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Resumo

A leishmaniose visceral é endémica em muitas regifes do Brasil e € uma importante doenca
infecto-parasitaria causada por protozodrios. Além dos seres humanos, os cdes também séo
seriamente acometidos e, no meio urbano, sdo considerados 0s principais reservatorios da
doenca. Esta espécie animal caracteriza-se como fonte de transmissao eficaz por coabitar
com as pessoas e, muitas vezes, apresentar altas taxas de infeccdo sem ter um quadro
clinico aparente. A atual estratégia para o controle desta doenca € baseada na eliminacao
de cdes soropositivos, tratamento sistematico dos casos humanos e o controle vetorial.
Embora a eutanasia do cdo seja a principal estratégia de controle da doenca, ndo é
amplamente aceita, especialmente por parte dos proprietarios. Contudo, as estratégias
terapéuticas mais estudadas em cdes ndo conseguiram alcancar a cura parasitoldgica
consistente em CVL. Neste contexto, o desenvolvimento de uma vacina protetora contra
CVL poderia ser uma ferramenta promissora para o controle de CVL e consequentemente
para Leishmaniose visceral humana. Normalmente, hd4 um consenso de que o
microambiente citocina desempenha um papel central no resultado da patogénese da
leishmaniose. O principal mecanismo efetor envolvido na resposta imunoprotetora em cées
infectados com Leishmania é a ativacdo dos macréfagos pelo IFN-y, levando-o a eliminar a
forma amastigota intracelular mediada pela produgéo de oOxido nitrico. O objetivo do nosso
estudo foi avaliar o perfil de citocinas em cées, em diferentes tempos pos vacinagdo com
Leishmune ®, apods estimulo in vitro com antigeno solivel de Leishmania chagasi.
Empregamos citometria de fluxo e ELISA para andlise da produc¢do de citocinas intracelular
e secretadas, respectivamente. Os nossos resultados mostraram que a Leishmune ® foi
capaz de induzir um aumento do nivel de produgdo de IL-8 e IFN-y, IL-17a e TNF-a e
reducdo de IL-10 no primeiro e sexto més apos a vacinacdo, e também reducao de IL-4 seis
meses apos vacinacado. No grupo de cdes com um ano apds vacinacdo, nao foi encontrada
nenhuma alteracdo significativa em relacdo ao perfil de citocinas do grupo de caes nao
vacinados. As altera¢Bes imunoldgicas acima citadas, levam-nos a acreditar que o processo
vacinal promove o desenvolvimento de um perfil de resposta imune celular capaz de induzir
imunoprotecdo aos caes vacinados, ou seja, o0 animal desenvolve mecanismos
imunobiologicos supostamente efetivos contra infecgdo. Portanto, fica claro que estas
alteracdes permanecem até 6 meses, sendo que apdés 1 ano da vacinacdo os animais
retornam a um perfil de biomarcadores basal, o que sugere a necessidade do reforco
vacinal neste periodo ou até mesmo anterior a ele.

Palavras-chave: leishmaniose visceral canina, Leishmune®, citocinas.
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Abstract

Visceral leishmaniasis is endemic in many regions of Brazil, and it is an important infectious
disease caused by protozoan. Apart from humans, dogs are also seriously affected and, in
urban areas, are considered the main reservoir of the disease. This species is characterized
as a source of transmission for effective cohabit with people and often exhibit high rates of
infection without having a seeming clinical condition. The current strategy for the control of
this disease is based on the elimination of seropositive dogs, systematic human cases
treatment and vector control. Although dog euthanasia is the main strategy to control the
disease, it is not widely accepted, especially by the owners. However, the most often
therapeutic strategies studied in dogs had failed to achieve a consistent parasitological cure
in CVL. In this context, the development of a protective vaccine against CVL could be a
promising tool for the control of CVL and consequently for human visceral leishmaniasis.
Typically, there is a consensus that the cytokine microenvironment performs a central role in
the outcome of the pathogenesis of leishmaniasis. The major effector mechanism involved in
Leishmania immunoprotective response on infected dogs is the activation of macrophages
by IFN-y, leading to destroy the intracellular amastigote form mediated by the production of
nitric oxide. The aim of our study was to evaluate the cytokine profile in dogs at different
Leishmune ® vaccination times, after in vitro stimulation with soluble antigen of Leishmania
chagasi. We had used flow cytometry and ELISA method to analysis the cytokine production.
Our results showed that Leishmune® was capable of the induction of increasing IL-8, IFN-y,
IL-17a and TNF-a production levels in the first and sixth months after vaccination, also IL-10
reduction rates in first and sixth month after vaccination and decreased IL-4 rates only six
months after the vaccination. In the “T12 time” group of dogs, one year after vaccination, we
did not find any significant difference in the cytokine profile for the group of non-vaccinated
dogs group. The immunobiological changes aforementioned lead us to believe the
immunization process promotes the development of a cellular immune response profile
capable of inducing immunoprotection on vaccinated dogs. Therefore, it is clear that those
changes remain up to 6 months whereas after 1 year after the vaccination the animal returns
to a baseline profile of biomarkers, which suggests the necessity of the strengthen the
vaccine either at this time or even before.

Keywords: canine visceral Leishmaniasis, Leishmune®, cytokines.
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Introducao

Leishmanioses: conceito, ciclo biol6gico e epidemio logia

As leishmanioses sdo importantes doencas infecto-parasitarias causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania. Estes protozoarios sdo seres unicelulares e heteréxenos, transmitidos
por flebotomineos pertencentes ao género Phlebotomus, encontrado no Velho
Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo [1]. Este parasito foi descrito pela primeira vez,
em 1903, por Leishman, préximo da época em que Donovan descreveu a espécie do
parasito causador do Calazar [2,3,4,5].

As leishmanioses caracterizam-se por dois ciclos epidemioldgicos principais,
0 zoonotico, onde o animal reservatorio estd envolvido na transmissdo e, o
antroponotico, onde o homem € o reservatorio e a fonte de infeccdo do vetor [6,7].
Sendo assim, o ciclo zoondético, apresenta, como principais reservatorios, animais
vertebrados como a preguica, o cdo doméstico, os ratos e a paca [8]. O ciclo
antroponotico acontece comumente na India, Iraque, Senegal, Mongdlia e Namibia
[9]. Os parasitos podem apresentar trés diferentes formas no ciclo biolégico, a
amastigota, a promastigota e a paramastigota. A forma amastigota tem caracteristica
ovéide ou esférica, uninucleada, com cinetoplasto em forma de bastdo e com
auséncia de flagelo livre. A forma promastigota possui formato alongado e pequeno,
€ uninucleada, flagelada e possui cinetoplasto ovoide localizado na regido anterior,
engquanto a forma paramastigota possui formato achatado, sendo também flagelada,
uninucleada e com cinetoplasto proximo ao nucleo. O ciclo biolégico tem seu inicio
guando a fémea do inseto vetor pica um animal vertebrado infectado e, durante o
repasto, adquire formas amastigotas que parasitam principalmente macréfagos
presentes no sangue ingerido. Entre 15 horas e 7 dias ap0s a picada, as formas de
Leishmania ja estdo presentes no intestino médio do inseto vetor [10]. No lumen
intestinal, ocorre o rompimento destes macrofagos, liberando as formas amastigotas
que se transformam em promastigotas prociclicas, dentro da membrana peritréfica.
Estas formas se dividem rapidamente, fazendo com que a membrana peritréfica se
rompa, permitindo que a Leishmania colonize o trato digestivo posterior, médio e
anterior do flebotomineo. Apds isso, se transformam em promastigotas metaciclicas
que sdo as formas infectantes do parasito [10]. Em novo repasto, as formas

promastigotas metaciclicas presentes no trato digestivo anterior, probdscida, faringe
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e esdfago sdo transmitidas pelo flebotomineo a um hospedeiro vertebrado nédo
infectado, através da regurgitacdo do inseto causada pelo bloqueio da vélvula
proventricular, devido ao intenso parasitismo no intestino anterior.

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas sado fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), macréfagos teciduais e
neutrofilos, onde, dentro do vacuolo fagocitario, sofrem diferenciacdo para formas
amastigotas. Este vacuolo fagocitario se funde com o lisossomo, formando o
fagolisossomo onde as formas amastigotas sofrem varias divisbes binarias até o
rompimento da célula [11], liberando as formas amastigotas que podem, assim,
parasitar novos macréfagos e serem transmitidas a outro flebotomineo durante novo
repasto sanguineo [4].

A Leishmaniose visceral zoonética (ZVL), causada pela Leishmania infantum,
€ uma doenca infecciosa grave e endémica para paises do Mediterraneo, Oriente
Médio, Asia e América Latina. Nos Ultimos anos, a ZVL surgiu como uma
preocupacao de saude publica, devido ao importante aumento de fatores de risco
associados a mudancas ambientais, a migracdo humana e ao estado imunologico do
hospedeiro [12,13].

O céo é o principal reservatoério do parasita e apresentam um papel relevante
na transmissdao aos seres humanos. O surgimento de casos humanos de
leishmaniose visceral (LV) em territérios anteriormente ndo endémicos foi precedido
por um aumento da incidéncia de infeccdo canina e o aparecimento de novos focos.
Os cades tém sido responséaveis pela propagacdo da doenca observados nas
grandes cidades brasileiras, onde, desde de 1980, a doencga tornou-se endémica e
epidémica, resultando no aumento continuo de casos humanos no Brasil [14].

O controle da ZVL é uma tarefa dificil, pois muitos animais permanecem
assintomaticos apoés a infeccdo, mas, em alguns casos, ainda sdo capazes de
transmitir o parasita, bem como aqueles que desenvolvem o0s sintomas da
leishmaniose canina.

A quimioterapia corrente reduz ou elimina os sintomas clinicos, mas néo
atingem um nivel parasitolégico consistentemente para a cura em caes, persistindo
portanto o risco epidemiolégico [15].

A incidéncia anual no mundo esta estimada em 500.000 casos de

leishmaniose visceral e 1 a 1,5 milhdes de casos de leishmaniose tegumentar, com
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uma prevaléncia de 12 milh6es numa populagéo de risco de 350 milhdes. Em varios
paises, tem-se observado um aumento no numero de casos de leishmaniose
cutanea como, por exemplo, no Brasil, onde foram notificados 21.800 casos em
1998, 30.550 em 1999 e 35.000 em 2000 [12,16].

Resposta imunoldgica do hospedeiro

O hospedeiro imunocompetente € capaz de ativar a resposta inflamatoria
inata e adquirida que irdo estabelecer o grau de expressdao da doenca.
Primeiramente, os macrofagos sdo ativados a um estado leishmanicida estimulado
por uma resposta de células T auxiliares do tipo 1 (Thl). Esta resposta envolve um
complexo sistema com células apresentadoras de antigeno (APCs), células T CD4"
e liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, como a interleucina-12 (IL-12), interferon-
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Esta mesma resposta Thl
previne a manifestacdo da doenca apds um estado latente e o estabelecimento de
fase cronica [17].

No sitio da infeccdo, uma resposta inata complexa inclui multiplos fatores,
como a presenca de células (neutrofilos, mondcitos/macrofagos, “Natural Killer- NK”,
células dendriticas), mecanismos de reconhecimento de receptores (“Toll like
Receptors”), mecanismos do sistema complemento e liberacdo de citocinas, em
especial a IL-12 que auxilia na inducdo de imunidade mediada por células. Este
complexo conjunto de mecanismos, em grande parte iniciado por células dendriticas
infectadas, tem sua continuagdo com a ativacdo de células T CD4" e CD8". A
migracdo destas células T efetoras para o local da picada se da, tanto na
leishmaniose tegumentar como na visceral, com a participacdo de moléculas de
adesdo e de quimiocinas. A partir dai, a resposta de células T CD4" esta associada
a producao de IFN-y e de outras citocinas como a IL-12, IL-2 e TNF-a. As células T
CD8" apresentam papel importante por produzirem IFN-y e promoverem o maior
desenvolvimento de células T CD4", auxiliando no alcance da cura da doenca [17,4].

Ao longo do desenvolvimento destes varios mecanismos na leishmaniose,
sdo produzidas também citocinas reguladoras que agem balanceando a resposta
imunologica. A IL-4, a IL-10 e a IL-13 sao citocinas associadas com a resposta do

tipo 2 (Th2), capazes de interferir na resposta do tipo 1, inibindo macréfagos e,
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assim, favorecendo a infeccdo. Dados de um estudo realizado por Murray et al.
(2002) demonstram que a auséncia da IL-10 favorece a ativacao da resposta do tipo
1, promovendo a eliminacédo do parasito e um sinergismo da resposta imunoldgica
com a quimioterapia em infec¢des agudas [18].

No sitio da infec¢do, hd migracéo de neutrdéfilos que iniciam a fagocitose dos
parasitos. Uma vez interiorizados, se inicia um processo de eliminagéo do parasito
pelas enzimas proteoliticas e por espécies reativas de oxigénio produzidas no
interior dos lisossomos que se fundem com os fagossomos formando os
fagolisossomos. Neste processo, ocorre ainda a producao de IL-8, essencial para a
atracdo de novos neutréfilos. Da mesma forma, macrofagos séo atraidos ao local da
infeccéo, fagocitam o parasito e iniciam a producao de citocinas como TNF-aq, IL-6,
IL-18 e IL-12 e de metabdlitos toxicos do oxigénio, como 0 anion superoxido, o
radical hidroxil, o peréxido de hidrogénio e a producdo de éxido nitrico. A IL-12 e a
IL-18 s&o citocinas que auxiliam na ativagdao de Thl, principalmente quando atuam
em sinergismo. Mecanismos como a explosdo respiratoria (producdo de
intermediarios reativos do oxigénio) e a producdo de oxido nitrico pela enzima oxido
nitrico sintase induzivel (INOS) sdo importantes para a eliminacdo dos parasitos
pelos macrofagos [19,20].

Em humanos, o principal mecanismo de eliminacdo da Leishmania por estas
células resulta da acdo de radicais de oxigénio e de oOxido nitrico [21]. As células
dendriticas, por sua vez, sdo potentes células apresentadoras de antigeno que
induzem uma eficiente ativacéo de células T e produzem também citocinas como IL-
12, IL-10 e IFN-y. A IL-12 produzida tem grande importancia no controle de
infeccbes por L. major [22,23].

Embora o macrofago também seja capaz de produzir IL-12, na infeccdo por
Leishmania, as células dendriticas sdo a principal fonte desta citocina e estas
células sdo ainda essenciais para a manutencdo de numero suficiente de células
Th1l de memodria ou efetoras in vivo para mediar protecéo prolongada contra L. major
[17].

No figado do céo infectado, a Leishmania parasita as células de Kupffer,
causando um influxo de granulécitos e linfécitos T CD4" e CD8", resultando na
formacdo de granulomas [24]. Muitas células T do granuloma apresentam fenotipo

de memoaria ou de células ativadas em seis semanas de infec¢gdo com L. chagasi, o
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que ocorre em menor nivel com células do baco. Além disso, o granuloma hepatico
apresenta menor quantidade de células produtoras de IFN-y que no baco e as
células provenientes destes 6rgaos produzem quantidades semelhantes de IL-10,
durante o cultivo in vitro. Desta forma, a IL-10 parece modular a producéo de IFN-y
pelos esplendcitos, mas, no figado, ndo € a Unica a modular a producdo desta
citocina, ja que outros fatores parecem estar envolvidos na supressédo da producao
de IFN-y [24]. Um destes fatores € o TGF-B cuja presenca nos granulomas
[25].

