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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca infecciosavegracausada por protozoarios
intracelulares obrigatdrios do géndreishmania Varios antigenos deeishmaniatém sido
avaliados como candidatos vacinais, destacands-peoteinas de histonas (HIS), antigenos
altamente conservados. A exposicao de HIS pelahmaniainduz uma resposta imune
potente no hospedeiro vertebrado. Desse modo, estie€lo, avaliamos, em hamsters, a
capacidade imunoprotetora dos antigenos de histooasa a infeccdo pokeishmania
infantum Os animais foram vacinados com estratégia hagadlatilizando-se plasmideos de
DNA que codificam para HIS (pcDNA3LIH2A-H3, pcDNAB12B-H4) ou heterdloga
(DNA/proteinas HIS) mais 1nM de CpG. Quinze dipdsaa ultima imunizacdo, 0s animais
foram desafiados pela via intradérmica com li€lshmania infantunmetaciclicas mais 0,5
par de glandula salivar dd.utzomya longipalpisApds a ultima imunizacdo e durante a
infeccdo, realizaram-se dosagens de citocinas @& &m tempo real (linfonodo e bacgo),
sorologia por ELISA (soro), carga parasitaria pituicgio limitante e andlise histopatoldgica
de tecidos (linfonodo, baco e figado). Detectoypselucdo de anticorpos IgG anti HIS nos
grupos imunizados com a estratégia homologa edteter, quando comparados aos hamsters
nao imunizados. As imunizacdes homoéloga e hetemdthiggriram na razdo IFNAL-10 no
linfonodo em relacdo ao grupo controle. Nao houiferehca significativa na expressao
dessas citocinas no baco apos a imunizacéo, entbetanco meses apos o desafio o grupo
homélogo apresentou um aumento na producdo de Illnd€se Orgdo. Na analise
histopatolégica do baco, verificou-se formagédo dasnfoliculos com centro germinativo,
evidentes nos animais imunizados independentemdmtgrupo analisado. Observou-se,
também, leucocitose intrasinusoidal e periportafigado, e foliculos reativos no linfonodo.
Nenhuma das estratégias de imunizagfes com ansigenloistonas acarretou em diminuicao
da carga parasitaria no linfonodo, baco e figadoestratégias de imunizacdo homologa e
heteréloga, com antigenos de histonas nucleosson@isforam capazes de proteger contra
infeccdo poL. infantumno modelo do hamster

Palavras-chave:Leishmaniavacina; histonas; hamsters



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a serious infectious ase caused by obligatory intracellular
protozoan of thé.eishmaniagenus Many antigens fronLeishmaniahave been evaluated as
vaccine candidates mainly the histones (HIS) treh&hly conserved. Exposure to HIS from
Leishmaniaelicits a strong host immune response in the veatebhost. Threfore, in this
study, we evaluated the immunoprotective ability HiS antigens against infection by
Leishmania infantunin hamsters. The animals were immunized with hogals strategy
using plasmid of the DNA coding for HIS (pcDNA3LiIA2H3, pcDNA3LiH2B-H4) or
heterologous strategy using DNA and recombinanteprplus CpG. Fifteen days after last
immunization, the animals were challenged by theadiermal route with PQeishmania
infantum metacyclics plus 0,5 pair dfutzomya longipalpissalivary gland. After the last
immunization and in the course of the infection, determined cytokine production by Real
time PCR (lymph node and spleen), serology by EL(S#a), parasite burden was estimated
by limiting dilution assay and histopathologicalabysis (lymph node, spleen and liver).
Production of antibody anti HIS 1gG was detectedhi@ immunized groups treated with the
homologous and heterologous strategies when coohpaye non-immunized hamsters.
Homologous and heterologous immunizations altenedratio of IFNy/IL-10 in the lymph
node compared to the control group. There is regjaificant difference in the expression of
this cytokine in the spleen after the immunizatibaywever, five months after the challenge
the homologous group presented a higher expressioriL-10 in this organ. The
histopathological analysis of the spleen showeddhmeation of high number of follicles with
a germinative center in the immunized animals iedejently of the immunization employed.
Intrasinusoidal and periportal leukocytosis werseasbed in the liver and reactive follicles in
the lymph node. Both immunization strategies wigtdne antigen did not result in reduction
of parasite burden in the lymph node, spleen aret.limmunization with homologous and
heterologous strategies using histone antigen natrable to confer protection in the hamster
model againsk. infantuminfection

Key words: LeishmaniaVaccine; Histone; hamsters.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitarijsiderada um grave
problema de saude publica. Aproximadamente 3500eslide pessoas estdo expostas
ao risco de contrair essa infeccdo, principalmestenoradores de areas tropicais e
subtropicais, de regides da Asia, Oriente MédiajcAfe América (CUNNINGHAM,
2002).

Amplamente distribuida no mundo, a leishmanioseevad esta entre as trés
mais importantes enfermidades transmitidas porrest® entre as seis endemias
consideradas prioritarias pela Organizacdo Mundi@l Saude. A incidéncia em
humanos é de aproximadamente 500.000 novos case8.080 mortes por ano
(DESJEUX et al 2004,WHO, 2002). A leishmaniose visceral ocomre aerca de 65
paises. A maioria dos casos ocorre em zonas pauiestbanas e rurais dos paises de
Bangladesh, india, Sud&o e Brasil (DESJEUX etlabg).

Os parasitos protozoarios do géndreishmaniapossuem ciclo digenético
(heteroxeno). Sao encontrados na forma livre fedgel denominada promastigota,
presente no lumen do trato digestivo do vetor domaa amastigota, sem flagelo, no
interior de células do sistema fagocitico monorarcldo hospedeiro vertebrado
(LAINSON; SHAW, 1987).

A Leishmania infantumé transmitida ao vertebrado no momento em que o
flebotomo Lutzomyainfectado faz seu repasto sanguineo, injetandpeteas formas
promastigotas metaciclicas. Essas ultimas sao itagas por macréfagos e se instalam
no interior de fagolisossomos, onde se diferenaianforma amastigota, proliferando
por divisdo binaria. ALeishmaniadesenvolveu uma variedade de mecanismos de
adaptacao para sobreviver dentro do macréfago direda sua resposta imune (revisto
em ALMEIDA et al. 2003).

