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RESUMO

PROTEÍNAS RECOMBINANTES DE AMASTIGOTAS DE Leishmania 
infantum/chagasi. DESENVOLVIMENTO/OTIMIZAÇÃO DE METODOLOGIAS PARA 
OBTENÇÃO E AVALIAÇÃO DE ANTIGENICIDADE. MÁRCIA CRISTINA AQUINO
TEIXEIRA. O programa de controle da leishmaniose visceral no Brasil, através da 
eliminação de cães infectados com l.cishmania, não produziu resultados satisfatórios. Além  
da baixa sensibilidade dos métodos diagnósticos empregados e a demora entre a detecção e a 
eliminação de cães soropositivos, este tipo de medida enfrenta a pouca aceitação por médicos 
veterinários e donos dos cães. Apesar do encontro de cães na área endêmica com perfil dc 
resistência à infecção por Leishnuiiiia, sugerindo que uma vacina é possível, ate o presente 
momento não estão disponíveis vacinas humanas ou para uso veterinário, com eficácia 
comprovada. Este estudo teve como objetivo a padronização ou desenvolvimento de 
metodologias para a obtenção e avaliação de proteínas recombinantes de amastigotas de 
Lcislinianici infaiUiini/cliagasi, potencialmente candidatas a componentes de ensaios 
sort)lógicos para diagnóstico da LV humana e/ou canina ou de uma vacina para cães contra a 
infecção por L. infaiiluni/cliagasi. Inicialmente foi estabelecida a melhor condição de cultivo 
axênico para obtenção dc amasligotas extracelulares de três espécies distintas de Leishmania. 
Apesar de morfologicamente semelhantes às fonnas amastigotas intracelulares, as fonnas 
axênicas de L. infanlum/chagasi não apresentaram homogeneidade quanto à viabilidade e 
infectividade, contrastando com o observado com as espécies L. hraziliensis e L. 
aiiKtzoiieiisis. Dessa forma, amíistigotas purificados de baço de h amsters infectados foram  
utilizados para purificação do RNA e produção de uma biblioteca de cDNA de L. 
inJaiUum/cluigasi. Cinco antigenos recombinantes diferentes foram selecionados da biblioteca 
dc cDNA utilizando uma mistura de soros de cães ou de pacientes com leishmaniose visceral. 
Os soros dos indivíduos infectados não reativos a esses antigenos foram utilizados para 
identificar novos clones recombinantes, constituindo uma nova abordagem para obtenção de 
antigenos com potencial de aumentar a especitlcidade de um e nsaio im unodiagnóstico. A 
adição dos novos antigenos elevou significativamente a sensibilidade de um ensaio “dipstick” 
utilizatlo para o diagnóstico da leishmaniose visceral humana em relação a um painel limitado 
de soros. Além da utilização de anticorpos produzidos na infecção natural ã Leisliiriania, 
foram testados também protocolos de imunização dc três espécies diferentes de animais para a 
obtenção de anticorpos reativos aos antigenos da biblioteca, potencialmente úteis na seleção 
ou em processos de purificação das proteínas recombinantes. Os anticorpos produzidos 
durante a infecção subclinica foram capazes de reconhecer indistintamente proteínas de 
promastigotas e de amastigotas, apresentando, entretanto, maior reatividade com as fonnas 
evolutivas intracelulares, sugerindo que a imunização através da infecção com promastigotas 
vivos é mais eficiente na indução da produção de anticorpos contra ambos estágios de vida da 
Leislimaiiia do que a injeção de lisados de p romastigotas. A in f eeção s ubclínica em  c ães 
também induziu eficazmente resposta imune celular contra antigenos totais e recombinantes 
de /.. ¡nfaiiliim/chagasi, como detcnninado pelos ensaios de linfoproliferação e teste de 
hiperscnsibilidade tardia. O protocolo de imunização cm cães, testado neste trabalho, pode ser 
bastante útil na seleção e/ou cm ensaios imunobiológicos de antigenos de Lcishmauia 
jiromissores para o desenvolvimento de vacinas e/ou métodos imunoterápicos.

I^-M.AVRAS C lIA V fíS ; l.e ishm aniose visceral. Iniuiiiciadc celular. A ntigenos recom binantes.



ABSTRACT

RECOMBINANT PROTEINS FROM AMASTIGOTES OF Leishmania 
infantum/chagasi. DEVELOPMENT/OPTMIZATION OF METHODOLOGIES FOR 
THE OBTENTION AND AVALIATION OF ANTIGENICITY. MÁRCIA CRISTINA
AQUINO TEIXEIRA T he control prograinm e for visceral le ish m an iosis (V L ) in  Brazil, 
Ihrough the cu llin g  ol'Lcishnianici-iniecied dogs has not produced satisfactory results. B esid es  
the low  sen sitiv ity  o f  the d iagnostic  m ethods applied and the delay  betw een  detection  and 
cu llin g  o f  serop ositive  dogs, this type o f  m easure faces a low  acceptance by veterinarians and 
d og  ow ners. D esp ite  the ex isten ce  o f  d ogs at the endem ic area w ith a Leishmania in fection -  
rcsistant profile , su ggestin g  that the developm ent o f  a vaccin c is feasib le , hum an- or 
vclerinary-use vacc in es w ith proved e ltlca cy  arc not yet available. T his study had as its 
o b jectiv e  the standardization or developm ent o f  m eth od o log ies for obtain ing and evaluating  
rccom binanl proteins o f  Lcishmunia injaulumlchagasi am astigotes, potential candidates to  
b eco m e com p on en ts o f  sero log ica l assays for the im m unodiagnosis o f  hum an and/or canine  
VL, or o f  a vacc in e  for d ogs against infection  by L. iufaiUiuu/chagasi. Initially, the best 
con d ition  for the a xen ic  cu ltivation  for obtain ing extra-cellu lar am astigotes o f  three distinct 
sp ec ies  o f  Leishmania w as estab lished . D esp ite  being m o ip h o lo g ica lly  sim ilar to the intra
cellu lar am astigote form s, the axen ic  form s o f  L. infantum/chagasi w ere not h om ogen eou s  
regarding their v iab ility  and in fectiv ity , contrasting with that observed w ith  the sp ec ies  L. 
braziHensis and L. unutzonensis. In this w ay, purified am astigotes from the sp leen  o f  infected  
ham sters w ere used for the purification o f  IlN A  and the production o f  a L. infantum!chagasi 
cD N A  library. F ive d iffcren l recom binant antigens w ere selected  from the cD N A  library 
through the use o f  a m ixture o f  d o g s ’ or patien ts’ sera w ith visceral le ish m an iosis . Human  
sera w hich are not reactive w ith th ese antigens w ere used to identify  n ew  recom binant c lon es, 
con stitu ting  a new  approach for obtain ing antigens w ith potential to increase the sp ec ific ity  o f  
an im m unodiagnostic  assay. T he addition o f  new  antigens increased sign ifican tly  the 
sen sitiv ity  o f  a dipstick  assay  used for the d iagn osis  o f  hum an visceral le ish m an iosis , in 
relation to a lim ited panncl o f  sera. In addition to the use o f  antibodies produced during the 
natural in fection  by Leishmania, p io to co ls  o f  im m unization in three different sp ec ies  o f  
an im als w ere tested , in ortier to obtain antibodies reacting w ith  antigens from  the library, 
potentia lly  useful in the se lectio n  or in purillcation processes o f  recom binant proteins. The  
antibodies produced during a sub-clin ical in fection  w ere capable o f  ind istin ctively  
le co g n iz in g  proteins o f  prom astigotes and am astigotes, sh ow in g , how ever, a h igher reactivity  
with the intra-cellular ev o lu tiv e  form s. This su ggests that the im m unization  through infection  
w ith live  prom astigotes is m ore ef ficient in inducing the production o f  antibodies against both 
life  stages o\' l.cishmania than the injection  o f  prom astigote lysates. 7’he sub-clin ica l in fection  
in d ogs has a lso  e ffic ien tly  induced a cellu lar im m une response against total and recom binant 
A. injiijiliim/cliagasi antigens, as tleterm ined through a lym phoproliferative assay  and delayed  
h ypersensitiv ity  test. The im m unization  protocol in dogs, tested in this work, can be very  
usefu l in the selection  and/or in im m u n o-b io logica l assays o f  prom ising Leishmania antigens 
for the d evelop m en t o f  vaccin es and/or im m unotherapeutic m ethods.

KfiY W ORDS: Visceral leishmaniosis. Cellular immunity. Recombinant antigens.
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l.I  A L G U N S  A SPEC TO S FiPIDEMlGLÓGICGS E CLÍNICOS DA LEISH M ANIO SE  

V ISC E R A L  A M E R IC A N A

A leishm aniose visceral ( LV), conhecida t anibém com o feb re  d un-dun n a í ndia, 

calazar infantil na Bacia do Mediterrâneo e calazar ou leishm aniose visceral am ericana nas 

A m éricas, é um crescente problema de saúde pública no Brasil, sendo uma endem ia em  

franca expansão geográfica. O agente etio lóg ico  no continente am ericano é a Leishmauiu  

chagasi ,  considerada por alguns pesquiscidores indistinguível da Leishmauiu iiifantiun 

(M A U R ÍC IO , 1999; M AURICIO , 2000), o que sugere sua introdução nas A m éricas através 

de cães ou indivíduos infectados oriundos da Bacia do M editenàneo, adaptando-se ao ciclo  

parasitário mantido entre hom em , cão e inseto vetor.

Contrastando com  a leishm aniose visceral causada pela Leisliuumia cJoiiovani, a LV  

causada pela L. infanliini e L. chugasi  é  uma zoonose (A SH FO R D , 2000). Em decorrência  

do fato da inexistência de dados concretos caracterizando a L. chagas!  com o uma esp écie  

diferente da A. iiifaníum (M AURÍCIO , 2000), e das sem elhanças ep idem iológicas, 

p aiasito lóg icas e clín icas entre as leishm anioses zoonóticas do V elho e do N o v o  M undo, 

nesta tese será utilizada a denom inação L. iitfantiim/chagasi, no lugar de L. chugasi,  para o 

agente causal da LVA.

O  principal vetor da L. iiifaiiluiii/chagusi no Brasil é o  Ltitzomyia longipalpis ,  um 

inseto da fam ília Psychodidae, de 2-3 mm de com prim ento e com  hábitos peridom ésticos e 

intradom iciliares, picando o  hom em  ao anoitecer (LA IN SO N , 1978). A  transm issão o c o n e  

quando os llebotom íneos infectados picam os hospedeiros vertebrados, inoculando as 

iorm as m óveis e alongadas, denom inadas de promastigotas, que se  transfom iam  em formas 

arredondadas e im óveis, cham adas de am astigotas, no interior de célu las do sistem a  

fagocítico  mononuclear.

A ssim  com o as outras espécies do com plexo  "Leishmauiu douovaui", os  

am astigotas v ivem  preferencialm ente a uma temperatura ao redor de 37° C, causando a 

invasão de órgãos com o baço, fígado, m edula óssea  e linfonodos, após a inoculação  

cutânea. O tropism o visceral é o  fator determinante da patogenia, levando a hipertroila e

1 IN T R O D U Ç Ã O
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iliperplasia do sistem a fagocitico  mononucleai' das vísceras. Os sinais e sintonias 

caracterizam -se por presença de febre incgular e prolongada, hepatoesplenom egalia, tosse, 

d ian éia , anem ia e caquexia (B A D A R O , 1986), embora a maioria dos indivíduos infectados 

não apresente m anifestações clin icas da doença (H E R N A N D E Z , 1999). N as A m éricas a 

doença é  m ais com um  entre crianças pobres e  desnutridas, sendo esta característica um dos 

principais fatores de risco (B A D A R O , 1986; CERF, 1987), levando a uma m ortalidade de 

ate 9(J% em indivíduos não tratados.

1.2 A E X P A N S Ã O  DA LEISH M ANIO SE VISCERAL NO BRASIL

A distribuição da LV nas A m éricas é maior em países com o Brasil, V enezuela e 

Argentina (DES.IEUX, 1992; M ARZO CH I, 1994; A G U ILA R , 1998). N o Brasil, cerca de 

90%  dos casos notificados são oriundos da região N ordeste (A R IA S, 1996), sendo a Bahia 

a c am peã e m nú m ero d e c  asos hum anos dos últim os anos, seguida de perto por Piauí, 

Maranhão, Ceará e Pernambuco (M ARZO CH I, 1994; S E S A B -S U S , 2002). A freqüência da 

in fecção canina c maior que a humana (DIETZE, 1997), sendo bastante variável, de acordo  

com  a região avaliada. A lguns estudos em cidades brasileiras revelaram prevalências de 

cães soropositivos de 25%  em Guaratiba, Rio de .ianeiro (C A B R E R A , 2003), de 

aproxim adam ente 9% cm M ontes Claros, M inas gerais (FR A N C A -SIL V A , 2003), de 

23,5%  em .iequié, Bahia (P A R A N H O S-SIL V A , 1996) e de 34-37%  em Pancas, Espírito 

Santo (DIETZE, 1997).

A lém  do increm ento na incidência cm áreas endêm icas, a urbanização da doença  

vem  sendo observada em cidades de m édio e grande porte com o Santarém (PA ), São Luis 

(M A ), Natal (R N ), Aracaju (SE ) e Jequié (B A ) (SE N R A , 1986; C O STA , 1990; 

.lER O N lM O , 1994; A R IA S, 1996; PA R A N H O S-SIL V A , 1996). N as com unidades satélites 

d esses centros urbanos, formadas por indivíduos provenientes de áreas endêm icas, é 

ireqüente a criação de porcos, galinhas e de cães em seus quintais, possivelm ente  

favorecendo um biótopo para povoam ento dos llebotom íneos (C O ST A , 1990; M OREIRA,

20 03). Em áreas antigam ente consideradas indenes, com o M onte A legre no P ará e em  

Roraima (G U E R R A , 2004), foram descritos novos focos da in fecção a partir da década de 

80, provavelm ente devido à presença de trabalhadores imigrantes e de seus cães infectados
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com  A. iii/aníiiin/cluigüM'. Oulro I'alor preocupante no controle da LV é sua associação com  

a in fecção peio HIV, detenninando em alguns pacientes um quadro de im unodepressão  

severa (Ai^VAR, 1997; M OLINA, 2003). A depleção de célu las CD4^ induzida pelo MIV 

pode tam bém  m odificar alguns aspectos c lín icos da LV, incluindo a resposta ao tratamento 

c a propensão à recidiva (A L V A R , 1997). A  co-in fecção  é resultado da sobreposição  

geográfica de regiões endêm icas para LV e a SID A  (M O LINA, 2003), devido a infecções  

primárias com  rápida dissem inação do parasito em conseqüência da im unossupressão  

induzida pelo HIV, ou pela reativação de infecções latentes (A L V A R , 1997; BO RG ES, 

1999).

1.3 IM PO R TÂ N C IA  D O  CÂ O  COM O R ESER V A TÓ R IO  D A  Leishniaiiia  

injaníiini/cluigasi

Na LVA podem  ser aceitas três fontes de infecção; cães dom ésticos parasitados, 

canídeos silvestres {Lycalopex  vcluhis  e C enlocyon  /Z/oz/.v, c onhecidos com o raposas) e 

pacientes em lases ativas da infecção ou convalescentes. Apesar de reservatórios com o as 

raposas e marsupiais poderem participar da cadeia de transm issão em am bientes silvestres  

(C A B R E R A , 2003), o contato muito m aior do ser humano com  os cães dom ésticos do que 

com  estes anim ais, sugerem pouca participação destes na transm issão da infecção para o  

h om em . A lém  disso, os cães dom ésticos costum am  acompanhar seus donos na área 

endêm ica e fora dela, contribuindo para a dispersão da doença durante as m igrações 

hum anas.

Na natureza, os ílebotom íneos têm tanto hábitos antropofilíeos quanto zoo filicos, 

sugando indistinlam ente o sangue do hom em  e de anim ais dom ésticos com o o cão  

(M O R R ISO N , 1993; BO N G IO R N O , 2003). Embora não exista uma atração esp ecífica  do 

velor por cães, o intenso parasitism o cutâneo é capaz de produzir altas taxas de in fecção de 

llebótom os, e também tem sido correlacionado positivam ente com  a evolução  c lín ica  da 

doença (C O U R 7 E N A Y , 2002). M ais ainda, um outro estudo, utilizando o xenodiagnóstico  

em cães, dem onstrou que anim ais o ligossintom áticos ou assintom áticos, podem  tam bém  ser 

im portantes na liansm issão tia LV (G U A R G A , 2000a). Um ponto importante a ser 

esclarecido na LVC é a delh iição  do m om ento em que, devido ao parasitism o cutâneo, o
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cão sc  torna fonle dc in íccção para o ncbotom ínco. A lguns trabalhos apontam para uma 

transm issão precoce durante a infccção e  o utros para uma m ais tardia (A B R A N C H E S,

1998), sendo m ais íacil quanto m enor for o número de células T CD4^ nos anim ais 

infectados (G U A R G A , 2000b). A lem  disso , o  encontro de anim ais infectados sem  resposta 

humoral anú-Leishmania (PA R A N H O S-SIL V A , 1996) sugere que a prevalência da LVC, 

através de inquéritos soroepideniio lógicos. é subestim ada, favorecendo ainda m ais a 

perm anência de cães com o fonte de in iecção para o tlebótom o em áreas endêm icas.

Apesai' das evidências do papel do cão com o importante reservatório dom éstico  para 

a L. infciiiliini/cluigci.si, alguns trabalhos sugerem a oco n ên c ia  da transm issão hom em - 

llebotom íneo-hom em  com o explicação para a ausência de risco aumentado de LV em  

crianças m orando na m esm a casa com  cães parasitados (E V A N S, 1992), ou para a 

ineficácia  de estudos dc intervenção através da elim inação de cães soropositivos (DIETZE, 

1997; C O ST A , 1997).

1.4 M E D ID A S DE CO N TR O LE D A  LEISH M ANIO SE V ISC ER A L

Entre as m edidas dc controle da LV adotadas no Brasil, estão o diagnóstico e 

tratamento dos casos hum anos, boiri fação das casas e quintais com  inseticidas com  efeito  

residual e a identificação, seguida da elim inação, de cães soropositivos para anticoipos anti- 

Lcis/niumiü.  Esta última m edida vem  sendo bastante discutida atualm ente. Embora 

programas de erradicação de cães soropositivos tenham sido e llcazes na China, Á sia  

Central em algum as regiões do M editerrâneo, no Brasil não produziu resultados 

satisfatórios. Entre 1990 e 1994, m ais de 4 ,5  m ilhões dc cães foram testados pela técnica de 

im unotluorescõncia, sendo 80 .000  soropositivos elim inados, sem  contanto reduzir a 

incidência da leishm aniose visceral humana no nosso país (C O STA , 2000; C O U R T E N A Y , 

2002). A ineílcácia do programa de elim inação de cães pode ser explicada pela baixa  

sensib ilidade dos m étodos d iagnósticos em piegados e  pela dem ora entre detecção e  

elim inação dos cães soropositivos (B R A G A , 1998; R EITHINGER, 2002). Este tipo de  

co n tio le  da LVC enfrenta também a pouca aceitação poi' m édicos veterinários e donos dos  

cães. E stes últim os muitas vezes adquirem e introduzem na área endêm ica outros anim ais 

jovens e su scep tíveis à infecção pov Lcishiiiaiüa.
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N ão existem  drogas ospecilicas para o trataincnlo da LVC e testes com  drogas 

luim anas não tèm obtido resultados satislatórios. Os anim ais tratados perm anecem  com o  

fonte de in fecção para o I ji lzon iv ia  e geralm ente sofrem recaídas poucos m eses depois do 

térm ino do tratamento (A L V A R , 1994; DIETZE, 1997). O tratamento em m assa de cães 

com  drogas para uso humano podei ia também selecionar cepas de Leishmaniu  resistentes, 

além  de ter custo elevado e inacessível para países pobres (M O D A B B E R , 1989). N a  

ausência de um tiatam ento esp ecífico  para a LVC, uma m edida alternativa testada foi a 

prevenção da in fecção utilizando coleiras impregnadas com  inseticidas à base de 

piretróides. Esta estratégia mostrou uma redução no risco de in fecção por L. infantum  tanto 

para cães quanto paia crianças (G A V G A N I, 2002). Entretanto, devido aos custos e  as 

dificu ldades de manter perm anentem ente as coleiras nos cães, o im pacto d e sta  m edida  

com o controle da LVC ainda não foi bem avaliada (REITHINGER, 2002; REITHINGER,

2004).

Por todas as d illculdades apresentadas acim a, a m elhor estratégia no controle da 

L.VC seria o desenvolvim ento de uma vacina canina, a qual seria de extrem a relevância  

tanto para o  controle ep id em iológico  da infecção humana, com o para utilização em  

m edicina veterinária.

1.5 RESPOST A IM UNE N A  LEISH M ANIO SE V ISCERAL C A N IN A

Estudos sobre a infecção canina natural e experim ental indicam  que m uitos anim ais 

d esen vo lvem  infecções assintom áticas, apresentando um perfil de resistência, m esm o em  

áreas de alta endem icidade para a leishm aniose visceral (C A B R A L , 1992; PINELLI, 1994). 

Entretanto, cm contraste à diversidade de estudos sobre a resposta im une na leishm aniose  

murina (LIEW , 1993), as pesquisas sob ie  a im unidade na LVC foi prejudicada pela falta de  

reagentes e de marcadores esp ecíficos. Com  o  recente desenvolvim ento de anticorpos 

m onoclonais contra marcadores celulares de superficie e a clonagem  e expressão de 

citocin as caninas (G U A R G A , 2002; SA N T O S-G O M E S, 2002; D O S SA N T O S, 2004), a 

resposta im une protetora na leishm aniose canina vem  progressivam ente sendo estudada de 

forma sistem ática. D e acordo com  os estudos nesta área, o perlll da resposta im une na LVC  

com partilha algum as sem elhanças com  aquele apresentado na infecção humana. L infócitos
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de cães sin tom áticos de área endém ica apresentaram redução da resposta linfoprolií'erativa 

quando estim ulados com  antígenos parasitários, dem onstrando uma supressão da 

im unidade m ediada por célu las durante a progressão da doença (PJNELLI, 1994; DE  

L U N A , 1999), provavelm ente devido a dim inuição do número de célu las T C D 4  ̂ c da 

produção de T N F e IL-2 (PINELLI, 1994; M O RENO , 1999). Por outro lado, cães 

assintom áticos apresentaram tanto linfoproliferação quanto resposta de hipersensibilidade  

tardia aum entadas contra antígenos de Leishniauia  (PINELLI, 1994; DE L U N A , 1999). A 

supressão da lin íoprolileração e da resposta celular intradém iica, observada nos anim ais 

sintom áticos, é acom panliada na maioria das vezes pelo aum ento do título de anticoipos  

imi\~Leishmunia no  plasm a, com  predom inancia de IgG2 (B O U R D O ISE A U , 1997; 

C A B R A L , 1998; C A R D O SO , 1998). Os estudos sobre as subclasses de anticoipos IgG 

produzidos por cães infectados também indicam que a d icotom ia T h l/T li2  da resposta  

im une contra a infecção por Leislinianici, am plam ente estudada em m odelos murinos 

(R E E D , 1993), ocorre na LVC, na qual IgGl estaria associada a doença e Ig 0 2  ã in fecções  

assintom áticas (D E PL A Z E S, 1995; B O U R D O ISE A U , 1997).

1.6 V A C IN A Ç Ã O  NA LEISH M ANIO SE

1.6.1 R elevância dos estudos de vacinação

A  existência  de uma vacina ou im unoterápico, que elim inasse a possib ilidade do cão  

servir com o fonte de in fecção para o llebótom o, seria de grande utilidade no com bate a LV 

por vá iias razões, com o por exem plo; a) uma campanha dc vacinação canina seria m enos 

onerosa e m a is  rápida do que o atuai programa de identillcação e  elim inação dos cães 

so io log icam en te  positivos; b) a vacinação apresentaria m aior aceitação pela com unidade e 

p elos m édicos veterinários porque evitaria o sacriHcio de cães e c) os cães com  resistência  

induzida pela vacinação perm aneceriam  na área, dim inuindo o aporte de novos cães  

su scep tíveis. D c fato, m odelos m atem áticos utilizados na com paração de diferentes 

m edidas d e controle da endem ia, sugerem que uma vacina canina seria o m étodo m ais 

prático e e lica z  (D Y E , 1996). Entretanto, apesar da resistência à in fecção por Leishniaiüu, 

observada em  alguns anim ais de áiea endêm ica (SO LA N O -G A LLEG O , 2000), sugerindo
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ou paia uso veterinário, com  eílcácia  com provada.