Alguns estudos indicam que a resposta imunoldgica Th2 predomina durante
uma infeccdo humana aguda num quadro de leishmaniose, com a supressao da
reatividade de células T, predominancia das citocinas IL-4 e IL-10 em relacdo ao
IFN-y e a ativagdo de células B policlonais, resultando em uma
hipergamaglobulinemia [26]. O envolvimento de Thl e Th2 na protecdo e
exacerbacéo da doenca, respectivamente, tem sido demonstrado em modelo murino
de leishmaniose cutanea [27] e visceral [28], principalmente porque a IL-4 pode
regular a acdo de macrofagos [29]. No entanto, parece possivel que, em alguns
casos de leishmaniose visceral, um padrdo misto Thl e Th2 seja ativado, conforme
revelado pelos altos niveis simultaneos de IFN-y e de IL-4 detectados em
camundongos [30] e em cdaes [31]. Nestes casos, a IL-4 ndo apresenta um padrdo
imunoregulatério [32], como a IL-10 produzida por células Th3, macréfagos e
linfécitos B. Desta forma, a regulacédo da IL-10 parece ser um ponto constante na
clinica, jA que esta citocina estd associada a supressdo da imunidade contra a
leishmaniose visceral. Cillari et al. (1995) demonstraram, ap0s deteccdo dos niveis
de citocinas em soro de pacientes, um importante papel regulatério de IL-10 sobre a
resposta de células T e o envolvimento desta citocina na patologia de infec¢cdes com
L. donovani [33]. Quando analisados juntos, estes dados fornecem evidéncias da
existéncia de uma dicotomia da IL-4. Esta citocina pode ter a capacidade de
estimular a diferenciacdo de células dendriticas em células produtoras de IL-12
estimulando a resposta Thl e a resisténcia a infec¢do. Ao contrario, sua producao
por células T CD4" pode estar relacionada com a susceptibilidade e o

direcionamento da resposta para Th2 [26,34].
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Algumas caracteristicas do parasito e 0os mecanismos do hospedeiro se
relacionam diretamente com a patogénese durante a infeccdo. Dependendo da
espécie, a Leishmania consegue escapar da resposta humoral inata e remodelar
mecanismos intracelulares em algumas células como macréfagos e células
dendriticas, afetando fatores de transcricdo e a expresséo genética de citocinas [4].
Formas promastigotas da Leishmania sado capazes de se interiorizar nos macrofagos
de forma silenciosa, mantendo estas células desativadas e evitando assim a
ativacdo da resposta imune. Desta forma, a resposta do macrofago a infecgcdo com
Leishmania é prejudicada uma vez que o parasito inibe a producéo de citocinas, a
expressdo de moléculas de superficie e a geragdo de mecanismos leishmanicidas
como a producao de intermediarios reativos de oxigénio. Esta acdo do parasito se
estende ainda para as células dendriticas, que sdo fundamentais na apresentacao
do antigeno, na estimulacdo de células T e no eficiente desenvolvimento de uma
resposta do tipo 1, e ainda, para os macrofagos o que pode se dar pela modulacéo
negativa da expressdo de moléculas de complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) classes | e Il [35]. As acOes do parasito sobre estas células incluem ainda a
inibicdo da migracdo celular, da maturacdo e da ativacdo, limitando ainda a
producéo de IL-12 [4].

As formas promastigotas também podem utilizar mecanismos de defesa do
organismo, como as proteinas do sistema complemento, para evadirem da resposta
do sistema imune. Estas formas lancam mao da opsonizacdo por estas proteinas
para facilitar sua interiorizacdo nos fagoécitos mononucleares através da ligagdo com
receptores de complemento presentes na superficie das células. No entanto, devido
ao tamanho do lipofosfoglicano (LPG), presente na superficie celular de formas
promastigotas metaciclicas, ndo ocorre a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) e estes parasitos ndo sao lisados [36,37]. Além disso, os LPGs
sdo também capazes de interferir na fungcdo de mondcitos/macrofagos e de células
dendriticas através do bloqueio da adesédo endotelial e migracdo pela alteracdo de
expressdo de moléculas de adesdo e sintese da proteina quimiotatica para
mondécitos (MCP-1) [4,38]. A mesma fun¢éo exercem os proteofosfoglicanos (PPGs)
na superficie das amastigotas através da interferéncia na funcdo de

monaocitos/macréfagos [4,39].
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Durante a infec¢cdo, o pH do vacuolo parasitoforo se mantém &cido,
favorecendo a acdo das proteinas microbicidas e das enzimas hidroliticas.
Entretanto, o parasito € capaz de inibir a producéo de radicais de oxigénio e de agua
oxigenada no vacuolo, através da inativacdo de NADPH oxidase e da alteracdo do
pH para menos acido ou pode impedir a formacdo do fagolisossomo pela repulséo
estérica do LPG [39], impedindo assim a acao de substancias toxicas presentes no
lisossomo.

Outro fator importante para o sucesso da infeccdo € a saliva do inseto. A
saliva possui algumas substancias vasodilatadoras, imunoreguladoras,
anticoagulantes e com capacidade de atrair neutrofilos e mondcitos/macréfagos ao
sitio de infeccdo do hospedeiro vertebrado. Uma destas substancias € o maxadilan,
um peptideo presente na saliva do Lutzomyia longipalpis, muito importante no
estabelecimento da infeccdo. A quimiotaxia gera um aumento da fagocitose,
favorecendo a infec¢do de células e a sobrevivéncia e a proliferacdo do parasito,
uma vez que a porcentagem de células infectadas e a porcentagem de parasitos

dentro de cada uma destas células aumenta [40].

Tratamento, controle e vacinas contra leishmanioses

Os medicamentos recomendados para o tratamento da leishmaniose
tegumentar e visceral, os antimoniais pentavalentes, foram introduzidos ha 60 anos.
Nas ultimas décadas, drogas alternativas e novas formulagdes se tornaram
disponiveis para o uso em alguns paises, enquanto outras estdo sendo testadas.
Apesar da dificuldade de se desenvolver uma droga Unica efetiva contra todas as
formas de leishmaniose, muitos avancos foram feitos neste setor. Alguns dos
problemas em se desenvolver tal droga incluem a diferenca de 6rgdos acometidos
na leishmaniose visceral e na tegumentar necessitando de farmacocinéticas distintas
e da variacdo intrinseca da sensibilidade das varias espécies de Leishmania a
droga. Além disso, ha necessidade de medicamentos que alcancem a efetividade
em pacientes resistentes aos antimoniais ou imunossuprimidos [41].

O tratamento, no Brasil, foi padronizado com o antimoniato de N-metil
glucamina, como primeira escolha terapéutica, e, nos casos de resisténcia e de

segunda escolha, o isotionato de pentamidina ou a anfotericina B.
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Recentemente foi demonstrado que o antimoniato de N-metil glucamina pode
promover, o influxo de tidis e de glutationa, tanto na promastigota quanto na
amastigota, deixando o parasito mais susceptivel ao “stress” oxidativo. Apesar de
sua acdo importante, o antimoniato de N-metil glucamina apresenta uma alta
cardiotoxicidade, o que faz com que o paciente que estd hospitalizado para a
administracao parenteral, precise ser monitorado constantemente [42].

O isotionato de pentamidina vem sendo utilizado como segunda escolha para
o tratamento das leishmanioses. Ele demonstrou ser efetivo nos casos de
resisténcia ao antimonial, levando a cura cerca de 70% dos casos. No entanto, em
alguns pacientes, verificou-se uma reacao adversa irreversivel com a formacéo de
um quadro de diabetes mellitus dependente de insulina. Este fato fez com que o uso
da pentamidina em alguns paises, como a India, fosse completamente abandonado
[42].

A anfotericina B, um antibiético macrolideo, é uma outra op¢do em casos de
resisténcia ao antimoniato. Originalmente desenvolvida como fungicida, mostrou ser
um efetivo leishmanicida, mas apresenta um dos maiores indices de toxicidade
aguda, necessitando, por isso, ser cuidadosamente administrado [4, 42].

Para o controle da leishmaniose, a OMS recomenda: o tratamento de
pacientes humanos, a eliminacdo de caes soropositivos e a borrifagdo de inseticida
em casas [43, 44]. No entanto, a eutanasia dos caes infectados tem gerado um
grande desconforto social tendo em vista o papel que os cdes ocupam na sociedade
atual o que tem dificultado a execucdo desta pratica pelas autoridades sanitarias.
Desta forma, este problema pode acarretar sérias interferéncias nos aspectos
epidemioldgicos da leishmaniose [45].

Segundo Maia-Elkhoury et al. (2008), a eutanasia de caes soropositivos nao
impediu 0 aumento do numero de casos humanos no Brasil, enquanto outras
medidas, tais como colares impregnados com inseticidas topicos sdo caros e de
dificeis implementacdo em um programa nacional de controle. Aléem disso, a
disposicdo dos dados de campo ndo permitem uma estimativa do seu impacto
epidemiologico [46,47].

A utilizagdo de medicamentos ou outros compostos leishmanicidas em cées
nao tem mostrado resultados satisfatorios. Em alguns casos, ocorreram até a

exacerbacédo do calazar, causando intensa dermatite [48], j& em outros casos foram
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observadas melhoria do estado clinico, mas permanecendo o parasitismo cutaneo
[49], desta forma estes animais continuaram como fontes de infeccdo para vetores
flebotomineos.

Considerando que a pratica quimioterapica na LVC é ainda ineficaz, que na
profilaxia da LV as medidas antivetoriais sdo pouco eficientes, e na auséncia de
outras estratégias bem sucedidas, o desenvolvimento de vacinas contra a
leishmaniose canina tem sido promovida como uma ferramenta importante para
controlar ZVL [50,51]. De acordo com Gosh et al. (2003), Chappuis et al. (2007) e
Palatnick (2008) existem evidéncias clinicas e experimentais que indicam que as
leishmanioses seriam evitaveis pela vacinacao.

Alguns estudos ja foram realizados com o intuito de desenvolver uma vacina
anti-LVC, porém, estes apresentaram resultados controversos ou pouco conclusivos,
0 que tem incentivado a busca de novos imunégenos que possam proporcionar uma
intervencéo vacinal eficaz para o controle da LVC.

Em relacdo aos imunobiolégicos empregados em intervencdes vacinais na
LVC podemos agrupa-los em trés geracdes de antigenos vacinais no que se refere
ao processo de produgdo. A primeira geragdo, que se inicia com 0S primeiros
estudos de vacinagdo contra a leishmaniose cutanea humana por Salles-Gomes
(1939) e Pessoa et al. (1940) e se estende até os dias atuais, sdo preparacdes
antigénicas tipicamente constituidas por antigenos brutos, obtidos através de
técnicas de atenuacdo ou fixacdo dos agentes etiologicos de interesse.
Considerando o seu largo espectro de antigenicidade, custo e seguranca, estas
vacinas compostas de antigenos brutos poderiam representar uma excelente
ferramenta para imunoprofilaxia e controle da CVL em areas endémicas
[57,58,59,60,61,62,63,64].

A partir dos anos 90, com o avanco das técnicas de biologia molecular
comecgaram a surgir os primeiros candidatos constituidos por subunidades definidas,
denominados antigenos recombinantes que marcariam a segunda geracdo de
vacinas. Segundo Santos et al. (2002), as vacinas de segunda geracdo incluiram
ainda, bactérias ou virus recombinantes que carreariam genes que codificariam
antigenos de Leishmania, além de utilizacdo de vacinas vivas, com Leishmania

geneticamente modificada, e que causaria infeccao abortiva no homem [66].
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Mais recentemente, no final dos anos 90, com o avan¢o dos estudos do
genoma de diferentes agentes infecciosos comecaram a surgir as vacinas de
terceira geracdo (vacinas de DNA), constituidas de genes que codificariam
antigenos protetores, clonados em vetores contendo promotores eucarioticos, as
quais teriam uma aplicagéo promissora no controle de diversas infecc¢des [67,68,69].
Além disso, elas poderiam oferecer diversas vantagens quando comparadas as
vacinas convencionais, como: estabilidade, baixo custo, facilidade de manipulacéo e
preparacdo de formas multigénicas; imunizacdo com DNA resultando na expressao
de antigenos do parasito na sua forma nativa; indugdo de uma resposta imune
celular e humoral prolongada, devido a persisténcia da expressao antigénica [70].

Os estudos empregando candidatos a vacina para leishmaniose no ambito
dos imunobiolégicos de primeira geracdo tém mostrado alguns resultados
importantes. Na Europa, foi desenvolvida uma vacina, constituida de uma
preparacao parcialmente purificada e liofilizada derivada de L. infantum, que quando
aplicada em modelo experimental murino foi capaz de proteger os camundongos
contra um desafio com L. mexicana e L. major [71,72]. Entretanto, quando avaliada
experimentalmente em cées, foi observada apenas uma elevada producdo de
anticorpos incapazes de controlar a infecgéo [73]. Em um outro estudo piloto, onde
cdes domésticos residentes em area endémica foram imunizados utilizando a
mesma preparacao antigénica, foi observado que além de n&o conferir protecdo nos
animais vacinados, promoveu um aumento da susceptibilidade dos caes a infeccao
[74].

Dentre inimeros trabalhos que buscam o desenvolvimento de uma vacina de
primeira geracdo contra a LVC, no Brasil destaca-se os realizados pelo grupo de
leishmaniose do Departamento de Parasitologia da UFMG. Eles desenvolveram a
Leishvacin, uma vacina composta por antigeno de promastigotas sonicadas. Os
primeiros estudos desta vacina, que foram realizados em camundongos e humanos
contra a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), era primariamente constituida
de cinco cepas de Leishmania (L. amazonesis, cepa BH8; L. major-Like, cepa
BH121; L. major-Like, cepa BH49; L. guyanensis, cepa M1176 e L. amazonensis,
cepa PH8). Contudo durante o encontro realizado em Belo Horizonte pela
organizacdo mundial de saude 1991 “Vaccine Advisory Group of Discussion”,

encontro que teve a participacdo de representante de organizacdes nacionais e
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internacionais interessados no desenvolvimento de uma vacina contra LTA, foi
sugerido que os estudos desta vacina deveriam continuar, no entanto, usando
somente uma cepa de Leishmania, com a finalidade de padronizar a producao do
antigeno vacinal. Desta forma, a cepa PH8 de L. amazonensis foi escolhida devido
ao fato de seu antigeno bruto induzir altos indices de estimulag&o de linfocitos em de
pacientes voluntarios “in vitro”, pelo facil crescimento em cultura utilizando meio
acelular, além dessa cepa ser bem caracterizada taxonalmente [75,76,77,78].