As espécies que podem causar a Leishmaniose Misatweavante LV,
pertencem ao subgéndreishmania (L.)sendao.. donovanie L. infantumpresentes no

Velho Mundo eL. chagasino Novo Mundo. Embora diferentes no nome e origem
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geografica, estudos moleculares indicam Quénfantume L. chagasisdo da mesma
espécie (MAURICIO et a12000).

A LV é uma doenca grave e pode ser fatal se ndmdaaconsistindo em uma
infeccdo generalizada que acomete o sistema mndotelial envolvendo baco,
figado, medula O6ssea e linfonodo, podendo culmiear anemia, leucopenia,
trombocitopenia, caquexia e hepatoesplenomegaliforiha e a gravidade da doenca
dependem do estado imunoldgico, nutricional e idddehospedeiro, dentre outros
fatores intrinsecos da espécie ldeishmania(BITTENCOURT; BARRAL-NETTO,
1995).

A desnutricdo € apontada como fator de risco para ibfluenciando na
gravidade da doenca e na resposta imune do individo Brasil, observou-se que
criangas desnutridas tém nove vezes mais riscosedenvolver a LV com toda
sintomatologia classica (CREF et al, 1987). Naisnak décadas, € visto 0 aumento no
namero de casos de pacientes com leishmaniosealisceinfectados com HIV/AIDS,

principalmente nos grupos de riscos (DESJEUX, 2001)

A auséncia de planejamento urbano, em bairrosépenk, onde se concentram
pessoas de baixa renda, oriundas do massivo éxody associadas as precarias
condicbes sociais e econdmicas aumentam a taxaci#emcia da LV em centros
urbanos (CREF et al., 1987). De fato, atualmerggfieou-se a presenca do vetor em
ambientes urbanos, tanto na periferia como nosdgsanentros. Observa-se também a
adaptacdo do vetor em ambiente rural, no peridimiedm galinheiros, chiqueiros,
canis, paidis e, também, no intradomicilio (MINISIIB DA SAUDE, 2006).

1.2 Estratégias de Controle para Leishmaniose Vised

As estratégias atuais, preconizadas pela Organizdgédial de Saude (OMS),
como medidas de controle para a LV consistem emcd&b e tratamento de casos
humanos, diagndstico e eliminacdo dos cées infestadontrole do vetor.



20

A OMS recomenda diagnosticar pacientes suspeitdsvdetilizando testes de
ELISA, imunofluorescéncia, parasitologico de agpiraitologico de puncdes de baco,
medula e linfonodo. O tratamento dos pacientestiposiconsiste na terapéutica com
drogas de primeira eleicdo, Antimoniato de MeglabiEstibogluconato de Sédio e os
casos que ndo respondem aos antimoniais sdo satato os farmacos de segunda

linha, como Anfotericina B ou Pentamidina, os qusdis mais téxicos (WHO, 2002).

Tendo em vista que os cdes sdo reservatorios delltwinam-se os caes com
diagndstico positivo, na tentativa de se contr@aincidéncia da doenca em seres
humanos. No Brasil, 850.000 cdes sao selecionadasag amostras sao coletadas,
20.000 sdo eutanasiados anualmente, ap6s diagmstigositivos para LV. Sé&o
principalmente nas areas suburbanas de cidade#eivegds como Fortaleza, Natal,
Teresina, Sao Luis, Santarém, Belo Horizonte edReidaneiro, onde sao registrados o
maior numero de cées positivos. Contudo, o impdesta medida interventiva sobre o
controle da LV é passivel de questionamento, piiish@ comprovada correlacdo de tal
intervencdo com o decréscimo nos numeros de inc@é&a doenca humana (NUNES
et al., 1991).

Outra medida de controle preconizada é 0 uso deficidas residuais nos
domicilios e peridomicilios, com a finalidade deluzir a populacdo de flebotomos e
consequentemente a transmissdo do parasita. Corduelieito dessa medida tem se
mostrado temporario, devido principalmete a ocaigéde resisténcia ao inseticida ou
quando a aplicacdo é descontinuada. Entretantmlongamento de tal estratégia, ndo
€ desejavel, porque implica em consideraveis gaessti@ desequilibrio ambiental e

elevado custo financeiro de insumos e méao de GtDUJSH, 1993).

1.3 Resposta imune na Leishmaniose Visceral

A imunidade antieishmaniaé mediada tanto pela via inata (macrofagos e
neutroéfilos), quanto pela via adaptativa (linfésitB e T e células dendriticas). A
resolucdo da infeccdo na LV esta associada a apaede de antigenos deishmania
por macréfagos e células dendriticas (CD), alénagio de linfécitos TCD4 e CD8
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(revisto em PETERS; SACKS, 2006). A dicotomia dsposta Thl/Th2 é um dogma
controverso da resposta imune na leishmanioseraisg®is, existe um padréo misto de
resposta, com a participacdo de células Thl e €hR,seres humanos e modelos
experimentais. Alguns autores evidenciaram que cessaria a persisténcia de um
namero reduzido de parasitas para manter a respustde duradoura e protetora
(ENGWERDA; ATO; KAYE, 2004).

Um das primeiras células a chegarem no sitio deuviacédo da eishmaniasdo
as células NK, que promovem a maturacdo das célidadriticas, com consequente
fagocitose, apresentacdo de antigenos e a difecd@ocde células T. As células NK
atuam na interagdo entre os componentes da respustze inata e adaptativa
(NYELEN et al.,2007). Em camundongos infectados cbamfantum as células
dendriticas mieldides expressam TLR9 e produzemi2lLievando a ativacdo das
células NK. Estas células secretam NrNbs paracértex do linfonodo, recrutando células
TCD4", necesséarias para o controle da infeccdo (HAEBHRL& al., 2010). A
inibicdo da producédo de IL-12 € uma tentativa dmgs dos parasitas nesse processo,
pois esta citocina é essencial para a inducdo NeylE fundamental para a acéo
leishmanicida do macréfago (AHUJA et,d999). Estudos evidenciam que pacientes
com LV crbnica apresentam baixa frequéncia de a&glUlK, agravando o seu
prognostico (NYELEN et al.,2007).