1.6.2 V acinas com  parasitos inlciros ou IVações proteicas

O s estudos existentes na área de vacinação de seres hum anos e de anim ais envolvem  

desde a prática da leishm anização (inoculação de prom astigotas v iv o s de Leishnianiu), a 

injeção de parasitos m ortos ou de clones avirulentos (organism os knockout), o  uso de 

frações proteicas do parasito ou de proteínas recom binantes, até vacinas de D N A  

(H A N D M A N , 1997). A m edida de inoculação de formas v ivas de Leishnuinia  no com bate  

à leishm aniose cutânea, adotada por Israel, União Soviética  e  Irã, vem  sendo  

gradativam ente substituída por vacinação com  clones avirulentos ou por prom astigotas 

m oitos. Em relação ao uso de IVações proteicas, m óleculas de superficie do parasito com o  

L.PG, gp63, gp46 e antígeno 2 de superfície, considerados altam ente im unogênicas, foram  

am plam ente testadas em m t)delos nmrinos, demonstrando proteção sign ificativa (i'evisado 

por H A N D M A N , 1997; G IlA D O N l, 2001). Entretanto, os resultados obtidos com  os  

m odelos anim ais e os adjuvantes testados, embora forneçam dados va liosos no estudo da 

leishm aniose, podem  não ser extrapolados para a vacinação humana e/ou canina.

Um a vacina desenvolv ida  por p esquisadores b rasileiros, de nom inada de "V acina  

T erapêutica para a Leishm aniose" vem sendo testada no controle da leishm aniose  

tegum entar humana no Brasil, C olôm bia e Equador. E m bora venha se n d o  utilizada e m  

várias regiões de M inas Gerais, esta vacina ainda não foi autorizada pelo M inistério da 

Saúde para produção em larga escala e com ercialização no país. Um a das lim itações é o 

fato da proteção não exceder a 60% dos indivíduos im unizados (A N T U N E S, 1986; 

M O D A B B E R , 1995). O s ensaios de vacinação de cães ainda são m ais escassos e d ilíce is  de 

serem com parados devido às d ifeientes m etodologias empregadas. Os poucos dados 

existentes lim itam -se principalm ente a estudos de Fase I e de Fase II de avaliação de 

vacinas (revisado por G R A D O N I, 2001). D U N A N  e colaboradores (1989) realizaram um 

dos trabalhos pioneiros de vacinação de cães com  proteínas parcialm ente purificadas. Cerca 

de 4 0 0  anim ais foram injetados com  uma fração proteica de 67-94  kDa de L. infautum  e 

acom panhados na área endêm ica durante dois anos. N o  primeiro ano após im unização, o
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gl upo vacinado teve maior incidencia tanto da infecção quanto da doença, em  relação aos 

anim ais não im unizados, sugerindo um aum enlo da susceptibilidade induzida pelo  anligeno. 

A  im u n i/ação  de cães utilizando prom astigotas de L. iiiajor  autoclavadas m ais BCG com o  

adjuvante, induziu a uma linfoproliíeração específica  e prolongada, associada à baixa  

produção de anticorpos (LASRI, 1999). Resultados sem elhantes foram obtidos na 

vacinação de cães no Irã, utilizando três doses m ensais de L. infciníuiu ou L. m a jo r  

associadas ao BCG (M O H EBALI, 2004). Um a vacina canina foi testada no Brasil, 

utilizando L. hruziliensis  e também o BCG com o a djuvante. A lém  de i nduzir r esposta  

blastogênica a antígenos de /.. d iu g a s i ,  a vacinação protegeu os anim ais contra a infecção  

após d esa lío  com  prom astigotas v ivos (M A Y R IN K , 1996). Cães de área endêm ica do 

listado do Rio Grande do Norte foram injetados com  a vacina fucose-m anose ligante (uma 

fração glicoproteica de L. cloiiovani), apresentando resposta humoral e intradérmica a lisado  

de L. (lonovani. Cerca de 5-8% dos anim ais vacinados apresentaram sinais do calazar 

duiante o período de obsei-vação (D A  SILVA, 2000; B O R JA -C A BR ER A , 2002). Apesar  

dos estudos prom issores desenvolvidos no Brasil, ainda não se  encontra d isponível uma 

vacina canina contia a LV com  eficácia com provada e de com posição  quím ica bem  

delln ida para utilização em procedim entos de vacinação em massa.

1.6.3 V acinas com  m oléculas recom binantes

O s avanços na engenharia genética permitiram a produção de m oléculas  

recom binantes que apiesentam  várias vantagens em relação a proteínas purificadas do  

parasito, com o por exem plo, a facilidade de produção cm m assa e na padronização dos 

reagentes e  produtos, além de custos m enos elevados. Dentre os antigenos recom binantes 

dc Leishniania,  a gp63 foi um dos m ais estudados. A pesar de em diversos m odelos murinos 

essa  proteína ter induzido proteção (revisado por G R A D O N I, 2001), em ensaios in vilro  

com  célu las humanas (V IN H A S, 1994) ou com  células de m acaco (O LO BO , 1995). foram  

produzidas citocinas do tipo Th2 (não protetoras) ou não ocorreu lesposta  b lastogênica e 

produção de IFlM-y ao estim ulo com  gp63 recombinante. Por outro lado, a proliferação de 

célu las T de cães com  infecção por L. infanium  assintom áticos foi m ais intensa quando as 

cultuias foram estim ukidas com  rgp63 do que com  antígeno bruto de L. ¡nfíuuunu sugerindo
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(R U A L E M , 1999). IJm antígeno rccom binante hom ólogo de proteína ribossom al 

eucariótica. denom inado de LelF, Ibi selecionado de uma biblioteca de cD N A  de L. 

hraziHensis, utilizando soro de pacientes com  leishm aniose m ucocutânea. C élulas desses  

pacientes estim uladas com  LelF i'oram capazes de produzir citocinas do tipo T hl 

(protetoras contra leishm aniose), com o ÍFN-y, T N F -a , IL-2 e lL-12 (SK EIK Y , 1995). 

Q uando utilizado na im unização de B A LB/c, posteriorm ente desafiados com  L. majar,  este  

antígeno induziu apenas proteção parcial dos anim ais, sendo proposto sua utilização com o  

um adjuvante da lesp osla  7’h l c não com o im unógeno principal de uma vacina. Outros 

antígenos recom binantes selecionados de bibliotecas de cD N A  de Leisliniania, apesar de 

induzirem  um a resposta ím une do tipo T h l, falharam em induzir proteção ou protegeram  

apenas parcialm ente cam undongos após desafio com  prom astigotas v ivos, com o por 

exem p lo , o M 15 ( -  L m ST Il; W EBB, 1996). o PSA -2 (H A N D M A N , 1995; S.IOLANDER. 

199<Sa) e o LCRl (W ILSO N, 1995). Um a fração de 24 kDa do receptor de proteína cíñase  

ativada (rLACK) recom binante de L  iiiujor, protegeu cam undongos B A L B /c, quando 

injetada com  IL-12. Entretanto, ao se administrar LACK isoladam ente, os anim ais 

desenvolveram  uma resposta im une do tipo Th2, levando à exacerbação da in fecção  

(W E B B , 1996; S.IOLANDER, 1998b). A indução parcial ou ausência de proteção contra a 

LV através da im unização de anim ais com  m oléculas recom binantes, observada nos estudos  

descritos acim a, e a utilização preferencialm ente de m odelos experim entais m urinos, 

tornam relevantes a identillcação de novos antígenos de Leisliniania  e o desenvolvim ento  

de m odelos experim entais caninos que possibilitem  a avaliação de m oléculas  

potencialm ente protetoras contra a LVC.

1.6.4 V acinas de DNA

Um a verdadeira revolução no âmbito da vacinação foi o advento das vacinas de 

D N A  com o m étodo de controle de doenças infecciosas em hom ens e anim ais. A  im unidade 

é induzida através da transfecção de célu las hospedeiras com  plasm ídeo contendo o gene de 

proteínas im unogenicas ou de epitopos antigènicos. Um a vacina de D N A  traz im plícita uma 

série dc vantagens em relação a antígenos brutos ou parcialm ente purificados; facilidade na
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produção cm larga escala, caracterização m olecular bcm definida, estabilidade à 

temperatura am biente, cu sios relativam ente baixos e indução de m em ória im unológica  

prolongada, devido a exjiressao persistente do antígeno na célu la hospedeira  

(C lU R U N A T H A N , 2000). Ensaios de proteção na leishm aniose utilizando vacinas de D N A  

apresentam lesultados discordantes e lim itam -se, na sua maioria, a estudos de vacinação na 

leishm aniose cutânea experim ental murina ( A H M E D , 2 ü 04). A  im u n ização  d e B A L B /c  

com  D N A  de gp63 induziu uma resposta m ais intensa do que aquela alcançada pela 

proteína gp63 purificada (IIA N D M A N , 1990). A  im unidade protetora contra L. m a jor  foi 

induzida quando cam undongos B A LB/c (G U R IJN A TH A N , 1997) foram im unizados com  o  

gene LACK , mas não com  LAC’K recom binanle (COELHO, 2003). P ioteção parcial 

tam bém  Ibi observada cm cães im unizados com  plasm ideo e vírus recom binantes, contendo  

o  gene LACK, e posteriorm ente desaliados com  L. infaniiiiii (RAM IRO , 2003). D iferentes 

antígenos ( LACK, P SA -2, gp63, LeIF e p2ü) candidatos a vacinas de D N A  foram testados 

s o b a s  m esm as cond ições experim entais quanto a capacidade de proteger cam undongos 

B A L B /c contra a infecção por L. major.  O gene LACK truncado (D N A -L A C K p24) induziu  

m elhores n íveis de proteçãi) em com paração aos outros antígenos (A H M E D , 2004). Apesar  

da indução apenas parcial de proteção obsei-vada nos trabalhos descritos, indicando a 

necessidade de m aiores estudos nessa área, esses resultados apontam para uma outra 

vantagem  da vacina de D N A , a de induzir a expressão da proteína na célu la hospedeira na 

sua Ibrma nativa, o que pode ser essencial para o estím ulo de im unidade protetora.

1.7 D IA G N Ó ST IC O  D A  LEISH M ANIO SE VISCERAL

O diagnóstico  c lín ico  da LV é bastante d illcil, devido à inespecificidade dos sinais e 

sintom as. Apesar disto, m édicos de áreas rurais de regiões endém icas ainda baseiam -se nos 

sinais c lín icos para o d iagnóstico, levando a confusão com  outras doenças co-endcm icas  

com o malária, doença de Chagas e esquistossom ose, que também apresentam sinais com o  

febre e  hepatoesplenom egalia. O diagnóstico de certeza é dado pela dem onstração do 

paiasito em amostras de tecido infectado. Entretanto, o diagnóstico parasitológico requer a 

realização de procedim entos invasivos, com o a punção de m edula óssea  e de baço, e apesar 

tio aspirado esp lén ico  apresentar um maior número de parasitos, existe um risco elevado de
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acidentes hem orrágicos (O R EN , i 991). A lém  d isso , para o reconhecim ento m icroscópico  

de am astigotas, é necessário um prollssional bem qualificado, ou com o ocorre em  casos dc  

baixo p arasitism o, a r ealização de t écnicas de c ultivo o u d e ino culação e m a nim ais de 

laboratório, as quais, por sua vez, exigem  materiais e equipam entos não disponíveis na 

m aioria dos laboratórios clín icos. D esta fornia, testes sorológicos fáceis, baratos e  

co n llá v e is  seriam ideais para o d iagnóstico da LV, principalm ente em áreas rurais e 

pei iurbanas de países subdesenvolvidos.

A iilico ip o s esp ec íficos podem  ser detectados na leishm aniose visceral precocem ente  

na infecção, ou m esm o m eses após cura clín ica (W ILLIAM S, 1995). E nsaios de detecção  

do anticorpos podem  ser executados com  amostras de so io  ou de sangue total coletado em  

papel de llltro durante inquéritos epidem iológicos. Dentre as técnicas m ais am plam ente  

adotadas no d iagnóstico da LV estão o ELISA e a im unonuorescência indireta (IFl). Vários 

estudos têm apontado o ELISA com o m étodo m ais sensível que a im unotluorescência no 

d iagnóstico  da LV tanto humana (B A D A R Ó , 1986) quanto canina (P A R A N H O S-SIL V A , 

1996). Apesar da alta especincidade. podem ocorrer resultados fa lso-positivos 

(W ILLIAM S, 1995), principalm ente em baixas dilu ições do soro, incentivando a busca de 

antígenos m ais prom issores para utilização em lestes sorológicos.

A lém  dos diversos ensaios im unoprofiláticos e im unoterapêuticos, o ligante da 

fucose-m anose (FM L) tam bém  foi testado quanto ao seu potencial no im unodiagnóstico da 

LV. O  FML fo i u tilizad o  e m  u m  E L ISA  para diagnóstico da LV humana de pacientes 

brasileiros, apresentando 100% de sensibilidade e 96% de especillcidade (PA L A T N IK -D E - 

SO IJSA, 1995) e dc 100% de sensibilidade e de especificidade na LV canina (C A B R E R A ,

1999).

1.7.1 Im unodiagnóstico utilizando proteínas rccom binantes

Com  o advento de novas tecnologias capazes de permitir a clonagem  e expressão de 

gen es de diferentes m icroorganism os, diversos antígenos recom binantes de Leishmaiiia  têm  

sido  descritos na literatura, sendo utilizados com o alvos no desenvolvim ento de vaciníis 

c/ou testes im unodiagnósticos.
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I’roleinas ribossom ais acidas recom binantes, denom inadas de P-2, íbram utilizadas 

no dia gnóstico  d a L V hum ana e canina. Os ensaios com  soros hum anos demonstraram  

rcatividade cruzada d esses anlígenos com  anticorpos de pacientes com  doença de Chagas e 

lupus eritem atoso sistêm ico (SO TO , 1996). Anticorpos anti-proteína recom binante de  

am astigota A -2  foram delectados cm pacientes com  LV (G H ED IN , 1997; C A R V A L H O ,

2 002) e em cães soropositivos pelo ensaio de im unolluorescéncia ou com  diagnóstico  

parasitológico conflrniado (C A R V A LH O , 2002). Apesar de não apresentar reação cruzada 

com  outras patologias caninas, o ELISA com  rA-2 apresentou baixa sensibilidade, além de  

não discrim inar in fecções por /.. n)c.\icunu de L. donovuui  em soros hum anos (G H EDIN, 

1997; C A R V A L H O , 2002). A lém  de funcionar com o alvo da resposta im une, uma cisteína  

proteinase rccom binanle (CI’B), mostrou ser e llcaz  para uso no d iagnóstico de cães 

infectados, principalm ente dos anim ais assinlom áticos (N A K H A E E , 2004).

1.7.2 Im unodiagnóstico utilizando proteínas da lam ília Hsp

A s proteínas de choque térmico das fam ílias H sp70 e fLsp90 têm sido identificadas 

c o m o  pi incipais im unógenos durante a infecção por Leishmania,  induzindo tanto resposta 

celu lar quanto humoral (M A C FA R L A N E , 1990; DE A N D R A D E , 1992; ,IERONlM O,

1995). Essas proteínas são expressas constitutivam ente em todos os estágios do parasito e 

são altam ente im unogênicas. Uma lim itação no uso das Hsp no diagnóstico da LV e a 

possib ilid ad e de reação cruzada com  outros parasitos da família Trypanosom atidae, com o  

as esp éc ies  de Lcishmauia tegum cntares e o Trypaiiosonia cntzi. Embora sejam proteínas 

altam ente consei'vadas, variações no reconhecim ento por soros de pacientes infectados com  

diferentes esp écies visceral izantes foi observíido (M A C FA R L A N E , 1990), sugerindo que a 

clonagem  de regiões espécie-espeeíficas seja necessária para uso em im unodiagnóstico. De  

fato, DE A N D R A D E  e colaboradores (1992), obsei-vaiam que apesar da hom ología  de mais 

de 8(J% com  as Hsp70 e H sp90 de T. criizi\ soros de pacientes com  doença de Chagas não 

foram capazes de reconhecer as porções C-term inais de H sp70 e H sp90 recom binantes de  

L. íloiiovaiii. Em um outro estudo, os soros de pacientes com  D oença de Chagas, malária, 

csc |u isíossom ose e lepra não reconheceram  Hsp70 de L. doiiovuiii, o m esm o não ocorrendo
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com  soros de cães com  VL que rcíigiram com  Hsp dc T. cn iz i ,  sugerindo que na resposta 

im une canina a seleção  dc epitopos não é tão estrita (Q U IJA D A , 1996a).

A s discordancias nos estudos dc especificidade da H sp7ü e s eu us o e m e nsaios  

im unodiagnósticos induziram os pesquisadores a realizar o m apeam ento dos detenninantes  

antigcnicos da HspVO de Leislimania infaiiíiini. Peptídeos sintéticos de H sp70 foram  

analisados quanto à sua reatividade com  soros de cães com  infecção natural. O peptideo  

H l 7, d e  u m a  d a s  re g iõ e s  im unodom inantes da proteína, m ostrou c onter um epitopo de  

célula B esp éc ie -esp ec ifico , uma vez que não apresentou reação cruzada com  H sp70 de T. 

cntzi, T. langeli e L. panumemis (Q U 1.1 A D A , 1996b). Pesquisadores desse m esm o gm po  

l^roduziram uma outra proteína de choque térm ico recom binante, a LiH sp83 (=  H sp90) e 

quatio subíragm entos peptídicos para testar soros de cães com  VL através do FAST- 

ELISA. Um fragm ento dc uma região m enos conservada da proteína foi reconhecido por 

88% dos soros (A N G EL, 1996).

1.7.3 Im unodiagnóstico utilizando proteínas da fam ília das cinesinas

A s cinesinas são proteínas motoras associadas a m icrotúbulos, que estão envolvidas  

em  vários processos celulares com o: transporte de organelas e de vesícu las sináptieas, 

segregação de crom ossom os, distribuição de proteínas intracelulares e batim entos flagelares 

(H O W A R D , 1997). Um a proteína de am astigotas de L. chagasi de 230  kDa, hom óloga a 

proteínas da superfam ília das cinesinas, foi descrita pela primeira vez por B U R N S e 

colaboradores (1993). O produto de exp iessão  do gene clonado, a proteína recom binante de  

39 kDa (rK 39), m ostrou conter um epitopo repetivo bastante eonsei-vado entre L. in/aníiwi 

e L. douovani. D e falo. cerca de 98%  dos pacientes brasileiros e 100% de pacientes 

sudaneses com  LV apresentaram anticorpos anti-rK39 (B U R N S, 1993). Soros de pacientes 

com  diagnóstico paiasito lógico  de LV ou de leishm aniose dém iica pós-calazar indianos 

(S lN G ll, 1995) ou pacientes com  LV brasileiros (BR A Z, 2002; C A R V A L H O , 2003), 

reagiiam  com  rK39 no ELISA. A lém  de se mostrar um teste sensível e esp ecifico , a 

dim inuiçclo do título de anticorpos anti-K 39 após quimioterapia, aponta também para o 

valor prognóstico do rK 39-E L lSA  (SING H , 1995; BRAZ, 2002). Por outro lado, os títulos 

baixos de anticoipos anti-K 39 em pacientes assintom átieos leva a uma redução da
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sensibilidade do ensaio. Além do ELISA tradicional, o rK39 também foi testado nos 

íbnnatos FAST-ELISA e TRALD (CARVALHO, 2003). Este último, apesar de bastante 

promissor, principalmente para uso em programas de conti ole de LV, demonstrou ter baixa 

sensibilidade, por deixar de detectar formas assintomáticas da doença (BRAZ, 2002). No 

formato de TRALD, o K39 foi testado em diversos paises (HOMMEL, 1999; QU, 2000; 

Zl.ILSTRA, 2001), apresentando resultados bastante variáveis, deixando inclusive de 

confirmar casos de infecção canina comprovados (ROSATI, 2003). Também no fonnato de 

teste imunocromatográlico (Kala-azar Detect Test, Inbios International, Seatlle-WA), o 

rK39 foi testado recentemente com 128 soros de pacientes com aspirados de medula óssea 

positivos, apresentando sensibilidade de 90% e especificidade de 100% (CARVALHO,

2003). Para corrigir a baixa sensibilidade, os pesquisadores que produziram o K39, 

adicionaram aos novos ensaios um novo antigeno recombinante, o K26, uma proteína 

bastante hidrofilica com regiões repetitivas especillcas para L. c hugasi e L. donovani 

(BHATIA, 1999). Diferentemente do ELISA, o leste imunocromatográtlco com rK39 

manteve-se p ositivo e m pacientes com até 6 meses após cura (CARVALHO, 2003) ou 

continuou sendo reconhecido por anticoipos de indivíduos curados por até 24 meses após 

tratamento (ZIJLSTRA, 2001), indicando uma outra limitação do uso de K39, o fato de não 

discriminar infecções antigas de doença ativa.

1.8 ESTUDOS DE OBTENÇÃO DE FORMAS AMASTIGOTAS AXÉNICAS DE 

Lcislinidiiia

Tanto antígenos de formas amastigotas quanto de formas promastigotas de 

Leisluuaniu têni sido estudados visando desenvolvimento de vacinas e/ou testes 

imunodiagnósticos para a LV. Amastigotas são as formas evolutivas do parasito 

responsáveis pela manutenção da infecção no hospedeiro vertebrado, replicando dentro do 

vacúolo parasitóforo, levando à destmição de células hospedeiras e invasão de novos 

macrófagos. Sendo assim, móleculas expressas prefeiencialmente na fonna amastigota têm 

sido alvos constantes de estudos por diversos pesquisadores. Uma vez que o 

desenvolvimento de resposta imune protetora na primoinfecção requer um tempo 

relativamente longo, é mais piovável que os antígenos responsáveis por indução deste tipo
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de resposta sejam sintetizados por aniastigotas e não por proniastigotas. Estes últimos 

podem ser fácilmente cultivadas em meios líquidos com temperatura inferior a 28° C 

(HENDRICKS, 1978) e, portanto, têm sido amplamente utilizados em ensaios bioquímicos 

e ini unológicos. E ni conti aste. amastigotas intracelulares são obtidos por isolamento de 

tecido animal infectado (HART, 1981) ou através da infecção in vitro de macrófagos 

(CHANG, 1980). Estes processos são demorados e tendem a fornecer amastigotas 

contaminados com restos da célula hospedeira. Outra limitação é a pouca quantidade de 

amastigotas obtida no fmal do processo de purificação, principalmente quando se trata ácL. 

hruziUcnsi.s, que tem como característica biológica multiplicar-se pouco nas lesões de 

hospedeiros infectados ou cm meios de cultura celular. Esses problemas podem ser 

contornados pelo uso dc amastigotas obtidos de culturas axenicas.

Desde a primeira obtenção bem sucedida de formas amastigotas em meios axênicos 

(PAN, 1984), diferentes espécies de Leishnuwiu têm sido adaptadas para crescimento em 

meios livres de outros tipos celulares (revisado por PAN, 1993). A diferenciação de 

promastigotas em amastigotas é conseguida principalmente pelo aumento de temperatura 

e/ou diminuição do pH (PAN, 1993). Enquanto que espécies do gnipo L. mexicana 

parecem se adaptar mais facilmente às condições de cultivo axênico de amastigotas (PAN, 

1984), a L  hrazUiensis (HODGKINSON, 1996; BALANÇO, 1998) e L. donovani (SAAR, 

1998) parecem exigir meios mais enriquecidos e aumento gradual de temperatura. Após 

adaptação dos amastigotas ao cultivo axênico, alguns pesquisadores foram capazes de 

realizar passagens sucessivas dos amastigotas cm meios líquidos (HODGKINSON, 1996).
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2 O B JET IV O S

2.1 OBJETIVO GHRAL

Este estudo tem como objetivo a padronização ou desenvolvimento de metodologias 

para a obtenção e avaliação de proteínas recombinantes de amastigotas de Leishmaiiici 

infaiKiim/cliagasi, potencialmenlc candidatas a componentes de ensaios sorológicos para 

diagnóstico da LV humana e/ou canina ou de uma vacina para cães contra a infecção por L. 

infüiiluni/chagasi.