Em 1996, Mayrink e colaboradores realizaram um estudo onde céaes,
mantidos em canil, foram imunizados com antigeno bruto sonicado de L. braziliensis,
associado ao BCG (Bacillus Calmette-Guérin) como adjuvante. Os animais foram
posteriormente desafiados com L. chagasi. Ficou demonstrado neste estudo que os
cdes que receberam vacina constituida de L. braziliensis tornaram-se protegidos
contra desafio com cepa heterdloga de L. chagasi [57]. Os cdes foram observados
por 26 meses, com acompanhamento parasitoléogico e imunolégico a cada dois
meses. Todos o0s cédes controles, ndo vacinados, desenvolveram infeccao (9/9)
enquanto apenas um dos caes vacinados desenvolveu infec¢do patente (1/10). Os
resultados mostraram protecdo de 90% dos animais vacinados, apos 470 dias de
acompanhamento. Nenhum animal que apresentava habilidade em elaborar uma
resposta de células T antigeno-especifica apresentou sinais clinicos, enquanto todos
0s cdes que apresentavam elevados niveis de anticorpos anti-Leishmania tinham
infeccdo patente. Estes resultados estimularam a realizacdo de dois ensaios
vacinais em populacdo de cdes no municipio de Montes Claros, MG, onde a LV €&
endémica. Nesse estudo de campo foi observado, através de ensaios de
linfoproliferacao in vitro, que o desenvolvimento da LVC estava associado com uma
inabilidade dos animais de montar resposta linfoproliferativa in vitro a antigenos de
Leishmania. Entretanto, os resultados do teste de eficacia de vacinacdo nao
demonstraram o estabelecimento de mecanismos protetores contra a infecgdo por
Leishmania na populacdo vacinada em relacdo ao grupo controle. A deficiéncia dos
animais em estabelecer um padrdo de resposta imune do tipo 1 poderia ter sido o
responsavel pelo insucesso da intervencgdo vacinal no estudo de campo realizado
em Montes Claros / MG [57].

Outro grupo de destaque na pesquisa para desenvolvimento de vacina contra

LVC é grupo do Dr. Reis e Dr.Giunchetti, na universidade Federal de Ouro Preto
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(UFOP). Eles veem desenvolvendo uma vacina composta de antigenos bruto de L.
braziliensis acrescido saponina como adjuvante (vacina LBSap). Em estudos
anteriores a vacina LBSap mostrou ser segura para o uso, ndo sendo observadas
lesGes ulcerativas nos locais de inoculacdo [60,79]. Eles demonstraram que esta
vacina induzia um aumento em isotipos de imunoglobulinas; niveis elevados de
linfocitos T, particularmente CD8”, intensa proliferagdo celular; aumento da producdo
de NO durante a estimulagéo in vitro, e altos niveis de LT CD8" Leishmania-
especificos em cées apos trés doses da vacina.[60]

Em relacdo a imunobiol6gicos da segunda geragdo, candidatos a vacina
contra a LVC, estudos desenvolvidos pelo nosso grupo em colaboragdo com a
HESKA Coorporation e o Infectious Disease Research Center (IDRI) — Seattle — USA
avaliou a eficacia de vacinas constituidas de combinacéo de antigenos definidos de
Leishmania, que favorecem o desenvolvimento de uma resposta linfocitaria do tipo
1. As vacinas utilizados foram antigenos recombinantes LmSTI1 descrito por WEBB
et al. (1996) e LelF descrito por SKEIKY et al. (1995). Neste trabalho FUJIWARA et
al. (2005) avaliaram aspectos da imunidade celular de cdes submetidos a diferentes
esquemas de vacinagdo empregando estes imundgenos. Os autores observaram 0s
seguintes resultados: a avaliagdo do numero absoluto de eosindfilos circulantes nos
animais imunizados foi menor que o grupo controle; em relagdo ao numero de
linfécitos T absolutos circulantes ndo foi detectado uma grande variacdo nos
nameros de valores absolutos durante o periodo estudado que pudesse ser
associada a um perfil de imunoprotecdo ou susceptibilidade nos animais, sugerindo
gue as vacinas utilizadas, embora induzam um estado de imunogenicidade
observada na sorologia e proliferacdo linfocitaria, ndo alteraram ou entao alteraram
discretamente 0 niumero absoluto de células T. Em relacdo as subpopulacbes de
linfécitos T os autores sugeriram que as vacinas utilizadas, alteraram o numero de
células T CD4" e CDS8", sendo que reducdo do nimero de células CD4" foi
observada nos animais dos grupos imunizados com a combinacao de trés antigenos
recombinantes (MAPS/TSA, LelF e LmSTI1) e um aumento de células CD8" para os
grupos vacinados com associacdo de dois antigenos recombinantes (MAPS/TSA,e
LmSTI1) e com consequente alteragcdo nos valores da razdo CD4" /CD8*. No
entanto, essas alteragcbes nas subpopulacdes de células T parecem néo estar

associadas a um perfil de imunoprotecdo dos animais contra a infeccdo por
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Leishmania. A andlise dos resultados para linfécitos B CD21" demonstrou queda nos
valores absolutos dessas células para 0s grupos imunizados com vacinas, a
despeito de alta producdo de anticorpos antigenos-especificos, refletindo no
aumento da razdo entre linfécitos T e B. Quanto a populacdo de mondcitos
circulantes houve um aumento durante a etapa de vacinagdo, apés a segunda dose,
para 0S grupos vacinais em relacdo ao controle. Os resultados obtidos por
FUJIWARA et al. (2005) mostraram que embora estes antigenos tenham sido
capazes de induzir um estado de imunogenicidade em caes vacinados, eles ndo
ofereceram protecdo apés o desafio experimental com 10° promastigotas de L.
chagasi por via endovenosa.

Mais recentemente, o laboratorio Pfizer, adquiriu a patente de uma vacina de
segunda geracdo contra a LVC, conhecida por Leishmune®; sendo esta ja
licenciada pelo Ministério da Agricultura e disponivel para comercializagcdo, com
perspectiva de constituir uma ferramenta eficaz para o controle da LVC. A
Leishmune® foi desenvolvida pelo grupo de pesquisas da Dra. Clarissa Palatnik de
Sousa, pesquisadora da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Esta vacina é
composta pelo antigeno complexo glicoprotéico ligante de fucose e manose (FML)
de Leishmania donovani e 0 adjuvante saponina. O antigeno de FML foi descrito em
1989 e isolado de promastigotas de L. donovani [83,84]. Essa fracdo glicoprotéica
gue contém fucose e manose foi denominada FML e trata-se de um complexo que
inibe fortemente a penetracdo de promastigotas e amastigotas em macrofagos
murinos in vitro de forma espécie especifica [85,86]. O FML esta presente na
superficie da Leishmania durante todo seu ciclo e € comum a todas as Leishmania
do complexo donovani, ou seja, € especifico para as espécies que causam
leishmaniose visceral. A saponina por sua vez € um potente adjuvante com
capacidade de estimular a resposta imune ao antigeno promovendo aumento na
sintese de varias citocinas, como IFN-y, IL2, IL-4 e IL-10 [87].

Em 1996 comecaram o0s ensaios para avaliar a eficacia da vacina FML na
area endémica de Sao Goncalo do Amaranto-RN (estudos de fase Ill). Os caes
vacinados foram avaliados por sorologia, pelo método ELISA-FML, e por teste de
intradermoreacao ao lisado de Leishmania (IDR) nos seguintes periodos: dois, sete,
treze e vinte quatro meses ap0s o programa vacinal completo. As diferencas entre
as proporcdes de positividade nos animais vacinados e controles foram altamente
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significativas ao longo de todo periodo. Além disso, os valores de absorbancias
determinados pelo ensaio de ELISA-FML nos soros e o tamanho das IDR foram
significativamente maiores no grupo vacinado com FML do que nos controles, em
todos os periodos avaliados. Apds dois anos, 33% dos animais controles
desenvolveram sinais clinicos de leishmaniose visceral ou doenca fatal, enquanto
apenas 8% dos cédes vacinados mostraram sinais moderados da enfermidade, sem
nenhum registro de Obito neste grupo. Estes resultados mostraram 92% de protecao
contra a LVC no grupo vacinado, o que correspondeu a 76% de eficacia vacinal [84].

Em um segundo experimento de fase lll, também em &rea endémica, foi
observado uma diferenga ainda maior entre os grupos de animais. Todos 0s animais
vacinados foram soropositivos no ensaio de ELISA-FML e mostraram IDR positiva
dois meses apOs a vacinacdo completa, mostrando valores de absorbéancia e
tamanho da IDR significativamente maiores do que os controles ndo vacinados,
durante os 3,5 anos de acompanhamento do estudo. Vinte e cinco por cento dos
animais controles e 5% dos vacinados desenvolveram doenca clinica e fatal,
representando 95% de protecdo alcancada em caes vacinados com FML. Embora
apresentassem maiores titulos de reatividade sorolégica pela ELISA-FML e
mostrassem IDR mais intensa, 95% dos animais vacinados, apresentavam PCR
negativo na medula 6ssea e no sangue periférico [88].

Para avaliacdo da resposta imune humoral e celular da vacina Leishmune®
0s pesquisadores utilizaram 600 cées que foram testados previamente ao inicio da
vacinacao (DO0), 30 dias apos a terceira dose (D70) e sete meses apoOs a primeira
dose. O teste de intradermoreacdo (IDR) foi realizado sete meses ap0s a primeira
dose, com o intuito de mensurar a resposta imune celular. Trinta dias apos o término
do programa vacinal (D70), 98% dos cées apresentavam soroconversao,
demonstrando que a vacina induziu resposta imune humoral. Sete meses apds a
primeira dose da vacina, 93% dos caes continuaram a apresentar sorologia positiva
e 59% apresentaram IDR positiva, indicando resposta imune celular protetora ativa.
Esses resultados foram similares aos obtidos nos estudos anteriores [84,89]. Sendo
assim, os resultados obtidos e publicados, até 0 momento, colocam a Leishmune®
como a primeira vacina mundial que promove longo e significativo efeito protetor em
cées, contra a LVC. Evidéncias preliminares sugerem que a vacina Leishmune®

também seja bloqueadora da transmisséo. Desta forma, ela ndo somente protegeria
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os cdes da incidéncia e morbidade da doenca [90], mas também os manteria néo-
transmissores quando infectados, bloqueando a transmissao para os flebotomineos
[91].

As vacinas de terceira geracdo, também chamadas de vacinas de DNA, séo
constituidas de genes que codificam antigenos protetores, clonados em vetores
contendo promotores eucariéticos [45, 69].

Um exemplo € a vacina Leish-tec®, produzida pelo laboratério Hertape Calier
Saude Animal e que foi desenvolvida pela equipe da Dr. Ana Paula Fernandes,
pesquisadora da UFMG. A vacina baseia-se na imunizagdo do cao com uma
proteina de superficie denominada A2, presente em varias espécies de Leishmania
capaz de induzir uma potente resposta do tipo 1. Esta imunizacdo mostrou protecao
contra L. donovani e por L. amazonensis em camundongos, associada a producao
de INF-y, forte resposta humoral e reduzida internalizacdo de amastigotas nos
macrofagos, o que a torna uma forte candidata a vacina contra LVC [30, 92].

No entanto, varias questdes sdo levantadas com relagdo a seguranca das
vacinas de DNA, como a possibilidade de integracdo ao genoma do hospedeiro,
aumentando-se o risco de formacdo de oncogéneses ou a inativagcdo de genes
supressores de tumor, a inducdo de resposta contra as células transfectadas,
podendo resultar em doencas autoimunes e a inducdo de tolerancia, o que poderia
prejudicar a resposta a outras vacinas e infecgdes [93,94].

Outro antigeno de grande interesse para o desenvolvimento de vacinas é o
antigeno LACK, devido ao seu papel na imunopatogénese da infeccao experimental
por Leishmania e vem sendo estudado em alguns modelos de imunizacdo na
leishmaniose visceral [95]. Membros da familia LACK estdo envolvidos em varias
funcdes fisioldgicas da célula eucariota, dentre elas, a apoptose e a interacdo com
sequéncias de proteinas envolvidas na replicacdo de DNA e sintese de RNA de L.
infantum [96].

A eficicia da vacina de DNA LACK e da vacina contendo a proteina LACK
vem sendo igualmente testadas e os resultados demonstram que a vacina de DNA
LACK €& capaz de induzir uma resposta protetora em camundongos BALBc
inoculados com L. major, com alta producéo de INF-y, e que esta protecdo € maior
que a induzida pela vacinacdo com proteina LACK recombinante [93]. Em um outro
estudo feito com modelo murino vacinado com virus Vaccinia modificado para
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expressar o antigeno LACK e inoculado com L. infantum, foi encontrada uma
protecdo significativa no linfonodo, no figado e no baco, ap6s um més de vacinacgao,
sendo que nesta protecao foi maior no linfonodo, com alta producéao de INF-y [97].
Um modelo parecido de vacinacdo que utilizou DNA LACK e, como refor¢co, o virus
Vaccinia recombinante com o mesmo gene antigeno LACK conferiu protecdo contra
infeccdo com L. chagasi em 60% dos caes vacinados [31].

Alguns antigenos expressos em amastigotas sdo também possiveis
candidatos a vacinagdo. Um deles é a enzima cisteina proteinase (CP), natural ou
recombinante. Esta enzima foi testada contra Leishmaniose visceral canina e
demonstrou protecdo na medula 0ssea dos cées vacinados, com producao alta de
INF- y pelas células mononucleares do sangue periférico [98].

Muitos estudos e descobertas neste ramo ja serviram para aprimorar a
andlise do processamento e apresentacdo de antigenos e a caracterizacdo dos
alvos na resposta imunoldgica [99]. Dentre inumeros trabalhos que buscam o
desenvolvimento de uma vacina contra a LVC, fica evidente a necessidade de
inducdo de uma resposta imune predominantemente do tipo 1 associada a maiores
niveis de IFN- vy, IL-12 e a baixos niveis de IL-10, TGB-[3, com ativacdo de mondcitos
CD14", células T CD4" e CD8" [47,100].

Conforme visto, existem diversos antigenos candidatos vacinais. Neste
sentido, torna-se fundamental a identificacdo de biomarcadores que indiquem
imunoprotecdo em estudos que busquem o desenvolvimento e teste de vacinas
contra LVC. Esta estratégia pretende contribuir para a identificacdo de um perfil
diferencial de biomarcadores que possam ser associados a imunoprotecdo sendo
preditivo de eficacia vacinal. Deste modo, a identificacdo deste perfil poderia ser
empregado para orientar o desenvolvimento e teste, de modo mais racional, de

candidatos vacinais contra LVC.
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Justificativa

A leishmaniose visceral canina é endémica em muitas regides do Brasil. Nos
altimos anos, varias cidades nas regifes sudeste, norte, nordeste e centro oeste,
incluindo, Montes Claros e Belo Horizonte-MG, Sao Paulo-SP, Bauru-SP, Campo
Grande-MT, Teresina-Pl, Salvador-BA, Séo Luis-MA e Palmas-TO tém registrado
surtos desta zoonose, enfatizando o seu importante papel no contexto da saude
publica em ambito nacional. A necessidade da eliminagédo dos cées infectados, dada
a sua relevancia como reservatorios domeésticos da doenca humana, tem trazido um
grande impacto social, considerando que, o sacrificio destes animais é sempre
traumatico para os proprietérios e de dificil execucao pelas autoridades sanitarias.
Muitas vezes, os proprietarios dos animais infectados se recusam a sacrifica-los,
transferindo-os para outros domicilios, interferindo em aspectos epidemiolégicos
relevantes da leishmaniose, através da ampliacdo de areas de risco. Maior
gravidade neste processo €é a possibilidade de cades infectados, ainda
assintomaticos, funcionarem como potentes reservatorios da infec¢ao, arriscando a
saude de outros animais e de pessoas co-habitantes das regibes afetadas. Tais
fatos chamam a atencao para a importancia da implementacdo de uma vacina anti-
leishmaniose visceral canina que possa ser empregada em campanhas efetivas de
profilaxia e controle da infecgéo canina.