Além disso, citocinas anti-inflamatorias como alll- atuam na supressao das
células efetoras Thl e na inibicdo da sintese iasmas IL-18, IL-6, IL-8 e TNF+.
Assim, ocorre reducdo na ativacdo de macréfagasiamtando uma infeccdo latente
(BOGDAN et al, 1991; BELKAID et al, 2001). Pacientes com LV, que apresentam
agravamento progressivo da doenca, manifestam umerda na expressao de mRNA
para IL-10 na medula e nos linfonodos (SAHA e2aby).

Observou-se que, em macrofagos humanos infectados Icinfantum,
L.amazonensise L.braziliensis ocorre uma resposta anti-inflamatéria com ativa
producdo de TGB:- Um estudoin vitro apontou que concentragdes fisiologicas de
TGF ndo inibiram a explosédo respiratoria induzida f@fgpcitose, mas suprimiram a
expressao de iNOS, que tem acdo critica sobretauité® das amastigotas (GANTT et
al., 2003).
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Estudos ressaltaram que citocinas como, IL-13,83]41-17 e IL-22 estédo
associadas a protecdo contra infeccdo Ilpalonovani (BABALOO et al.,, 2001,
MILANNO et al.,2002, MURUGAIYAN et al.,2009, PITTAt al.,2009) Por outro
lado, a IL-27 produzida por macrofagos e célulagldécas na LV, induziu a producéo
de IL-21 e influenciou a expansdo de células T etemas de IL-10 no baco,

favorecendo a multiplicacéo do parasita (ANSARdlgt2011).

Observou-se, em um estudo com clones de célulasuhdos de pacientes
humanos, apresentando LV ativa ou assintomatiarsl(gia positiva e teste de DTH
positivo), uma maior populacédo de células CBgjuantidades reduzidas na populagéo
de células CD4 Uma situacdo oposta foi constatada em individaesistentes a LV
(SAHA et al., 2006). A persisténcia dos parasitastes pacientes com infeccdes
cronicas estad associada a inibicdo da fusdo desteoo com o fagossomo em
macréfagos, como também a reducdo na producdo dee DS, influenciando o
recrutamento de células T reguladoras (T-regs) ‘CD25FoxP3 (WILSON;
JERONIMO; PEARSON, 2005).

1.4 O hamster como modelo experimental na Leishmarse Visceral

O hamstemgolden syrianMesocricetus auratygem sido amplamente utilizado
como modelo experimental para uma série de pasdofiumanas como sifilis,
micobactérias, micoses, arboviroses e leishmanisseral (BARBOSA JUNIOR et
al., 1987). Esses roedores também s&o utilizados gxitalar diversas formas de
leishmaniose causadas por diferentes espécies rdsitpa (CHILDS et al 1984).
Distintas rotas de infeccdo também tém sido utlksa sendo as mais comuns a
intradérmica, a intracardiaca e a intraperiton®BATHIAS et al., 2001; SHARMA et
al., 2004).

Hamsters infectados coheishmania(L. donovaniou L. infantun) apresentam
infeccdo progressiva no figado, baco e medula pksemdo-os ao desenvolvimento de
manifestacdes clinicas similares aquelas desemasdvpelo homem. Seres humanos,

cdes e hamsters frequentemente exibem sinais adiréc sintomas durante a LV,
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diferente do camundongo que praticamente ndo aypeesmal clinico, dependendo do

namero de parasitas utilizados no in6culo (CARRIKIMEI., 2006).

Dados da literatura mostram que uma porcentagemhdogers é capaz de
resistir a infeccdo, por desenvolverem uma respostae protetora espontanea. Em um
trabalho, monitorado por um ano, os hamsters iaflest por via intracardiaceom 16
e 10 parasitas de..infantum desenvolveram sintomatologia clinica. Em ambos o0s
grupos, houve animais sintomaticos e assintomati€@s animais sintomaticos
apresentaram emaciacao, desidratacdo, asteniaijobgpanomegalia e alta carga
parasitdria no figado e baco. J& os animais oligossaticos desenvolveram
esplenomegalia acompanhada de moderada cargat@m@@asim baco e figado, sem
sinais clinicos; ao passo que nos animais assitimeado foram detectados parasitas
(REQUENA et al., 2000).

As caracteristicas patoldgicas observadas duramigsm da LV em hamsters
incluem, desestruturacdo, deplecéo linfoide e Hgsip de polpa branca em baco,
granulomas hepaticos e depdsito secundario dedsulstamiléide em figado e baco
(RICA-CAPELA et al., 2003). Muitos hamsters desdwem ascite grave antes de
sucumbirem e estudos histologicos tém revelado emepca de glomerulonefrite
mediada por imunocomplexos e amiloidose dissemjnagiZe conduzem ao
desenvolvimento de sindrome nefrética (SARTORIIgt1®91, FERNANDEZ et al.,
2013).

Outro estudo mostrou que a infeccdo de hamsters I@rpromastigotas de
L.infantum pela via intracardiaca, levou ao desenvolvimal®desdes mucocutaneas
localizadas, acompanhadas de Ulceras nas areasnasoro focinho (NIETO et al.,
2011). Foram observados diferentes alteragbes coam@mia, leucopenia,
trombocitopenia, caquexia associada com o0 acumlopdrasitas nas visceras,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia (PEARSCal, 1990; MELBY et al
2001).

Um trabalho avaliando a resposta imune de hamstersa a LV indicou que
esplendcitos infectados cdmdonovaniexpressam quantidade significante de citocinas
do tipo Thl, como IFNs IL-2 e TNFe. Embora possuindo baixa ou nenhuma
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expressdo de IL-4, quantidades substanciais de mpalA TGH e IL-10 estéo
presentes. Associado a isto, estudos com hamstnficaram que alguns animais
apresentam uma resposta imune do perfil Thl, e me&ssim ocorre progressao da
doenca, pois a atividade de mRNA para a sintes®N@sS € reduzida no figado e baco
nesses animais, levando a um agravamento do qdadiy (BELKAID et al., 2000,
MELBY et al, 2001). Assim, a incapacidade em controlar a g#fecpode estar
relacionada a falta das fungdes efetoras dos nagoéfinfectados (PEREZ, 2006).