2.2 OBJE TIVOS ESPECÍFICOS

2.2.1 Obter foimas amastigotas puras de Leishrnaniu utilizando protocolos de cultivo 

a.xênico ou pela purificação de Ibrmas intracelulares de tecidos de animais infectados.

2.2.2 Idcntiilcar um protocolo eficaz de imunização de animais experimentais (cão, coelho 

e camundongo) para obtenção de anticorpos específicos para antígenos de amastigotas de L. 

infaniiini/cliagasi.

2.2.3 Selecionar antígenos recombinantes de L. infaiiliini/cliagasi potencialmente relevantes 

em ensaios sorológicos para a LV ou para uso em ensaios de proteção contra a LVC.

2.2.4 Avaliar um modelo de imunização de cães que possibilite o estudo in vitro e in vivo 

da imunidade mediada por linfócitos T contra antígenos de infanliim/chagasi.
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de métodos nao-invasivos, de metodologias simples e de baixos 

custos para o diagnóstico precoce da leishmaniose visceral ainda é um desalío. Urna vez 

que altos títulos de anticoipos 'dnú-I.eishniaiiiu são freqüentemente encontrados no soro de 

pacientes humanos ou cães com LV, testes confiáveis e práticos para diagnóstico 

sorológico piecisam ser desenvolvidos, mesmo para aqueles indivíduos assintomálicos. Os 

métodos mais utilizados até o presente momento como o ELISA, o FAST-ELISA 

(ASHFORD, 1993), a IFI, o DAT (GARCEZ, 1996) e o TRALD não são satisfatoriamente 

sensíveis e/ou específicos. A combinação de vários antígenos, contendo individualmente 

epitopos imunodominantes, pode incrementar significativamente a sensibilidade e a 

especillcidade dos métodos sorológicos tradicionais de diagnóstico da LV.

Embora estudos ut ilizando apenas um tipo de proteína parasitária, purificada ou 

antígeno recombinante, tenham demonstrado induzir proteção contra Leishmania em 

diversos modelos experimentais, é improvável que apenas um único tipo de molécula seja 

capaz de induzir imunidade protetora ou mesmo de detectar todos os casos de indivíduos 

inlectados com espécies visccralizantcs do parasito, devida á variação genética dos 

mesmos. Para contornai' as restrições impostas principalmente pela constituição genética de 

cada indivíduo e pela especificidade parasitáiia (diferentes espécies de Leisliiiiaiiia), é mais 

provável que um coquetel de proteínas recombinantes de amastigotas, molecularmente bem 

definidas, seja necessáiio tanto para o desenvolvimento de testes imunodiagnósticos, 

quanto para produção de vacinas ou imunoterápicos contra a leishmaniose visceral.

A produção de bibliotecas de DNA complementar e/ou genômico de Leishmania 

pode fornecer antígenos candidatos a componentes de vacinas ou de métodos 

sorodiagnósticos, leva a um melhor entendimento da genética molecular do parasito e 

possibilita estudos de taxonomía através de seqüências genica espécies-especíílcas 

(YOUNG, 198K; ARORA, 1995). Além de elevar a sensibilidade de testes diagnósticos 

quando dilerentcs antígenos são combinados, o uso de proteínas recombinantes reduz a 

chance de ocorrência de reações cruzadas e pei'mite uma melhor padronização de reagentes, 

gerando ensaios mais específicos.
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4 PUBLICAÇÕES

4.1 ARTIGO I: A simple and reproducible method to obtain large numbers ol' axenie 

amasligotes o f diifercnt Leishmaniu species.

.IIJSTIFICATIVA E OB.IETIVOS DO ESTUDO;

Aproximadamente 95% das formas promastigotas são lisadas pela via alternativa do 

complemento, minutos após a inoculação no hospedeiro pelo Lutzomyia. Os parasitos que 

conseguem escapar deste mecanismo de defesa invadem os maerófagos, sobrevivendo e se 

multiplicando na forma amastigota, sei"vindo coino alvo da resposta imune. Desta forma, e 

relevante o estudo de antigenos exclusivos da Ibnna parasitária intracelular. Por esta razão 

decidiu-se neste trabalho de 1 esc utilizar amastigoías com o fonte de antigenos a serem  

estudados. Além disso, era necessário escolher também a espécie de Leishmuiiia a ser 

utilizada. Inicialmente, foram realizados estudos em nosso laboratório comparando-se 

antigenos brutos de L  infunlunt/cliugasi com os de L. bruziUeusis em termos de indução de 

resposta imune celular em cães. Algumas evidências sugerem cjue antigenos de L. 

hrazilicii.sis, espécie associada a reações imunes exacerbadas (CARVALHO, 1995), sejam 

mais imunogênicos que os de A. infantiim/chugusi. Paralelamente a esses estudos, foram 

iniciados ensaios de obtenção de formas amastigotas de Leisliniaiiia. Aproveitando os 

ensaios realizados com amastigotas de L. infaníiini/cluigasi e de L. braziliensis, foram 

estudados também neste trabalho de tese, as condições ideais para a diferenciação de 

promastigotas de Leishuicinia aiuazoiieiisis em amastigotas, já que estes últimos foram 

utilizados cm uma outra pesquisa em andamento no laboratório.

Diversos trabalhos foram publicados sobre cultivo de amastigotas em meios 

axênicos de espécies de Lei.shnumiu do grupo L. niexicana (PAN, 1984; HODGKINSON,

1996), L bruziliensis (EPHRON & MacMAHON-PRATT, 1989; BALANÇO, 1998) e L. 

íloiiovani (Al-BASHIR, 1992; SAAR, 1998). Apesar dos diversos relatos, existem 

inúmeras divergências sobre os critérios de definição de "amastigota de cultivo axènico" 

e/ou ausência de informações sobre as condições de cultivo utilizadas, incluindo 

componentes do meio, pH e temperatura. Os critérios de caracterização mais amplamente
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utilizados são; morfologia típica, capacidade de infectar animais ou células de linhagens 

macrofágicas c a reversão para Ibrmas promastigotas. Entretanto, para uma melhor 

caracterização das amastigotas obtidas em cultivo axènico, é necessário a demonstração de 

moléculas expressas exclusivamente por amastigotas intracelulares através de análises 

bioquímicas ou utilizando anticorpos cspccitlcos para antígenos de ste estágio evolutivo 

(EPERON & MacMAMON-PRATT, 1989; HODGKINSON, 1996).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer as melhores condições de cultivo para 

obtenção de amastigotas extracelulares de tres espécies distintas de Leishniaiiici, com 

particular interesse em L. hrazilieiisis  e L. infuntunt/chagasi,  variando exclusivamente pH, 

temperatura e concentiação de soro bovino fetal no meio de cultura.

RESULTADOS;

As condições ideais de cultivo axènico de formas amastigotas foram diferentes de 

acordo c om a espécie de Lcisliniaiiia  testada, assim como o período ideai para o nível 

máximo de transformação iii v itro  das formas promastigotas em amastigotas. Um pH básico 

e tempo maior de cultivo foram exigidos poi' L.infuiiíiini/cliagasi, enquanto um pH ácido e 

menos de uma semana de cultivo foram suficientes para a diferenciação de promastigotas 

lie L. hrazilicn.sis e L. aniazoncnsis  em amastigotas de cultivo axènico. Apesar das 

exigências espécie-específicas, a obtenção de fonnas semelhantes a amastigotas na cultura 

axénica foi bastante elevada, variando de no mínimo 90% {L. iiifanliim/cliagcisi), até 97% 

{L. aniazoneusis)  ou 98% (L. hrazilicnxis)  do total de parasitos. As fonnas axênicas foram 

semelhantes morfologicamente a amastigotas intracelulares tanto em nível de microscopía 

óptica quanto eletrônica, foram capazes de reveiter para promastigotas, e mantiveram a 

virulência para camundongos BALB/c. Além disso, alguns antígenos foram reconhecidos 

por anticorpos policlonais apenas nas fonnas amastigotas de cultivo axènico e de lesão, 

podendo sei-vir de alvos em estudos de moléculas estágio-espeeíficas com capacidade 

imunomoduladora ou com valor imunoprofüático contra a leishmaniose.
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Al)slracl riiis w ork  dcscribcs a simple mclhoci to yield 
large am oun ts  o f  Lcisliinwiia  amastigotc-likc ['oiins in 
axenic cultures rising proniastigoles as the starting 
population. The mctiiod described induced extracellular 
anuistigote t i iu is lon ua t io n  ol' Leislinianki anur:oncnsis 
|y7"/ii|. Lcislinuinid hiiiziliciisis (98'/o) and  Li'isliiiuiiiid 
ihii^asi (yO'yii). T he  rounded  parasites obtained in axe- 
nie cullines were morphologically  similar, even at the 
ultrastrnctLnal level, to intracellular amastigotes. M ore
over, the axenic amastigotes  remained viable as m ea
sured by their ability to levert back to prom astigotes and 
ti) infect BALIi/c mice. L. (iiiuizoiieiisis and  L. hvaziHcnsis 
promastigotes and  axenic amastigotes difVered in terms 
of their W estern blot profiles. A 46 kL)a protein was 
recogni/etl by specific antibodies  only in axenic and 
lesion-derived I., iinuizoiwnsis amastigotes and not in 
pi'omastigotes.

Introduction

Proto/oa o f  the genus Lcishnuiniii display two distinct 
morphological and  tliree distinct physiological forms. 
I he promastigotes , the llagellated stages, infect the sand 
lly vector both as a multiplying and also as a m am mal- 
infective iorm  (Sacks 1992) whereas the iion-llagellated
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amastigote  resides in mam m alian  m acrophage  ph ag o 
lysosomes. Both morphological stages are responsible 
for the pathology in their respective hosts (C hang  and 
Dyer 1976; Schlein et al. 1992). The proniastigote  stages 
can be easily cultivated in different types o f  media 
(Hendricks et al. 1978; H art  et al. 1981; .lafVe et al. 1984) 
and  are frequently used in .scientific sltidies. In contrast,  
the tliliiculty in obtaining large numbers o f  amastigotes. 
free from host ceil con tam inan ts ,  has ham pered tiie in
vestigation o f  their metabolic, biochcmical and  biologi
cal properties (C hang  1980; H art et al. 1981). Moreover, 
a study on m acrophage receptors for Lcishmania  d e m 
onstrated  the presence o f  host im munoglobulins  on the 
surface oflesion-derivcd amastigotes (Peters et al. 1995), 
som ething that would particularly iiinder their use in 
biological and immunological studies.

The first successful long-term p ropaga tion  o f  amas- 
tigole-like forms o f  Lcishniania, namely Lcisltmauia 
pifanoi. ill a ccll-frec medium was reported by Pan 
(1984). Since then, a ttem pts  at the cultivation o f  a m 
astigotes in cell free media have been carried out by 
many au thors  (reviewed in Bates 199.' ;̂ Pan et al. 199.^). 
Some reports have focused on the in vitro t r an sfo rm a
tion o f  promastigotes to  aniastigote-likc forms in re
sponse to  elevated tem perature  (Hendricks 1978; H un te r  
et al. 1982; Leon et al. 1995), whereas few au thors  have 
described serial axenic cultivation o f  the intracellular 
stage (Pan 1984; Al-Bashir el al. 1992; H odgkinson 
et al. 1996). The axenic cultivation o f  amastigotes o f  
Lcishn]tmia lui’xiciiiiti has been more effective than that 
o f  o ther species o f  Lci.shmanici (Bates 1993). Some 
au thors  have reported Leishnumia douovani amastigote  
transform ation  in axenic cultures (Al-Bashir et al. 1992; 
Saar et al. 1998), whereas there is only one study on the 
dilierentiation to axenic amastigotes o f  Lei.sliniiiiiki 

ano ther  visceral species (Leon ct al. 1995).
In spite o f  these reports  on the axenic cultivation o f  

Lci.s/iiiuinia amastigotes. there still remain controversies 
about the reproducibility an d /o r  timing o f  parasite 
transformations. In this paper, a simple and  quick 
method o f  ob tain ing up to 4x10^ axenic amastigotes/ml



orciil lurc  is ticsci ibcci, p iovidii ig  latgc l u i u ) i i i U s  of pure 
and viable paiasilcs. This melliod m ay obviate  the need 
lor using experimental labora to ry  anim als to obtain 
aniastigotes and  the labor ious procedures for intraeel- 
hilar parasite purifieation.

Materials and methods

with  10 20%  IX'S.  p H  7.2, al 22"C. T o  eva lua te  iiil'cclivily. axenic  
amasl ij ioles and  p rom as t igo lcs  o f  L. hrciziliciisi.s aiul /,. (inuizoiiciisix 
were inocii la lcd in to B A L B /c  m ouse  h ind  foo tpads .  I'he BALB/c  
miee were ob la iue d  from the  G o n ç a lo  M o n iz  Research  C en te r  
an imal  faeilitics, and  were  m a in ta in e d  unde r  speeilic pa thogcn-free  
coi id il ions. with ba lanced  m ouse  food an d  w a ter  ad  libiUim. The  
infcclion cxperimciUs were  c o n d u c ted  in a cco rdanc e  with  the Os- 
w a ldo  C ru z  Kouiida l ion  guidelines fo r  exper in ien ta l ion  with  a n i 
mals.

f’ar¿isilcs and  cu i lu rc

riic lA'isliiiKniiit species  used were  iso la ted  froui h u m a n  pa tienis  
and ideiilil' icd as l.cislinniiiiii tnm izm u’nsis (M H O M /H R .S S /B A -125 
l.cila s tra in ) ,  l.cixlinuiiiki h itiz ilicnsis  (IMHOM , BR/.M.V)) and 
l.tishniiiiiiii i/iii.iiiisi (M H O M /B R 2()( ) I ) /M er iva ldo2  st ra in ) They 
were kept by passag ing  in go lden  ham sters .  T h e  cultures  were 
grown at 22 ’C  in Sc line idcr 's  DniM ipliihi m ed ium  (.Sigma, .St. Louis. 
Mo., I.I.SA). p l l  7.2, su p p lem en te d  with  e ither  10% fetal cal f  serum 
(I t 'S ;  l ly c lo n e  L a b o ia to r ie s ,  L ogan ,  U ta h ,  U SA ) for /.. (iiinizoii- 
fiixix o r  20'Vii L C S for L. hitizilic iisis  a n d  /,. rluiaiisi. I he p io m -  
asligotcs used to  initia lize a m as t ig o le  a.senic e u lu n c s  were 
inainlainetl in c u l tm e s  to r  no m o re  than  ten pirssages. Dilfercnt 
culture  co n d i l io n s  fo r  p ro m a s t ig o te  t ra n s fo rm a t io n  in re la tion to: 
pfi  (5.4, 6.4 a n d  7.2), t c m p e ra t in c  (,12”, 34", 35" and  37’'C) and 
I (_'S c o n cen t r a t io n  (2 .5 % ,  5“/o, 10% a n d  2()'’'n), were  tested. T o  
tle terni inc g ro w th  curves,  pa ras i te  cu l tu res  were  initiateci at  a 
concen t ra l ion  o f  5x10 '’ p rom a s t igo te s /m l  in 25 c u r ’ lissne cul ture  
llasks coiU aining 5 ml o f  m ed ium .  Cell density  was es t im ated  using 
a h aem ocy ton ie te r .  To d is rup t  the  aggregates  which were  Ibtiried 
mainly in / . .  h iiiz ilii’iixi.\ cu ltures ,  paras i tes  W'Cie passed th rough  a 
25-gaugc needle be lb rc  coun ting .  In t iace l lu la r  anias t igotes  were 
isolated lYoni fo o tp a d  lesions o f  infected ha m ste is  an d  pmil icd  
using a Porcoll (S igma) g rad ien t ,  as p iev ious ly  lepor led  (C hang  
l ‘JSt)).

M orpho log ic a l  assessment

I o e \a l i i a te  the  moi  pho logy  ol t ra n s fo rm ed  paias i tes .  axenic  am- 
a.stigotc.^ \seie  ha ive s te d  IViim c u l tn ies  an d  e tlhcr  sm ea icd  o n to  
slitlcs for (. iiemsa s ta in ing  o r  sp u n  dow'n in t p p e n d o r f  lubes  for 
electron niicro.scopy. T h e  s u p e r n a ta n t  was  d iscarded  and  the  pellets 
weic li.Ncd for I h at  4"C  W'ith 2 %  g h i ta iadehyde .  Pa tas i lcs  were 
pclletci.1, post- lixed with  I "/r> o s m iu m  te troxide  for 30 min  at room 
(cm pera tu rc ,  d e h y d ra te d  in e th a n o l -p io p y le n e  oxide seiies and 
em bedded  in S p u r r  resin. A fte r  po lym eriza t ion ,  n l t ia th in  sections  
Het e  collectcd in co p p e r  grids, s ta ined  with  u tanyl  ace ta te  a n d  lead 
ci iia te . and  e x am in ed  on  a Zeiss EM  109 electron micro.'.copc at 
.̂ 11 kV.

Wc.stern blot analysis

Lysates o f  p ro m a s t ig o lc s ,  an ias t igo tes  from  lesions  atui axenic  
ania stigote s  were  subiec ted  to  I0'%i po lyac ry lam ide  gel eleetro- 
plioiesis ( l .aem m li  1970). Lysates  from  dilferen t forms o f  tlie same 
l.i'ishniaiiiii species were  run  in the  sam e gel and  a tota l o f  10' lysed 
riarasite.s (if each  ! r is lin ia n iu  s tage was loaded per  lane T h e  sepa 
rated p ro te in s  were  analyzed  by W estern  blot as tlescribetl else
where (Ha la neo el al. 199.S), utilizing an  1:20() d i lu t ion  o f  a pool o f  
live .seta f jd m  mice chron ica l ly  infccted with /.. iiiiiazniu'ii.si.s.

1 nnctioual s tudies

file viability an d  func t iona l  s ta tu s  o f  am a s t igo le  like forms were 
tested by as.sessing their  abil ity  to  revert back to  p ro inas t igo tes  and 
to infect mice. Revers ion  to  p ron ias t igo tes  was  aceonip lished  by 
washing  the  paras i tes  lli iec times in 0.L5 M phosphale-bnlVercd 
saline ( p l l  7.2) and  t ia i is fe r r ing  them to  Se iineider's  m edium

Results

Cultivation o f  amastigote-like forms

The lirsl aim o f  this study was to  m o n i to r  ptirasite 
growth and transform ation  in axenie culttires in o rder  to 
establish the best eondit ions for obtaining amastigote- 
like forms. Starting with a 100% prom astigo te  p o p u la 
tion and  using Sehneider 's medium, cultures were 
subjected to variations in pH , tem pera ture  and  concen
tration o f  I 'CS to obtain  the maximal rate o f  tran sfo r
mation for each Lcishiiiaiiiii specics. F o r  L. hraziliensis, ii 
high propor tion  (98% ) o f  amastigote-like forms were 
ob.scrved in ,3-day cultures supplemented with 20“ !i 
PCS, at pH 5.4 and  carried out at 34°C (Fig. la). 
L. antazonensis parasites had similar levels o f  dilTeren- 
tiation into amastigote-like forms (97%i) by the 7th to 
lOth days o f  culture in Schneider 's medium  with 5% 
FCS, pH  5.4, at 32°C (Fig. lb). F o r  L. chui;asi, 90%, of 
the promastigotes transform ed into amastigote-like 
forms after 13 days o f  axenic culture in Schneider’s 
with 20% Í-CS, pH 7.2 and  a t  35°C (Fig. Ic). Table  1 
summarizes the best culture condit ions for obta in ing  
amastigote-like forms for each Lcisliiiniiiiu species.

M orphology  under light and  electron microscopy

Optical microscopy o f  G icmsa-staincd anuistigoto-like 
forms o f  the three Lcishntania  species studied revealed 
oval or pyriforni cells lacking a free llagelkim. Dividing 
timastigoles with two nuclei and two kinctoplasts  could 
readily be ob.scrved in L. amazoncnsis, less frequently in 
L. hitiziliciisis and  even less frequently in L. cluigasi 
cultures (not shown). The non-motile, oval forms o f  
L. hruziHcnsis from the 3rd day o f  axenie culture also had 
an am astigote  m orphology  at the u lt rastru tura l level, e,g, 
a non-eniergent llagellum inside the llagellar pocket 
(Fig. 2).

Viability o f  axetiic aniastigotes

Axenic aniastigotes of all three Lci.sliniunia species were 
able to revert back to  proniastigotes when cultured u n 
der suitable eonditions. T he  p ro po r t ion  transform ing  
was high, as shown by the absence o r  low num bers  o f  
either amastigotes or dead cells in L. hrazilicii.sis (Fig. 3) 
and  L. imutzoncnsis cultures (less than  U)%>), and  in 
L. c/i(ii;a.si cultures (less than 30% , mostly due to the
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prcscncc oF dead cclls/ccil debris). In addition , l3ALB/c 
micc could be infectcd in the hind foo tpads  both with 
axcnic aniastigote-derived p rom astigo tes  o r  axenic 
amastigotcs, as L. hrcizHwnsis and  L. wm izoiicnsis could 
bo isolated 2 3 m o n ths  later from  skin lesions and  from 
drain ing lym ph nodes o f  infectcd micc. The development

Species T e m p e r 
a tu re

pH t-CS Days  o f  
cu l tu re

Percent
am ast igo tes

hi dzilicii.si.s 34“C 5.4 20"/;, 3 9X"/„
l l l l l i l Z I l l l C l l s i x 32“C 5.4 5 % 7

/.. cluif^dsi 35 '’C 7.2 20'!/„ 13 yo%

o f  lesions in BALB/c micc infccted with L. antazoncnsis 
axenic amastigotcs was similar to  th a t  observed in pro- 
mastigote-infected mice (Fig. 4). In fact, two o f  the three 
micc infectcd with axenic amastigotes developed lesions

Fig. 2a, I). Electron niitrrogiiiph o f  L. hra:ilicn.\is aniiisl igole-likc  
I'orms IVoin axenic cullures .  L. bm ziH cnsis p ron ias l igo les  were  
ciil livated in Se lineidcr's  m ed ium  with 2 0 %  o f  I CS,  p H  5,4 and  nl 
.14°C. A l te r  3 days,  puras iles  were  harvested  I'roni cu l tu res  and  
lixed with  g lu ta ra ldchyde.  N o te  the  non-em erge i i t  iliigelluni inside 
the llagellar pocket (a x34,<SOO) and  lipids d rop le ts  in c y top la sm  (b 
x 4 l , . ‘i 0 0 )

Days of culture

Fi)>. I .  In vit ro  g ro w th  o f  Lci.sliniaiiki am a s t igo te s  in axenic  
cu llures: a L . hrtizilicnxis. b /.. iiiiiii:iiiicnxi.s and  c /,. í Iuií îisí. 
Cu l tu res  were  in it ia ted  with 5x10''  p rom as l igo tes /n i l  an d  kept 
unde r  the  specilic c o n d i t io n s  described  in the  M ate r ia ls  and  
m e th o d s  section .  L d ifiit-cx  rep iesen t  the  n u m b e r  o f  parasit es  as 
ile te rmined by  co u n t in g  in a  h aen iocy tom ete r .  an d  Ih ii\  represent 
Ihe pe rcen tages  o f  a m asl igo te - l ike  Ibrms.  //i.vcf.v show  the typical 
oval-  o r  e ll ip t ica l-shape  axenic  am as t igo tes  o f  each  Lcisliiiiiiiiin 
species (OieniSLi.x4,SOO)

I'iibic I .  Axenic  cu l tu re  c o nd i t ions ,  in Schneider 's  mediiin i,  lor the 
l ians l 'o rm a lion  o f  Lfi.shim inid  p rom as t igo tes  in to  amastigole - l ike  
o rgan ism s

I ’i);. 3a-c . L. hraziHcnsis an ia sligotc - l ike  fo rm s  revert  to  p r o m 
ast igotes.  Axenic  am as t igo te s  o f  L. hraziHensis were  subjected  to 
su itab le  c ond i t ions  fo r  t ra n s fo rm a t io n  to  p ro m a s t ig o te s  and  
m on i to red  daily  by optica l m ic roscopy  a f te r  s ta ining,  a Axenic  
am ast igo tes  in Schneider’s w'ith 2 0 %  P C S  a l p H  5.4 a n d  .34°C; 
b .3-day cu l tu re  an d  c 4-day  cu l tu re  in Schneider 's  m e d iu m  with 
2 0 %  FC S a t p H  7.2 an d  22°C  (G iem sa .  x4 .S00)

Weeks after infection

Fig. 4. liifectivity o f  axenic  am ast igo tes .  G r o u p s  o f  three  BALU. c 
mice were  infected in hind  fo o tp ad s  with e ither  10 ' axenic  
am ast igo tes  {chiscd ciirlr.s) o r  10’ p rom as l igo tes  ia /n ’ii circU'.s) o f  
Ix’islinum iu Liiiiuzoiwitsis. L.esion sizes were  caieu la led  b \  suli tracl-  
ing  the  w id th s  o f  uninfected from  infected foo tpads .  Each curve 
co r re s p o n d s  to  d a t a  o b ta in ed  from  a n  indiv idual an im al .  D a ta  arc  
representa t ive  o f  tw o  exper iments
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sliglilly laigcr llian (liosc observed In mice inlcctcd with 
promasligotes (Tig. 4).