Embora existam estudos sobre a eficacia de imunobiolégicos de primeira,
segunda e terceira geracao vacinal para o controle da LVC, os estudos que abordam
aspectos funcionais dos caes vacinados ainda requerem maior esclarecimento.

Neste contexto, este trabalho focalizou no estudo de aspectos funcionais da
imunidade protetora induzida por vacina anti-LVC, empregando protocolos de
investigacdo capaz de avaliar o impacto da primovacinacdo dos caes utilizando a
vacina Leishmune® e sua capacidade de alterar o perfil de citocinas
intracitoplasmaticas e secretadas, quando leucécitos do sangue periférico sao
estimulados in vitro com antigeno solluvel de Leishmania. Isto nos permitiu um
estudo detalhado da resposta imune e também proporcionou confrontar e ampliar o
conhecimento acerca da dinamica da resposta imune desencadeada pela vacina. Os
dados obtidos ap0s a realizagdo deste trabalho serdo empregados para elaboracao
de um protétipo de um kit para predi¢cdo de imunoprotecdo, com o intuito de que este
possa futuramente ser empregado em cdes ja imunizados com diferentes

imunobiolégicos que possam surgir contra LVC, buscando predizer se animais
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imunizados necessitariam ou ndo de dose reforco para inducdo de imunoprotecao.
Além disto, uma vez validado, este kit podera ser empregado na selecdo de
candidatos vacinais contra LVC, em funcdo da facilidade da predicdo de
imunoprotecdo, apos o protocolo vacinal, favorecendo a escolha de antigenos
candidatos mais efetivos. Portanto, este estudo além de nos proporcionar um
levantamento da resposta imune gerada pela vacinagdo, contribuiu para a anélise da
efetividade vacinal de um imunobiologico comercialmente disponivel com énfase na

duracédo desta imunidade no periodo recomendado pelo fabricante.
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Objetivos

1 - Objetivo Geral

Avaliar a duracédo da imunidade vacinal contra a Leishmaniose visceral canina
atravées do estudo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas e secretatas por
leucécitos do sangue periférico de cdes imunizados com a vacina Leishmune® apés
estimulo in vitro com antigeno solivel de Leishmania chagasi, considerando um

intervalo de 1, 6 e 12 meses pos-vacinacao.

2- Objetivos especificos

2.1) Avaliar o impacto da imunizacdo com a Leishmune® no perfil de citocinas
secretadas (IL-8, TNF-qa, IFN-y, IL-4 e IL-10) no sobrenadante da cultura do sangue
periférico apds estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi

empregando a técnica de Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA);

2.2) Avaliar o impacto da imunizacdo com a Leishmune® no perfil de sintese de
citocinas intracitoplasmaticas (IL-17a, TNF-a, IFN-y, TGF-B e IL-4) em linfOcitos apos
estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi empregando a técnica

de citometria de fluxo;
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Material e Métodos

1. Animais

Neste trabalho foram utilizados 40 caes, cujo sangue foi coletado nas clinicas
veterinarias Santo Agostinho, Estimacdo animal, Buritis, Castelo dos Bichos e Céo e
Cia. todas situadas no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os caes
participantes foram selecionados dentre os prontuarios que se enquadravam no

perfil buscado de acordo com critérios listados a seguir:
Critérios de inclusao:

v Animais saudaveis

v' Sorologia negativa para Leishmaniose;
v' Idade inferior a 8 anos;

v’ Carteira de vacinacao atualizada;

v' Tratamento anti-helmintico regular.
Critérios de exclusao:

v Sorologia positiva para Leishmaniose;
v Infeccdes com outros patégenos;
v Intervencdes cirargicas recentes ou outros procedimentos que possam

alterar a resposta imune.

A selecdo aleatoria dos cdes em diferentes clinicas contribuiu para uma
melhor representacdo dos efeitos da vacina na populacdo canina, jA& que inclui
diversas variantes normalmente observadas no mercado. Essas variantes incluem:
diversas racas e idades, vacinacdo em diferentes épocas do ano, vacinagcdo com
distintos lotes do imunobiolégico e os diferentes ambientes de criacdo e regime
alimentar de cada animal. Participaram do estudo 18 machos e 22 fémeas, com
idades entre 8 meses e 6 anos, vacinados ou ndo com Leishmune®, os quais foram
homogeneamente divididos em quatro grupos (TO, T1, T6 e T12), conforme
desenho esquematico no quadro 1. O grupo TO sdo cades nao vacinados contra a
LVC e T1, T6 e T12 s&o cées vacinados com um més, seis meses e doze meses

respectivamente.
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Quadro 1: Composicao dos grupos (T0, T1, T6 e T12)

Tempo decorrido Numero de
apos vacinagéo animais no grupo

Marcador

T1 1 més 10
T6 6 meses 10
T12 12 meses 10

Todos os caes participantes dos grupos T1, T6 e T12 foram animais primo
vacinados com Leishmune®, de acordo com protocolo de imunizacdo recomendado
pelo fabricante (trés doses com intervalos de 21 dias entre elas). O estudo foi
realizado de maneira seccional, assim cada cao participou de apenas uma coleta e,
consequentemente, de apenas um grupo. Todos os procedimentos descritos nesse
trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal CEUA - FIOCRUZ
(PROTOCOLO No. P-71/11-3).

Diagrama 1- Desenho experimental —Avaliacdo da resposta imune celular

40 animais saudaveis

TO-c&esnéo T1-cées 1 més pos-
vacinados vacinacéo
(n=10) (n=10)

Cultura de sangue
total- 48 horas

estimuladaporASL
Analise de citocinas Analisede CICem
secretadas porleucdcitos Linfocitos T- Citometria de

no sobrenadante - ELISA Fluxo
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2- Amostras

Para a realizagdo dos protocolos experimentais descritos a seguir, foram
coletados de cada cdo de 5 mL sangue periférico em tubos contendo anticoagulante
heparina sodica. A quantificacdo de leucdcitos foi realizada através de hemogramas
em amostras de 1 mL, coletadas independentemente em tubos contendo
anticoagulante EDTA. Todas as coletas foram realizadas com no maximo de 24
horas de antecedéncia ao experimento e todas tiveram consentimento dos

proprietarios.

3 - Vacinas

Neste trabalho foi utilizada a vacina Leishmune®, desenvolvida pela Dr?
Clarissa Palatnik e colaboradores da UFRJ e atualmente comercializada pela
Pfizer®™ Esta vacina é composta pelo complexo glicoprotéico Ligante de Fucose e

Manose (FML) de Leishmania donovani e o adjuvante saponina.

4 - Desenvolvimento de Protoétipo do Kit para avaliar p  redicdo de protecédo dos

animais vacinados contra LVC

Para desenvolvimento de protétipo do Kit para avaliar predicdo de protecao
de animais vacinados contra LVC, utilizamos 3 tubos heparinizados com gel de litio
separador (Tubo BD Vacutainer® PST) .O primeiro tubo recebeu somente a amostra
de sangue periférico do cdo a ser testado diluido 1:1 em RPMI, cultura controle. No
tubo 2, determinado como cultura estimulada, foi adicionado nas 4 dltimas horas de
incubacéao, 25 pL de PMA (estimulo pan-leucocitario) diluido previamente 1:1000 da
solucéo estoque (solucdo 1mg/mL) e 2 uL de lonomicina (solucdo 1mg/mL). E por
altimo, o terceiro tubo, denominado cultura sob estimulo de ASL, recebeu sangue
diluido 1:1 em RPMI e 25 pL de antigeno soltvel de Leishmania chagasi (ASL) na
concentracédo de 1mg/mL.

Estes tubos foram incubados por 48 horas em estufa a 37°C, CO, e 5% de
umidade, apoés este periodo eles foram centrifugados e o sobrenadante foi coletado

para analise do perfil de citocinas secretadas por leucdcitos periféricos.
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Fotografia 1 — (A) Tubo com cultura de sangue total apds 48 horas de cultivo sob estimulo, anterior a
centrifugacao - (B) Tubo com cultura de sangue total apés 48 horas de cultivo sob estimulo, posterior
a centrifugacao.

5 - Avaliacdo da Resposta Imune Celular

Para avaliagdo da resposta imune celular foram tragcados dois delineamentos
experimentais, um através do ensaio da imunofenotipagem celular e marcacao de
citocinas intracitoplasmaticas avaliada por citometria de Fluxo e outro através da
andlise de citocinas solUveis secretadas no sobrenadante da cultura, utilizando
Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA).

No primeiro, foram realizadas imunofenotipagens com marcadores de
superficie celular para as subpopulacées de linfécitos T (CD4 e CD8) e marcadores
de citocinas intracitoplasmaticas (IL-17a, TNF-a, IFN-y, TGF- e IL-4) em células do
sangue periférico submetidas a cultura in vitro de sangue total por 48 horas, na
auséncia ou presenca do antigeno soltvel de Leishmania chagasi (ASL) (conforme
descrito na secdao 4), utilizando a técnica de citometria de fluxo. No segundo, foram
realizadas ELISA para determinacdo dos niveis de citocinas (IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-
4 e IL-10) secretadas por leucdcitos periféricos apds cultura in vitro, sob estimulo
com antigeno soluvel de Leishmania chagasi, por 48 horas.

Dez animais nao vacinados, que serviram como controle, tiveram seu sangue

avaliado (tempo 0) e 10 animais correspondentes aos tempos 1, 6 e 12 meses pos
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vacinagao tiveram seu sangue avaliado posteriormente apds protocolo completo de

vacinacao.

6 - Obtencao do Antigeno Sollvel de  Leishmania chagasi (ASL) utilizado como

estimulo dos leucdcitos nas culturas de sangue tota | por 48 horas
6.1- Obtencao da massa de promastigotas

Culturas de L. chagasi (cepa BH 46) foram mantidas em erlenmeyers
contendo meio agar-sangue, Novy-Mac-Neal-Nicolle (NNN) associado ao Liver
Infusion Tryptose (LIT), em estufa B.O.D. a 24 + 1°C, durante quatro dias.
Posteriormente, 10mL desta cultura foram adicionados em erlenmayers de
capacidade para 2,5L que continham 500mL de meio LIT. Depois de adicionados os
parasitos, as culturas foram mantidas em estufa a 24 + 1°C. Diariamente as culturas
foram homogeneizadas por movimentos circulares suaves. Decorridos 8 dias,
aliquotas foram retiradas para constatacdo da viabilidade e certificacdo da auséncia
de agentes contaminantes. Estando a cultura aprovada nestes quesitos, a mesma foi
centrifugada a 800 x g, durante 10 minutos a 4°C para obtencdo das formas
promastigotas. Entdo, o sobrenadante foi descartado e a massa de parasitos foi
ressuspendida em PBS (0,15M, pH 7.2) e centrifugada nas mesmas condi¢cbes
anteriores. Tal procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes. Por fim, a
massa obtida foi armazenada a -70° C, até o momento do preparo do extrato

antigénico.

6.2 - Preparo do Antigeno Solavel de Leishmania (AS L)

Para obtencdo desse antigeno, massa de Leishmania obtida conforme
descrito no item anterior (6.1) foi submetida a dez ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. Apds essa etapa, a
massa de parasitos foi submetida a trés ciclos de rompimento mecéanico utilizando-
se um homogeneizador elétrico com pistdo de teflon (Virtis) por 1 minuto a 5000 rpm
com intervalos de 30 segundos. Em seguida, o material antigénico foi ressuspendido
em 25mL de PBS (0,15M, pH 7,2) e centrifugado a 50 000 x g por 1 hora e 30
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minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o antigeno solivel de Leishmania foi
coletado e transferido para membrana de didlise, e entdo dialisado contra PBS
(0,15M, pH 7,2) a 4°C, sob agitacao constante, durante 24 horas. Por fim, o antigeno
foi filtrado em filtros estéreis descartaveis, de 0,22 um em condicbes de fluxo
laminar.

Uma aliquota foi retirada para dosagem da concentracdo de proteinas pelo
método de LOWRY(1951). Aliquotas do antigeno com a concentracdo protéica de

1000 pg/mL foram feitas e mantidas congeladas a -70°C, até o momento do uso.

7- Ensaio da imunofenotipagem celular e marcacdo de citocinas

intracitoplasmaticas

Foram coletados aproximadamente 5mL de sangue periférico, utilizando-se
seringas plasticas estéreis e tubos de ensaio heparinizados.

Em 3 tubos de polipropileno estéreis numerados sequencialmente, foram
adicionados respectivamente 500 pL do sangue coletado e diluidos 1:1 com RPMI
1640. O tubo 1 foi determinado como cultura controle. No tubo 2, determinado com
cultura estimulada, foi adicionado nas 4 dltimas horas de incubagéo, 25 pL de PMA
(estimulo pan-leucocitario) diluido previamente 1:1000 da solugéo estoque (solucéo
1lmg/mL) e 2 pL de lonomicina (solugdo 1mg/mL). No tubo 3, com cultura sob
estimulo com ASL, foi adicionado 25 pL de ASL na concentracédo de 1mg/mL.

Os tubos foram incubados em estufa de CO, a 37°C e 5% de umidade por 48
horas. Nas 4 ultimas horas de incubacdo foram adicionados em todos os tubos 10
pL de Brefeldina A (solugcdo 1mg/mL).

Foram adicionados 110uL de EDTA (20mM) em cada tubo, para obter uma
concentracéo final de 2mM. O EDTA foi preparado no momento do uso diluindo uma
solugdo estoque de 200mM (diluicdo 1:10 em PBS 1X). Os tubos foram
homogeneizados suavemente em vortex e incubados por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Apos incubacéo, os tubos foram centrifugados a 400 x g por 7 minutos, a
temperatura ambiente. Foram adicionados 3mL de PBS-W (solucdo salina
tamponada com fosfato-PBS = 0,15M, 8g/L de NaCl, 2g/L de KCI, 2g/L de KH,PO4 e
1,15g/L de Na,HPO,4, pH 7,2 com 0,5% de albumina bovina sérica (BSA) e 0,1% de
azida sodica) em cada tubo, homogeneizados manualmente e centrifugados por 7
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minutos a 400 x g , 18°C. O sobrenadante foi retirado utilizando a bomba de vacuo,
deixando aproximadamente 1,0mL no tubo. Apés homogeneizagdo em vortex, foram
retirados 2x 50 ul de sangue e colocados em 2 tubos de polipropileno de 5 ml
(controle branco e controle sem ANTI-citocinas). Em outro tubo, foi adicionado 8ul de
anticorpo Anti CD4 FITC + 6ul de anticorpo Anti CD8 A647. O restante do sangue foi
transferido para este ultimo tubo, homogeneizado e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Foram adicionados 3,0mL de solucéao de lise ((FACS LISYNG SOLUTION —
BECTON DICKINSON) diluido 1:10 em &gua destilada em cada tubo. A solucéo de
lise foi adicionada simultaneamente a homogeneizacdo em vortex. Os tubos foram
incubados por 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz e posteriormente
centrifugados a 400 x g por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas suavemente em vortex.