A investigagcdo com hamsters constitui um modelo@pado para o estudo das
caracteristicas patoldgicas manifestas da LV. Pmns susceptiveis, os hamsteésn
sido utilizados em estudos de farmacos, vacinag@nismos de imunossupressao na
LV. Além disso, sdo animais de facil manipulacé®,ntanutencao pratica e de baixo
custo, com possibilidade de obtencdo em granddaespa curtos periodos de tempo
(BASU et al, 2005; GARG et al 2006). Entretanto, a caréncia de muitos reagentes
anticorpos ainda constitui um obstaculo, os quas superados utilizando-se novas
abordagens moleculares para a avaliacdo imunolagisses animais (MELBY et.al
2001).

1.5 As Limitacdes para a elaboragéo de uma vacinam LV

A Leishmaniaé um parasita eucarioto intracelular complexo, @@ssui
mecanismos muito elaborados para sobreviver e phadti-se dentro de células do
sistema mononuclear fagocitico. A maioria dos antdg dd_eishmaniaé reconhecida
pelo hospedeiro, pois ocorre a producdo de antice/pu resposta imune celular.
Entretanto, a resposta a alguns antigenos nao ipdoiecdo, podendo inclusive
contribuir para exacerbacdo da resposta patologiesido a reacdo cruzada com
moléculas do préprio hospedeiro (HANDMAN, 2001).

De acordo com a literatura, existem individuos ampacidades diferentes de
resposta frente ao mesmo antigenoLdshmania como é observado em individuos
baixo ou altos respondedor. Uma vacinal@gshmaniapara ser utilizada em seres

humanos, requer diferentes antigenos (polivalenteg)azes de induzir uma resposta
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protetora para a maior parte da populacdo e que mepuzida em larga escala. O
desenvolvimento de uma vacina parece ser o maigsefefactivel enfoque profilatico

como método de controle para a LV (LARA et al., 199

Atualmente, os ensaios clinicos com candidatoscanaa deLeishmania,sdo
classificados em vacinas de primeira geragcéo @mid¢ptal do parasita morto), vacinas
de segunda geracabefshmaniavivas atenuadas, virus ou bactéria com insercdo de
genes expressando antigenos, fracbes nativas aumbawntes de antigenos da

Leishmania e, por fim, vacinas de terceira geracao (vacilea®NA/Génicas).

1.6 Proteinas recombinantes como candidatas paraciaas de LV

Vacinas de segunda geracdo, que utilizam proteg@snbinantes, tém sido
testadas desde 1990. A administracdo dessas @®tdam sido avaliada em
combinagcdo, ou como poliproteinas ou quiméricandseque a maioria deve ser
associada a adjuvantes para induzir maior proteG&oalmente, a imunizagdo com
proteinas induz apenas uma fraca resposta de £é8ulRor outro lado, a adicdo de
adjuvantes com propriedades agonistas para ostoeegpde reconhecimento de
padrées (PRRs), induz uma resposta mais intensaradalra contra patégenos
intracelulares como leeishmanid GURUNATHAN et al., 1998).

Uma das primeiras proteinas testadas contra lersbse foi a gp63, um
antigeno conservado em todas as espécied aighmania. Um estudo recente,
imunizando camundongos BALB/c com antigeno rgp68& radjuvante CpG, conferiu
protecdo quando desafiados candonovani(MAZUNDER et al.,2012) Tewary e
colaboradores (2005) identificaram um gene ORFFidtes, open reading frame),
localizado, no locus LD1 do cromossomo 35 de amgetsts del.donovani, que
expressa uma proteina nuclear ORFF. A imunizac&oaspcom a proteina rORFF no

modelo murino, protegeu parcialmente (45-60%) eoatinfeccéo pdc.infantum.

Um estudo com um antigeno de membrana da promstigL.donovani
(LAg) encapsulado em lipossomas catidnicos, induziveis significantes de protecéo

contra LV ao imunizar camundongos e hamsters dildonrespectivamente em 83% e
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54% a carga parasitaria no baco (AFRIN et al., 20B0proteina acida ribossomal
purificada deL. infantum(LiPO) é um componente estrutural da subunidademuk
ribossomo e € um antigeno imunodominante capazdieir a produc¢do de anticorpos
em pacientes e cdaes infectados domnfantum(IBORRA et al, 2005). Do mesmo
modo, foi demonstrado, em estudos utilizando-seegido C-terminal de LiPO
administrada com BCG como adjuvante, que houveegdiot parcial dos caes,
diminuido o niumero de parasitos em 42% contra gé@fegorL. infantum(MOLANO

et al, 2003). Essa vacina € um potente imunégeno emha®et camundongos
(DANTAS-TORRES, 2006).

A utilizagdo da vacina Leish-111f resultante dadtusle diferentes proteinas
como os antigenos TSA (proteina oxidante tiol dfpey, LmSTI1 (proteina de
estresse induzivel da major) e LelF (fator de iniciacdo deeishmanig, formulados
com o adjuvante MPL-SE (Lipidio A, do LPS atenuagodtegeu camundongos e
hamsterscontra LV, levando a diminuicdo da carga parasitdm 99,6%. Essa mesma
formulacao foi testada em cées expostos a infecgfioal porl.infantume observou-
se uma resposta imunogénica, entretanto esta n&fidaz na prevencado da infeccéo,
contudo tal vacina embora tenha aumentado a tasalatevivéncia dos caes (COLER
et al., 2002; SKEIKY et al., 2002; COLER et al.0Z}.

