whether or not viable
promastigotes (mobile forms) were present. The plate was also scanned
on Odyssey® using the 700 nm channel.

2.10. Statistical analyses

Data of the kinetic growth of WT and L. amazonensis-iRFP strains
were analyzed with two way-ANOVA using GraphPad Prism version
4.0a for Macintosh OS X (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and
the results were considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Generation of L. amazonensis expressing iRFP protein

In order to obtain a fluorescent L. amazonensis strain in the ‘NIR win-
dow’, we cloned the open reading frame of iRFP (£690 nm/713 nm) gene
into the Leishmania expression vector (pLEXSY-Hyg2) and transfected
the expression cassette in a wild-type reference strain of L. amazonensis.
To constitutively express the iRFP gene in the cytosol, the gene was
cloned into the 5’-Nco1 e 3’-Not1 cloning sites of pLEXSY. Posteriorly,
the integrative cassette linearized with Swall, containing the encoding
region for iRFP, was integrated into the chromosomal 18S rRNA locus
(ssu) of L. amazonensis through homologous recombination (Fig. 1A).

After clonal and non-clonal selection of L. amazonensis-iRFP strain
with hygromycin, the integration of the iRFP expression cassette into
the ssu locus of L. amazonensis was confirmed by PCR using total geno-
mic DNA of both L. amazonensis-iRFP and L. amazonensis-WT. A unique
and expected product of 1823pb was expected and amplified only
when we used L. amazonensis-iRFP DNA as template (Fig. 1B). The geno-
mic integration and iRFP expression was also confirmed by phenotypic
selection of L. amazonensis-iRFP through the detection of the emitted
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Fig. 1. Cloning strategy, screening of the transfected leishmania and in vitro quantification of fluorescence. (A) Scheme of iRFP cassette organization and its integration into Leishmania's
genome. (B) DNA gel showing a specific fragment of 1823pb amplified with ssu-R and Hyg-F primers to confirm genome integration. (C) Use of the infrared imager Odyssey to select
recombinant parasites in solid medium and in suspension: The Petri dish contained few big (green arrow) and several small (red arrow) fluorescent colonies, however only the big
ones can be seen by naked eye (data not shown). Leishmania's suspension growing in 96-well plates shows that only different iRFP parasites (not WT) emit fluorescence over time.
(D) is representative of fluorescence detection in the 96-well plate containing L. amazonensis-iRFP serial dilution. (B-Background; E-empty well). (E) Graphic showing the relation
between concentration of L. amazonensis-iRFP promastigotes and its fluorescence intensity in each well. The experiment was made in triplicate. Results are expressed by mean +

standard deviation.

fluorescence of the recombinant strain cultured in both agar and broth
Schneider's medium. In the Petri dish, most of the recombinant colonies
were still small and could not be seen with the naked eye, but when
passed on the fluorescence scanner, they could be easily detected in a
large number (Fig. 1C). In order to establish the correlation between
parasite load and fluorescence intensity, a culture of L. amazonensis-

iRFP promastigotes in log phase was 2-fold serially diluted in a 96-
well plate and the fluorescence intensity of each well was measured
on the Odyssey near-infrared scanner (Fig. 1D). As we can observe, Fig
1D and E show a clear correlation between fluorescence intensity and
promastigote concentration in the plate, with the lower detection
limit of 2,8 x 10* parasites/mL.
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3.2. Fitness, pathogenic characteristics and in vivo fluorescence detection

In order to determine whether the generated construction brought
an important metabolic disadvantage to L. amazonensis-iRFP or not,
we observed the growth kinetics, morphology and motility of
promastigote forms of both strains in a time course. The Fig. 2A shows
that there is a slight difference in the growth kinetics between the
two strains, however it is not statistically relevant and it does not
have a negative impact over the growth. Moreover, we did not detect
any difference in the general morphological characteristics or in the
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Fig. 2. Comparison of in vitro and in vivo characteristics of L. amazonensis-iRFP versus WT
and in vivo fluorescence detection. (A) Standard growth rates during 7 days. Experiment
was carried out with 10° promastigotes parasites at log phase in duplicate. Results were
expressed by mean 4+ standard deviation. Curves were compared by ANOVA without
significance. (B) Lesion comparison of BALB/c mice after 35 days inoculated with 107 L.
amazonensis-iRFP and WT promastigotes in stationary phase, and not infected. The
figure shows photographs of mouse footpads, as well as their respective fluorescence
detection on the near-infrared imager Odyssey. (C) 700 nm channel specificity of in vivo
iRFP fluorescence detection.