Stability o f  axcuie am astigotes  iii euiturc

I hc noii-motilc and  ovoid shaped forms o f  L. anuizoii- 
vnsis proliferated in eiiltiirc and  coukl be inoculated into 
fresh medium and expanded  at least twiee. After 3 days, 
110 p rom astigotes could be detected in L. hrazilieii.sis 
axen ic  cullures. However, Ihe p a r a s i t e s  demonstrated  
i iKi rphol og i ca l  s i g n s  o l ' cell  i n j u r y  and  started to die by 
Ihe 5th day o f  cult iue. By the 15th day  i>f culture, most 
of the L. cIuií;íisí axenic am astigotes  weic moipliologi- 
eally unhealthy (they had an irregular cytoplasm and a 
fraumented nucleus).

Recognition o f  Lci.shnnuiia proteins by antisei um

riie anti-/ . ,  aiuazoiiciisis seiLim recogni/.ed a 46 kD a 
protein in L. tiiiuizoiicii.sis amastigotes (axenic and 
lesion-derived), but not in prom astigo tes  (I'ig, 5). Al 
least three bands c o n e sp o n d in g  to |)roteins with 
apparent molecular weights larger than !S4 kD a were 
ob.served in axenic , but ni)t in lesion L. aiinizoiiriixis 
amastigotes. i-'aint bands between 28 and 32 kDa 
were revealed only in lesion-derived L. aniazoncnsis 
amastigotes, whereas a single band t)f a round  30 kD a 
appearetl in both  axenic amastigotes and p rom astig 
otes. A 65 k D a  protein was strongly recognized in 

hntziHcusis p rom asligo tes  and  very weakly in axenic 
amastigotes and  bands ol 113 and  117 kD a were pre
sent only in promastigotes .

Discussion

In Ihis report, the condit ions for the product ion  o f  large 
numbers o f  axenic am astigotes  of L. iunazonen.sis, 

hiiizilicii.si.s and  L. cliti);asi using Sclineider's medium 
are de.scribed. 'Ih e  m orphological anti u ltrastructural 
cliaractei islics o f  the axenic amastigotcs were vei y sim- 
ilar to those o f  lesion amastigotes  and their propagation 
\v;is neither time-consuming no r  technically demanding. 
The amastigote-l ikc forms wci'c viable and  expressed 
stage-specific antigens.

Some au th o rs  have accom|-)lished the serial cultiva
tion o f  Lei.sliiiniiiiii axenic amastigotes in cell-free 
medium with a complex composit ion , including a 
mixture o f  nucleotides and  vitamins (Pan 19X4). o r  with 
dillercnt protein  sources and  rabbit blootl lysate 
(Al-Bashir et al. 1992). The diversity o f  reagents in the 
prepared media may im pede the reprixlucibility o f  the 
results in dilferent laboratories. In fact, we have care
fully tested the R B L M  medium for axenic amastigotes, 
as (.lescribetl elsewhere (Al-Bashir et al. 1992), without 
success for any o f  the three Lcisliniania  species stuilied 
(data not shown).

Specilic requirements for tem perature .  pH and co n 
centration o f  I ’CS were observed for the three spccies 
o f  Li'ishnianiii studied, indicating that culture condi
tions for amasligote  differentiation in cell-free media is 
species dependent , F o r  example, a relatively low pH 
(5.4) in the medium was required for the t r an sfo rm a
tion o f  L. hvuzHicnsis and  L. uuwzoiieihsis, but not o f  
/,. chuiiusi. A t pH 5.4, the m axim um  rale o f  prom as- 
tigote transform ation  o f  this species was 26%  (4-day 
culture) and the cells died by the 6th day  o f  culture 
(data not shown). This was in contrast to 90"/o t rans
formation at pH 7.2 (13-day culture) under the same 
conditions. These specilic requirements dem ons tra te  
diflerenccs in pH and tem pera ture  sensitivities am ong  
Lcishnumia  species.

C u taneous  and  m ucocu taneous  leishmaniasis in 
South America are mainly caused by L. hraziUcnsis 
(Grimaldi et al. 1989). This species dilfers from others 
by the presence o f  small numbers o f  amastigotes in the 
lesions, hindering their isolation from tissue. Indeed, this 
very paucity o f  L. hraziUcnsis amastigotes in skin lesions 
prevented their purification in large enough num bers  to 
allow their comparison with axcnic culture-derived 
amastigotcs in the present study. Therelbre ,  obta in ing  
extracellular L. hniziUcnsis amastigotes forms would 
facilitate a num ber o f  biochemical and  immunological 
studies on this parasite. Eperon and M cM ah o n -P ra t t  
(1989) have previously reported  the t ransfo rm at ion  o f  
L. hrazilicnsis p rom asligotes to  amastigotcs in Schneid
er's m edium at 2H°C, w ithout indicating the culture pH. 
In their study, an acclimatization period and  a  slow 
increase in tem pera ture  was necessary. Balanco and 
co llabora tors  (1998) have also ob tained L. hniziUcnsis 
amastigotes in axenic cultures using a dilferent m edium 
(UM-54) at 34"C and  pH 6.3. With the 2°C increments 
in tem perature .  I week was required to ob ta in  95%  o f  
amastigote-like forms in culture. As described herein, 
a rapid and high propor tion  (98% ) o f  dilferentiation o f

hiiizilicnsis p rom asligotes into amastigote-like forms 
was ob.served. w ithout changes in pH or tem perature  
during  cultivation.

The culture condit ions to obtain  axcnic amastigotes 
o f  /.. aniazoncnsis described here are an adap ta t ion  o f  
those reported by H odgkinson  and co llabora tors  (1996). 
In o rder to obta in  stable amastigote-like popula tions , 
these au th o rs  increased the tem pera ture  by 2°C inter
vals, followed by decreases o f  0.5 pH units dow n to 
pH 5.0 and then o f  0.2 pH units until pH 4.6 was 
reached. In the study described here, L. aniazoncnsis 
dilferentiation was gradual and  took at least 7 days to 
reach maximal levels at pH 5.4, w ithout any changes in 
culture conditions.

In order to obtain  L. chagasi am asligote  forms, the 
cultivation o f  prom astigotes  at 37°C an d /o r  at an acidic 
pH was first tested. N one o f  these conditions led to 
parasite transform ation  o r  growth. It was necessary 
to decrease the tem pera ture  to 35°C and increase the pH 
to 7.2 in o rder  to stimulate difl 'erentialion which took at 
least 13 days to reach maximal levels. Dividing amasti-
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uotc-likc luniis  were easily observed ¡n A. Itriizilieiisis 
anil /-. iiiinizoiiciisis. but very inlreqiienlly in L. cIkiííusí 
uNenic ciillurcs. This fact, taken togethei'  with the rela
tively long lime (13 days) needed for L. clni^asi pro- 
inastigole cliU'erciiliation, witli a lower proportion  
(maximal o f  90% ) o fa x e n ic  am astigotes  in comparison 
with L. íiDiíizoncnsis (97% ) and /,. hitiziliciisis (98%) 
axenic am astigote  eultin  cs, and  the presence o f  more cell 
debris in amastigote-derived p rom astigo te  eiiltures, may 
intlicale tha t A. cluiiitisi k  idoic  faslidiotis llian the otlicj- 
two ¡A'isliiiuinia species in terms o f  its requirements for 
in viiH) stage transform ation .

I he good condit ion  ol' the axenic ctiiture-derived 
amastigotes was evaluated by four dill'creiU criteria. 
iMrst. all three l.eishnuiuia  species amastigotes had 
a regular, sm ooth  m orphological appearance. Second, 
I., anuizdnaisis  am astigo tes  could be subcultured, lead
ing to a progi'cssive increase in tlie homogeneity  ol the 
amastigote-like popula t ion ,  with the absence o f  prom- 
asligoics. T h ird ,  the axenic amastigotes o f  all three 
species weie able to  revert btick to promastigotes. 
I 'oiirth. L, hnizilii'iisis and  L. w tuizoiicnsis ttxenic 
amastigotes  kept their viability :md infectivity to mice by 
the time (.3 and  10 days, respectively) o f  the maximal 
ratio o f  t ransfo rm at ion  in culture, without signs o f  cel
lular death.

Despite their hom ogeneous  m oiphology , L. amuztm- 
cnsis axenic am astigo tes  displayed a Western blot profile 
in term ediate  between prom astigotes  and  intracellular 
amastigotes. A protein o f  46 kD a from L. tiniazoiiciisis, 
recogni/.ed by serum from infected B ALli/c  mice, was 
present only in the axenic and  lesion amastigotes. 'I’his 
protein may co rrespond  to a 46 kD a protein that was 
tletected in Lcislviuiniu infwHwn  axenic amastigotes 
using sera from hum an  beings and  dogs with visceral 
leishmaniasis (C'ibrelus 1999). to  a 4.“) kD a band which 
was recognized in L, (foiiaraiii using a m onoclonal a n 
tibody specific to the A-2 multi-gcne I'amily o f  prt)leins. 
expressed only in am astigotes  (Saar el al. 199X) an d /o r  
lo a 45 kD a p io te in  o f  /,. pijinw i detected with a 
m onoclonal an t ib od y  in both  axenic and intracel
lular am astigolcs  by Pan and  co llabora tors  (199.3). 
/.. íinnizíincnsix proteins with ap paren t  molecular 
weights o f  2.3 and  30 kD a were recogni/.ed in both a.\e- 
nic prom astigo tes  and  tixenic amastigotes, a fact that 
may be explained by (he presence in am astigote  axenic 
cultures o f  in term ediate  forms expressing some proteins 
o f  the prom astigo te  stage. In this study, proteins ariumd 
3(1 kD a were recognized by antiserum in all three m o r
phological forms. C olm enares  and co llabora tors  (2001) 
have identified a L. pifiiiuii 31 kD a protein, recognized 
hy an amastigote-spceilic  m onoclonal antibody, as a 
cystein proteinase associiited with glycolipids. Tiither the 
30 kD a seen in axenic amastigotes o r  the 32 kD a protein 
seen in lesion-derived amastigotes could be that cystein 
proteinase.

The different m eth od s  applied for the ch;iractei ization 
o f  l.visluuaniii molecules, .sueli as Weslcrn blot and 
raili i)imnumoprecipitation using m onoclonal antibodies

Mk. 5. Rcactivily  ol /,. niiuizdiu’ii.sis iind I.. bntziHcnxis  an t igens  
with polyclonal an t ibodies.  Lysates o f  p rom as t igo te s  ( / ’). axenic  
ania.Ntigole.s (.1,1) a n d  anias l igoles  from  It'sion.s ( / I L)  were  analysed  
hy W estern  liiot us ing sc ia  I'loni /,<7.v/»;;i(/i/fi-int'eetcd B.M,.H/e niiee. 
Ti le  posit ions  o f  n io leeu lar  weiglit (A/ H' )  s t an d a rd s  a re  indicated 
o n  the lelt. .^Imom.v iiulieate the  high expres.sion o f a  4(i k D a  pro te in  
in /,. KiiKizdiii'ti.si.s am ast igo tes  a n d  the  unde r  express ion  o f  a 

kl^a p io te in  in hriiziHi'usis axenie aniastig(»tes

(H odgkinson  ct al. 1996; Pan and  M eM ah o n -P ia t t  
I98H), surface rad ioiodination  (Balanco ct al. 1997) or 
Western blot rising polyclonal anti-L. annizonciisis sera 
(this lepo i t)  may accoun! for the distinct g roup  o f  
molecules dem onstra ted  in different studies.

Only L. Iiniziliensis axenic amastigotes and  p ro m 
astigotes were com pared  in terms o f  recognition patterns 
by spccilic antibodies (Pig. 5b) due to the difiiculties in 
obta in ing  iutraccllular amastigotes from  the pad lesions 
o f  infected hamsters. A protein o f  65 kD a,  which was 
recognized by specific antibodies m ore intensely in 
promastigotes , could indeed be the gp65, and  its dow n- 
regrilation in axenic amastigotes shown here is consistent 
with previously reported da ta  (Kweider et al. 1989). A 
reduction in intensity o f a  117 k D a  protein in p rom as- 
tigote-derived amastigotes is also consistent with its 
dow'ti-regulalion at this stage.

Axenic amastigotes may be useful for the study o f  
molecules selectively expre.ssed by them and by in tra
cellular amastigotes. The availability o f  a pure  anias- 
tigote p repara tion  from different Lcishiminhi species 
w'ould also facilitate studies aimed at identifying the 
l-A’isltnninui molecules involved in the m odula tion  o f  
chronic infection an d /o r  o f  potential im m unothera-  
jieutic o r  in imunoprophyla t ie  value, as p rom astigotes  
entei' into contac t with the host only for very short 
periods.

AckiiOHlcdgmienls Ih is  work  was su p p o r ted  by the  Brazilian 
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4.2 ARTIGO II: Sub-clinical infection as an effective protocol for obtaining anti- 

Leislimuiiia chagusi  amastigote antibodies of different animal species.

JUSTIFICATIVA E OB./ET1VOS DO ESTUDO;

Estudos .sobre a resposta imune humoral a antigenos estágio-espccífíeos de 

Lei.sliiiiuiiia, atravcs de Western biot, têm demonstrado um perfil antigénico diferente entre 

as formas amastigotas e promastigotas (SAAR, 1998; CIBRELUS, 1999). A imunização de 

animais p ara o btenção de a líos t itulos de anticoipos policlonais ou para a produção de 

hibridomas secretores de anticorpos monoclonais reativos com foniias amastigotas, são de 

glande utilidade em diversos estudos. Esses anticorpos podem, por exemplo, ser utilizados 

para a identificação de amastigotas em lesões ou de antigenos parasitários secretados no 

sangue e/ou urina, para protocolos de purificação de proteínas de Leishmania  por 

imunoprecipitação ou imunocromatografia ou para estudos de classificação taxonómica.

Neste trabalho de tese, visamos desenvolver um bom método para obtenção de 

anticorpos anti-amasligotas de Leishniaiüa  que pudessem ser utilizados na detecção de 

antigenos de uma biblioteca de cDNA de L. i nfanluiii/cliagasi e/ou em protocolos de 

purificação de proteínas por imunoafinidade. O cão foi escolhido por ser o principal 

reservatório doméstico da L. infuntiim/chagasi e, portanto, um dos alvos de métodos para 

imunodiagnóstico da LV canina ou de ensaios de vacinação como medidas de controle da 

leishmaniose. Soros desses animais poderiam reconhecer antigenos potencialmente 

indutores de resposta imune protetora contra a infecção. O coelho foi utilizado 

principalmente por ser um animal reíVatário à infecção e produzir altos títulos de anticoipos 

(RASSAM, 1984) os quais poderiam ser úteis cm diversos ensaios de triagem de antigenos 

em bibliotecas gênicas e na identificação ou purificação dos produtos de expressão dos 

clones recombinantes.

Este artigo contempla, ainda, a padronização dos protocolos de imunização de 

camundongos para a produção de hibridomas, e a caracterização de anticorpos monoclonais 

ímú-Leishiiiania  produzidos, que foram paite das teses de mestrado de Cláudia V. D. dos 

Santos (SANTOS, 2001) e Manoel L. Penha Filho (PENHA-FILHO, 2003).



Os cães imunizados por via subcutânea com lisado de proniastigotas de L. infuiitiim 

produziram baixa atividade de anticorpos específicos em um ELISA. O teimo “atividade” 

de anticorpo é utilizado nesta lese e não “concentração” ou “quantidade” de anticorpo 

porque o que se mediu no ELISA foi exatamente a atividade de anticoipo (anti-antígeno), 

que depende tanto da concentração quanto da afmidade do anticoipo.

A subseqüente inoculação dos animais coin promastigotas vivos induziu uma 

elevação significativa da atividade de anticoipos anti-Lcishniania, os quais reagiram com 

ambas formas evolutivas do parasito, porém mais intensamente com os amasligotas do que 

com os promastigotas.

A imunização de coelhos por via subcutânea com lisado de amastigotas levou à 

l>iodução preferencial de anticorpos contra esse estágio parasitário. Por outro lado, a 

injeção de promastigotas nos coelhos por via endovenosa estimulou a produção de 

anticoipos contra as duas formas evolutivas, mas, como obsei'vado em cães, com maior 

reatividade contra antigenos da forma amastigota.

A imunização de camundongos com lisado de Lei.shniania induziu a produção de 

anticorpos específicos para a fomia evolutiva utilizada no preparado imunogcnico, 

enquanto que soros de camundongos infectados reagiram com ambos estágios parasitários. 

Esplenócitos de camundongos imunizados com lisado de amastigota, ou infectados com 

promastigotas, foram utilizados com sucesso na produção de hibridomas produtores de 

anticorpos monoclonais contra a forma amastigota.

Comparando-se os resultados obtidos com as três espécies de animais, conclui-se 

que a imunização através da infecção com promastigotas vivos é mais eficiente na indução 

da produção de anticorpos contra ambos os estágios de vida da Leislimunia. Além disso, 

este protocolo de imunização não induz doença aparente nos animais e elimina a 

necessidade de procedimentos laboriosos de purificação de amastigotas de tecidos 

infectados para preparo dos lisados imunogènicos.
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Ahstnicl

This woi k aims ;il itlentifying ;in cfTcctivc protocol to rnisL' im ú-L ci.s liin iiiiiii rliiis^a.si iimiisligote antibotlics in ilitícrciil Miiiiiial 
spccÍL-s. Protocols of iiiimuniziitlon by siibcuUnicous injections ol’ L. liiiii^ti.si proiii;istigotc und aniastigotc lysalcs or by either 
intravenous or subcutaneous inoculation of live nietacyclic proniastigotes were assessed in mice, rabbits, and dogs. The 
ininiuni/.ation with live proniastigotes proiluced a strong humoral immune response against L . c h a g a s i  amastigotes in all three 
animal species. The sera tVoin animals iinmuni/.ed with the promastigote lysate did not rcact with amastigotes and, conversely, 
the sera from niicc inniiunized with the amastigote lysate did not react with proniastigotes. Taken all data together, the 
immunization through infection with nietacyclic proniastigotes was considered the most satisfactory way to immunize animals 
lor obtaining anti-amastigote and anti-promastigolc antibotlics, since it did not only allowed the obtcntion of antibody against 
the two forms of the parasite, hut it is also cheap, less laborious than carrying out the purification of amastigotes from infected 
tissues and avoid the use of a large number ol ham.sters for obtcntion the amastigotes, nece.ssary to produce the immunogenic 
lysates. Furlhermore, this immunization protocol was comparable tt) the amastigote lysate immunization protocol for the 
obtaining of mouse monoclonal antibodies (mAbs).
( 2004 filsevicr B.V. All rights reserved.

Ki'yworils: Ininiiinc response; Leishm uniu  i7í(i,!;íív/-anuiMÍ¡:()lcs; Aiuibiicllcs iniMHiclonal; Ininiiiniihislology

Ahhri'viiifio/i.\: AVI,. American visceral Icislinianiasis; IfA. 
nKitinplL'lc' I 'rcuntl 's adjuvant; luAb.s, nioiUK lonal anliboclics 

('oirespciricling aiilliiir. Tel.: +.‘i.S-71-24.“iS602/44; 
lax: 71-24.^X917.
i.-iiuiil ihhliv.s.s: ncu/.aC'''nlb;i.hr (N.M. Alcántara-Ncves).

I. Introduction

Aniericati vi.scetal leishinaniasi.s (AVL), a chronic 
paiasitic di.sea.se caused by Leishm ania chcii^asi in the

01(0-2427/$ -  see IroiU inallLM c 2004 Elsevier ti.V. All rights resurveci. 
dni: 10. IOU)/J.vclinini.2004.01.01.1
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New World, constitutes a sciioiis public health pro
blem in Brazil, It is characteri/.ed by intense macro
phage parasitism by the Lcislunaiuu  aniastigote I'onii, 
which is responsible for the pathogenesis o f  the dis
ease (Chakrabarty el al., 1996; Liicena et al,. 1996; 
A lexander et al., 1999). Many imnuniopaiasitologieal 
studies on this disea.se require ínnú-Leishinania  anti
bodies, which are generally produced through the 
immuni/.ation o f  anim als with proinastigote lysates. 
The proniastigote, which is the vector stage o f  the 
parasite, is easily obtained irom liquid cultures (Hen
dricks et al.. 1978; JalTe et al., 1984a, b). Mowevcr, it 
dilTers antigenically I'rom the aniastigote (Sadick and 
Rail , 1985; Brandonisio et al., 2000; Teixeira et al., 
2002), the stage that is present in the mammal host 
from a few hours a lter  the beginning till the end ol' the 
infection.

A nimal im m u n i /a l io n  protocols leading to the 
production o f  high levels o f  polyclonal anti-amasti- 
gote antibodies  o r  to activated Lci.\hnunii(i-spcc'ti\c B 
cells for hy b r id om a  and monoclonal antibody pro
duction  are highly desirable . These antibodies can be 
of  use for parasite  de tec tion  in clinical specimens, for 
antigen purification procedures by im m unoprecip ita-  
tion or iiTimimochroinatography and for the devel- 
opine;it o f  m ore specilic and non-invasive 
inm unuid iagnost ic  techniques such as detection o f  
parasite an tigens in p a tien t’s sera ( Ismail et al., 1997; 
Hassan et al., 1998; Mansoin ' et al., 1998; Garcia  
ct al., 2002). Several protocols for the imminiization 
o f  mice with different types o f  antigens have been 
described, a im ing  at obta in ing  auú-Lci.\hniaiiia  
m onoclonal antibodies  (m Abs) (.laffe el al., 1984a, 
b; AntlK)iiy ct al., 1985; Magill el al., 1993; Dabes 
Ciuimarães el al,, 1996; Afrin and Ali, 1998). H ow 
ever, no co m par ison  am ong  these different protocols 
is available.

In this work, |)rolocols for the immuni/.ation o f  
mice, rabbits, and dogs  were tested for their possible 
e licitation o f  a strong humoral response against L.

am asligo les .  D ifferences in the intensities o f  
an tibody product ion  against proniastigote  o r  amas- 
tigole forms o f  L. cliai;a.':i, follow'ing either im m u
ni/.ation with killed parasites or the infection o f  
anim als were found. Spleen cells from the im m u
nized mice could  be used for the production o f  
hybridom as secre ting  anti-am astigole  monoclonal 
antibodies.