Dentre outros antigenos candidatos vacinais paradesgtaca-se a proteina de
superficie rHASPB1, que conferiu protecdo em carmngds contra um desafio
experimental conbL. donovanj sem uso de adjuvante (STAGER et al., 2000). Outra
proteina candidata vacinal promissora, é o antigeeld- (fator de iniciacdo de
eucarioto) expresso em promastigotas e amastigadas diferentes espécies de
LeishmaniaUm estudo com a proteina recombinante LellE.ddantum conferiu nos
hamsters protecdo de 65% contra a LV, devido ameato da transcricdo de mRNA
para sintese de NO e diminuicdo nas concentra@®esitbcinas IL-4, IL-10 e TF@-
(KUSHAWAHA et al., 2011). Em outro trabalho estasma proteina, induziu uma
resposta de perfil Thl mediada por IL-12, quandal&ag mononucleares de sangue
periférico de pacientes com LV foram estimuladak peiF. Além disso, também

observou-se que linfécitos de camundongos BALB/animados quando estimulados
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pela rLelF apresentavam alta expressdo de IL-12yuma baixa producédo de IL-4
(BARHOUMI et al., 2006).

1.7- Candidatos a vacinas de DNA para leishmaniogeestratégiaprime-boost

Nos ultimos anos, as vacinas génicas ou vacin@Ndetém representado uma
nova estratégia para o controle de doengas infE%igpois essas vacinas induzem
respostas imunes protetoras para o hospedeiraigaimente contra microrganismos
intracelulares (PLOTKIN, 2005; PALATNIK-DE-SOUSA, 0@8). Sao varias as
vantagens da utilizacdo de vacinas de DNA, incluisgla construcdo e a producédo em
larga escala, além da possibilidade de manipulagé@e, permite a expressao de
multiplos antigenos (GARMORY et al., 2005).

O gene que codifica a proteina € clonado em unt detexpressao de bactérias
e 0 DNA ¢é injetado diretamente na pele ou no mésdalhospedeiro (ULMER et al.,
1996). O DNA plasmidial € absorvido pela célulaanslocado até o nucleo, onde é
transcrito e, posteriormente, traduzido no citapkasA eficiéncia da captacdo e da
expressao do DNA plasmidial € baixa, mas é sufieipara induzir uma resposta imune
celular e humoral (AZEVEDO et al., 1999).

Atualmente, muitos antigenos na forma de vacin&cg&ém sido testados como
candidatos promissores para utilizacdo no conteolprevencdo da leishmaniose,
incluindo antigenos parasitarios, de vetores effuvantes (OLIVEIRA et al., 1999).
Entre os antigenos dédeishmania que exibiram atividade protetora quando
administrados como vacinas de DNA, encontram-szeafifes proteinas de membrana e
intracelulares tais como, histonas, proteinas dequ#h térmico e ribossomais
(KHAMESIPOUR et al., 2006; DUMONTEIL, 2007).

As vacinas de DNA codificam antigenos especificosn ccapacidade de
ativarem as células T essenciais para a protegémacmicrorganismos intracelulares
(GURUNATHAN, et al., 2000). Contudo, quando adntma@idas exclusivamente, as
proteinas possuem limitacdo para manutencédo deespasta imune intensa e duravel.

Um enfoque visando uma estratégia de imunizacas mlaborada, com permanéncia
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do antigeno no organismo por mais tempo, encoetrasprincipio dgrime-booster
Este principio consiste na exposi¢cdo de um mesitigeso de diferentes formas para o
sistema imune, durante a dose inicial e a de ref@cobjetivo deste protocolo é que a
dose inicial induza a resposta imune com o padegaerido para conferir protecdo e
que a dose de reforco mantenha e expanda tal tasjisde tipo de imunizacdo tem
sido usada experimentalmente contra doencas con@iaauberculose, influenza e
HIV (WANG et al., 2001).

O uso das vacinas de DNA é a metodologia mais adusca por protecao
contra leishmaniose visceral. RAMIRO e colaborasd®903) obtiveram protecdo em
60% dos animais contra a infeccdo par infantum utilizando um protocolo de
vacinacao heteréloga geime-boosterno qual caes foram vacinados inicialmente com
DNA codificando a proteina LACK dé&. infantum e, posteriormente, por virus
recombinante de/accinig contendo o gene da proteina. Um regime de va@inag
semelhante também induziu protecdo em cdes comddgas da vacina de DNA, que
codifica cisteina-proteases do tipo | e Il do p#mase um reforco comas proteinas
recombinantes. Observou-se reacao positiva aodedi¥lH e auséncia de parasitas na

medula 6ssea 12 meses apos desafio (RAFATI,&0415).

Um outro estudo comparou o potencial do antigeri8 gie Leishmanianas
estratégias de vacinacdo homologa (DNA/DNA ou PnafeProteina e adjuvante CpG)
ou heteréloga (DNA/proteina) em camundongos BALBfntra a infeccdo por
L.infantum Foi observado controle da carga parasitaria nosaas imunizados com as
estratégias heterdlogas, com elevada producaoNlg, IE-12, 6xido nitrico e reducdo
de IL-4 e IL-10 (MAZUMDER et al., 2011).

Outra pesquisa mostrou 0 potencial da imunizacéo &cestratégia heterdloga
em hamsters. O conjunto dos antigenos KMP-11 (m@tede membrana do
cinetoplasto), TRYP (Peroxidase Triparadoxina), PBE2 (Proteina de Agravamento
Potencial de_.infantun) e LACK induziu producao significante de oxidoricih em
macréfagos de hamsters. Além disso, foi observediacfio na carga parasitaria do bago
€ no sangue, quando comparado ao grupo imunizado estratégia homoéloga
(DNA/DNA e Proteina/ Proteina) (TODOLI et al., 2012
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1.8 Os antigenos das histonas como candidatos vaggpara leishmaniose

As histonas nucleossomais constituem proteinasutesdirs com papel
importante na organizacao e regulacdo dos geneslitam-se no nucleo das células
eucaribticas e existem quatro classes principaiBisgtenas (H2A, H2B, H3 e H4) de
Leishmaniaque formam a unidade basica da cromatina, o nistets (REQUENA et
al., 2000). As histonas deeishmaniadestacam-se como antigenos protetores quando
administradas em vacinas de DNA, em camundongds/@ahduzindo uma resposta
imune do perfil Th1 (KHAMESIPOUR et al., 2006).