Foi adicionado 500uL de PBS-W e 3,0mL de PBS-P (PBS contendo 0,5%
BSA, 0,5% saponina e 0,1% de azida sodica) em cada tubo e homogeneizados
lentamente por pelo menos 10 vezes por inversdo (tubos fechados no segundo
estagio). Os tubos foram entdo incubados por 10minutos, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Apés incubacédo, os mesmos foram centrifugados por 7 minutos a
400 x g a 18°C. Os sobrenadantes foram desprezados, e o sedimento
homogeneizado suavemente em vortex.

O volume da suspenséao celular foi ajustado com 160uL de PBS-P. Desta
suspensao celular, foram retirados 30uL para marcagdo com anticorpo anti-citocina
de cada uma das citocinas avaliadas (anti-IL-17a, anti-TNF-a, anti-INF-y, anti-TFG-f,
anti-IL-4). Os anticorpos monoclonais utilizados nesta parte do trabalho estdo
descritos na Tabela 1. A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Apés a incubacéao, as células foram lavadas duas vezes, sendo a
primeira com 130uL de PBS-P e a segunda, com 140uL de PBS-W através da
centrifugacéo das amostras a 400 x g, por 7 minutos, a temperatura ambiente. Apés
a segunda lavagem, o sobrenadante foi desprezado, o sedimento foi ressuspendido
suavemente em voértex e posteriormente adicionando 150uL de solucdo fixadora
MaxFacsFix (MFF) (10,0g/L de paraformaldeido, 10,2g/L de cacodilato de sodio e
6,65¢/L de cloreto de sédio, pH 7,2). A suspensdo celular foi transferida para

microtubos, os mesmos foram acondicionados em geladeira e posteriormente
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bY

submetidos a aquisicdo dos dados, onde foram avaliados um total de 30.000
eventos. A analise dos parametros morfométricos e imunofenotipicos foi
determinada com o auxilio do citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickson - BD,
E.U.A.). Em todos os experimentos foram analisados os controles das reacdes, que
sdo importantes para avaliacdo da qualidade do perfil celular e deteccbes de

eventual ocorréncia de fluorescéncias inespecificas.

Quadro 2 - Painel de Anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de
imunofenotipagem celular e marcacéo de citocinas intracitoplasmaticas in vitro

Marcador Hospedeiro Fluorocromo Fabricante
Anti-CD4 canino Rato YKIX302.9 FITC Serotec
Anti-CD8 canino Rato YCATES5.9 A647 Serotec

Anti-IL17-a humana | Camundongo 64DEC17 R-PE BD Pahrmingen

Anti-TNF-a humana | Camundongo MAb11 R-PE BD Pahrmingen
Anti-INF-y bovino Camundongo CC302 R-PE Serotec

Anti-TGF-B humana | Camundongo TB21 R-PE IQ Products
Anti-IL 4 bovino Camundongo CC303 R-PE Serotec

8 - Estratégia de analise de citocinas intracitopla  smaticas por citometria de

fluxo em culturas de sangue total

Determinacéo da freqiiéncia de linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8" expressando

citocinas intracitoplasmaticas (IL-17a, TNF-a, IFN-y;, TGF-8, IL-4)

A andlise das frequéncias de linfocitos T CD4" e T CD8" expressando
citocinas intracitoplasmaticas (IL-17a, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-4) foi realizada
empregando a estratégia de analise convencional. Esse tipo de analise consistiu na
selecdo da populacdo celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos,
através de graficos de distribuicdo pontual de FSC versus SSC (Figura 1A). Apés a
selecdo da regido de interesse (R1) contendo células de fenétipo FSC-“SSC",
foram construidos graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia CD4/FL1 ou
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CD8/FL3 versus IL-17a/ FL2, TNF-a / FL2, IFN-y/ FL2, TGF-B/ FL2 ou IL-4/FL2 para
determinar o percentual de células IL-17a", TNF-a*, IFN-y*, TGF-B" e IL-4" dentro da
populacdo de linfocitos previamente selecionada em R1. Como exemplo, abaixo,
esta demonstrada a sequéncia utilizada para analise em linfocitos T CD4" TNF-a™ e
T CD8'IL-4" em cultura estimulada com ASL (Figura 1B e Figura 1C).
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Figura 1 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de linfécitos T
CD4'TNF-a" e TCD8'IL-4" na cultura de sangue total de cdes ndo vacinados e imunizados com a
Leishmune®. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a selecdo da
populacdo celular de interesse - R1 com o fenétipo FSC-°“SSC™" (B) Grafico de distribuicdo pontual
CD4 FITC/FL1 versus TNF-a PE/FL2 contendo as células selecionadas na regido R1, empregado
para quantificar o percentual de Linfécitos T CD4" TNF-a” em cultura estimulada com ASL (C) Gréfico
de distribuicdo pontual fluorescéncia CD8 A647/FL3 versus IL-4/FL2, contendo as células
selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual de Linfécitos T CD8" IL-4" em
cultura estimulada com ASL. Nos quadrantes superiores a direita estdo indicados os percentuais das
frequéncias correspondentes a cada quadrante dos gréaficos bidimensionais de fluorescéncia.
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9- Analise de citocinas secretadas por leucécitos p eriféricos por meio de
Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)

Para este procedimento, foram coletados aproximadamente 5mL de sangue
periférico de cao, utilizando-se seringas plasticas estéreis e tubos de ensaio
heparinizados.

Em 3 tubos com heparina de litio e gel separador (Tubo BD Vacutainer® PST)
numerados sequencialmente, foram adicionados respectivamente 500 pL do sangue
coletado e 500 pL de RPMI 1640.

.O primeiro tubo recebeu somente a amostra de sangue periférico do cdo a
ser testado diluido 1:1 em RPMI, tubo cultura controle. No tubo 2, determinado como
cultura estimulada, foi adicionado nas 4 ultimas horas de incubacao, 25 pL de PMA
(estimulo pan-leucocitario) diluido previamente 1:1000 da solucao estoque (solucao
Img/mL) e 2 pL de lonomicina (solugdo 1mg/mL). E por ultimo, o terceiro tubo,
denominado tubo cultura sob estimulo ASL, recebeu sangue diluido 1:1 em RPMI e
25 pL de antigeno solavel de Leishmania chagasi (ASL) na concentracdo de
1mg/mL.

Estes tubos foram incubados por 48 horas em estufa a 37°C, CO, e 5% de
umidade. Apoés incubacdo os tubos de teste foram centrifugados a 1400 x g por 10
minutos para separacdo do sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para
microtubos tipo eppendorf de 2,0 ml e congelados a -70°C para posterior

quantificacdo de citocinas solluveis através do ensaio de ELISA.

9.1- Quantificacédo de IL-8, TNF- a, IL-4, e IL-10

A determinacdo dos niveis de IL-8, TNF-a, IL-4, e IL-10 secretados por
leucdcitos foi realizada através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), utilizando-se
o sobrenadante de cultura de sangue. Foram utilizados anticorpos e proteinas
recombinantes adquiridos da empresa R&D Systems (Minneapolis, USA). A cada
poco de uma placa de 96 orificios (COSTAR®, USA) foram adicionados 25uL de
anticorpo monoclonal anti-citocina a ser dosada, diluido em PBS estéril. As placas
foram cobertas e incubadas durante o periodo noturno a temperatura ambiente. Os

anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados por inversao e lavados 4
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vezes sucessivamente com 100uL da solugdo de PBS-Tween 20. A seguir, as
placas foram blogueadas com 75uL/poc¢o de uma solugéo contendo PBS-BSA 1% e
0,05% de azida sddica (NaNs), durante uma hora, em temperatura ambiente, e
lavadas conforme descrito anteriormente. As amostras do sobrenadante de culturas
foram aplicadas em um volume de 25uL em cada pogo da placa. Paralelamente,
cada citocina recombinante avaliada foi diluida em diferentes concentracdes para
estabelecimento de uma curva padréo, sendo a diluicdo realizada em solucdo PBS
contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). As placas foram vagarosamente
homogeneizadas por um minuto e, em seguida, cobertas e incubadas por uma hora
e meia, em temperatura ambiente. Apos o periodo de incubacado, as placas foram
novamente lavadas com 100uL de PBS-Tween 20. Em seguida, foi adicionado 25uL
do anticorpo biotinilado diluido apropriadamente em PBS contendo 0,1% de
albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3), em cada poco da placa. As
placas foram mais uma vez mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a temperatura
ambiente, por uma hora e meia, e em seguida, foram lavadas utilizando PBS-Tween
20. Entdo, apos remocdo do sobrenadante, foi adicionado em cada poco 25uL de
avidina peroxidase (R&D Systms, Inc., Minneapolis, USA, DY998) diluida em PBS
contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaNs3). As
placas foram incubadas a temperatura ambiente, por 20 minutos, ao abrigo da luz.
ApoOs a incubacao, foram novamente lavadas 4 vezes sucessivamente com 100uL
da solucéo de PBS-Tween 20 e, em cada poco, foi adicionado 25uL da solucéo de
substrato (mistura 1:1 de H,O, e tetrametilbenzidina). Mais uma vez as placas foram
incubadas a temperatura ambiente, por 30 minutos e ao abrigo da luz. Em seguida,
foi adicionado 25uL por poco da solucéo de parada (H,SO4, 1M). A densidade Optica
foi determinada usando leitor automatico de microplacas (Biotek, EL800)

empregando comprimento de onda de 450 nm.

9.2- Quantificagéo de IFN- vy

Para determinar os niveis de IFN-y, foram utilizados os kits DuoSets (R&D
Systms, Inc., Minneapolis, USA., DY1969, DY781) para realizacdo do ensaio ELISA
de captura em amostras de sobrenadante das culturas. O ensaio foi feito de acordo

com instrucfes do fabricante dos kits Duosets. Foram utilizadas placas de 96 pocos
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(COSTAR, USA), onde foi feita a sensibilizagao, por toda a noite, com 25uL do
anticorpo de captura diluido em PBS estéril, na concentracdo de 0,8ug/mL. As
placas foram lavadas 4 vezes com 100uL solucdo de lavagem PBS-Tween 20 e
incubadas, em temperatura ambiente, com solu¢do de bloqueio (1% de BSA em
PBS) por 1 hora. Foi realizada uma nova etapa de lavagem com 100uL de PBS-
Tween 20 e, em seguida foi adicionado 25uL da amostra, sem diluicdo, em cada
poco. Paralelamente, para estabelecimento da curva padréo, foi adicionado 25uL da
proteina recombinante de cada citocina, diluida em PBS com 1% de BSA, em
diluicdo seriada, comeg¢ando com a concentracdo inicial de 4000 pg/mL. Apés 2
horas de incubacgé&o, em TA, foi repetido o processo de lavagem com 100uL de
solucdo PBS-Tween 20 e aplicado 25uL de Streptoavidina-HRP. Apds 20 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi repetido o processo de
lavagem com 100uL da solugdo PBS-Tween 20. Entdo foi adicionado 25uL da
solugao substrato, que corresponde a uma mistura 1:1 do reagente de cor A, H,O,, e
reagente de cor B, tetrametilbenzidina (R&D Systems, DY999). Apds 20 minutos de
incubacdo, em temperatura ambiente, foi adicionado 13uL da solucdo de parada
(R&D Systems, DY994). A determinacdo da densidade Optica foi feita
imediatamente, usando leitor automatico de microplacas (Biotek, EL800)
empregando comprimento de onda de 450 nm.

10 - Andlise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram realizadas, empregando-se o software
GraphPad Prism 5.03. Para dados apresentando uma distribuicdo paramétrica, foi
empregada a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. Para
dados com distribuicdo ndo paramétrica foi empregado o teste Kruskal-wallis,
seguido pelo Teste de Dunns. Andlises de correlacdo entre variaveis de distribuicdo
paramétrica ou nao paramétrica foram realizadas pelos testes Pearson ou
Spearman, respectivamente. Em todas as analises, as diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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Resultados

1-Impacto da imunizacédo com Leishmune © no perfil de sintese de citocinas
em leucaocitos do sangue periférico, apos estimulaca 0 antigeno-especifica in

vitro

Visando confirmar as hipéteses propostas de recrutamento seletivo de
células da imunidade adaptativa e inata no contexto da vacinagdo com
Leishmune®, foi proposto avaliar aspectos funcionais dessas células, como sintese
de citocinas. Para tal, foram realizados protocolos de cultura de sangue total in vitro
sob estimulo por 48 horas, de cdes nao vacinados (TO) grupo controle sem
vacinacdo, 1 més apoés vacinacao, (T1), 6 meses apos vacinacdo (T6) e 1 ano
apos vacinacao (T12). As culturas foram realizadas na auséncia e na presenca de
antigenos solavel de Leishmania chagasi. A andlise da sintese de citocinas
soluveis secretadas por leucocitos periféricos foi realizada através do protocolo de
Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) das citocinas (IL-8, TNF-a, IFN-y,
IL-4 e IL-10) e andlise de citocinas intracitoplasmaticas produzidas por linfécitos T
através de imunofenotipagem em plataforma de duas cores, permitindo a analise
simultanea do fendtipo de superficie celular (CD4 e CD8) e de citocinas (IL-17a,
TNF-q, IFN-y, TGF-[3, IL-4), empregando a citometria de fluxo.

Os resultados foram analisados empregando trés abordagens distintas: 1)
Andlise quantitativa das citocinas; 2) Analise da frequéncia cumulativa das
citocinas 3) Analise da frequéncia através do emprego da assinatura dos
parametros avaliados na cultura controle e na cultura estimulada para cada grupo

de animal.

1.1- Perfil de citocinas secretadas por leucdcitos periféricos apds estimulo in

vitro com antigeno sollivel de Leishmania chagasi

A figura 2 mostra os resultados da concentracdo em picogramas por mL de
citocinas secretadas por leucécitos do sangue periférico dos animais vacinados
contra LVC ap0s estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi nos
grupos de animais néo vacinados (T0), com 1 més (T1), seis meses (T6) e um ano

(T12) pos vacinagao.
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A analise dos dados demonstrou que grupo de animais com 6 meses de
imunizacdo com Leishmune® (T6), apresentou um aumento significativo das
citocinas pro inflamatérias IL-8 e IFN-y secretadas por leucécitos quando
comparados ao grupo controle (sem vacinacédo = T0). Vale destacar que o0 aumento
de INF-y, também foi observado no 1° més pés vacinacgéo contra LVC (T1).

Por outro lado, as analises demonstraram, que o grupo de animais com 6
meses pos vacinacao (T6), apresentou um decréscimo da citocina IL-10 no
sobrenadante da cultura de sangue total. Ja a secrecao das citocinas TNF-a e IL-4,
nenhuma diferenca significativa foi observada, em relagéo ao grupo de animais nao
vacinados (TO0).