motility of cultured L. amazonensis-iRFP compared to wild-type culture
over time (data not shown). In order to evaluate the maintenance of the
pathogenicity and virulence of the transgenic strain in vivo, we initially
inoculated 107 of stationary phase of promastigotes of L. amazonensis-
iRFP and L. amazonensis-WT in BALB/c mice and compared the lesion
development over time. We can observe (Fig. 2B) after 40 days of inoc-
ulation the presence of a typical lesion at the inoculated footpads of the
infected animals by either recombinant or wild-type strains of L.
amazonensis, characterized by a visible swelling when compared to
the healthy footpad. This experiment indicates that both, wild-type
and L. amazonensis-iRFP parasites are driving the same clinical processes
in BALB/c mice. Concerning the fluorescent emission by L. amazonensis-
iRFP in vivo, we can observe that only animals which are infected with
the transgenic strain emit detectable fluorescence on the infrared scan-
ner. The specificity of fluorescence detection emitted by iRFP at the
700 nm channel was also confirmed and showed that it could not be de-
tected by the 800 nm channel (Fig. 2C).

3.1. In vivo imaging of L. amazonensis-iRFP for monitoring disease
progression

In order to investigate the in vivo sensitivity of the fluorescence de-
tection, right after the parasite injection, we injected in the right hind
footpad 10°, 10° and 107 late-stationary-phase L. amazonensis-iRFP
(Fig. 3A). We could detect a clear signal of fluorescence in the animal's
footpad inoculated with 10® and 107 L. amazonensis-iRFP, however, we
were not able to detect satisfactory signal intensity in animals inoculat-
ed with 10° parasites using standard scan parameters. Despite the ab-
sence of satisfactory signal, these animals have also developed footpad
lesion overtime (data not shown). For relative quantification of parasite
burden along the time, we followed the lesion development and fluo-
rescence detection of the group inoculated with 107 parasites for ap-
proximately two months. Fig. 2B shows that right after parasite
injection, there is a strong fluorescence signal (Day 0), followed by a sig-
nal decrease (day 7), and finally a gradual increase of signal fluores-
cence over the weeks until day 63. The Fig. 2C and D show the
fluorescence quantification in footpad lesions and lesion sizes, respec-
tively, after the appearance of clinical signs, at different time intervals.
As expected, there was a proportional increasing in both fluorescence
signal and lesion size.

Subsequently, we investigated the parasite burden of the group dur-
ing approximately 60 days after parasite inoculation by determining the
number of parasites present in the infected paws. The number of para-
sites reached the value of 1 x 108 parasite/mg of tissue. In order to
show if the fluorescence detection could also be used to identify positive
wells after the limiting dilution assay, we compared the number of pos-
itive and negative wells by light microscopy and then by fluorescence
scanning. Fig. 4 is an example of sample processing and the correspon-
dence of results (fluorescence versus microscopy). As we can see, all
positive wells of the plate were also positive when analyzed by fluores-
cence, confirming the good sensitivity of this technique.