As histonas séo antigenos altamente conservadmi)zxdos por varias espécies
de Leishmania que ndo sdo secretados, entretanto, sdo capazedudir uma intensa
resposta imune (SANTAREM et al.,, 2007). Essas prateséo liberadas durante a
infeccdo, apos a destruicdo das amastigotas ihtfaes pelo macréfago ativado ou
pela citélise espontanea de amastigotas dentroélidacinfectada. Além disso, sao
capazes de modular a resposta imune do hospedewmo ao fato de nédo sofrerem
pressdo seletiva pela resposta imune, ao contd@soproteinas de superficie e das
proteinas secretadas pekishmanig CHANG et al., 2003).

Um estudo recente mostrou que peptideos das hsstlenseres humanos podem
atuar como microbicidas contra bactérias, fungpsoenastigotas deéeishmania Em
um estudo, utilizando diferentes concentra¢céeshddsnas H2A e H2B no tratamento
in vitro de promastigotas dé.major, L.braziliensis e L.mexicana,foi observada
diminuicao da infectividade dos macréfagos de calongo por estes parasitas tratados
(WANG et al, 2011).

As histonas déeishmaniatambém podem ser reconhecidas por outras espécies
de hospedeiros vertebrados, além do camundongaotikgar soros de caes infectados
com L.infantum observou-se que as histonas H2A (72%) e H3 (68&m) mais
imunogénicas, pois induziram maior producdo decards quando comparadas as
histonas H2B (60%) e H4 (44%). Além disso, investiies com proteinas de histonas
de Leishmania,demonstraram que as proteinas H2A e H2B séo caplzdésvar a

producdo de IFNs quando utilizadas na re-estimulacdo de célulamomacleares



30

provenientes de pacientes com leishmaniose cutéiteaina esta que € indispensavel

para que ocorra a morte das amastigotas (DE CARMV@EHal., 2003).

Ainda vale mencionar que um estudo experimentat) ama vacina de DNA
polivalente composta por 10 antigenos diferentds H2A, H2B, H3, H4, p36, PSA-2,
peroxidoxin/TSA, STI1 e ARP-1) de isolados Idedonovani resultou na inducdo de
uma resposta imune celular tipo Thl em cédes. Emsiesais apresentaram evidente
linfo-proliferacdo antigeno-induzida e sintese deN-y, entretanto, sem ocorrer
producdo de IL-4. Além disso, houve resposta do BFH contra amastigota de
donovanj reducao da carga parasitaria em monoaitestro e nos linfonodos drenantes
destes animais (SALDARIGA et.a2006).

O efeito protetor das histonas também foi demodstiguando camundongos
BALB/c foram imunizados com células dendriticasspdls e associadas aos antigenos
histonas, 50% dos animais imunizados quando ddsafiaomL.infantum,reduziu a
carga parasitaria no bagco para 55% quando comparao grupo controle
(BERBERICH et al 2003). Iborra e colaboradores, em 2004, tambéntrarasn no
modelo BALB/c que ao utilizar imunizacdo com vaseirggnicica codificando para os
antigenos de histonas induziu reducédo no tamanhesda ap0s desafio commajor
(IBORRA et al., 2004).

Outra estratégia de imunizacdo pela via endovermsatradémica em
camundongos BALB/c, utilizando células dendritipatsadas e proteinas de histonas e
CpG, reduziu em 50% a carga parasitaria no badgaeld quatro semanas ap0s a
infeccdo dos animais pdr.infantum (CARRION et al., 2008). ESse mesmo grupo
demonstrou que a adicdo de anticorpo monoclonalCéd® em cultura de esplendcitos,
diminui a producdo de IFM- apenas nos camundongos imunizados com DNA
codificantes para H2A e H3. Por outro lado n&do kodiminuicdo significativa na
producdo desta citocina nos esplendcitos dos amimainizados com H2B e H4,
sugerindo que CD8 também pode participar na protegéferida por estas proteinas,
pela producéo de IFM{CARRION et al., 2008).

Um estudo recente do nosso grupo imamao camundongos BALB/c com os
antigenos de histonas nucleossomais (H2A, H2BH43 delL.infantumem estratégias
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homologa (DNA/DNA) e heterologa (DNA/proteina) cddpG mostrou que ambas
abordagens levaram a inibicAo do desenvolvimentoleddo, controle da carga
parasitaria na orelha e linfonodo dos animais taféas conl. braziliensis.Observou-
se também auséncia de macréfagos infectados eraschistologicos no local do
desafio (CARNEIRO et al., 2012).

1.9 Oligonucleotideos de CpG como adjuvante de agénos vacinais

O CpG ODN (do inglés Cytosine-phosphorothioate-
guanineoligodeoxynucleotides2 uma sequéncia padrdao encontrada no DNA de
bactérias que possuem a capacidade de ativarcBlataral Killer (NK)a secretar IFN-

Yy (KLINMAN et al., 1994). O CpG é reconhecido petadulas do sistema imune via
Toll-like 9 (TLR9), presente no endossoma de céluk e células dendriticas
plasmocitoides. A ativacdo desta via desencadeigpeessao de genes relacionados a
producao de IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e TNE&; citocinas que caracterizam o perfil de
resposta Th1(KRIEG et al., 1995).

Estudos recentes evidenciam a importancia da assacide adjuvantes aos
antigenos vacinais, devido a sua capacidade de radsareceptores do sistema imune
inato (SALEN et al., 2005). Dados da literatura trama que CpG ODN tém sido
extensivamente utilizados como adjuvante e imuApteo, pois acelera e estimula a
resposta vacinal. Foram observados bons resultsl@sivacdo da resposta imune em
animais neonatos ou imunocomprometidos, ap0s @gwilut terapéutico com CpG
ODN (KRISHNAMACHARI; SALEM, 2009).