Os dados demonstraram que todas citocinas avaliadas, inclusive as que
haviam apresentado alteracdo aos seis meses, ndo apresentaram diferencas
significativas quando foram avaliadas no grupo de animais com doze meses pos
vacinacdo (T12); esta informacdo sugere a necessidade de revacinacdo dos
animais, talvez em um periodo inferior a um ano como recomendado pelo
fabricante da vacina.
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Figura 2 - Perfil de citocinas secretadas por leucécitos do sangue periférico de cdes ap0s estimulo
in vitro com antigeno soltuvel de Leishmania chagasi. (TO) Grupo de animais ndo vacinados; (T1)
Grupo de animais com 1 més pos vacinacao, (T6) Grupo de animais com 6 meses pos vacinagao,
(T12) Grupo de animais com 12 meses pos vacinagdo. Os resultados estdo expressos sob a forma
de concentracdo em picogramas/mL (pg/mL) + erro padrédo por tempo pés-vacinacdo. Diferencas
significativas estdo destacadas por linhas conectoras quando p<0,05.
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1.2- Andlise da frequéncia cumulativa de cdes apres entando diferentes niveis
de citocinas secretadas por leucdcitos periféricos apos estimulo in vitro com

antigeno de Leishmania chagasi

A figura 3 mostra os resultados da frequéncia cumulativa (%) de caes
apresentando diferentes niveis de citocinas secretadas por leucdécitos periféricos
apos estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi.

A andlise dos dados relativos a secrecao de IL-8, demonstrou que 80% dos
cdes 6 meses poés vacinacdo (T6) tiveram um aumento significativo quando
comparados a concentracao da citocina no sobrenadante da cultura de sangue dos
cées nao vacinados (T0) e também do sobrenadante do sangue dos animais com
12 meses poOs-vacinagédo (T12).

A andlise dos dados relativos a secrecdo de IFN-y, demonstrou um aumento
da quantidade de IFN- y secretada por leucécitos periféricos em 80% do grupo dos
animais com um més poés vacinagdo (T1) e 6 meses pos vacinacao (T6) quando
comparados concentracao da citocina no sobrenadante das culturas do sangue do
grupo de caes controle (TO).

A analise dos dados relativos a secrecao de IL-10, demonstrou por sua vez,
que quando o numero de cédes alcanca 80% do n total, ocorre um decréscimo da
citocina IL-10 no sobrenadante da cultura de sangue total do grupo de caes
imunizados apos 6 meses da vacinacao (T6) quando comparado aos do grupo de
cées controle (TO).

A andlise dos dados relativos a secrecdo de TNF-a e IL-4, ndo demonstrou
nenhuma diferenca significativa na concentracdo destas citocinas no sobrenadante
da cultura de sangue dos grupos estudados quando a porcentagem de caes

alcanca 80% da frequéncia cumulativa de céaes.
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Figura 3 — Frequéncia cumulativa de cées apresentando diferentes niveis de citocinas secretadas
por leucdcitos periféricos apos estimulo in vitro com antigeno de Leishmania chagasi. (T0) Grupo de
animais ndo vacinados; (T1) Grupo de animais com 1 més pos vacinagao, (T6) Grupo de animais
com 6 meses p0ds vacinacao, (T12) Grupo de animais com 12 meses pés vacinagao. Os resultados
estdo expressos sob a forma de concentracdo em picogramas/mL (pg/mL) + erro padrdo por
frequéncia cumulativa (%). Diferencas significativas estdo destacadas por linhas conectoras quando
p<0,05.

1.3- Andlise comparativa da assinatura de citocinas secretadas por leucdcitos

periféricos apds estimulo in vitro com antigeno de Leishmania chagasi

Para andlise comparativa da assinatura de citocinas secretadas por
leucdcitos do sangue periférico apds estimulo in vitro com antigeno de Leishmania
chagasi foi utilizado primeiramente o calculo do ponto de corte para todas as
citocinas avaliadas para estabelecimento dos cées altos e baixos produtores de
citocinas.

A figura 4A mostra como foi estabelecido este ponto de corte que segrega
cées baixo e alto produtores de citocinas, o0 mesmo foi obtido empregando a
mediana global da razdo ASL/Controle. Para isto, todos os valores obtidos para
cada citocina secretada por leucécitos, de todos os cées foram considerados para

a obtencao deste ponto de corte.
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Apés a determinacdo do ponto de corte foi realizado a categorizacdo de
baixo e alto-produtores de citocinas. Cada quadrado representa o dado de um cao
em relacdo a sintese de uma determinada citocina secretada por leucdcito. Os
quadrados coloridos (branco, amarelo, vermelho e azul) representam os alto-
produtores, uma vez que os valores observados foram acima da mediana global do
grupo e os quadrados cinza representam os baixo-produtores, uma vez que 0S
valores observados foram abaixo da mediana global do grupo. No caso de
leucécitos IL-8" a mediana foi 2087 pg/mL, TNF-a* a mediana foi 761 pg/mL, IFN-y"
a mediana foi 929 pg/mL, IL-4" a mediana foi 57 pg/mL e IL-10" a mediana foi 135
pg/mL.

A figura 4B, mostra a montagem do perfil panoramico de citocinas de cada
cado e calculo da frequéncia de alto-produtores de citocinas em cada grupo de
estudo. Apds a categorizacdo dos animais como alto ou baixo produtores de
citocinas, foi feito a compilacdo dos dados em diagramas com todas as citocinas
secretadas. Os retangulos coloridos (branco, amarelo, vermelho e azul)
representam alto-produtores de citocinas, os retangulos cinzas representam baixo-
produtores de citocinas, cada linha representa um cdo do grupo analisado e cada
coluna representa a citocina avaliada.

Para o calculo da frequéncia percentual de alto-produtores, foram somados
os retangulos coloridos de cada coluna, divididos pelo total de animais e
multiplicados por 100. Como exemplo, caracterizou-se o calculo da frequéncia da
citocina IL-8 nos cées nao vacinados(T0), no qual 3 é o somatdrio da coluna e 9 é
0 numero total de caes. Multiplicando por 100, encontra-se uma porcentagem de
33%, que é a frequéncia de animais no grupo do tempo zero considerados como

alto produtores de IL-8.
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Figura 4 A- Ponto de corte para citocinas secretadas por leucdcitos periféricos apos estimulo in vitro
com antigeno soltvel de Leishmania chagasi. Os quadrados coloridos representam a populagéo de
cées alto-produtores de citocinas (branco, amarelo, vermelho e azul) e os quadrados cinzas
representam os baixo-produtores de citocinas. O valor do ponto de corte foi representado pela
mediana global. Figura 4 B- Diagramas para célculo da frequéncia de cdes com altos niveis de
citocinas secretadas por leucdcitos periféricos apds estimulo in vitro com antigeno solivel de
Leishmania chagasi. Os retangulos coloridos (branco, amarelo, vermelho e azul) representam alto-
produtores de citocinas, os retdngulos cinzas representam os baixo-produtores de citocinas, cada
linha representa um céo do grupo analisado, cada coluna representa a citocina avaliada e a sigla
ND representa valores nao detectaveis.
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Na figura 5, foi delineado a assinatura global dos alto-produtores de
citocinas de acordo com uma frequéncia ascendente considerando toda a
populacao dos cées de cada tempo da vacinacdo (TO, T1, T6 e T12).

Os resultados relativos ao padrao global de citocinas secretadas demonstrou
gue o grupo de animais nao vacinados (T0) possui um perfil com animais com alta
producédo de IL-4, TNF-a e IL-10. J& o grupo de animais com 30 dias pds-vacinacao
(T1) e 6 meses poés-vacinacdo (T6) apresentam um perfil de animais que
apresentaram alta producao de citocinas inflamatorias IL-8 e IFN-y. Sendo que no
grupo de animais com um ano pos vacinacao (T12), ndo foi observado caes com
alta frequéncia de producdo de nenhuma das citocinas avaliadas neste estudo.

A analise das curvas ascendentes de citocinas revelou que 0 grupo nao
vacinado (T0), apresentava um perfil de citocina com caracteristica anti-
inflamatoria, sendo que a maior expressao foi observada na citocina IL-10 e a
menor pela citocina INF-y, sendo entdo sua sequéncia ascendente de citocina :
IFN- y <IL-8<IL-4<TNF-a< L-10. Ja os grupo de animais com 30 dias pds-vacina¢cao
(T1) e 6 meses pos-vacinacdo (T6) possuiram um perfil de citocina inflamatorio
sendo que a maior expressdo foi observada nas citocinas IL8 e IFN-y e as
menores expressdes foram observadas nas citocinas IL-4 e IL-10, sendo suas
sequéncias ascendentes IL-4<TNF-a<IL-10<IL-8<IFN-y (T1) e IL-10<IL-4<TNF-
0a<IFN-y<IL-8 (T6), respectivamente. Ja 0 grupo de animais com um ano pos
vacinacao (T12) parece haver um retorno a um perfil anti-inflamatorio, sendo IL-8 e
IFN-y, as duas citocinas de menor expressdo, sendo sua sequéncia ascendente

IL-8<IFN-y <IL-4<IL-10<TNF-a.

64



Resultados

TO T1

751 * 751 .
* * *

50 50

25 25

=% ¥ s S 5 s g =% =
L — 4 0 - - w - A LL
T6 T12

Frequéncia de cées com altos niveis de citocinas (%)

S < S > © 0- © > < o S
- = L L = = L = D L
= pa Z Z = zZ
= [
—>

Assinatura ascendente de citocinas caracteristica de cada
tempo pds-vacinacao

Figura 5 — Assinatura de citocinas secretadas por leucécitos periféricos apds estimulo in vitro com
antigeno solGvel de Leishmania chagasi. O eixo x esta representado pela frequéncia de cédes com
altos niveis de citocinas(%) e o eixo y pela assinatura ascendente de citocinas caracteristica de
cada tempo poés-vacinagdo. A linha pontilhada destaca o percentil de 50 usado como referéncia
para andlises comparativas. Diferengas significativas foram consideradas quando a frequéncia de
alguma citocina ultrapassou o percentil 50, representada por um *,

A figura 6 mostra a analise comparativa das assinaturas de citocinas
secretadas por leucécitos periféricos apdos estimulo in vitro com antigeno soltvel de
Leishmania chagasi. Para esta comparacdo, foi feita a sobreposicdo das
assinaturas das citocinas de cada tempo pos-vacinagao.

A andlise da assinatura de citocinas no sobrenadante das culturas de
sangue total estimulada com ASL, caes demonstrou que a vacina desencadeou um
envolvimento da condicdo inflamatdria da imunidade dos animais (resposta Tipol),
especialmente devido a um aumento de producéo de citocinas inflamatérias como
IL-8 e IFN- y nos tempos de 30 dias pOs vacinacdo (T1l) e seis meses poés

vacinacao (T6), e também um decréscimo de IL-10 nestes mesmos tempos quando
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comparados ao grupo de animais ndo vacinados (T0). Por outro lado, a andlise da
assinatura de citocinas no grupo de cdes com um ano pos vacinacgao (T12) revelou
uma queda de citocinas inflamatérias e aumento de reguladoras, sendo detectado
um perfil mais semelhante aos cées n&o vacinados (TO).

A andlise comparativa das assinaturas de citocinas destacaram as
particularidades da resposta imune mediada por citocinas desencadeadas pelo
estimulo in vitro em cada tempo pés-vacinal como demonstrado por uma mudanca
de perfil imunologico no decorrer do tempo pés-vacinal. Enquanto os grupos de
animais ndo vacinados (TO) apresentaram altas frequéncias de citocinas
reguladoras e baixas de inflamatérias e com um ano pos vacinacdo (T12)
apresentaram baixa de inflamatdrias, os grupos dos animais com um més (T1) e
seis meses (T6) pods vacinacdo, sdo destacados pelos altos niveis de citocinas

inflamatorias e baixos niveis de reguladoras.
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Figura 6: Analise comparativa das assinaturas de citocinas secretadas por leucocitos periféricos
apos estimulo in vitro com antigeno soltuvel de Leishmania chagasi. O perfil global de citocinas
inflamatérias e reguladoras é apresentado como uma curva ascendente da frequéncia de cdes com
altos niveis de citocinas em cada tempo pés-vacinacdo. A analise comparativa do perfil global de
citocinas de cada tempo p6s-vacinacao foi realizada por sobreposicéo das assinaturas de citocinas .
A linha pontilhada destaca o percentil de 50 usado como referéncia para analises comparativas.
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1.4. Perfil de citocinas intracitoplasmaticas em Li nfocitos T do sangue
periférico dos cées vacinados com Leishmune® apos e stimulo in vitro com

antigeno soluvel de Leishmania chagasi

A Figura 7 mostra os resultados do indice de Linfécitos T citocinas®
(ASL/Controle) por periodo pos vacinacdo apos estimulo in vitro com antigeno
solavel de Leishmania chagasi.

A andlise dos dados mostrou um aumento do indice de Linfécitos T IL-17" e
T TNF-a® no grupo de animais apds um més de vacinagdo (T1l) quando
comparados ao grupo de animais nao vacinados (T0). Foi observado, que este
aumento ndo perdurou no grupo de animais com seis meses (T6) e um ano pos-
vacinal (T12), mostrando um retorno aos niveis basais semelhantes aos
observados no grupo de animais anterior a vacinacgao (T0).

A analise dos dados também demonstrou uma queda do indice de Linfécitos
T IL-4" no tempo T6 quando comparados ao grupo de animais do tempo T1.
Aumento este que nao foi observado nos demais tempos pdés-vacinal. Ja em
relacdo as andlises dos indices de Linfocitos T IFN-y" e T TGF-B* nenhuma
diferenca significativa foi observada quando comparado os grupos de animais nao

vacinados e vacinados.
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Figura 7- Perfil de citocinas intracitoplasméaticas em Linfécitos T do sangue periférico dos caes
vacinados com Leishmune® apés estimulo in vitro com antigeno sollvel de Leishmania chagasi.
(TO) Grupo de animais ndo vacinados; (T1) Grupo de animais com 1 més pds vacinacéo, (T6) Grupo
de animais com 6 meses pds vacinacao, (T12) Grupo de animais com 12 meses pds vacinacao. Os
resultados estdo expressos sob a forma do indice de células citocinas® por tempo pés-vacinagao.
Diferencas significativas estdo destacadas por linhas conectoras quando p<0,05.

1.5. Perfil de citocinas intracitoplasmaticas em Li nfécitos T CD4 * do sangue
periférico dos caes vacinados com Leishmune® apos e stimulo in vitro com

antigeno soluvel de Leishmania chagasi

A Figura 8 mostra os resultados do indice de Linfocitos T CD4" citocinas”
(ASL/Controle) por tempo pés-vacinac¢do sob estimulo in vitro com antigeno soluvel
de Leishmania chagasi.

A andlise dos dados mostrou um aumento do indice de Linfdcitos T CD4"
TNF-a*, no grupo de animais apés um més de vacinagdo (T1) quando comparado
ao grupo de animais nao vacinados (T0). Foi observado, que este aumento nao
perdurou no grupo de animais um ano poés-vacinal (T12), mostrando um retorno
aos niveis basais semelhantes aos observado no grupo de animais anterior a
vacinacgao (T0).
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A andlise dos dados também demonstrou um aumento do indice de
Linfécitos T CD4" IFN-y", no tempo T6 quando comparados ao grupo de animais
nao vacinados (TO0).