2. Materials and methods

2, /, Parasites a n d  parasite lysates

L. chagasi (M H O M /B R 2000 /M eiiva ldo2  strain) 
metacyclic  p rom astigoles  were ob tained by cult iva
tion o f  p rom astigoles  in S ch n e id e r ’s m edium 
(S chne ider’s insect m edium . S igm a Chem ical Co., 
Si. Louis, Missouri, USA) until the s ta tionary phase, 
at 23 ' C, L. c liagasi am astigo tes  were obta ined from 
the spleens o f  hamsters infected with I x lO'  ̂ L. 
fh a g a s i  metacyclic  p iom ast igo tes  and purihed by 
centrifugation on a Percoll .solution gradient (Chang, 
1980; Taylor and Williams, 1992), Leisliinaiiia  aiiia- 
zoiieiisis and Lcisiunauia  hraziliensis  amastigotes 
were obtained by in vitro axenization  o f  p rom atigotes  
(Teixeira el al., 2(X)2), Lysates o f  both prom astigote  
and aniastigote forms were obta ined by sonication 
(live cycles o f  30 s with intermediate  cooling cycles 
o f  I mill at 80% output; Branson sonilier 450  W, 
Branson Instruments, Danbury, CT), The lysates 
were assayed for protein contents  by m eans o f  a 
reaction with fluoreseamine and kept cryopreserved 
at -  70 C till use. The p iom ast igo tes  derived  from 
amastigotes obta ined from ham ster sp leens cultures 
were not subjected to m ore  than 10 in vitro culture 
passages,

2.2. liniininizutions

Groups o f  4 to 10 BALF3/c mice were im munized by 
means o f  the following protocols; (a) three biweekly 
subcutaneous injections o f  aniastigote lysates contain
ing 200 pg o f  protein emulsified in incomplete Freud’s 
adjuvant (IFA); (b) three biweekly subcutaneous 
inoculations o f  metacyclic promastigote lysates con
taining 200 pg o f  protein emulsilied in IFA; (c) infec
tion by weekly intravenous injection with 5 x  10^ live 
L. cha^asi metacyclic piomastigotes. for seven con
secutive weeks,

A group o f  four rabbits was immunized by means of 
the following protocol: (a) four biweekly injections by 
the subcutaneous route o f  I x  10'* amastigote lysate 
emulsilied in IFA or  (b) five biweekly intravenous 
injections o f  I x  10** live L. cliagasi metacyclic pro- 
mastigotes.

Four dogs were initially immunized with two 
biweekly injections by the subcutaneous route, of



A.M .  h n k ' s  (7 al. /  Vc lcriiuiry /niifiniioloí^y diu l hu iuuuo fHilhii ln^y {2004)  /.•?.*> ¡41

promasligolc lysalc (I x  10*̂  paiusilcs/animal) einul- 
silied in Ih'A. Four weeks later, the same animals were 
irifeclcd by one subcutaneous injection ol' I x  10^ live

dntfia.si metacyclic promastigotes. Conliol gioiips 
ol three dogs, three rabits and live mice were injected 
only with saline at the same intervals.

The elTectiveness o f  the imtnuiii/.ation was tested 
by indii cct EI -ISA as described below. Mice sera were 
tested, at the 8 day after the last lx)0stcr and the best 
responders were selected lor spleen cell-m yelom a cell 
I’usion. Rabbit sera were tested 14 days alter last 
booster. The elTectiveness o f  dog immiini/^ation with 
promastigote lysate was measureil 14 days alter the 
antigen booster and at I I months a lter  the inoculation 
o f  live promasligotes.

C lin ica l fo llow  up o f  in fcc lcd  tiuiinals

Altei'  immuni/.a t ion with live metacyclic  p rom as
tigote inice rem ained  with sub-clinical infection 
foi at leasi 2 months when the last cell fusion was 
carried out. No clinical signs o f  visceral le ishm an ia
sis. SLich as loss o f  weight, cachexia ,  alopecia ,  ony- 
cogrypliosis  o r  any o ther  disease signs were observed 
during  the experim en t  period in mice, rabbits or 
dogs.

2.4. hu lirccl ELISA

Sera o f  all groups o f  animals were assayed by 
indirect IÍLISA, ibr the presence o f  antibodies against 
L. chdgtisi amastigotes and |)romastigotes, as pre- 
viouly described (Paranhos-Silva et al., 1998). Brielly, 
microtiter plates wells (Corning Laboratory Science 
C'o., NY, USA) were coated by incubation with 2 pg of

clicii^d.si amastigote  or promastigote lysates in 
l()()|.il o f  0.1 M carbonate buffer, pH 9.6, followed 
by successive incubations with: (a) blocking .solution 
consisting o f  10% sk im m ed milk; (b) four dilutions of 
each test .sera in phosphate buffered saline, pH 7.4 
(i’BS) contain ing .“1% skinnned milk (W:V); (c) per- 
oxidase-conjtigated (Sigma Chemicals, St. Louis, 
USA) anlibt)dies against mouse, rabbit or dog IgG 
and (tl) the chrom ogenic  substance i)-phenyleneclia- 
mine (Signui Chemical Co., St. Louis, Missotn i, USA) 
and the substrate hydrogen peroxide. The reaction was 
read using a micro titer reader at 450  nm filter (Dyna- 
tech Laboratories, Alexandria, VA, USA). Positive

and negative controls included in the plates were 
respectively, sera from L. chagusi experimentally 
infected or non infected mice, rabbits, and dogs.

2.5. H yhridom a production an d  cliuraclcrizalion o f  
m onoclonal aniihodie.s

The best responders mice o f  groups immuni/.ed 
with amastigote  lysate anti infected with alive pro
mastigotes were selected for ce llu lar  fusion. Three 
days after an intravenous booster with 200 pg o f  
amastigote  lysate, the anim als were sacrificed and 
their spleen cells subm it ted  to fusion with SP2-0 
m ielom a cells, accord ing  to Jaffe et al. (1984a, b). 
ri ie hybridom as obta ined were screened for the 
production o í  iinú Lcishnuinia  antibodies , by testing 
the supernatants reactivity against L. chugasi am a s
tigote antigens by ELISA. T heir  inimm unogobulin  
sub-classes were determ ined by a capture BLLSA 
using a com m ercially  available kit (Pharmingen, 
Los Angeles, CA, USA), and their reactivities to 
L cishm ania  species and stages were determ ined by 
indirect E LISA  as staled above, and by Western-blot, 
using as antigens am astigote  and prom astigote  
lysates o f  L. cliaga.si, L. uw azonensis, and L. hrazi- 
Ucnsis and prom astigote  lysate o f  Lci.slunania major. 
For the Western blots, 10*̂  prom astigote  and 7 x  lO'  ̂
amastigote forms were resuspended in 100 pi o f  
SD S-sam ple buffer and boiled for 3 min (denatured) 
or not boiled (non-denatured) .  A fter  microcentrifu- 
gation, the supernatants were loaded to 10% SDS- 
PAGE gels and subjected to W estern-blot using the 
same reagents used for the indirect ELISA detailed 
above.

The capacity o f  the inAbs to recognize L. chagasi 
amastigotes in paralTm-embedded tissue was investi
gated by testing undiluted supernatants on L. chagasi- 
infected hamster liver sections, previously (ixed with 
formaldehyde, embedded with paraffin, deparafli- 
na/ed , and developed with the use o f  an anti-mouse 
immunoglobulin-peroxida.se conjugate (Dako, Car- 
pinteria, CA, USA), and a precipitating chrom ogenic 
substrate solution containing 3,3 '-diamino benzidine 
(S igma Chemical Co., St. Louis, USA) and hydrogen 
peroxide (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), 
according to Livni et al. (1983). Sections incubated 
with normal mouse .serum diluted 1:200 in saline were 
used as negative controls.
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Reverse of dilution (x10^)

I . Antilioilics in the sciii (rom mico imtmnii/cil with lliicc cliUcrenl jinilocols. ilctcclcd L>y intlirecl ELISA, againsl L. clia^iisi aniiislig(ilc 
(A, C, ;ind C) iiiiil pniniasligotc (B. D. uml I') antisjcns. Tlic ii ikc  were iinmuni/.e<l with aniustigiite lysale (A ami B). proniastiyote lysate (C 
aiul D) or weie  inleeled with live iiietucyclic proiiiasliiioti-s (C and I'), as described in Section 2. Each line represents data obtained from the 
seriiin ol an individtral nionsc, and graphs  depict data lioni 4 to II) animals.

3. Results

Sera IVom mice imiiuiiii/.cd with pioinustijiote 
ly.salc l e a d e d  only willi proniasligote aiiligcii.s. and 
.sera IVoin miec iiiiiiumi/.ed with ama.stigole ly.sate 
I'caelcd only wllh amastigole anligen.s in an ELISA. 
On ihe olhei hand, the ,sera oi' animals inl'eetcd with 
live melacyclic pi'oinastigotes reacted with hoth para
site stages (F’ig. I ). S imilar results were obtained with 
the rabbit (Fig. 2) and dog immunizations (Fig. 3). 
Seia Irom the negative control animals reacted only at 
back-gronnd levels (O D  less than 0.1) with the tested 
Ix'ishiiKiiiici antigens (not shown).

The fusion o f  splenocytes from mice immiini/.ed 
with Ihe amastigote  lysate with mielom a cells gener
ated three hybrid clones producing anti-L. chaytisi 
amastigote IgGI antibodies; Ihe fusion carried out 
with splenocytes from mice infected with live meta- 
cyclic promastigotes generated seven clones, six pro
ducing igG2a, and one IgM niAbs (data not shown).

Four o f  those mAbs were tested by ELISA against 
four Leislinidiiia species.  The IgG2a mAbs reacted 
only with L. (hai;(isi amastigotes, while the IgM 
mAh reacted with L. cliagasi. L. hiazilicnsis. and L.

l‘ig. 2. Antibodies in the .scia from rabbits innmini/.ed with two 
tiilTcrciil protocols, dclcctoci by indlrccl ELISA, aguinsl L. rlmi^asi 
iimastijunc (A and C) and promastigolc (B and D) aiuigens. The 
rabhils were inimuni/ed  with amasligoic lysalc (A and ii) or 
ini'eclcd with hvc n)clacyclic proniasti^ioies (C and D), as dcscribcd 
in Section 2. Liach line represents data obtained froin ihe serum ol' 
an individual rabbit, and jiraphs depict data IVoni lour animals.
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Reverse of dilution (x10^)

l 3. A iu ih o t lic s  in ihc sera Iroin  il o^s  in in iu n i / c d  willi iwo 
diHcicii i  p i o l o m l s .  dclcclcd by ind iivcl l i l . IS A .  a^iainsl /.. (luii^nxi 
;iinasli<2()lc (A and  ( ' )  a n d  pro ii ia s li ^o lc  (ii  ;ind 0 )  nnli^icMs. D oüs  
wl' ic in n n i in i /c t i  willi  [uonuis ligolc  lysa lc  (A and H)<m in n u u n i /c d  
u i i h  pnimas lij itUc lysa lc  and  inl 'cclcd wilh  l i w  tnc lacyclic 
proniasli^iolcs (C  anil D). us dcsc r ih cd  in Scclit>n 2. li ach litic 
rep resen ts  da la  oblaiiK'tl Irtini (he se ru m  ol an indiv idual dog . and 

graphs  clepiel ilala Ir om  lo u r  an im als .

aiiw zoneiisis  am;isligotes und piomastigtiles wilh L. 
m ajor  proinasligolfs (Fig. 4A I and A2).

Tlic seven mAb.s ooblained from mice inl'ected with 
live nietacyclic pfotiiastigoles, were used in a Wes- 
tcm blol I'or de tennination  o f  the appaient iiioleculaf 
weights o f  the lecogiii/.ed L. chd^asi ainasligote anti
gens. The six lgG 2a iiiAbs tecogni/.ed Iwd non-dena- 
tured L. clidtid.Ki atiiastigole pioteins, with and 
()S kDa. The IgM inAb reacted wilh a denutuied 
and non-denatiired 60 kDa protein (I'ig. 4B I and B2).

One (iT the lgG2A iiiAbs siiccessFully stainned L.
i hd^dsi amastigotes in paralTm-embedded L. chcii^asi- 
iiil'ecled hatiisler liver sections lixed with rormalde- 
hyde (h'ig. 4C).

4 . D i.sc'ussion

riie im im ini/a lion  ol’mice with Lcisliiiiania lysates 
elicited the production ol' stage-specilic antibodies, 
i.e.. sera from mice iinmuni/.ed with protnasligote 
lysate did not react with amastigote antigens, and sera

I'roni mice im tnuni/ed  with amastigote lysate did not 
react wilh promastigote antigetis, putting in evidence 
the antigenic dilTerences between the two leishmanial 
loriiis. On the other hand, the .sera of animals inimu- 
tii/.ed wilh live melacyclic promastigotes reacted with 
both parasite stages.

The protocols o f  mouse immunization with amas- 
(igote lysate and o f  m ouse  infection wilh live metu- 
cyclic proniastigotes were elTective in terms of 
allowing the produclion o f  anti-aniasligote anti- 
body-secieting mou.se hybridomas.

Fioin the three immunizalion ptolocols tested in 
this work, two, the immunization with amastigote 
lysate and the infection wilh live promastigotes were 
indeed capable o fevok ing  a sltong response against L. 
cliai^dsl. The infection with live melacyclic promas- 
ligoles, is o f  easy execution, since it jus t requests the 
cultivation o f  promastigote forms of the parasite, 
which is readily performed and reproducible, while 
the immunizalion piolocol using amastigote antigens 
demands the inleclion and culling o f  several infected 
hamsters for obtaining the parasite, procedures lhat are 
not ethically jusliliable if they can be avoided. In 
addition, the techniques for obtaining purifted amas- 
tigoles from infected animal tissues are highly labor
ious, lime consuming, dependent on technical skill 
and subjected to vaiiations in terms o f  degtee of 
contamination by the hosl tissue debris.

A disadvantage, in terms o f  ethical considerations, 
o f  infeeling mice, dogs or rabbits wilh L. cluii<a.\i 
promastigotes for immunization purpose, could be 
considered. However, micc and dogs are relalively 
lesislaiit to experimental L. cliaiíasi infection, despite 
the detection o f  amastigotes in their internal organs 
(Oliveira el al., 1993; Streit el al., 2001) and rabbits 
seem to be completely refractory to the ¡nfection 
(Rassam el al., 1984). In fact, all infected animals in 
the experiment described herein had no clinical signs 
o f  the disease throughout the experimental period.

In view o f  Ihe seveial advantages stated above, the 
animal immunizations wilh live melacyclic proma.sli- 
gotes o f  L. clidí^usi pre.senled in this w'ork was con
sidered the most practical way for obtaining a strong 
humoral answ'er against amastigotes fornis o f  this 
parasite, wilh high sera levels o f  anti-amasligole anti
bodies in the three tested animal species. The immu
nization with live promastigote and amastigote lysates 
were comparable in terms o f  allow'ing the obtaining o f
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I'¡í;. 4. CluMiiclcrizaliíin ni' the iiblaineci iiioiuiclonul amibodics. Tour dilierciil nioni'cloiial antibodies were tested against aniaMiyote (A) and 
proniastigoto ( B ) lysates, ordilTerent Uúsliiiiiiiiia  s|x-cies. In an Indliccl ELISA. Symbdls  in A, B. C. and D correspond to results obtained with 
three l¡;G2a niAbs. and to results obtained with an IgM mAh. In E. with a I j ’i.slmianiu chufiiisi Inlecled mouse serum dilution and In !' with a 
iion-lnrectcd ntoirse serum dilution. ( 9 ) .  /.. (7/(f,i;<(.v/ lysate; (A). I-  hrii:ilicii.\i.\ lysale; (x ) .  I.. aiiui:iiiw ii.\i.\ lysale; ( - ) .  I., intijnr lysale. The 
antigens recognized by seven niAbs (lanes a -g )  were  ideiitllied by Western blots, using non-denatured (C) and denatured (D) L  ¡litiiiux i 
aiiiastigote lysates. Lane I) eorre.spond to a saline control; lane I to a L  t iuiitaxi Inl'ected mouse .scrum dilution and lane j to an Irrelcvani niAb. 
I'he positions o f  molecular weight markers are shown in the right of  the ligurcs. Amasligotes were delected In a L. chii^axi inlceted-hanister 
liver section by Int tnunohistochcmistry using an lgG2a mAh as the first antllnxly. as detailed in Section 2 (E). Note the absence o f  stained 
structures In a .section incubated with a normal mouse serum dilution instead ol the niAb (P).

aiili-aiiuisligt)le mAb-prodiicing hybridoma. Fiirlher- 
inore. both inimuni/.atioii geiieiated antibody iKseful 
lor iniinunohistochemica! a.ssay.s. Although not ,shown 
in Ihi.s paper, the immunizalioii with live pronia.sllgote 
induced a po.sitive in vitro lyniphoproliferalive re.sponse 
lo L. chiifiasi. which could be used a.s a po.sitive control 
res|-H)iise on pha.se I vaccine efliciency studies (Teixeira 
el al., unpublished data).

satisfaclory way to iinniunize animals lor obtaining 
anii-aniasligote antibodies. This immunization proto
col was al.so comparable to the amastigote lysale 
immunization protocol for the obtaining o f  mou.se 
monoclonal antibodies.
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4.3 ARTIGO III; A strategy for identifying serodiagnostically relevant antigens ol' 

Leishmatiia or other pathogens in genetic Ubraries.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO;

O diagnóstico clinico da leishmaniose visceral é complicado devido às semelhanças 

com outras doenças causadoras de esplenomegalia febril. Alem disso, a confirmação da 

suspeita clinica através do isolamento do parasito em aspirados de medula óssea, baço e 

linfonodos é dificultada pela baixa sensibilidade dos métodos utilizados e da necessidade de 

procedimentos invasivos. Desta fomia, na maioria das vezes, o diagnóstico da leishmaniose 

visceral baseia-se exclusivamente nos achados clínicos e na detecção de anticorpos anti- 

Leishniania circulantes. Entretanto, os métodos tradicionais que utilizam lisados 

parasitários como fonte de antígenos podem apresentar reatividade cixizada, principalmente 

com outras espécies de parasitos da família 'Fryi^anosomatidae (KAR, 1995), tomando 

relevante a obtenção de antígenos específicos para uso no sorodiagnóstico da LV.

Estudos da resposta imune humoral contra antígenos de Leishmania utilizando 

Western blot têm demonstrado um perfil de reconhecimento bastante variável tanto por 

soros humanos (MARY, 1992) quanto por soros de cães (ROLLAND, 1994; AISA, 1998). 

De fato, soros de cães de área endêmica, com diagnóstico parasitológico confinnado, foram 

capazes de reconhecer de três até 33 frações polipeptídicas de antígenos de L. infaniiim, 

com pesos moleculares variando entre 12 e 85 kDa (AISA, 1998). A variabilidade da 

resposta humoral, mesmo em  animais da mesma espécie, pode ser devido a diferenças 

genéticas entre indivíduos, à história de infecções/patologias prévias (que poderiam 

modular a resposta imune subseqüente à infecção por Leishmania) ou à maneira estocástica 

que o linfócito encontra o antígeno durante a resposta imune, tonia-se ativado e modula a 

ativação de outros linfócitos com diferentes especificidades. Desta fornia, o ideal seria 

utilizar um grupo pequeno, porém molecularmente bem definido, de antígenos para o 

desenvolvimento de testes soroiógicos mais sensíveis e específicos. Visando este objetivo, 

produzimos cm colaboração com Di‘. Daniel Eichinger, pesquisador do New York 

University Medical Center, uma biblioteca de cDNA de amastigotas de L. 

iiiJaiHtini/clwgasi, utilizando como vetor o bacteriófago lambda (ZAP Express Vector,
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Slralagene). Apesar da L. hraziliensis ser considerada mais imunogênica que a L. infantiiiu, 

esta última foi escolhida para produção dos antígenos por apresentar em ensaios de 

linloprolileração e testes de resposta celular cutânea uma melhor reatividade em 5 cães 

inlcctados naturalmente com esta espécie (dados não publicados). Os amastigotas utilizados 

para purificação do RNA foram provenientes de baço de hamsters infectados, uma vez que 

os amastigotas axênicos de L. injaiitiini/cluigasi, embora morfologicamente semelhantes às 

formas intracelulares, não apresentaram homogeneidade quanto à viabilidade e 

infectividade (contrastando com o observado com as outras espécies de Leishniania 

testadas; Ailigo I).

Para a triagem inicial dos antígenos da biblioteca, foi utilizada uma mistura de três 

soros de cães infectados naturalmente com perfil de resistência à LV (animais 

assinlomáticos com teste intiadénnico positivo a antígenos de Leishniania) ou uma mistura 

de cinco soros de pacientes com LV e sorologia positiva para antieoipos anú-Leishmunia. 

fs ta  seleção prévia forneceu cinco antígenos totalmente diferentes entre si, de acordo com 

o sequenciamento parcial dos insertos. D estes, qua tro a ntígenos foram t estados em um 

ensaio de “d ip stick” com soros hum anos, visando o desenvolvimento de um  conjunto 

(K ff) para imunodiagnóslico da LV.

RESULTADOS:

Soros de 22 pacientes com LV conllnnada por diagnóstico parasitológico foram 

testados em ensaio de “dip stick” contra os quatro antígenos recombinantes. Vinte soros 

reconheceram pelo menos um dos antígenos recombinantes e dois soros, apesar de reagirem 

no Western blot com lisado total de LeLs/iniaiiia, não reconheceram nenhum dos quatro 

antígenos. A mistura desses dois soros foi utilizada para uma nova seleção de proteínas 

recombinantes da biblioteca, levando à identificação de um quinto clone. Em seguida foram 

testados mais 32 soros frente ao novo painel composto pelos cinco antígenos 

lecombinantes, apresentando uma elevação da sensibilidade do ensaio de 83,3% para 

92,6% em relação ao total de 54 soios testados. Soros provenientes de indivíduos normais 

(n=22) ou de pacientes com lupus eriteniatoso sistêmico (n=4), hanseníase (n=5) ou doença 

de Chagas (n=l) não reagiram com o painel de antígenos. Do total de 54 soros de pacientes
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com LV testados, qualro pemianeccram não reativos, sendo que três foram utilizados para 

nova busca de antigenos na biblioteca de cDNA, reconhecendo mais clones expressando 

proteínas de L. injantuni.

A metodologia de seleção de proteínas recombinantes em bibliotecas gênicas, 

utilizando soros falso-negativos desenvolvida neste trabalho, é extremamente simples e 

proporciona uma obtenção de antígenos direcionada para aqueles que podein aumentar a 

sensibilidade de métodos sorodiagnósticos. A utilização dos antígenos recombinantes 

selecionados neste trabalho paia o desenvolvimento de um ensaio “dip stick”, e a 

determinação da sensibilidade e especificidade do teste, foram objetos da tese de mestiado 

de Marco Antônio Silvany (SILVANY, 2002).
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A bstract

Different individuals, when infected with the same parasite, rarely produce antibodies 

against the same set o f antigens. Indeed, unless a particular antigen happens to be 

recognized by antibodies in all individuals, the use o f a single antigen in the 

serodiagnosis o f parasitic diseases leads, invariably, to false-negative results. A 

straightforward method for pin-pointing, in genetic libraries, the precise antigens that 

would increase serodiagnostic assay sensitivities is presented. The method is based on 

the utilization o f sera that produced false-negative results against previously available 

antigens. Employing this false-negative serum selection methodology for the 

identification o f new Leislnnaiiia iiijantum recombinant antigens (rAgs), the sensitivity 

o f a dipstick assay for anti-Leishmania antibodies in a panel o f sera from patients with 

visceral leishmaniasis was increased from 83.3% to 98.1%, without affecting its 

specificity, by the inclusion o f  a tlfth and a sixth Leishmania chagasi rAg.

Keywords'. Recombinant antigen, cDNA library, serodiagnosis, immunoassay 

sensitivity, Leishmania injanliim, visceral leishmaniasis.