Os experimentos de Sane e colaboradores (2010)haoraters e camundongos,
demonstraram a capacidade imunomoduladora do Cp§a &stratégia de tratamento
dos animais induziu a produgcdo de oOxido nitricoitecmas do perfil Thl, quando
associado ao farmaco Miltefosina no tratamento\da L

Do mesmo modo, diferentes abordagens experimei@aisido utilizadas com
CpG ODN, co-administrado com antigenos vacinaigracamtraz, brucelose, influenza

virus, virus da coriomeningite linfocitica, variokarampo, antigenos de superficie da
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hepatite C e toxina tetanica (OXENIUS et al.,1998%sas diferentes abordagens
ressaltam que a imunizagdo com CpG ODN induz uteasa resposta de padrao Thi,
com maturacdo e ativagdo de células dendriticasnpenhada de niveis elevados de
lgG2a (HARN, 2005).

Além disso, o0 CpG-ODN possui a capacidade de imdunia resposta imune
celular e humoral de longa duracdo, quando adidmma vacina de DNA ou a
estratégiaprime-booster De fato, uma vez que sequéncias de DNA podem ser
reconhecidas por receptores do fifml, elas possuem um papel importante na ativacéo
de células da imunidade inata (BABUIK et al., 200d¥m disso, ocorre ativagdo das
células apresentadoras de antigeno, com produclel® uma citocina fundamental
na diferenciacéo de células Th1(BASTOS et al., 2004

Em um estudo realizado por Mendez e colaboraderas2003, camundongos
receberam baixas doses de promastigotad..d®jor associado a CpG-ODN. Foi
observada uma resposta intensa de células TCD43D8# com producéo de IFi-
levando a reducdo na carga parasitaria. Adicionaieneutro estudo com camundongos
C57BL/6 demonstrou que, apdés imunizacdo com LIPGDMNL.infantumassociado ao
CpG, nao houve desenvolvimento de lesdo e ocoeducéo da carga parasitaria nos
animais desafiados commajor na orelha. Nesse mesmo estudo, observou-se que a
imunizacdo de camundongos BALB/c com rLiPO e Cp@bim induziu protecéo
parcial quando desafiados cammajor (IBORRA et al., 2005). Todos estes trabalhos
evidenciam a capacidade imunoduladora do adjuva@pG, quando associado a

antigenos vacinais.
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2 JUSTIFICATIVA

As espécies déeishmaniaque infectam o homem estdo presentes em quase
todos os continentes e sdo endémicas em 65 pAisgsgdéncia anual estimada de LV
é de, aproximadamente, 500.000 casos (WHO, 20QR2plente, temos um quadro
limitado e oneroso de farmacos utilizados no trat@m dos pacientes com
leishmaniose, de efeitos colaterais adversos. Al astratégia de controle da LV,
preconizada pela Organizacdo Mundial de Saudebast®ada na deteccado e eliminagcao
de cées infectados, associado ao tratamento dos basnanos e ao controle vetorial
(TESH,1995). Contudo, tais medidas nao tém sidgisufes para diminuir a incidéncia
da doencga. A viabilidade de uma vacina eficaz parmais e seres humanos seria um
método profilatico de controle desta endemia. Bsw,ia utilizacdo de vacinas, em todo
o mundo, foi proposta como medida profilatica enddgaPublica para o controle de

varias doencas em distintas situagfes epidemi@sgic

E sabido da necessidade da elaboracdo de uma yecBaV, tanto para seres
humanos quanto para animais. Com esse proposifaesente estudo, foi avaliado se
as vacinas de DNA que codificam histonas nucleoasome Leishmania infantum
(H2A, H2B, H3 e H4) ou seguido de reforco com astginas recombinantes (rH2A,
rH2B, rLH3 e rH4) em combinac&o com o adjuvante €MON protegem hamsters da
infeccdo polL. infantum.Esses animais apos as imunizacdes foram infecfzmogia
intradérmica conb.eishmania infantuma presenca da saliva detzomyia longipalpis
um modelo experimental de LV descrito anteriormgye® nosso grupo (GOMES et
al., 2008). Foram avaliadas a carga parasitaria no, figado e linfonodos, bem como

a resposta imune proveniente da imunizacao e iafedgs animais.

Sabe-se que ainda inexistem vacinas eficazeseapazcontrolar a LV em caes
e humanos e o desenvolvimento das mesmas tem @xigid esforco por parte de
diversos grupos de pesquisa em diferentes partesutholo. Neste contexto, uma das
possibilidades que se abrem estar relacionada cdesenvolvimento de uma vacina
com os antigenos nucleossomaid.dshmaniaos quais indicam novas perspectivas na

profilaxia da LV, em animais e no homem.
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3 HIPOTESE

A imunizagcdo de hamsters com os antigenos de histoncleossomais protege

estes animais de uma subsequente infeccabgisitmania infantum

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar se a imunizagdo com plasmideos de DNA qodificam histonas
nucleossomais dé.eishmania (H2A, H2B, H3 e H4) de forma isolada ou em
combinagcdo com refor¢co das proteinas recombingrt#A, rH2B, rH3 e rH4) com

CpG induz resposta protetora contra a infeccadpishmania infanturem hamsters.

4.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a resposta imune induzida em hamsters ap@sizacdo com
plasmideos de DNA que codificam histonas nucleoasorde Leishmania
(H2A, H2B, H3 e H4) ou em combinacdo com reforcostibuido pelas

proteinas recombinantes associadas ao CpG.