J& em relacéo as andlises dos indices de Linfocitos T CD4" IL-17a", T CD4"
TGF-B* e T CD4" IL-4" nenhuma diferenca significativa foi observada quando
comparado o grupo de animais ndo vacinados e vacinados.
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Figura 8- Perfil de citocinas intracitoplasmaticas em Linfécitos T CD4" do sangue periférico dos cées
vacinados com Leishmune® apés estimulo in vitro com antigeno soltuvel de Leishmania chagasi.
(TO) Grupo de animais nao vacinados; (T1) Grupo de animais com 1 més pos vacinacao, (T6) Grupo
de animais com 6 meses pds vacinacao, (T12) Grupo de animais com 12 meses pds vacinacao. Os
resultados estdo expressos sob a forma do indice de células citocinas® por tempo pés-vacinacao.
Diferencas significativas estao destacadas por linhas conectoras quando p<0,05.
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1.6. Perfil de citocinas intracitoplasmaticas em Li nfécitos T CD8 * do sangue
periférico dos caes vacinados com Leishmune® apos e stimulo in vitro com

antigeno soluvel de Leishmania chagasi

+

A Figura 9 mostra os resultados do indice de Linfocitos T CD8" citocinas
(ASL/Controle) por tempo poés-vacinacdo apods estimulo in vitro com antigeno
soluvel de Leishmania chagasi.

A analise dos dados demonstrou um aumento do indice de Linfocitos T
CD8+ IL-17a" no grupo de animais apés um més de vacinagdo (T1) quando
comparado ao grupo de animais ndo vacinados (T0). Foi observado, que este
aumento nao perdurou no grupo de animais com seis meses (T6) e um ano pos
vacinal (T12), mostrando um retorno aos niveis basais semelhantes aos observado
no grupo de animais anterior a vacinacao (T0).

A analise dos dados também demonstrou uma queda do indice de Linfécitos
T CD8" IL-4" no tempo T6 quando comparados ao grupo de animais ndo vacinados
(TO) e ao grupo dos animais do tempo T1.

J& em relacéo as analises dos indices de Linfocitos T CD8" TNF-a*, T CD8"
IFN-y" e T CD8" TGF-B" nenhuma diferenca significativa foi observada quando

comparado o grupo de animais ndo vacinados e vacinados.
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Figura 9- Perfil de citocinas intracitoplasmaticas em Linfocitos T CD8" do sangue periférico dos cées
vacinados com Leishmune® apés estimulo in vitro com antigeno solluvel de Leishmania chagasi.
(TO) Grupo de animais nao vacinados; (T1) Grupo de animais com 1 més pos vacinacao, (T6) Grupo
de animais com 6 meses poés vacinacao, (T12) Grupo de animais com 12 meses p0s vacinagéo. Os
resultados estdo expressos sob a forma do indice de células citocinas” por tempo pés-vacinacao.
Diferencas significativas estao destacadas por linhas conectoras quando p<0,05.
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Diante da importancia da leishmaniose visceral humana como problema de
saude publica é fundamental o desenvolvimento de estratégias de prevencéo e
terapéuticas que reduzam a prevaléncia da doenca no ambito mundial. A busca por
vacinas que tenham uma forte eficacia contra a leishmaniose visceral tem sido feito
por agéncias e universidades nacionais e internacionais envolvendo Varios
candidatos promissores [101]. No entanto, estes estudos tém demonstrado
resultados controversos ou pouco conclusivos, o que tem incentivado o estudo de
novos imundgenos que possam proporcionar uma intervencao vacinal eficaz para o
controle da LVC.

Dentre varios grupos de pesquisa que enfocam vacinas contra LVC,
podemos destacar o grupo da UFRJ, coordenado pela professora Clarissa Palatnik,
que desenvolveu uma vacina de segunda geracdo, denominada Leishmune®. Apés
sua aprovacdo pelo Ministério da Agricultura do Brasil, a Leishmune® representa
atualmente, uma ferramenta imunoprofilatica promissora que poderia ser aplicada
em campanhas de controle do calazar canino.

Embora estudos de protecdo tenham revelado potencial da Leishmune® para
o controle da LVC, algumas restricdes para o uso deste imunobioldgico tem sido
apresentadas, principalmente devido a escassez de fundamentacdo cientifica
acerca das bases celulares e moleculares da imunidade protetora pés-vacinal.

Com o intuito de contribuir nesse amplo contexto de investigacdo, nos
propusemos investigar o perfil de citocinas produzidas por leucdécitos circulantes no
sangue periférico de animais apds vacinacéo, a fim de analisar seu potencial como
imunoestimulador de importancia para a efetividade vacinal, verificando com estes
marcadores a sua duracdo, avaliando desta forma a necessidade de realizar
reforcos vacinais em periodo inferior ou até superior a um ano conforme é
recomendado pelo fabricante. Conseguindo obter estes marcadores, 0s mesmos
serdo empregados no desenvolvimento de um protétipo capaz de avaliar predicédo
de protecdo dos animais vacinados contra LVC, com este ou com outros
imunobilégicos utilizados contra LVC.

Foram empregadas metodologias que avaliaram o impacto da imunizacao
dos caes, submetidos a primo-vacinacao utilizando a vacina Leishmune® no peffil
de citocinas intracitoplasmaticas no sangue periférico e de citocinas presentes no
sobrenadante. Isto nos permitiu um estudo mais completo e detalhado da resposta

imune e também proporcionou confrontar e ampliar o conhecimento acerca da
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dindmica da resposta imune desencadeada pela vacina. Portanto, este estudo
além de nos proporcionar um levantamento da resposta imune gerada pela
vacinacdo, contribuiu para a analise da efetividade vacinal de um imunobiolégico
comercialmente disponivel.

Os resultados referentes a cada uma das investigagdes serdo discutidos a
seguir, contextualizados com base em aspectos inerentes aos tempos poés-
vacinacao.

Considerando a complexidade da resposta imunolégica que envolve a
leishmaniose, buscamos através de diferentes enfoques fazer a caracterizagcéo do
perfil de resposta imune celular envolvida no processo de imunizagdo de cées
contra esta doenca. Com este intuito, realizamos um protocolo de
imunofenotipagem de células do sangue periférico dos cdes apds 0 processo
vacinal para avaliar o impacto da imunizacdo com a Leishmune® no perfil de
sintese de citocinas intracitoplasmaticas do tipo 1 e do tipo 2 em linfocitos de caes,
apos a interacdo do sangue periférico com antigeno sollvel de Leishmania chagasi
e um protocolo de Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) para avaliar
perfil de sintese de citocinas secretada por leucécitos no sobrenadante da cultura
do sangue periférico apos estimulo com antigeno soluvel de Leishmania chagasi.

Moléculas na superficie de células hematopoiéticas desempenham um
importante papel no seu desenvolvimento e funcéo, servindo como objetos de
crescentes avangos no conhecimento sobre o sistema imune. Embora, anticorpos
dirigidos para uma ampla variedade de marcadores moleculares de leucocitos
humanos e de camundongo sejam disponiveis comercialmente, um repertorio
ainda restrito encontra-se disponivel para os estudos da resposta imune em caes.

Em 1993 o First International Canine Leucocyte Antigen Workshop — CLAW
[102] foi conduzido com o objetivo de identificar antigenos de leucdcitos caninos e
anticorpos monoclonais que reconhecessem antigenos homologos, classificando-
0s por analogia de acordo com a nomenclatura dos CD humanos e murinos. Desde
entdo, reaclOes cruzadas entre moléculas expressas por linfocitos humanos vém
sendo relatadas em vérias publicagfes [103,104,105]. Atualmente sdo produzidos
anticorpos monoclonais dirigidos a um pequeno conjunto de antigenos de células
caninas, capazes de identificar estagios de diferenciacdo, ativacdo, migracao
celular e imunorregulacdo [106]. A utilizacdo de anticorpos monoclonais

conjugados com moléculas fluorescentes especificos para moléculas caninas, sua
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utilizacdo para imunofenotipagem através da citometria de fluxo, representa uma
poderosa ferramenta para estudos imunoldgicos. Em nosso estudo, empregamos
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 para caracterizacdo de
subpopulacdes celular e anticorpos monoclonais Anti-citocinas (IL-17a, TNF-a, IFN-
Yy, TGF-B e IL-4) para marcacdo de citocinas intracitoplasmaticas em células do
sangue periférico submetidas a cultura de sangue total por 48 horas, na auséncia
ou presenca do antigeno soluvel de Leishmania chagasi (ASL). Foi também
utilizado a técnica de ELISA para determinar os niveis de citocinas (IL-8, TNF-q,
IFN-y, IL-4 e IL-10) secretadas por leucocitos periféricos apos estimulo in vitro.

O hospedeiro imunocompetente € capaz de ativar as respostas inflamatorias
inata e adquirida que vao estabelecer o grau de expressdo da doenca.
Primeiramente, os macrofagos sdo ativados a um estado leishmanicida estimulado
por uma resposta de células T auxiliares do tipo 1 (Thl). Esta resposta envolve um
complexo sistema com células apresentadoras de antigeno (APCs), células T CD4"
e uma grande liberac&o de citocinas pro-inflamatorias [17].

No nosso estudo, foi observado que o grupo de animais com 6 meses apos
vacinacdo com a Leishmune® apresentou um predominio de resposta pré-
inflamatéria mediado por IFN-y e IL-8 quando analisadas as citocinas secretadas
por leucocitos apds estimulo in vitro com antigeno soltvel de Leishmania chagasi.
Sendo que o IFN-y, aumentou apds 1 més da vacinagdo contra LVC.

As citocinas reguladoras IL-4, IL-10 e a IL-13 séo citocinas associadas com
a resposta do tipo 2 (Th2), capazes de interferir na resposta do tipo 1, inibindo
macréfagos e, assim, favorecendo a infecgcdo intracelular. Dados de um estudo
realizado por Murray et al, 2002 demonstram que a auséncia da IL-10 favorece a
ativacdo da resposta do tipo 1, promovendo a eliminacdo do parasito € um
sinergismo da resposta imunolégica com a quimioterapia em infeccbes agudas
[18].

No sitio da infec¢do, ha migracdo de neutréfilos que iniciam a fagocitose dos
parasitos. Uma vez interiorizados, se inicia um processo de eliminacdo do parasito
pelas enzimas proteoliticas e por espécies reativas de oxigénio produzidas no
interior dos lisossomos que se fundem com os fagossomos formando os
fagolisossomos. Neste processo, ocorre ainda a producgéo de IL-8, essencial para

a atracdo de novos neutrdfilos. Da mesma forma, macréfagos séo atraidos ao local

75



Discussao

da infeccao, fagocitam o parasito e iniciam a producao de citocinas como TNF-q,
IL-6, IL-18 e IL-12 e de metabdlitos toxicos do oxigénio, como o anion superéxido,
o radical hidroxil e o peroxido de hidrogénio e a producéo de Oxido nitrico.

Em nosso estudo, o perfil de citocinas secretados por leucdcitos do sangue
periférico dos caes imunizados quando avaliado através da frequéncia cumulativa
(%) de cées apds 6 meses, mostrou uma queda de IL-10 quando comparado aos
animais nao vacinados, corroborando com um perfil protetivo, juntamente com
aumento de IL-8 e IFN-y que também foi observado. Os resultados demonstraram
que o aumento da IL-8 ndo foi duradouro, pois 0s animais com 12 meses pos
vacinacdo apresentaram titulos semelhantes aos observados nos animais néo
vacinados. As citocinas pro-inflamatérias (IL-8, TNF-a e IFN-y) e também as
reguladoras (IL-4 e IL-10) secretadas por leucdcitos periféricos no grupo de
animais 1 ano apos vacinacao ndo apresentaram diferenca significativa em relacao
aos animais néo vacinados.

A andlise do perfil de assinaturas de citocinas dos leucocitos dos cées
confirma os resultados anteriores, pois demonstra que a vacina desencadeia uma
resposta com perfil de imunidade inflamatério dos animais, especialmente devido a
um aumento de producao de citocinas como IL-8 e IFN-y no grupo dos animais com
um e seis meses pés vacinagdo, juntamente com um decréscimo significativo de
IL-10 seis meses pos vacinacdo quando comparados ao grupo de animais nao
vacinados. Por outro lado, a analise do perfil de assinatura de citocinas no grupo
de caes com dose meses poés vacinal revelou uma queda de citocinas inflamatdrias
e aumento de reguladoras, sendo detectado um perfil mais semelhante aos do
grupo de animais nao vacinados.

A analise comparativa do perfil das assinaturas de citocinas destacaram as
particularidades da resposta imune mediada por citocinas desencadeadas pelo
estimulo in vitro em cada tempo pés-vacinal, esta analise demonstra uma mudanca
de perfil imunolégico no decorrer do tempo pés vacinal, enquanto os grupos de
animais nao vacinados apresentaram altas frequéncias de citocinas reguladoras e
baixas de inflamatérias e com um ano pds vacinacdo apresentaram baixa de
inflamatorias, os grupos dos animais com um més e seis meses pds vacinagao,

mostram altos niveis de citocinas inflamatérias e baixos niveis de reguladoras.
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Embora seja consenso que a morte da Leishmania por fagocitos seja o
ponto crucial da resolugdo da infeccdo, estudos realizados em modelo
experimental tém demonstrado que a ativacdo efetiva e persistente de macréfagos
requer um padréo de citocinas derivadas de células da imunidade adaptativa, para
o controle efetivo da infeccdo. Além disso, cabe ressaltar a importancia da
imunidade adaptativa no contexto da memoria pdés-vacinal e o seu papel
fundamental no direcionamento de uma imunidade inata pés-vacinal mais efetiva
[45]. Células T CD4" desempenham um papel decisivo no estabelecimento da
resposta imune especifica na leishmaniose, pois podem mediar, através da
producdo de diferentes citocinas, mecanismos efetores envolvidos no controle e
progressao da infeccéo [107]. Os linfécitos T auxiliares, que expressam moléculas
CD4 em sua superficie, reconhecem peptideos antigénicos no contexto de células
apresentadoras de antigenos (APC) [108] e uma vez ativados, promovem
conexdes imunoldgicas entre eventos da imunidade humoral, via interagdo T/B
bem como da imunidade celular inata (via fagécitos e APCs) e adaptativa (via
células T CD8") [45].

Nosso estudo visou caracterizar a contribuicdo da imunidade adaptativa no
contexto da vacinagdo anti-LVC, para isto, realizamos um estudo do perfil de
citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos T periféricos dos cées vacinados apos
estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi.

A andlise de citocinas do tipo 1 tem sido considerada como um pré-requisito
para compor andlises de imunogenicidade antes e ap6s o desafio experimental
com L. chagasi em ensaios clinicos vacinais anti-LVC [47]. Neste sentido, os
resultados dos indices de células T citocinas® demonstraram um aumento de
células T IL-17" e T TNF-a" no grupo de animais com 30 dias de vacina¢&do quando
comparados ao grupo de animais néo vacinados.

Alguns estudos relacionam estas citocinas a um perfil de resisténcia na LVC
[109, 110] visto que sé&o citocinas pro-inflamatorias.

Como ja citado, o hospedeiro imunocompetente € capaz de ativar as
respostas inflamatdrias inata e adquirida que vao estabelecer o grau de expressao
da doenca. Esta resposta envolve um complexo sistema com células
apresentadoras de antigeno (APCs), células T CD4" e uma grande liberacdo de

citocinas pro-inflamatérias, como IL-12, IFN-y, TNF-a. Esta mesma resposta
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previne a manifestacdo da doenca apds um estado latente e o estabelecimento de
fase cronica [17].