In troduction

Obtaining several milligrams o f a pure protein from a complex microorganism was not 

an easy task a few years ago. 'Fhc recombinant DNA technology, however, is changing 

this situation: many homogeneously pure microbial antigens can now be obtained in 

large amounts with relative ease. Serodiagnostic assays o f several infectious diseases, 

therefore, increasingly employ rccombinant [1-4] rather than native antigens. A major 

obstacle, however, limits the use of a single antigen in the serodiagnosis: the 

specificities o f the immune responses against complex microorganisms vai-y in different 

individuals, and, t o t he a uthors’ b cst k nowledge, no s ingle a ntigen is recognized b y 

antibodies in all o f them. For instance, even when relatively few sera from Leishmania 

infanlnm- (n=9) or I'rypanosoma c/i<z/-iniected (n=8) human beings, or from rabbits 

immunized with a mixture o f keyhole limpet hemocyanin and Mycobacterium 

Itiherculosis antigens in mineral oil-saline emulsion (n=7), were analysed by Western 

blot against L. iufantuin, T. ciuzi or cross-reactive Trypanosoma brucei lysates, 

respectively, no single antigenic band was clearly recognized by all tested sera (Fig. I; 

unpublished data). The solution for this problem, however, may be the employment o f 

more than one antigen in a serodiagnostic assay: this would maximize the chances of 

detecting antibodies in all positive sera.

To improve a serodiagnostic recombinant antigen (rAg) panel, it would be 

desirable to pin-point, in genetic libraries, precisely the phages encoding the rAgs that 

might increase the assay sensitivity, ignoring those phages encoding already available 

antigens. I ’his may be a difficult task - the best represented (not necessarily the most 

immunogenic, i.e, serodiagnosis-relevant) antigens in a libraiy, after been easily picked 

up, leave behind a high "background" o f undesirable phages encoding them. This would 

obstruct the identification o f the relative small number o f phages encoding the desired 

new antigens. A direct way for obtaining these relatively rare rAgs is to use, as a 

screening tool, exactly the sera previously producing false-negative results: these sera 

do not, by definition, recognize the already available antigens. This false-negative 

serum-selection strategy was employed as described below, in two quick runs, to 

identify two different L  iiifaiilum rAgs from a cDNA library. These rAgs, due to the 

very process o f their obtaining, are recognized by previously false-negative sera, and are



tlicreforc promising candidates to increase the sensitivity o f a serodiagnostic assay for 

zoonotic visceral leishmaniasis (VL), a Latin American / Southern European disease 

caused by the L. in/aiitiim protozoan [5-6].

2. iVl ateríais and  m ethods

2. /. Sera

Serum samples from 54 VL patients, inhabiting an endemic area o f the state o f Rio 

Grande do Norte, in the dry, poor northeastern region o f Brazil, were used. All patients 

had diagnoses eonfimied by demonstration o f the parasite in bone marrow aspirates. 

Control sera were from 22 informed healthy volunteers without histoiy o f 

leishmaniases. All sera were prepared from blood collected for immunodiagnostic 

purposes and for the development o f serodiagnostic assays, in accordance with 

institutional ethical guidelines (which include patients’ infonned consent).

2.2. Recomhinaiit antigens and antigen-coating of nitrocellulose paper 

Nitrocellulose paper was individually coated, as described below, with: (i) Leishmania 

rAgs in Escherichia coli lysates; (ii) negative control E. cali lysate; and (iii) positive 

control Leishmania lysate.

L. infantuni amastigotes were obtained from the spleens o f hamsters infected with lo'  ̂

metacyclic promastigotes and purified by centrifugation on a Percoll solution gradient 

[7], The RNA isolated from purified amastigotes was used to constixict a cDNA library 

in lambda ZAP bacteriophage (Stratagene, La Jolla, CA, USA) in accordance with 

manufacturer’s instructions, in one o f our laboratories. The library was screened with 

antibodies from pools o f sera from (a) three dogs or (b) five human beings, all from VL 

endemic areas and with Leishmania amastigotes isolated from spleen or bone-marrow 

aspirates. Canine blood was collected by a veterinarian, in accordance with institutional 

ethical guidelines. Bacteriophages were isolated from the antibody-reacting plaques and 

incubated with Escherichia coli agar cultures in Petri dishes, in the presence o f 

isopropyl-P-D-thiogalactoside (IPTG), for the expression o f the cncoded recombinant 

proteins. The amount o f added bacteriophages was that previously detemiined, by 

titration, to cause confluent lytic plaques on the bacterium layer after a 16-hour



incubation period at 37" C. After a 3-hour incubation o f the bacteriophage-bacterium 

mixture, nitrocellulose paper disks were juxtaposed onto the agar surface and incubated 

for 16 hours at 3 T  C, in order to become coated with the expressed recombinant 

proteins. As negative control o f solid phase-antigen, nitrocellulose disks were coated 

with non-specific protein lysates from agar plates in which E. coli was infected with, 

non-recombinant lambda ZAP bacteriophages. L. ¡ufanliini promastigotes, obtained 

trom stationary-phase cultures in Schneider’s insect cell medium containing 10% foetal 

bovine serum [8], were lysed by sonication at 4" C (as a source o f crude Leishmania 

antigen) and used to coat nitrocellulose paper at a concentration o f 20 ng.mP' o f 0.15 M 

phosphate-buffered saline, pH 7.2 (PBS), during a 16-hour incubation at 4" C. Possibly 

remaining protein-binding sites on recombinant and control antigen-coated 

nitrocellulose papers were blocked by incubation with 5% (w/v) dry skimmed milk in 

PBS for at least one hour at room temperature. Small ( 8 x 2  mm) rectangular pieces 

were cut from the different antigen-coated nitrocellulose papers and transversally glued 

onto the same rigid plastic strip (8 x 700 mm dipstick), so as to form an an'ay o f several 

solid-phase antigens, disposed side by side, to be simultaneously tested in the dipstick 

assay. Selected phages were converted to plasmids by excision protocol (Stratagene) 

and had their inserted cDNA sequenced. Four different rAgs were used initially in the 

dipstick assay.

2.3. Dipstick. ELISA and IVestern blot assays

Sera were tested against the individual recombinant antigens by their incubation with 

the array o f antigen-coated rectangular nitrocellulose paper pieces described above. 

Briefly, the antigen array was incubated with 1:400 dilutions o f VL patients’ or control 

sera. I'he binding o f antibodies to the antigens was revealed by successive incubations 

with an anti-human IgG Fc -  peroxidase conjugate (IgG-specific) and with a mixture o f 

hydrogen peroxide and the diaminobenzidine chromogen (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA), as described elsewhere [9], Western blots and ELISA were earned 

out with L. i/ifantum lysates, as described previously [10-11]. A serum staining any o f 

the rAg-coated pieces o f paper in the array was considered as producing a positive 

reaction.



Twenty-two VL patients’ sera were initially tested in a dipstick assay using 

nitrocellulose strips carrying four spots individually coated with the four rAgs that were 

obtained as described above (4-rAg dipstick assay). Two o f these sera, however, despite 

reacting with the Leisliniania lysate, did not react with any rAg (Fig. 2a). A pool o f the 

two sera producing false-negative results in this 4-rAg assay was used to re-screen the 

cDNA library, leading to the identification o f a fifth rAg. This was used to set up a 5- 

rAg assay, which, in its turn, when tested against 32 previously untested VL patients’ 

sera, led to the identification o f four false-negative sera. A pool o f three o f these new 

false-negative sera was then used for a third screening o f the cDNA library, identifying 

a sixth antigen, wliieh was also added to the dipstick assay. The reactivities o f all 54 VL 

patients’ and 22 control sera were finally assessed against each o f the six rAgs in this 

last dipstick assay. Nine o f  the 54 (16.7%) tested VL patients’ sera did not react with 

any o f the original four rAgs (Fig. 2b). A tlfth rAg, obtained by means o f screening a L. 

in/antum cDNA library by a pool o f two sera that did not recognize any o f the four 

rAgs, was recognized by five o f these nine initially false-negative sera (including the 

two sera used in its selection). An immunoassay utilizing the five rAgs, therefore 

pioduced only four (7.4 %) false-negative results when tested against the 54 sera. A 

sixth rAg, obtained with the use o f a pool o f three o f these four remaining false-negative 

sera, were used to set up a 6-rAg dipstick assay, which produced only one false-negative 

result (1.9%) when tested against the 54 sera (Fig. 2b). This remaining false-negative 

serum did not react with L. iujaiituni native antigens, either in an ELISA, a Western blot 

or in the dipstick assay.

Although, as mentioned above, only one (1.9%) o f the 54 sera failed to 

recognize at least one o f the six rAgs, each o f these rAgs, when isolatedly analysed, 

were not recognized by 12 (22.2%) to 37 (68.5%) of the 54 sera. In addition, no rAg 

shared with another the reactivity against the same set o f sera, demonstrating that the six 

rAgs differed antigenically among themselves. None of the 22 control sera reacted with 

any o f the six rAgs in the dipstick assay (not shown).

The false-negative serum-sclection methodology has been employed, in two 

runs, as described herein, to expand a panel o f L. infantum rAgs from four to six

3. Results and discussion



antigens, increasing from 83.3 to 98.1 the percentage o f 54 VL patient’s sera that 

reacted with at least one o f the antigens in a dipstick assay. These six rAgs were not 

recognized by antibodies from 22 healthy individuals’ sera in the dipstick assay, 

indicating that they are promising candidates for being included in serodiagnostic 

assays. The rAgs used in the work described herein should be tested against large 

numbers o f sera from patients with LV, other clinical fonns o f leishmaniasis and other 

infectious and non-infectious diseases, and from healthy individuals, in order to allow 

the determination o f the specificity and sensitivity o f immunoassays employing them.

The sensitivity o f a serological assay would o f course reach 100% only if  all 

infected or sick individuals made antibodies, something that would hardly happen in the 

fnst tew days after an infection or in some immunodefieient individuals. In fact, 

antibodies against crude L. iiifciuliiin antigens were not detected in one o f the 54 studied 

VL patients’ sera, making it unattainable, whichever assay were used, to obtain an 

100% positive record with this particular set o f 54 sera.

The exposure o f isolated rAgs in individual spots on the solid phase (rather than 

using an antigenic mixture), as performed in the work described herein, may have the 

effect o f increasing the assay specitlcity, since it would allow the visualization of 

antibody reactions against individual rAgs. This might disclose possible infection- or 

disease-specific reaction patterns (as happens, for instance, for Western blots in HIV 

infection). The isolated application o f rAgs to the solid phase has the additional 

advantage o f increasing the density of each antigen. In the alternative case o f utilizing 

an antigenic mixture, if any o f the antigens in the mixture is poorly recognized by 

antibodies in a particular serum, it will “dilute out” the remaining antigens in the solid 

phase. This, complying with the association affinity constant equation [12], would 

obligatorily decrease the binding o f antibodies to the solid phase and reduce the assay 

sensitivity.

Despite the simplicity and potential usefulness o f the false-negative serum- 

selection method described herein, saving both assay developer’s time and expensive 

reagents, to the authors’ best knowledge it has not been reported previously, and it may 

therefore have been unduly neglected as a quick process to pick up serodiagnostically 

relevant antigens in genetic libraries.
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Fig. 1. Variability o f immune responses in parasite-infected human beings or in animals 

immunized with eomplcx antigenic mixtures. Sera from human beings naturally 

infected by Leishmania chagasi (a) or by Trypanosoma cnizi (b), and from New 

Zealand rabbits before and after immunization with a mixture o f Mycobacterium 

tuberculosis and keyhole limpet hcmocyanin (c), were used in Western blot assays 

against L. chagasi, T. cruzi and I'lypauosoma brucei lysates, respectively. Each column 

corresponds to the reaction pattern o f an individual serum. Arrows indicate antigens that 

were not recognized by antibodies in pre-immune serum. Note (i) how, although some 

antigens reacted strongly with antibodies from most human sera, none reacted with all 

sera (a and b), and (ii) the great variability o f antibody specificities among individual 

rabbits, both in terms o f “natural” (pre-immune) antibodies and o f cross-reactive, post- 

immunization antibodies (c). p = pre-immune serum; i = immune serum.

Le5»eiids to figures

I'lg. 2. Using sera producing false-negative results to obtain relevant recombinant 

antigens (rAgs). (a) Scheme o f the procedure employed to improve an immunoassay for 

diagnosis o f visceral leishmaniasis, (b) Number of sera from patients with visceral 

leishmaniasis recognizing at least one rAg in panels with increasing number o f / . .  

chagasi amastigote rAgs. The additional rAgs in the 5- and 6-antigen panels, in relation 

to the 4-antigen panel, were selected from a cDNA library as described in (a). Closed 

areas in the columns represent the number o f sera producing positive results is an 

immunoenzymatic dipstick assay, in which each recombinant antigen was exposed 

separately to the sera, whereas the total height o f the columns represent the total number 

o f sera tested (22 or 54 sera).
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4,4 ARTIGO IV: Immunization protocol to obtain antigen-specific cellular immune 

responses for th e /// vitio anà in vivo assessments o fa  nti- Leishmania infutUmn imune 

responses in dogs

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO;

Apesar de o cão ser considerado o principal reservatório doméstico da L  

iiifantuni/chugasi, a eliminação de cães soropositivos não reduziu a incidencia da LV 

humana e/ou canina no Brasil (DYE, 1996), provavelmente devido à baixa sensibilidade 

dos métodos diagnósticos utilizados e à demora entre a detecção e a eliminação dos animais 

soropositivos (BRAGA, 1998; REITHENGER & DAVIES, 2002). Desta fonna, o 

desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose visceral tem sido considerado prioridade 

para a Organização Mundial de Saúde. Entretanto, para os estudos preliminares sobre o 

potencial imunogênico de moléculas de Leishmania candidatas a componentes de uma 

vacina canina, é necessário um rnodelo expeiimental que forneça animais com resposta 

imune celular detectável contra antígenos do parasito. A obtenção dos cães 

imunologicamente respondedores na área endêmica demanda a captura de diversos animais, 

que, mesmo e stando infectados, p odeni a presentar s upressão da resposta im une c elular, 

tornando-se uma abordagem de custos elevados e extremamente laboriosa.

Alguns estudos demonstraram indução de lesposta imune celular anú-Leishmania 

em cães por meio da imunização com lisado parasitário (PINELLI, 1994) ou infecção com 

promastigotas vivos utilizando a via intradérmica (Kl LLICK-KENDRICK, 1994; 

LEANDRO, 2001). Neste trabalho testamos um esquema de imunização de cães visando a 

obtenção de animais respondedores a antígenos de L. infantiun/cbagasi através da injeção 

de lisado de promastigotas e posterior inoculação de promastigotas vivos por via 

subcutânea. A indução de resposta imune humoral e celular contra antígenos totais e 

proteínas recombinantes foram avaliadas antes e após a infecção dos animais.



Cães injetados com lisado de promastigotas emulsionado em adjuvante de Freund 

produziram pouca atividade, porém s ignilicativa, de anticorpos \^G anú-Leishmania no 

ELISA. Após a inoculação de promastigotas virulentos, ocoireu um aumento da reatividade 

de anticoipos específicos, sendo mais evidente com 45 semanas de infecção. Dois, de 

quatro animais, também exibiram resposta humoral contra a proteína recombinante L c l3.

Apesar do aumento de anticorpos após duas injeções de lisado parasitário, não foi 

obsei-vada reatividade de linfócitos in vitro, nos cães imunizados com lisado. Apenas após a 

infecção dos animais obsei^vou-se resposta imune celular a antígenos totais e recombinantes 

de L. iiifanltiiii, detemiinada pelo ensaio de linfoproliferação. Além disso, todos os cães 

apresentaram, aos 45 dias de infecção, reação de hipersensibilidade tardia positiva quando 

injetados por via intradérmica com antígenos de Leislinuwia. Três de quatro animais foram 

também positivos no teste cutâneo para a proteína recombinante Lc 13 e um para a Lc9.

Apesar do isolamento do parasito em cultura de aspirados esplénicos de dois 

animais, não ocorreu desenvolvimento de sintomatologia. Os dados sugerem que a infecção 

sub-clínica em cães inoculados por via subcutânea com promastigotas, independentemente 

ou não da injeção prévia de lisado do parasito, é capaz de estimular eficientemente tanto a 

resposta imune humoral quanto a celular. O modelo testado neste trabalho pode ser bastante 

útil na seleção e/ou em ensaios imunobiológicos de antígenos de Leishmania promissores 

para o desenvolvimento de vacinas e/ou métodos imunoterápicos.
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A bstract

Domestic dogs are the main reservoirs of zoonotic visceral leishmaniasis. In this work, 

we have evaluated a protocol to induce Leisliinunia iiifantiini-speciñc cellular and humoral 

immune responses in dogs, consisting in two injections of Leis/iniania promastigote lysate 

followed by the subcutaneous inoculation of viable promastigotes. Specific 

lymphoproliferative responses either to Leishmania lysate or to recombinant proteins were 

observed only after infection of the animals. A t4 5  w eeks of infection, dogs remained 

healthy and exhibited positive delayed-ty]ie hypersensitivity to Leishmania crude antigens 

and to purified recombinant proteins. The circulating levels of anti-Leislimania antibody 

increased after inoculation of viable promastigotes. The injection of dogs with live 

promastigotes by the subcutaneous loute appears to induce a sustained cellular immune 

response leading to asymptomatic infection, which provides a useful model both for the 

selection of immunogenic Leislimunia antigens and for immunobiological studies on their 

possible immunoprotective activities.
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Visceral leislimaniasis (VL) is becoming an increasing won^ in public health due to its 

spreading to previously non-endemic loiral areas, to the emergence of disease foci in urban 

areas and, more recently, to its opportunistic association with HIV infection (Jerónimo et al. 

1994; Marzochi et al. 1994; Alvar 1994; Molina et ai. 1999; & el-Rassan 2001).

Picccs of evidence for the role played by dogs as domestic resei-voirs of Leishminiia  

iiijaiiliim  have been reported; first, the frequent presence of LeLshnmuia-infected  dogs in 

domestic and peridomestic areas; second, the high seropositivity rates in dogs from 

endemic areas and third, the intense skin parasitism of sick dogs, making the Leishmania  

theoretically exposed to the sand fly (Peters & Killick-Kendrick 1987; Abranches 1991; 

Travi et al. 2001). Vector control using insecticides, treatment of human cases and 

serological surveys, followed by culling of seiopositive canines, are the main control 

measures adopted in Brazil. However, the massive elimination of dogs between 1990 and 

1997 did not reduce the incidence of the human disease (Costa et al. 2000).

Studies on natural and experimental L  infcintiini infections of dogs indicate that many 

animals de velop asymptomatic infections, p robably due to an e fiicient c ellular immune 

response against the parasite (Cabral et al. 1992; Pinelli et al, 1994a), suggesting that a 

canine vaccine is feasible (Dye 1996). To assess the efficacy of a vaccine against canine 

leishmaniasis it is desirable and/or nccessary to monitor or quantify some biologic 

parameters, such as: (I) the development of clinical signs of disease; (2) the production of 

antibodies against Leishmania  antigens; (3) the elicitation o f antigen-specific proliferative 

res|ionses and/or the production o f cytokines in antigen-stimulated peripheral blood 

mononuclear cells; (4) the elicitation of skin hypersensitivity to inoculated antigens and, 

finally, (5) the determination of the infectivity of the immunized dogs to sand flies.

One of the major problems in studying canine immune responses to Leishm ania  antigens 

is the lack o f an easy source of antigen-specific canine lymphocytes to be used as positive 

controls in biological assays for cell-mediated immunity. Studies in Brazilian endemic 

areas have shown 20-25% seroprevalences of canine leishmaniasis in different endemic 

areas (Paranhos-Silva el al. 1996; Nunes el al. 2001; Silva et al. 2001). However, among 

the seropositive canides, many symptomatic animals have low cellular iinmune responses
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(de Luna et al. 1999; Moreno et al. 1999; Conrado dos-Sanlos et al. manuscript in 

preparation), decreasing the availability of donoi's o f Leishmania antigen-responder 

lymphocytes. Thus, obtaining these positive control dogs from a large canine population in 

Leishmania endemic areas is an expensive, labor-intensive and inefficient tieldwork.

Data available o n e  anine e xperimental L eishmania inf ection are dif ficult t o c ompare 

because of differences in inoculum sizes, inoculation routes and parasite stages used for 

infection (reviewed in Moreno and Alvar 2002). However, those data show that 

symptomatic disease can be obtained by infecting dogs with high parasite inocula, with 

amastigote forms and/or using the i ntravenous route for inf ection ( Rhalem e t a 1. 19 99; 

Campino et al. 2000), while infections by the intradeirnal route seems to induce long pre

patent periods and stimulate ccll-mediated immune responses (Killick-Kendrick et al. 1994; 

Leandro et al. 2001). The induction of specific cellular immune responses in dogs, as 

assessed by lymphoproliferation and skin delayed type hypersensitivity (DTH) reaction, by 

immunizations with lysed parasites (Pinelli et al. 1994b; Mayrink et al. 1996) or with a 

Lc'i.sliniania antigen fraction (Borja-Cabrera et al. 2002) has also been reported.

In this study, aiming at obtaining a source o'i Leishmania antigen-responder lymphocytes 

for cell-mediated immunity assays in dogs, L. infuntum specific-cellular and humoral 

immune responses were evaluated in vivo and in vitro in different moments of an 

immunization protocol (after injection of a Leishmania promastigote lysate and after the 

subsequent inoculation of viable promastigotes). The results indicate that the induction of 

L. infantum sub-clinical infection, following the immunization with parasite crude antigens, 

is better than the immunization with parasite antigens alone in tenns of eliciting both 

humoral and cellular immune responses.

M aterials and methods

Parasite and Antigens

The Leishmania used was isolated from the bone man ow of a human patient and identified 

as L. infantum (MHOM/BR200()/Mcrivaldo2 strain). The parasite was kept by passages 

into golden hamsters and cultivation in Schneider's drosophila medium (Sigma, St. Louis,
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MO., USA), supplemented with 20% fetal bovine sei-um (FBS; Gibco BRL, Gaithersburg, 

MD, USA), at 22° C, pH 7.2. For immunization and detection of antibodies in dog serum 

by ELISA, promastigotes were washed by centrifugation with 0.15 M phosphate-buffered 

saline, pH 7.2 (PBS) and lysed by sonication (five cyclcs of 30 seconds at 80% output with 

intermediate cooling cycles o f 1 min; Branson soniiler 450W, Branson Instruments, 

Danbuiy, CT). The lysate was kept at -20° C until used. The Lc9 (a kinesin) and Lcl3 (a 

heal s hock protein) Leishmania recombinant proteins, encoded by plasmids c onstructed 

with L. infantum amastigote cDNA, were expressed in Escherichia coli and purified by 

inclusion body (insoluble aggregate of overexpressed protein) isolation protocols 

(Sambrook et al. 1989; Babu et ai. 2000) or by immobilized nietal-ion affinity 

chromatography using nickel-chelating Sepharose Fast Flow columns (Amersham 

Pharmacia Biotechnology, Sweden; Jedrzejas et al. 1998), respectively. The degree of 

purity of the recombinant antigens was analyzed by sodium dodecylsulphate- 

polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). followed by Coomassie blue staining. 

'Fhe protein content of each antigen preparation was determined by protein reaction with 

lluorescamine (Lorenzen and K ennedy 19 93). For the lymphoproliferative assays, crude 

and purified antigens were dialysed against RPMI medium and sterilized by gamma-ray 

inadiation.