4. Discussion

In this study we developed a non-invasive method to directly evalu-
ate and measure parasite burden during the course of the infection,
based on the near-infrared fluorescence detection of a recombinant L.
amazonensis strain. From all modalities of small animal in vivo imaging
based on fluorescent or bioluminescent approaches, the NIR fluores-
cence imaging is the key to effective reach deep tissues, because in the
NIR ‘optical window’ (from 650 nm to 900 nm), the absorption of
light by biological components such as hemoglobin, lipids and water is
minimal, allowing light to reach its maximum depth of tissue penetra-
tion. Besides, the phenomenon of light scattering and auto fluorescence
are greatly reduced in the NIR window and the light-based radiation



194 J.C. Oliveira et al. / Journal of Microbiological Methods 130 (2016) 189-195

Er

x10° x108 x107
o 1404
4,00t 4
. . h
Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 ppo
. i
-~ L9 8
Day 35 Day 42 Day 49 Day 56 Day 63
C Teigh 150
=
@ g.10"4 -
s / £
€ 100 .
= 610" =
i g
8 4.10% = /
g A 5 50 /
- A w )
g 2.10% e - e
e v v
0 T v 0+ . v y i
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Days post-inoculation Days post-inoculation
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(not harmful) can be repeatedly applied to the animal (Frangioni 2003;
Hilderbrand and Weissleder 2010; Shcherbakova and Verkhusha 2013).
One of NIR proteins, the iRFP has a suitable and useful characteristic for
in vivo use: it incorporates the biliverdin pigment that is an intermedi-
ate product of heme catabolism in all aerobic organisms, including ani-
mals. Low levels of biliverdin are enough to confer fluorescence to cells,
tissues and animals. In addition, iRFP does not need an exogenous
source of biliverdin, thus, it is not cytotoxic and presents good bright-
ness and photostability characteristics. [ts maximum absorption and
emission peaks are 690 nm and 713 nm, respectively (Filonov et al.
2011). Leishmania imaging methods based on the fluorescence detec-
tion of NIR transgenic Leishmania species has been successfully devel-
oped for in vitro and in vivo use as an alternative to conventional tools
(Calvo-Alvarez et al. 2015; Dortay and Mueller-Roeber 2010).

Regarding the results obtained by in vitro detection of only 3 x 10 L.
amazonensis-iRFP in a 96-well plate, it shows the sensitivity of this tech-
nique to be employed as a high-throughput screening (HTS) assay for
checking efficacy of new anti-leishmania drugs. The difference observed
in L. amazonensis-iRFP curve growth compared to the wild-type strain,
although not significant, could be explained by the fact that for each cas-
sette integration it occurs the inactivation of one ssu site. However, as
the ssu integration site is present in multiple copies per genome, this in-
activation does not significantly influence host physiology. Regarding
the lesion diameter, as expected, it showed a direct relationship with
the parasite burden. Such data is important, since this method has al-
ready been incorporated into the research routine on cutaneous leish-
maniasis. However, these values may not always be proportional to
the parasite burden in this model. This occurs because the footpad le-
sion caused by L. amazonensis in BALB/c mouse is the result not only of
local parasite multiplication, but also of a progressive inflammatory pro-
cess that does not spontaneously evolve to cure and sometimes it is
hard to regress, even when it occurs a reduction of the parasite burden.
In this sense, the relative fluorescence quantification as a direct mea-
surement of the in vivo parasitic load in this model can be an extremely
useful tool in earlier evaluating the effectiveness of anti-leishmania
drugs. The near absence of signal detected in animals infected with
only 10° parasites can be improved by changing scan parameters, such
as laser intensity during individual scannings. The ex vivo limiting dilu-
tion test is a useful and still necessary test for determining the ex vivo
parasite burden in models of cutaneous leishmaniasis, mainly because
weakly parasitized lesions may go unnoticed by imaging methods. On
the other hand, the risk of contamination of cultures in the limiting di-
lution test, whether by the inappropriate handling or by secondary con-
tamination caused by bacteria from the lesion itself endangers the
results of the parasite burden quantification in collected tissue frag-
ments, as well as any conclusion about the study in question.

The method developed here allowed us to directly and early evalu-
ate parasite burden in a well-established model of cutaneous leishman-
iasis. The use of a L. amazonensis strain expressing a NIR protein, allowed
us to track the parasites before, after and during the course of an in vivo
infection, as well as identifying parasites in tissues collected from infect-
ed animals with high sensitivity.
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