Em nossos resultados, ao analisarmos as subpopulacdes separadamente,
linfocitos T CD4" e T CD8", vimos que a fonte de células T TNF-a* foram de células
T CD4", ao passo que a fonte de células T IL-17" foram de células T CD8".

Os resultados mostraram que no grupo de animais com 6 meses e 1 ano
apos a vacinacdo com Leishmune® estas citocinas (IL-17a e TNF-a), tiveram um
decréscimo quando comparadas ao grupo de animais com 30 dias pos vacinacao,
voltando ao estado basal, semelhante ao perfil encontrado nos animais controle.
Junto a isto, os resultados também mostraram uma reducédo do indice de células T
expressando IL-4" no 6° més pds vacinal quando comparados ao grupo de animais
com 30 dias pds vacinal. Podemos observar que a subpopulacio LT CD8", é que
foi a fonte desta citocina. E sabido, que as citocinas reguladoras, como por
exemplo a IL-4, sao associadas com a resposta do tipo 2 (Th2), capazes de
interferir na resposta do tipo 1, inibindo atividade de macrofagos e, assim,
favorecendo a infeccdo intracelular [18]. Por isso a diminuicdo desta citocina
poderia ser um indicador preditivo de sucesso da imunizagédo de cées contra LVC.
Muitos estudos indicam que a resposta imunoldgica Th2 predomina durante uma
infeccdo humana aguda num quadro de leishmaniose, com a supressdao da
reatividade de células T, predominancia das citocinas IL-4 e IL-10 em relacédo ao
IFN-y e a ativacdo de células B policlonais, resultando em uma
hipergamaglobulinemia [26]. O envolvimento de Thl e Th2 na protecdo e
exacerbacdo da doenca, respectivamente, tem sido demonstrado em modelo
murino de leishmaniose cutanea [27] e visceral [28], principalmente porque a IL-4
pode regular a acdo de macrofagos [29]. No entanto, parece possivel que, em
alguns casos de leishmaniose visceral, um padrédo misto Thl e Th2 seja ativado,
conforme revelado pelos altos niveis simultaneos de IFN-y e de IL-4 detectados em
camundongos [30] e em cées [31]. Nestes casos, a IL-4 ndo apresentaria um
padrdo imunoregulatorio [32].

Quando analisados juntos, estes dados fornecem evidéncias da existéncia
de uma dicotomia da IL-4. Esta citocina pode ter a capacidade de estimular a
diferenciacdo de células dendriticas em células produtoras de IL-12 estimulando a

resposta Thl e a resisténcia a infeccdo. Ao contrario, sua producéo por células T
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CD4" pode estar relacionada com a susceptibilidade e o direcionamento da
resposta para Th2 [26,34].

Nossos resultados demonstraram um importante aumento de INF-y em
células T CD4" ap6s estimulo in vitro com antigeno sollvel de L.chagasi. Estes
resultados se semelham aos obtidos por Holzmuller et al. (2005) e Lemesre et al.
(2007). Deste modo, estes autores relataram que macrofagos infectados com L.
infantum de cées imunizados com a vacina LIESAp que foram mantidos em co-
cultivo com linfécitos totais, apresentaram maiores niveis de IFN-y no sobrenadante
de cultura e consequentemente, melhor desempenho imunolégico em controlar a
carga parasitaria in vitro. Além disso, demonstraram que a atividade microbicida
resultava em apoptose intracelular de amastigotas. Estes dados foram analisados
com 72 horas ap0s infeccéo in vitro.

Araujo et al. (2009; 2011) observaram que 0 processo de vacinagcdo com a
Leishmune® induziu aumento do percentual de linfocitos T IFN-y", sendo que a
subpopulacdo de Linfécitos T CD4" foi a principal fonte produtora desta citocina.
Neste contexto, os niveis de IFN-y obtidos no presente trabalho, foram mais
expressivos nas culturas com células T CD4". Além disso, foram semelhantes aos
encontrados por Rodrigues et al. (2007) em que células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) de cées foram capazes de produzir IFN-y quando estimuladas
com antigeno soluvel de L. chagasi, havendo redugcdo da taxa de macrofagos
infectados. Por outro lado, Rodrigues et al. (2009) através de estudo com PBMC de
cées, estimulado com L. chagasi e co-cultivado com macréfagos infectados, obteve
correlacdo positiva entre niveis de mRNA de IFN-y e IL-4 e carga parasitaria nas
culturas estimuladas.

Em relacdo a participacao efetiva de linfocitos T CD4" no direcionamento da
resposta imune, varios estudos tém demonstrado que estas células secretam uma
variedade de citocinas e que estas desempenham um papel importante no sentido
do favorecimento da ativacao de eventos da imunidade celular e humoral. Assim, o
direcionamento da resposta imune para um padrdo de participacdo efetiva de
linfécitos B, linfocitos T CD8”, bem como células da imunidade inata, parece ser
consequéncia direta do perfil do microambiente de citocinas. Dependendo do tipo
de citocina produzida pelas células T CD4", diferentes mecanismos promotores da

imunidade inata e adaptativa poderiam ser disparados. Em um microambiente de
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predominio de citocinas do tipo 1 (como IL-12 e INF-y) observa-se o favorecimento
de mecanismos da resposta imune celular. Por outro lado, num microambiente com
predominio de citocinas do tipo 2 (como IL-4 e IL-10) parece existir um
favorecimento de eventos da sintese de anticorpos pelas células B [115].

A aco citotdxica de linfécitos T CD8" co-cultivados com macréfagos caninos
infectados com L. infantum, foi demonstrada pela primeira vez em 1994. Neste
estudo, os linfocitos de cdes assintomaticos foram capazes de produzir elevados
niveis de IFN-y, ao passo que as células de cdes sintomaticos ndo tinham esta
habilidade. No entanto, os autores relataram que, em alguns animais, as células T
CD4" também eram capazes de lisar macrofagos, entretanto, sem especificarem as
vias pelas quais a lise desencadeada por esta subpopulacédo de linfocito poderia
ocorrer [109,116].

Segundo Araujo et al, (2011) os resultados referentes ao padrédo de sintese
de citocinas confirmaram o perfil seletivo da resposta imune desencadeada pela
Leishmune®, com de sintese de IFN-y por linfécitos T CD4* e balanco favoravel da
sintese de IFN-y sobre IL-4 por linfocitos T totais. Esses dados, assim como 0s
encontrados no nosso estudo, demonstraram a habilidade deste imunobiol6gico em
desencadear alteracbes fenotipicas capazes de induzir mecanismos
imunoprotetores no ambito da imunoprofilaxia da LVC.

Ainda segundo Araujo et al, (2011) numa abordagem adicional sobre o
potencial imunogénico da Leishmune® na resposta imune celular, um fator
importante seria avaliar a capacidade do imundégeno de induzir a producdo de
oxido nitrico (NO), que é um potente agente leishmanicida. O NO é um mediador
biolégico sintetizado por diferentes tipos celulares, pela acdo de uma familia de
enzimas denominadas Oxido nitrico sintase (NOS), que incluem as isoformas nNOS
(neuronal), eNOS (endotelial) - conhecidas como cNOS (constitutivas) - e a INOS
(induzida). A ativacdo do sistema imune e o estabelecimento de um perfil de
carater inflamatorio esta geralmente associado ao aumento na expresséao de iNOS.
O mecanismo de ativacdo e o papel funcional de INOS encontra-se bem
estabelecidos em macréfagos de camundongos e humanos. Entretanto, os eventos
envolvidos na atividade de INOS em mondcitos/macréfagos caninos ainda
necessita ser esclarecido (21,111,117). Em humanos, uma forte expressao de

INOS tem sido descrita em tecidos de individuos infectados por L. donovani [118].
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Os autores sugerem que a inducdo da expressao de INOS seja regulada
primariamente em nivel de transcricdo e modulada por vérias citocinas ou produtos
do parasito. Em geral, IFN-y, IL-2 e TNF-a sé@o considerados potentes indutores da
expressdo de INOS. Por outro lado, IL-4, IL-10 e TGF-B, sdo considerados
supressores da expressdo de iINOS [119,120,121]. Vouldoukis et al. (1997),
demonstraram que a IL-10 € um potente inibidor da geracédo de NO por macréfagos
humanos infectados com L. major ou L. infantum. Além disso, os autores
demonstraram que a funcdo da IL-10 aumentava quando associada a IL-4.
Considerando a importancia do NO no controle do parasitismo de macrofagos por
Leishmania, alguns autores correlacionam os eventos de prote¢édo na leishmaniose
a maior expressao de iINOS e consequentemente uma producdo mais elevada de
NO [123,124].

Para avaliar a produgcdo de NO por mondcitos de animais vacinados com a
Leishmune®, Aratjo et al, (2011) determinou o NO indiretamente através da
avaliacdo dos niveis de nitrito em sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico dos animais antes e ap0s a vacinacdo. Os
resultados demonstraram que o grupo de animais imunizados com essa vacina
apresentou um aumento significativo de producdo de nitrito. Este resultado
associa-se de forma interessante com o fato do grupo de animais do tempo com
um meés e seis meses pos vacinacado apresentarem um aumento na producdo de
IFN-y por leucdcitos periféricos ap6s estimulo in vitro com antigeno soltuvel de
L.chagasi, sendo que no sexto més a fonte principal foram linfécitos T CD4™

A estreita relacdo entre a producdo oxido nitrico e a sintese de IFN-y por
culturas de células de cdes vacinados com a Leishmune®, associado aos
resultados anteriores obtidos no nosso estudo, que demonstram seletividade do
envolvimento de linfécitos T, nos da suporte para sugerir que 0s animais até 6
meses ap6s vacinacdo com a Leishmune® apresentam 0s mecanismos
imunoldgicos compativeis com desenvolvimento de protecdo contra infecgdo por
Leishmania. Ao passo que, com 1 ano apds vacinacdo, 0sS animais ja nao
apresentam mais indicios de resposta imunoldgica de protecdo, pois o perfil de
citocinas intracitoplasmaticas em células T (tanto T CD4" quanto T CD8),
apresentando niveis basais semelhantes aos animais ndo vacinados, desta forma

estes animais necessitariam de um reforgo vacinal.
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Em suma, os resultados obtidos neste estudo permitiram identificar o perfil
de citocinas produzidas por leucdcitos circulantes no sangue periférico de animais
em diferentes tempos pos imuniza¢do com a vacina Leishmune ® atraves da busca
por marcadores biolégicos que identificam um perfil de resposta imune protetora
em cades vacinados, que sejam indicativos de eficacia vacinal. E além disso,
através destes biomarcadores caracterizados, foi possivel iniciar 0
desenvolvimento de um kit protétipo para predicdo de imunoprotecao, que podera
futuramente ser empregado em cées ja imunizados com vacinas comercialmente
disponiveis contra LVC.

Embora, nosso estudo tenha fornecido informacdes relevantes acerca do
potencial imunogénico da Leishmune® e do tempo de duracdo da imunizacdo dos
cées pela vacina, acreditamos na importancia da continuidade deste e de outros
estudos, no sentido de gerar informacdes importantes que constituem ainda
grandes lacunas no entendimento da resposta imune no contexto da
imunoprofilaxia da LVC. Assim, temos como perspectivas o desenvolvimento e
validacéo do kit prototipo que possa ser utilizado para predicdo de imunoprotecéo
em animais vacinados. Vale destacar que este kit poderia também ser empregado
para auxiliar a selecdo de candidatos vacinais contra LVC, proporcionando a
reducao dos custos para a experimentacao em cées, uma vez que 0s experimentos
com este modelo, em ensaios clinicos vacinais convencionais, frequentemente

ultrapassam os 360 dias de experimentacao.
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Evidéncias e Conclusdo

As principais evidéncias que embasam nossa conclusdo geral estdo listadas
abaixo:

1) A andlise da assinatura de citocinas secretadas pelos leucdcitos dos cées
vacinados com Leishmune®, demonstrou que a imunizagdo foi capaz de
desencadear um perfil de resposta pré-inflamatéria (perfil tipo 1) nos animais,
especialmente devido a um aumento de producéo de citocinas como IL-8 e IFN-y
em caes com um e seis meses poOs vacinacdo, e também um decréscimo
significativo de IL-10 nos caes com 6 meses pos vacinacdo quando comparados

ao grupo de animais nao vacinados.

2) A andlise da assinatura de citocinas secretadas pelos leucécitos dos animais do
com um ano pos vacinacao revelou uma diminuicdo de citocinas inflamatérias
que haviam aumentado no sexto més, sendo detectado um perfil mais

semelhante aos caes nao vacinados.

3) A andlise do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos T periféricos
apos estimulo in vitro com antigeno soltuvel de Leishmania chagasi revelou
também um predominio de resposta pro-inflamatdria no grupo de animais com
um més de vacinac¢io pelo aumento do indice de células T IL-17a" e T TNF-a*

guando comparados ao grupo de animais ndo vacinados.

4) A andlise do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em células T periféricas apos
estimulo in vitro com antigeno solavel de Leishmania chagasi mostrou um
predominio de resposta pro-inflamatoria sobre a regulatdria no grupo de animais
com seis meses de vacinacdo, pois os dados demonstraram uma queda do
indice de células T IL-4" quando comparados ao grupo de animais com um més
apés vacinacdo. E especificamente diminuicdo no indice de células T CD8" IL-
4", aos seis meses pos vacinacgio, quando comparado ao grupo de animais nio

vacinados e ao grupo de animais com um més pos vacinacgao.

5) Novamente a analise do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em células T

periféricas apos estimulo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania chagasi
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revelou um predominio de resposta proé-inflamatéria no grupo de animais com
seis meses de vacinagdo, visto que os resultados demonstraram aumento no
indice de células T CD4" IFN-y" no grupo de animais com seis meses pés

vacinacdo quando comparado ao grupo de animais nao vacinados.

6) No grupo de cdes com um ano apoés vacinacao, nao foi encontrada nenhuma
diferenca significativa em relacdo ao perfil de citocinas do grupo de caes nao
vacinados, sugerindo retorno, das alteracbes observadas ao sexto més, aos

niveis basais ap4s um ano.

As evidéncias supracitadas nos levam a concluir que o processo vacinal
promove o desenvolvimento de um perfil de resposta imune celular sugestivo de
induzir imunoprotecao aos cées vacinados. Porém, fica claro que até 6 meses apés
vacinagdo, o grupo de animais permanece com um perfil de ativacdo de
mecanismos imunobioldgicos efetivos contra antigeno soluvel de L. chagasi. Por
sua vez, o grupo de animais com 1 ano pés vacinacao retornam a um perfil de
biomarcadores basal semelhante ao grupo dos animais néo vacinados, 0 que nos
permite inferir que seja necessério o refor¢o vacinal neste periodo.

A metodologia proposta, de desenvolvimento de um KIT prototipo preditivo
de imunoprotecdo em caes vacinados com a Leishmune®, mostrou-se factivel e a
mesma sera empregada em novos estudos utilizando outros imunobioldgicos para

confirmar sua viabilidade e aplicabilidade.
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