Animals and experimental design

Seven mixed-bred dogs, two- to four-year old, were obtained from the Salvador City 

Zoonosis Control Center, and kept in a kennel at the Gonçalo Moniz Research Center, 

Salvador, Bahia, with daily recreation in a dedicated area. All dogs were examined and 

treated when necessaiy for anemia, intestinal and ectoparasites, and received routine 

vaccination against leptospirosis, distemper, adenoviruses, parainfluenza and pai-vovimses 

during an acclimatization period. All dogs were confinned to be free of Leishmania by 

absencc of parasites in spleen aspirate cultures and of specific antibodies by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) and immunofluorescence (Paranhos et al. 1996). Periodical 

surveys o f the kennel for the presence of vectors o'!: Leishmania, perfomied with the use of 

light traps, produced negative results. Animals were divided in two groups of four (group I)



and three (group II) dogs. Group 1 was subjected to the rollowing subcutaneous injection 

protocol, with intervals o f three to four weetcs between injections/inoculation: (a) one 

injection o f a lysate conesponding to I x 10** Leishmaniu proinastigote in complete Freund 

adjuvant, (b) a second injection of the same amount o f Leishniania promastigote lysate in 

incomplete Freund adjuvant and (c) an inoculation of 1 x 10  ̂ live stationary phase 

Leislinianici promastigotes. Group 11 (the control group) was treated at the same time 

intei"vals with saline and adjuvants and then only saline instead o f viable promastigotes. 

"fhe cellular and humoral immune responses against Leishniania were evaluated three 

weeks after the second lysate injection and at 6 and 45 weeks after the live parasite 

inoculation. S pleen a spirates were collected eveiy three months after the inoculation of 

viable promastigotes and were cultured in biphasic medium (blood agar-Schneider’s 

medium). The animals were c linically monitored by a veterinary doctor throughout t he 

experiment, which was conducted in accordance with the Oswaldo Cruz Foundation 

guidelines for the use of experimental animals.
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ELISA

Microtiter plate (Corning Laboratory Science Co., NY, USA) wells were coated oveniight 

at 4° C with 2 (ig of Leishniania lysate or 0.05 t̂g of Leishmania recombinant protein in 

100 )il volumes of 0.1 M carbonate buffer (pH 9.6) per well. Wells were washed three 

times with PBS containing 0.05% Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) and 

blocked with PBS containing 5% dried skimmed milk for 1 hr at 37° C. After three washing 

procedures, the wells were incubated with 100 1̂ o f 1/400 dilutions of test sera in PBS 

containing 3% (dry w/v) skimmed milk and 0.05% Tween 20 for 1 hr at 37° C. The wells 

were washed again as before and 100 1̂ of an anti-dog IgG peroxidase conjugate (Sigma 

Chemical Co, St. Louis, USA), diluted 1/2000, were added and incubated for 1 hr at 37° C. 

The wells were then washed before the addition of hydrogen peroxide and o-phenyldiamine 

(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). The reaction was stopped after 20 minutes by the 

addition of 25 pi of 2 N sulfuric acid and the color intensity at 450-mn wave-length light 

read in a microtiter reader. Positive control sera from dogs with parasitologically proven 

infections, and negative control sera from dogs from a leishmaniasis non-endemic area and
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with negative spleen cultures, were included in all plates. Optical densities above the cut- 

olT were considered positive. The cut-off corresponded to the mean O.D. obtained with 

three negative control sera included in the assay plus this mean O.D. times 2 S.D. of the 

mean O.D. obtained with 53 sera from dogs coming from Leis/iinania-ñee areas divided by 

this latter mean O.D., wiiere O.D. equals optical density and S.D. equals standard deviation.

Lymphocyte proliferation assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by centrifugation on a Ficoll 

(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA) - RPMl medium solution and washed three times at 

4° C with RPMl medium. Viable cells were adjusted to 2 x 10̂ ’ in RPMl supplemented with 

10% of heat-inactivated FBS, 50 ^ig.mf' of gentamycin and 2 niM.mi ' of L-glutamine 

(complete medium). Two hundred 1̂ containing 2 x 10̂  cells were then cultured in 

complete medium in the presence of 4 i-ig.ml ' o f concanavalin A (Con A; Sigma Chemical 

Co, St. Louis, USA) for three days or with 20 pg.m f' of Lcisli mania lysate, 0.5 pg.m f' of 

1x13 or 16 t-ig.ml”' o f Lc9, for five days. These antigen and mitogen concentrations were 

found to be optimal, in previous assays, utilizing PBMC of naturally infected dogs. All 

cultures were carried out in llat-bottomed microtiter plates (Coming Laboratoiy Science 

Co., NY, USA), in triplicate, in a 100% humid atmosphere at 37° C and 5% CO2. Cells 

were pulsed during the last 18 hours of culture with 1 (iCi of [^H] thymidine (Amersham- 

Pharmacia Biotech, England) and hai'vested onto glass fiber filters utilizing a cell harvester. 

Radioactivity uptake was measured in a liquid scintillation beta counter. Proliferative 

responses were expressed as stimulation index (SI), calculated by dividing the mean of 

counts of stimulated cultures by the mean of counts of non-stimulated ones. Stimulation 

indices equal or higher than 2.5 were considered to be indicative of proliferation.

Delayed-tyj^c hypei'sensitivity reaction

The skin test was perfonned as described before (Paranhos-Silva et al., 2001) using freeze- 

thawed, lysed L iiifuntuni promastigotes, diluted in sterile saline as antigen. Dogs weie 

injected intradennally, al different sites of the abdomen, with (a) 100 |.il of lysate



containing 250 |_ig of protein, (b) diiTt'renI concentrations oi'purified Lcl3 (50, 25 and 12.5 

Hg.ml-') and Lc9 (100, 50 and 25 pg.inl-') recombinant proteins or (c) saline alone. 

Intradermal induration was measured 48 and 72 hours after antigen injection. Reactions 

showing diameter equal or larger than 5 mm were considered positive. The skin test was 

performed by the end of the experiment, after all lymphoproiiferative and serological 

assays had been carried out, since the injection of promastigote 1 ysate in the skin, for 

diagnostic reasons, may stimulate by itself an anti-Leislinuinia immune response 

(Nascimento et al. 1993).

6 8

Results

Specilic antibody responses against total or recombinant antigens ofL. iiifcintum

All dogs exhibited low, but significant levels of circulating IgG anti-L. infanlum activity 

after two injections of promastigote I ysate (Table I). S ix weeks after the subcutaneous 

inoculation with virulent promastigotes, the antibody levels either remained constant (dogs 

C and D) or i ncreased (dogs A and B) (Table I). A 1 arge inc rease in anti-¿. infantunt 

antibodies production was obsei"ved in three out of four dogs at 45 weeks after infection. 

Reactivity of the serum antibodies against the LcI3 recombinant protein was obsei-ved in 

two animals (dogs B and C) at 45 weeks after viable promastigote inoculation. None of the 

animals had detectable scrum antibodies against the Lc9 protein during the follow-up 

period (data not shown). Sera from the control group had no detectable anú-Leishmania 

antibodies (Table I).

Lymphoproiiferative response

Proliferative responses to Lei.sliniania crude antigens were not obsei'ved after two 

subcutaneous injections of/., infantuni lysate (Fig. I A). These were obsei’ved only after 

inoculation o f live promastigotes, and were considerably higher after 45 weeks than after 6 

weeks of the infection in three of the four dogs (Fig 1 A). After 45 weeks of infection, all 

animals responded to Lcl3, while two of the four dogs (animals C and D) responded to Lc9
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piotein, with a mean SI ol'ó.ó anti 4.5, respectively (Fig 1B). No PBMCs from animals of 

the control, non-immunized group had lymphoproliferative responses to IheL. infantwn 

lysate or to the recombinant proteins (Fig. IB). PBMCs from dogs of both gi'oups showed 

high levels o f proliferation when stimulated with mitogen. The response of different 

animals to Con A varied over the period of the experiment, ranging between a S.l. of 31.9 

and 64.6 for immunized dogs and between 18.2 and 75.3 for control animals (data not 

shown).

Deiayed-type hypersensitivity to Leishmania cmde and recombinant antigens

All dogs from the infected group had positive skin test reactions at the site of injection of L. 

infuntuni crude antigens, vai7 ing from 10 to 30 mm at 48 hours and from 7 to 26 mm at 72 

hours (Table II). Three experimentally infected animals had larger reactions at 48 hours, 

whereas one dog had an increase of induration’s area at 72 hours (Table II). Three of four 

dogs IVom the infected group were reactive to higher concentrations o f L ei3 and one dog 

responded to both Lcl3 and Lc9 (Table II). No positive reactions were detected in the three 

control dogs.

Clinical and parasitological evaluation

The presence of parasite in spleen aspirate cultures was obsei-ved in two of the four infected 

animals (dogs B and D) 6 months after promastigote inoculation. All spleen cultures were 

negative 18 months post-infection. No clinical signs of VL, such as loss of weight, 

cachexia, alopecia, onycogiyj-)hosis, or any other disease signs, were observed during the 

experiment period. Dogs from the control group also remained healthy and had all spleen 

cultures negative during the follow-up period.

Discussion

Veiy few studies have described attempts at inducing cellular immune responses in dogs 

by injecting Leislinutiiia lysates. There is one study on  the immunization o fd o g sw ith



Lcislmiaiiiu promasligote antigens that aimed at specifically generating Leislunania- 

responder T cclls (Pinelli et al. 1994b). In that work, the soluble fraction of a Leislimania 

infanltiin lysate was mixed with dimethyl dioctadecyl ammonium bromide and injected by 

the subcutaneous route. O f the three immunized beagles, two had a weak and one had an 

intense in vitro lymphocyte response to antigenic stimulation (Pinelli et al. 1994b). In the 

study described herein, cellular immune response to Leishnumia antigens was not induced 

in any of the four animals injected twice with Leishniania total lysate. The contrast 

obsei-ved between studies might be due to different dog breeds, a ntigen p reparation or 

adjuvant used. However, it is woiliiy to point out the variation in the induction of 

lymphoproliferative responses among immunized animals reported in the work refened to 

above (Pinelli et al. 1994b).

Attempts at inducing specific cellular immune response in dogs, after injection of crude 

antigens, have also been canied out in a vaccination trial against canine leishmaniasis. The 

immunization of dogs with a partly purified L. infantum preparation, administered with the 

muramyl dipeptide adjuvant, which had previously b een shown to p rotect m ice against 

Leishniania, led to cxarcebation of the disease. Peripheral blood cells reactivity to 

Lcilnnania antigens was not determined (Dunan et al. 1989).

Whereas some authors have reported that experimental infection of dogs with 

amastigotes or promastigotes by the intravenous route produced signs of visceral disease, 

but less pronounced than in natural infection (Nieto et al. 1999; Rhalem et al. 1999; 

Campino et al. 2000), other authors have reported the development of asymptomatic 

infections after inoculation of either Leishniania promastigotes by the intradennal or 

intravenous route or amastigotes by the intravenous route (Abranches et al. 1991; Oliveira 

el al. 1993; Santos-Gomes et al. 2000; Leandro et al. 2001), even using inocula as high as 

lO'̂  promastigotes per kg o f body weight. The lack of consistency and reproducibility may 

be due to various factors, such as route of inoculation, size of inocula, stage of parasite and 

dog breed (reviewed by Moreno & Alvar, 2002). Despite these variations, different 

experimental models with specific purposes could be established instead of a single model 

of canine VL. For selection of antigens with immunological properties, the desirable dog 

model would be one with apparently healthy animals with cellular immune response to 

Leishniania antigens (disease resistant dogs).
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The poor immuiiogcnicily of promasligote lysates for dogs, demonstrated in the work 

reported herein (an in vitro cellular reactivity to Leishmunia antigens was not observed in 

any of the animals after two injections of a promastigote cmde antigen emulsified in Freund 

adjuvant) is consistent with the result described by Dunan et al. (1989). On the other hand, 

tlie increase in antibody production and the elicitation of lymphoproliferative response 

following the infection of (he dogs with Leishmania, suggests that parasite-host interactions 

during the course of infection favors the triggering of both cellular and humoral anti- 

Leishnuiiiici immune responses in dogs. This is further confinned by the obsei'vation that by 

45 weeks after infection, all dogs had positive skin reactions to Leishmania cmde antigens, 

three dogs responded to the Lcl3 recombinant antigen and one dog responded to both the 

Lc9 and the Lcl3 recombinant antigens. All the infected dogs were healthy by that time, 

which is consistent with reports that positive delayed type hypersensitivity against 

Lcishiiianiu in dogs is associated with resistance against Leishmunia infection (Pinelli et al. 

1994a; Solano-Gallego et al. 2000). The present results also coiToborate the finding that the 

infection of dogs with promastigotes induced an intense cellular response (Killick-Kendrick 

el al. 1994; Santos-Gomes et al. 2000; Leandro et al. 2001).

Paranhos-Silva and collaborators (2003) reported the development of a sub-clinical 

infection in dogs intradermally injected with virulent promastigotes. Small increase in 

antibody levels was obsei-ved alter I I months post infection, which might be due to the low 

inoculum used (around 10̂  promastigotes) compared to the present study (10** 

promastigotes), in which an intense antibody reactivity to Leishniaitia cjude antigen was 

obsei*ved at the same period after infection. Only non-specific lymphoproliferative response 

to mitogen was evaluated in that work. Even after infection by intravenous route with high 

promastigote inoculum, low antibody reactivity was obsei-ved in beagles (Leandro et al.

2001). As protection against canine leishmaniasis has been associated to cell-mediated 

immunity ( Pinelli et al. 1 994a), the a im o f t  his s tudy w as t o o btain a dog model with 

detectable T-cell responses to Leishniauia antigens, and not a dog model of canine VL. The 

model can also be valuable to determine the isotypes of IgG antibodies against leishmanial 

proteins. Anl\-Leislmuinia IgG I antibodies ha ve been associated to the development of 

clinical disease and lgG2 antibodies to asymptomatic infections (Nieto et al. 1999; Leandro 

etal. 2001).



Tlie dog genetic background is a veiy important Tactor in the outcome of experimental 

infection. II may be more appropriate to use mixed-breed dogs in experimental models in 

order to represent more accurately the genetic diversity of the dog population in 

Leishnuniiu endemic areas. In tact, the Ibizian hound dogs rarely develop clinical 

leishmaniosis, probably due to a more unifonn cellular response to infection to Leishniunia 

than other dog breeds (Solano-Galego et al. 2000). In the experiments described herein, 

mongrel dogs, similar to the ones found inhabiting the Brazilian Bahia state endemic areas, 

were used.

Reports on humoral and cellular immune responses to purified recombinant antigens in 

¡,L'isltinania-'\\\ÍQCiQÚ dogs are very limited. Experimentally or naturally infected sick dogs 

were s eropositive for a nti-rK39 a ntibodies, w hile s era from a symptomatic animals with 

natural infection did not react with this protein, suggesting that there is a significant 

correlation between antibody reactivity to rK.39 and appearance of clinical symptoms. 

Unfortunately, rK39 was not tested in blastogenic assays (Rhalem et al. 1999). Antibody 

levels in a naturally infected canine population recognizing type 1 cystein proteinases (CP) 

w'cre higher in asymptomatic animals than in animals with VL. On the other hand, PBMC 

reactivity remained low in presence of CP, although always higher for PBMC recovered 

from asymptomatic dogs (Nakhaee et al. 2004). The present study indicates that antibodies 

against proteins of Hsp70 family are produced in the course of infection, as reported 

previously (Quijada et al. 1995), and that antibody reactivity against Leishniania kinesins 

could inversely correlate with a T-cell response, once no animals produced antibodies 

against Lc9 and PBMCs from half of them had a positive lymphoproliferative response 

during the experiment observation period. These results indicate that the dog model 

described herein can be usel'ul I'or attempts to identify antigens associated with immune 

protection in resistant dogs.

In the present study, in which dogs were inoculated w ith ¿ promastigotes

subcutaneously, even the two dogs from which parasites were isolated from spleen did not 

develop any sign of disease. The absence of symptoms despite the production of antibodies, 

lymphoproliferative response and skin reactions to L infantum in the infected animals 

suggest host-parasite equilibrium in this dog experimental model.
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Dogs living in a VL endcmic area can be divided into three categories: first, dogs with 

negative antibody response, but with in vitro lymphoprolii'erative responses to Leishmunia 

antigens; second, positive dt)gs with anü-Leislimunia antibodies but without anti- 

Leishnumiu lyniphoproliterative responses and, third, dogs positive for both responses 

(reviewed in Gradoni, 2001). Tlie experimental infection of dogs with L. iufantinn 

proniastigotes by the subcutaneous route, following immunization with L. infanlwii lysate, 

described herein, led to asymptomatic infections with both humoral and cellular immune 

response to Leishmunia antigens, providing animals that could perhaps belong to the third 

categoiy cited above.

In the piesent work, the dogs, previous to infection, were immunized with promastigote 

lysates in Freund’s adjuvant. The elicitation of the strong immune responses, both cellular 

and humoral, were clearly not associated with the immunization -  three weeks aRer the 

immunization, the cellular immune response was undetectable in a lyniphoproliferative 

assay and low levels of anti-A infuntinii antibodies were produced by the animals. This 

picture completely changed after the infection, with increasing cellular immune responses 

that persisted for more than 24 months after the infection (not shown). The present 

experiment, however, cannot exclude a possible enhancing or suppressive role of the 

previous immunization with parasite lysates on the immune response, later elicited or 

gieatly enhanced by the infection. In order to investigate this point, a group of infected, 

non-immunized animals would have to be included in a study as the one reported herein. 

Both ethical and financial aspects should be considered before canying out this proposed 

study, since the model reported herein, involving the inoculation of dogs with iilive 

promastigotes by the subcutaneous route, following two subcutaneous injections of a 

Leishnuinia lysate, independently of the requirement for these previous subcutaneous 

injections, seems to induce a sustained cellular immune response, as assessed in vitro by 

lymphoproliferation and in vivo by delayed hy]iersensitivity, leading to an asymptomatic 

infection. The model could therefore be useful for both the selection and immunobiological 

studies of immunogenic Leishnuinia antigens, as also as a positive control for L. infantum- 

specific cellular immune responses in initial trials of canine vaccine candidates.
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IgG ãx\i\-Leishmania antibodies in the sera of dogs exposed (group I) or non-exposed (group 11) against Leishmania infantum lysate

and the LcI3 recombinant antiaen

TABLE 1

Group Dog

IgG anti-Leishm ania  lysate IgG  an ti-L cl3  recom binant protein

Before
immuni
zation

3 weeks after 
last of 

two lysate 
injections

6 weeks 
after 

infection

45 weeks 
after 

infection

Before
immuni
zation

3 weeks after 
last of 

two lysate 
injections

6 weeks 
after 

infection

45 weeks 
after 

infection

I A 0.033" 0.202 0.495 2.013 0.120 0.086 0.117 0.130
B 0.190 0.379 0.802 3.038 0.141 0.256 0.278 1.706
C 0.198 0.446 0.541 3.584 0.199 0.226 0.397 0.772
D 0.109 0.405 0.442 0.657 0.108 0.079 0.086 0.115

11 E 0.155 0.032 0.174 0.128 0.131 0.109 0.096 0.124
F 0.142 0.177 0.124 0.212 0.138 0.142 0.107 0.154
G 0.102 0.110 0.088 0.040 0.076 0.101 0.089 0.106

a; mean O.D. at 460 nm obtained by ELISA, from duplicates of an 1 ;400 serum dilution.
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Skin reactions to a Leishmcmia infantum lysate and to the Lc9 and Lei 3 L. infantum recombinant antigens in dogs 45 weeks after
TABLE II

G roup  D og T im e o f  
reac tion  
re ad in a

Diameter of skin indurations (mm) after injection of

Saline 250 |.tg o f  
L. infantum 
Ivsate

25 |.ig o f  
Lc9

50 }.ig o f  
L c 9 ~

1 00 ,Llg o f  
L c 9 ’ “

12.5 i-ig o f  
L ei 3

25 |.ig o f  
L c l3

50 ).ia o f  
L c n '”

1 A 48" 0 10 0 0 0 0 5 7
72 0 7 0 0 0 0 8 7

B 48 0 24 0 4 6 0 9 4
72 ->

J) 20 0 7 8 0 8 J)

C 48 O 30 0 0 0 0 0 4
72 0 22 0 0 0 0 0 10

D 48 0 22 0 0 0 0 0 0
72 0 26 0 0 0 0 0 0

11 E 48 2 4 0 0 0 0 0 4
72 0 0 0 0 0 0 0 4

F 48 0 3 0 0 0 0 0 J
72 0 0 0 0 0 0 0 0

G 48 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0

a; Hours after intradermal injection of dogs with 100 (il of antigens or saline at different sites of the abdomen.
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f'ig 1: Lymphoproliferative response to Leisliniaiiia antigens in Leishmania infantum 

immunized dogs. A, proliferative response ofperipheral blood mononuclear cells (PBMC) 

cultures stimulated with L infuntum promastigote lysate at different time points during the 

follow-up period; B, proliferative response of PBMC cultures stimulated withZ. infantum 

Lc9 and Lcl3 recombinant proteins after 45 weeks of infection. Each column represents the 

result obtained from an individual animal identified by the letter under its base. Animals A 

to D were immunized with infantum as described in the Materials and Methods; animals 

H to G were injected with saline only.

Legend to figure
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No hospedeiro mamíl'ero a Leishniunia se reproduz exclusivamente na fonna 

aflagelada, dentro dos macról'agos, detenninando nestas células alterações morfológicas e 

bioquímicas. Antígenos secretados pelas Ibrmas amastigotas, através da bolsa flagelar no 

interior do fagolisossomo (CHAKRABORTY, 1997), ou antígenos presentes na superficie 

de macrófagos parasitados (WILLIAMS, 1986), já foram descritos. Dentre os eventos 

deteiTninantes das modificações morfológicas e bioquímicas que ocorrem durante a 

transfomiação de promastigotas em amastigotas, estão a mudança de temperatura e pH. 

Inicialmente, quando promastigotas são inoculados pelo flebotomíneo na pele do 

hospedeiro vertebrado, estas formas são expostas a temperaturas mais elevadas, entre 31- 

35° C, ou até 37° C ñas visceras (ZILBERSTEIN, 1994). Urna vez internalizado no 

fagolisossomo, o parasito sofre novas agressões pela célula hospedeira, incluindo uma 

elevada concentração de prótons, com pH ao redor de cinco (ANTOINE, 1990).

Neste trabalho de tese, padronizamos as condições de cultivo axênico para obtenção 

de amastigotas de L. infáiHiini/cliagasi, L. hraziliensis e L  amazonensis, variando 

especificamente a temperatura de incubação das culturas, pH e quantidade de soro bovino 

fetal do meio (ARTIGO I). Em condições especificas para cada espécie de Leishmanla, 

oconeu a transformação das formas promastigotas iniciais em amastigotas extracelulares. 

Diferentemente das outras espécies de Lcishniania testadas, o tempo requerido para 

diferenciação de /,. iiifctnl iim/chagasi foi longo, levando à morte celular e redução da 

viabilidade dos parasitos, apesar do número elevado de amastigotas, ñas culturas (90%). 

Devido à heterogeneidade dos resultados obtidos com culturas axênicas de L. 

iufautum/chagasi, comparando com aqueles obtidos com as outras espécies de Leishmcmia 

testadas, e o tempo relativamente longo requerido por esta espécie para a diferenciação in 

vitro em amastigotas, em trabalhos subseqüentes como, por exemplo, a imunização de 

coelhos para obtenção de anticorpos contra antígenos de amastigotas e a extração de RNA 

para produção de uma biblioteca de cDNA de Leishitiania, foram utilizados amastigotas 

intracelulares, purificados de baço de hamsters infectados com esta espécie de parasito.

Além de morfologicamente distintas, as fonnas evolutivas promastigotas também 

apresentam um repertório de antígenos diferentes daqueles encontrados na fonna

5 D ISCUSSÃO
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ainastigota intracelular, tanto em nível cie resposta imune celular (SADICK, 1985) quanto 

humoral (CIBRELUS, 1999). Considerando que a íbiTna amastigota é aquela encontrada no 

hospedeiro mamífero, sendo responsável pela patogênese da doença (ALEXANDER, 

1999), moléculas expressas exclusivamente nesse estágio podem ser alvos importantes da 

resposta imune.

A transformação de promastigotas em amastigotas é um processo gradual, com 

formação de estágios interinediários. Embora os dados apresentados neste trabalho 

demonstrem v árias s emclhanças enlre os amastigotas extracelulares e os amastigotas de 

macrófagos, os amastigotas de cultivo axênico podem representar um dos estágios fínais de 

diferenciação. De fato, o padrão de reconhecimento dos antígenos de amastigotas de cultivo 

axênico por soros de camundongos infectados com Leishniaiiiu, apresentou um perfil 

intermediário entre o obtido com as fornias promastigotas e o obtido com as fonnas 

amastigotas de lesão (ARTIGO I). Apesar disso, a cultura axênica de amastigotas, descrita 

no presente trabalho, pode fornecer moléculas parasitárias estágio-específícas que podem 

ser úteis a uma série de estudos morfológicos, imunológicos e bioquímicos.

Até a década de setenta, a leishmaniose visceral era considerada quase que 

exclusivamente rural. Todavia, importantes centros urbanos do pais têm registrado casos 

desta doença, inclusive capitais como Terezina e Belo Horizonte. Na Bahia, entre os anos 

de 1995 e 1997, o número médio de casos anuais, que se encontrava em tomo de 600, 

chegou a atingir cerca de 1.400 notificações por ano (SESAB-SUS, 2002). Além do 

aumento nítido do número de casos da endemia, a invasão de áreas urbanas facilitou o 

encontro da parasitose com a SIDA (MINISTÉRIO DA SAÚDE 1999), gerando quadros 

clínicos graves nos pacientes com ambas as infecções.

O programa brasileiro de controle da LV é composto principalmente por três 

medidas de saúde pública: distribuição gratuita do quimioterápico específico (antimonio 

pentavalente), controle de reservatórios domésticos e controle de vetores. O controle dos 

leservatói ios lem sido feito através do diagnóstico sorológico de todos os cães domésticos 

onde existe a transmissão do parasito para seres humanos, com posteiior sacrifício de todos 

os cães soropositivos para anticorpos ani\-Leis/imaiiia. Entre os pontos frágeis desta medida 

de controle, e provavelmente, a explicação pela falta de êxito, estão a baixa sensibilidade
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dos lestes sorológicos e a grande velocidade de reposição da população canina retirada da 

área endémica (DYE, 1996; BRAGA, 1998)

Estudos de comparação de técnicas sorodiagnósticas da LVC demonstraram que o 

teste de IFl usando eluato sanguíneo, amplamente utilizado no Brasil, foi de 1,8 até 4,6 

vezes menos sensivel que o ELISA utilizando soro (EVANS, 1990; BRAGA, 1998). Em 

relação ao sorodiagnóstico da LV humana, a técnica de Western blotting demonstrou ser 

mais sensível que o ELISA e a IFl, principalmente pela reatividade dos soros com as 

proteínas de 14 e 16 kDa de L. infanlum (MARY, 1992). Ensaios com elevada sensibilidade 

são particularmente importantes no diagnóstico de LV em pacientes com SIDA, porque os 

testes sorológicos convencionais nesses pacientes são freqiientemente negativos (PETERS, 

1990; MARY, 1992). Por outro lado, devido à alta sensibilidade do “Western blot”, podem 

ocori er reações cruzadas com soros de pacientes com malária, citomegalovírus, tuberculose 

e doença renal crônica (MARY, 1992). Além disso, a técnica não é muita plática, 

dillcilmente sendo utilizada na rotina de um laboratório clínico. A utilização de proteínas 

recombinantes permitiria o desenvolvimento de ensaios diagnósticos mais práticos como 

ELISA ou testes imunocromatográficos, estes últimos particularmente interessantes em 

estudos epidemiológicos tanto da LV humana quanto canina, mantendo-se algumas 

características desejáveis do “Western blot” (ARTIGO III).

Com o objetivo de identificar antígenos potencialmente candidatos para o 

desenvolvimento de ensaios mais específicos e sensíveis para o sorodiagnóstico da LV, ou 

com papel protetor como candidato a componente de uma vacina, clones de uma biblioteca 

de cDNA foram selecionados, utilizando soros de cães ou indivíduos infectados com 

Leishnuiniu. Um dos clones de cDNA isolados, denominado Lcl3, mostrou sequência 

homóloga a proteína de choque témiico Hsp70. As Hsp são alvos importantes da resposta 

imune em diversas doenças parasitárias como malária, tripanossomose, esquistossomose, 

lllariose e I eisiimaniose ( revisado p or M URRAY, 199 2; K AUFMAN, 1999). Durante a 

infecção por Lcishmunia, as Hsp são alvos imunodominantes. De fato, cerca de 70% dos 

clones de uma biblioteca de cDNA de L. Jonovuui, identificados utilizando soro de 

paciente com calazar, eram membros da família Hsp70 ou Hsp90 (DE ANDRADE, 1992). 

Em nosso estudo, a triagem inicial de produtos de expressão da biblioteca de cDNA, 

utilizando soros de cães com infecção natural, porém assintomáticos, forneceu 30 antígenos
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rccombinantes. Após o sequenciamento parcial das extremidades com os primers universais 

T3 c T7, íbi dctemiinado que 24 (80%) dos antigenos eram homólogos de Hsp70 de L. 

major.

Durante a exposição a altas temperaturas (43-37° C), diferentes espécies de 

Lcishuiania sintetizam Hsp, o que acompanha as modificações estmturais que determinam 

a transformação de promastigotas em amastigotas (ZILBERSTEIN, 1994). Contrariamente 

ao fato de serem as proteínas mais bem consewadas na escala evolutiva, as Hsp são 

importantes alvos da resposta imune celular e humoral em diversas patologias, incluindo a 

tripanossomose e a leishmaniose visceral (DE ANDRADE, 1992; QUIJADA, 1998; 

REQUENA, 2000). Embora as proteínas Hsp70 recombinantes não discriminem bem 

infecções por Leishmania daquelas causadas por T. cruzi, ou mesmo sejam reconhecidas 

por indivíduos normais (ARORA, 1995), existem epitopos de células B em regiões 

imunodominantes que são especio-específicos (QUI.IADA, 1996). Regiões menos 

consei-vadas da Hsp83 (=Hsp90), assim como a Hsp70, também podem ser utilizadas no 

diagnóstico da LV, uma vez que 90% de soros de cães infectados foram capazes de 

leconhecer a proteína recombinante inteira ou um subfragmento altamente antigênico 

(ANGEL, 1996). E possível que peptídeos pequenos induzam uma resposta específica e 

peptídeos grandes ou a proteína inteira estimulem respostas contra regiões não-específicas.

Outro antigeno recombinante bastante utilizado no diagnóstico sorológico da LV é o 

iK39, uma cinesina recombinante de L. infantum/chagasi. Este antigeno permitiu a 

distinção entre doença ativa, infecções assintomáticas e fase de convalescença (SCALONE,

2002). Além de detectar casos de LV, o ELlSA-rK39 demonstrou também ser um teste 

sensível e específico para o sorodiagnóstico da leishmaniose dénnica pós-calazar na Índia 

(SINGH, 1995). Os elevados títulos de anticorpos obsei-vados nesses pacientes parecem 

estar associados ao número de epitopos K39 do parasito presentes, uma vez que uma 

quimioterapia eficaz leva à redução drástica da atividade de anticoipos anti-K39 (SINGH, 

1995). Desta fomia, além do valor diagnóstico, o K39 poderia também ser utilizado como 

marcador prognóstico de evolução da doença.

Entre os diferentes antígenos selecionados da biblioteca de cDNA de Leishmania 

aqui produzida, uma proteína foi homóloga, porém não idêntica, ao K39 descrito 

inicialmente por BURNS e colaboradores (1993). A análise lilogenética do domínio motor
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de cinesinas identillcou cinco grupos distintos de genes, com 14 diferentes tipos de 

cinesinas representando os grupos, apresentando funções celulares diversificadas. 

Evidencias sugerem que pelo menos dois grupos da familia das cinesinas estejam presentes 

na maioria dos, ou mesmo em todos, os eucariotas (GOODSON, 1994). Em temios de 

imunodiagnóstico da LV, a proteína recombinante Lc9 aqui isolada, pode ser igualmente 

antigénica, em comparação com a rK39, para seres humanos ou cães infectados com L  

infcintiini/cahagasi, ou mesmo possuir, devido a vaiiação de algumas seqüências de 

nucleotídeos, epitopos de célula B diferentes daqueles reconhecidos no K39.

O achado de títulos de anticorpos anti-K39 em pacientes com leishmaniose visceral 

no Brasil e Sudão (BURNS, 1993), e na China e Paquistão (QU, 1994), indicam que o 

epitopo K39 é conservado entre as espécies visceral izantes de Leishmania, como também 

revela s ua alta antigenicidade. Em ensaios iniciais para o desenvolvimento de um teste 

imunocromatográfico para diagnóstico da LV humana, desenvolvidos em nosso laboratório, 

cerca de 90% dos soros (20 de 22 amostras) de pacientes com leishmaniose visceral, 

apresentaram reatividade com Lc9 em ensaio de “dot blot” (SILVANY, 2002). Através de 

testes preliminares de ELISA, desenvolvidos neste trabalho de tese, foi avaliada a 

antigenicidade da proteína recombinante Lc9 para crianças com LV provenientes de uma 

área endêmica no Maranhão, e para um grupo de cães de Monte Gordo, outra área 

endêmica pióxima a Salvador, Bahia (estudo em andamento, dados preliminares não 

publicados). Doze (80%) das 15 crianças com diagnóstico parasitológigo de LV foram 

positivas no ELISA-Lc9. Dos 33 cães soropositivos no ELISA tradicional utilizando lisado 

de promastigotas, 30 (91%) reagiram com Lc9. Tanto soros de cães assintomáticos, quanto 

de animais doentes, foram capazes de reagir com Lc9, porém reatividade mais elevada foi 

observada nos animais com sinais característicos da LV, conoborando dados previamente 

publicados mostrando associação de altos títulos de anticoipos anti-K39 e progiessão 

clínica da doença (SINGU, 1995; BRAZ, 2002). A proteína recombinante L ei3 também foi 

reconhecida por anticoipos de crianças (53%) e cães (88%) infectados com L. 

iiifaiituiii/chagasi, porém com menor freqüência do que aquela observada com Lc9. Ensaios 

para determinação da especificidade do ELISA com Lc9 c L c l3  purificados ainda não 

foram realizados.
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A diversidade da resposta humoral nos diferentes hospedeiros de Leishnmnia ]á foi 

documentada. O perfil de frações antigênicas reconhecidas por pacientes com LV mostrou- 

se bastante variável (VEXENAT ADE, 1996), podendo ser evidenciadas até 29 bandas, 

variando de 8 a 250 kDa em ensaios de Western blot, utilizando antígeno solúvel de L. 

infauluni/chagasi. Alguns desses antígenos, como proteínas de 32-35 kDa, têm sido 

considerados espécie-especíilcos, reagindo apenas com soro de pacientes com L. 

infantuni/chagasi (REED, 1987), e outros antígenos, de 19, 36 e 70 kDa têm mostrado 

reatividade cruzada (BRITO, 2000). Diversos ensaios sorológicos utilizando antígenos 

recombinantes também foram descritos (BURNS, 1993; SOTO, 1995; GHEDIN, 1997; 

QUIJADA, 1998; NAKHAEE, 2004). Um estudo interessante, comparando o desempenho 

no ELISA de 10 antígenos recombinantes diferentes de Leisliinunia: rgp63, rK39, rGPB, R 

histonas H2 A e H2 B, rLACK, rP20 e 3 variações de rPSA-2, demonstrou que apenas o 

ELISA com rK39 apresentou-se melhoi' que o clássico ELISA que utiliza extrato solúvel de 

Lcisliiiiania, com 94% de sensibilidade e 100% de especificidade (MAALEJ, 2003). Apesar 

de pioneiro nesse tipo de comparação, o estudo utilizou um painel de soros relativamente 

pequeno e deixou de analisar soros de pacientes com doenças que provavelmente cursariam 

com a produção de anticorpos reagindo cruzado com L. infuntum/chagasi, como por 

exemplo, a doença de Chagas.

A nossa proposta de trabalho foi obter proteínas recombinantes de L. infantum com 

potencial para serem utilizadas no soiodiagnóstico da LV, preferencialmente em 

combinações de antígenos capazes de conferir alta sensibilidade aos ensaios sorológicos. 

No presente trabalho, 22 soros dc pacientes, com LV confmnada no exame parasitológico, 

1'oram testados por “dip stick” frente a um painel de quatro antígenos recombinantes 

selecionados da biblioteca de cDNA por meio da reatividade com soro de cães infectados. 

Os soros não-reativos a este painel, porém positivos no ELISA ou Western blot, foram 

utilizados para buscar novos antígenos na biblioteca. A estratégia de seleção de proteínas 

cm bibliotecas gênicas de Leishmauia, utilizando soros falso-negativos é simples e pode 

fornecer um painel de antígenos capazes de detectar a nticoipos em 53 de 54 soros de 

pacientes com LV sem perda da especificidade (ARTIGO III).

Diversos antígenos indutores de proteção parcial através de uma resposta Thl 

predominante foram identificados e clonados, tais como: LcrI (WILSON, 1995), gp63
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(XU, 1995), gp46/M-2 (MCMAHON-PRATT, 1993), Hsp70 (SKEIKY, 1995) e LmSTIl 

(WHBB, 1998). Mesmo antígcnos capazes de contribuir na patogênese da doença como 

papLe22 (uma proteína recombinante de L  infantum de 22 kDa), atrcivés do estímulo da 

produção de lL-10, íbi clonado visando a reorientação da resposta agi'avante da doença em 

uma resposta protetora (SUFFIA, 2000). Apesar de induzirem proteção contra a 

leishmaniose cm modelos murinos, moléculas como por exemplo, a gp46 e gp63 são 

preferencialmente expressas na forma promastigota. Como discutido acima, proteínas 

encontradas na fonna amastigota podem ser importantes para a sobrevivência do parasito, 

scivindo como candidatos potenciais no desenvolvimento de uma vacina.

Em relação à imunidade na leishmaniose visceral canina, alguns estudos sugerem 

que a resistência ou a susceptibilidade em cães infectados com L. infantnm/chagasi, assim 

como no modelo murino para leishmaniose cutânea, pode estar relacionado com a resposta 

dicotômica de linibcitos T (PINELLl, 1994; BOURDOISEAU, 1997). Uma resposta Thl 

que produz IFN-y, TNF-a e lL-2 é importante para a proteção e uma resposta Th2, que 

produz lL-4 e IL-10, resulta em doença (SCOTT, 1988; LIEW, 1994).

Para avaliação de proteínas de Leishmania quanto à capacidade indutora de resposta 

imune protetora cm cães, é necessário a disponibilidade de um modelo experimental. A 

infecção de cães com L. infantnm/chagasi pode reproduzir a infecção natural e seivir a 

diversos estudos de vacinação de cães. Dependendo do tipo (promastigota ou amastigota), e 

da qua ntidade de p arasitos do inoculo, a infecção experimental pode induzir a quadros 

clínicos desde assintomáticos até doença aparente com sinais como; alopecia, onicogrifose, 

ceratite e anorexia, entre outros. Para ensaios de vacinação, ou testes de cficácia de imuno 

ou quimioterápicos, é desejável modelos de infecção que induzam a progressão da doença,

o que pode ser conseguido através da injeção de amasíigotas ou pelo uso de altos inóculos 

de promastigotas por via endovenosa (HOMMEL, 1995). Entretanto, para seleção de 

antigenos indutores de resposta imune celular, ou mesmo como controle interno de ensaios 

de resposta de células T a antigenos de Leishmania, é necessário um modelo animal capaz 

de produzir esse t ipo de resposta i mune. No presente trabalho, c ães no nnais, livres de 

iniecção, foram imunizados através de duas injeções de lisado de promastigotas e 

posteriormente inoculados com promastigotas vivos por via subcutânea. A imunização 

utilizando lisado induziu uma resposta discreta de anticorpo nos animais, enquanto que a
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infecção sub-clínica desenvolvida levou a um aumento rápido da produção de anticoipos e 

à detecção nítida de resposta imune celular contra antigenos totais e recombinantes de L. 

iiijuntiim (ARTIGO IV). Os anticorpos produzidos durante a i ntecção subclínica ibram 

capazes de reconhecer indistintamente proteínas de promastigotas e de amastigotas, 

apresentando, entretanto, maior reatividade com as formas evolutivas intracelulares 

(ARTIGO II). Embora o modelo não exclua a possibilidade de um efeito estimulador ou 

mesmo inibitório, induzido pela imunização prévia com lisado, na resposta imune 

obsei-vada após inoculação com promastigotas vivos, a infecção subcutânea mostrou 

claramente ser mais eficiente que a injeção de lisado p arasitário em e stimular r esposta 

imune celular nnü-Laisliimiiiia. Mesmo após 24 meses de infecção, essa resposta ainda e 

detectável e o isolamento de parasitos de aspirados esplénicos, embora c om resultados 

variáveis, é conseguido (dados não mostrados). Células mononucleares de sangue periférico 

desses animais têm sido utilizadas constantemente como controle positivo interno de 

ensaios de proliferação em nosso laboratório. Embora o objetivo central do trabalho tenha 

sido o desenvolvimento de um protocolo experimental para produção de resposta imune 

celular in vivo e in vitro (ARTIGO IV), o estudo também forneceu dados quanto a 

antigenicidade das proteínas recombinantes cm termos da resposta imunecelular. Lcl3 

induziu resposta linfoproliferativa nos quatro cães e Lc9 em dois destes. No teste de 

hipersensibilidade cutânea très cães foram positivos para L cl3e um para Lcl3 e Lc9. 

Apesar dos dados serem bastante preliminares, os resultados apontam para o possível uso 

dessas proteínas em ensaios de proteção de cães contra a LV em associação com outros 

antígenos recombinantes e/ou adjuvantes estimuladores de resposta im une do tip o T h l, 

como por exemplo, a lL-12.



6 CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios de padronização das condições para cultivo extracelular 

de amasligotas de Leishnuuiia demonstraram que promastigotas de L. amazouensis 

e L. braziliensis são mais facilmente induzidas à diferenciação em amastigotas 

axênicas do que a L. injantiim/chagasi. A purificação de formas intracelulares de 

esplenócitos de hamsters infectados parece ser uma melhor alternativa em ensaios 

de obtenção de amastigotas desta espécie.

Apesar da imunodominância de antígenos da família Hsp durante a infecção por 

Leisliinunici, soios de cães infectados com L infantiim/chugasi foram capazes de 

reconhecer pelo menos cinco giupos diferentes de antígenos recombinantes de uma 

biblioteca de cDNA, incluindo uma proteína da família das cinesinas.

Soios de pacientes com padrão de reconliecimento restrito de proteínas de 

Lcishmania, fornecendo resultados negativos cm determinados ensaios sorológícos, 

podem ser utilizados para busca de novos antígenos em bibliotecas de cDNA de 

Leislimaiiiu, os quais poderiam aumentar a sensibilidade de métodos sorológicos 

para o diagnóstico da LV.

A infecção sub-clínica de animais experimentais representa uma boa estratégia de 

obtenção dc anticorpos específicos para fonnas evolutivas amastigotas. Em três 

espécies dc animais diferentes: cão, coelho e camundongo, a infecção com 

promastigotas vivos foi mais eficiente na indução da produção de anticoipos anti- 

ainastigotas do que protocolos de imunização por via subcutânea, mesmo quando 

foi utilizado lisado desta fonna evolutiva nas inoculações.

Além da produção de anticorpos anú-Leishmaniu, a infecção sub-clínica de cães 

através da inoculação subcutânea com promastigotas virulentos foi mais elkaz que 

a injeção de lisado parasitário em termos de indução de resposta imune celular 

contra antígenos brutos e recombinantes de L. infantum. Este modelo experimental
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pode ser útil na Iriagem de antígenos iinunogcnicos de Leishmania, bem como 

servir de controle positivo em estudos in vitro de moléculas candidatas a 

componentes de urna vacina canina.
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Este trabalho dc tese taz parte de um projeto maior intitulado “Controle da 

Leishmnaiosc Visceral: Desenvolvimento dc Vacina e Métodos Imunodiagnósticos”, no qual 

outros estudantes de doutorado, mestrado e técnicos de nível superior estão envolvidos, 

trabalhando em diferentes aspectos do projeto.

Atualmente, alguns antígenos selecionados da biblioteca de cDNA utilizando soros 

caninos, considerados pelo sequenciamento parcial como sendo de gmpos diferentes 

(denominados Lc9, Lcl3, LcI4, Lcl8e Lc30), foram completamente seqüenciados, com 

exceção do Lc3(), o qual, devido à existência de vários domínios repetitivos de DNA, 

dificultando o seqiienciamento, só foi possível determinar cerca de dois terços da seqüência 

completa dc nucleotídeos. Além disso, foram também definidas as seqüências de 

nucleotídeos de dois antígenos (Lcl21 e Lcl31) selecionados da biblioteca com soros de 

pacientes com LV.

Ensaios de otimização da expressão dc cada uma das proteínas codificadas pelos 

insertos utilizando Escherichia coli TOP 1 OF’ ou BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) foram 

iniciados. Inicialmente, as proteínas Lcl8 e Lcl31 foram super-expressas, porém não houve 

expressão satisfatória de proteínas pelas construções de plasmídeo pBK-CMV-Lcl4 e pBK- 

CMV-Lc30. Visando a expressão de cadeias polipeptídicas de Lcl4, foram realizadas 

subclonagcns de segmentos do cDNA em plasmídeo pRSET. As novas constmções pRSET- 

Lcl4R (extremidade 5’ repetitiva) e pRSET-Lcl4NR (extremidade 3’ não-repetitiva) foram 

super-expressas em E. coli BLR. Métodos para a puritlcação dessas proteínas, através de 

eletioeluição ou por cromatografía de afinidade (colunas de Sepharose-níquel), foram 

padronizados. As proteínas purificadas serão utilizadas na validação em condições de 

laboratório experimental de testes “dip stick” com os antígenos recombinantes purificados 

para diagnóstico das leishmanioses viscerais humana e canina. Esta validação envolverá o 

acréscimo (seleção de novos antígenos com soros falso-negativos) ou remoção (retirada de 

antígenos com resposta redundante ou que leve a perda de especificidade) de proteínas 

obtidas a partir da biblioteca de cDNA ou gcnômica de L. hífuutum/chagasi.

7 AVANÇOS E PERSPEC1 IVAS DO PRESENTE ESTUDO
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Em relação aos avanços no desenvolvimento de uma vacina canina, gmpos de animais 

foram injetados com as proteínas lecombinantes purificadas Lc9 e Lcl3, utilizando como 

adjuvante saponina, na presença ou não de plasmideo codificando lL-12 canina, clonada em 

nosso laboratório. Duas semanas após a última injeção 1'oi obsei-vada a produção nítida de 

anticorpos contra as duas proteínas. Não foi encontrada diferença entre os grupos que 

recebeiam apenas antígenos com saponina e os que receberam antígenos com saponina 

associados ao plasmideo. O experimento continua em curso e a avaliação da resposta imune 

celular será realizada através de ensaio de linfoproliferação e expressão de cilocinas por RT- 

PCR.

A capacidade de um plasmideo codificando um antígeno específico de estimular 

células r  CD4' e T CD8^ é desejável em ensaios de proteção, principalmente contra 

doenças como a leishmaniose. Além disso, diferentes combinações gênicas de antígenos ou 

de antígenos mais adjuvantes podem ser inseridos em um único plasmideo. Desta fomia, 

entie os avanços obtidos no desenvolvimento do projeto, está a expressão in vivo dos 

plasmídeos que codificam Lc9 e Lcl3 em camundongos. Camundongos injetados com os 

referidos plasmídeos foram capazes de produzir anticoipos contra as proteínas Lc9 e Lcl3, 

reconhecidas cm ELISA e no Western blot. Relatos anteriores demonstraram que a 

imunização de camundongo com DNA induziu maior proteção contra a infecção por L. 

major do que a proteína recombinante purificada, mesmo quando associada a um potente 

adjuvante de resposta do tipo Thl como a lL-12 (GURUNATHAN, 1997). Portanto, uma 

das estratégias do projeto é a possibilidade de utilizar os plasmídeos, codificando as 

proteínas recombinantes imunogcnicas, em uma vacina de DNA contra a LV canina.
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