. Avaliar se os candidatos vacinais utilizados naagsgia homologa e
heteréloga séo capazes de reduzir a carga paiasitampelo menos 80%, contra

a infeccéo pok.infantumem relagéo aos controles ndo imunizados.
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5. Desenho experimental

Avaliacao da Imunogenicidade

1°imunizagdo  2°imunizagdo  3° imunizag&o Eutanasia

f % +

15 dias 15 dias 15 dias 15 dias apés a ultima imunizagéo —

Grupo Homaologo

3 doses com 5@ de cada p ~ . .
pCcDNA3LIH2A-H3 e Quantificacdo das citocinas

PCDNASLIH2B-H4 por Real Time PCR :

IFN-y, IL-10, TGF$

- Linfonodo e baco dos animais
apenas imunizados

Grupo Heterologa . )

2 doses com 5@ de cada -Baco dos animais 5 meses apo:
PCDNA3LIH2A-H3 e pcDNA3LIH2B-H4 desafio

+ 1 dose de g cada proteina

H2A,H3,H2B, H4 + 1nM Cp&

U7

Elisa:

IgG total anti-histonas

Grupo Plasmideo vazio
3 doses de 100ug de
pcDNA3+1nM CpG

Grupo Salina

15 hamstes Golden syrius/ Grupo




Avaliacdo da Capacidade Protetora

.5 .
1°imunizagdo  2°imunizagdo  3° imunizagéo Desafiol0 de L.infantum +
1/2 glandula de L.longipalpis
= pela via ID
1 ! T )
& c”'
15 dias 15 dias 15 dias 15 dias

-

Grupo Homodlogo
3 doses com 5@ de cada
pcDNA3LIH2A-H3 e
pcDNA3LIH2B-H4

36

Eutanasia

.|.

Grupo Heterologa
2 doses com 5@ de cada
pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4
+ 1 dose de g cada proteina

Quantificacao da
carga parasitaria, por
LDA no: linfonodo,
baco e figado

< H2A,H3,H2B, H4 + 1nM Cp®

15 hamsters

Golden syrius/Grupo Grupo Plasmideo vazio

3 doses de 100ug de pcDNAB

CpG

Avaliacao
histopatoldgica:
linfonodo, baco e figadc

Grupo Salina
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Populacéo de estudo

Hamsters Nlesocricetus auratysda raca Golden Syrius, machos, com idade
entre 2 e 4 meses foram obtidos do biotério do rGee Pesquisas Gongalo Moniz
(CPqGM- FIOCRUZ). Os procedimentos experimentaranfoavaliados e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUAC&mGM, protocolado com a
numeracao L-IGM-005/2011, em 05-05-2011.

6.2 Plasmideos que codificam para as proteinas dastonas nucleossomais e

proteinas recombinantes das histonas de infantum

As proteinas recombinantes das histonakeighmania infantunirH2A, rH2B,
rH3 e rH4), bem como os plasmideos contendo ostassque codificam os genes das
histonas delLeishmania infantum(pcDNA3LIH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) e o
plasmideo vazio (pcDNA3) foram gentiimente cedigmdo Dr. Manoel Soto, da
Universidad Autonoma de Madrid, Espanha.

As bactérias Escherichia coli competentes foram transformadas com os
plasmideos e do sedimento do cultivo bacterianaréfigacdo destes foi realizada
utilizando-se um kit de isolamento de plasmideogd&GiPrep Endofree” (Qiagen,

Alemanha), de acordo com as recomendacdes dodabwic

6.3 Imunizagdes dos animais/Grupos

Os ensaios foram realizados em hamsters divididms 4 grupos
experimentais(Homoélogo, Heterdlogo, Plasmideo vaziSalina). Vale ressaltar que
todos os ensaios foram repetidos 3 vezes. Readeaos ensaios para as dosagens das
citocinas ap0s imunizacdo e um outro grupo de dsifoeam imunizados e desafiados

por L.infantum totalizando 15 animais por grupo em cada experionealizado.
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6.3.1 Imunizacdo Homologa

Os animais foram imunizados trés vezes com osmpiens de DNA com
intervalos de quinze dias entre as doses. A imga@aom DNA foi realizada com
injecdo intramuscular na pata traseira direita, masculos tibiais anteriores, contendo
100ug de um coquetel de plasmideos recombinantes (88umpda tipo de plasmideo
recombinante (pcDNA3LIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) dildos em 50uL de salina.

6.3.2 Imunizacgao heter6loga

Na estratégia heter6éloga (DNA/proteina), os arsmaeceberam duas
imunizagcdes na perna direita nos musculos tibiaiereres, com os plasmideos
recombinantes seguidas de uma imuniza¢do conteéddg @ proteinas recombinantes
de histonas (5ug de cada um dos tipos H2A, H2BeHiB!1), associado com 1 nM de
CpG ODN 1826 (18-24 pb - 5TCC ATG ACG TTC CTG ACE-3" mol wt
6364,1G/mol) (SANEet al, 2010), a dose de refor¢coPfime-booster feita por via
intradérmica na orelha direita, diluidos em 30ubd& dose foi administrada com um
intervalo de quinze dias. O grupo controle receBOuL de salina nas mesmas

condicoes.

Para estas imunizagdes, foram utilizadas seridgaasulina BD ULTRAFINE
(BD Pharmingen, EUA) e agulha hipodérmica de 30@1{2G). Cada grupo era

composto de 15 animais.
6.4 ELISA para deteccao de IgG anti-histonas

Os titulos de anticorpos foram mensurados antgsrideeira imunizacao e 15
dias apos a terceira imunizacdo, nos animais iradog com plasmideos recombinantes
(pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LIH2B-H4 ou pcDNA3), tantoa estratégia homéloga

como na heteréloga.

Para a realizacao do ELISA, para detectarmosapbte antihistonas, as placas
de 96 pocos foram sensibilizadas copg/inL de cada histona recombinante (rH2A;
rH2B, rH3 e rH4) em tampéao carbonato-bicarbonato9u] 10Q@L/poco, incubadas

durante a noite a 4°C. Foram realizadas trés lasagem 25(0l/poco, de PBS Tween
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20 0,05% e os sitios inespecificos foram bloqueadtdzando-se 20@/poco, de PBS
Tween BSA, contendo 1% de BSA por 2h a 37°C. Foraalizadas mais quatro
lavagens com PBS Tween 0,05% (gBfoc¢o) e adicionou-se 100/poco dos soros
diluidos 1/10QL em PBS Tween 0,05% e incubou-se por 1h a 37°@GsAplavagens
com PBS Tween 0,05% (2pipoco), adicionou-se 1@0poco do anticorpo anti-
imunoglobulina G (IgG) total de hamster diluido/a0D em PBS Tween 0,05% e as
placas foram incubadas por 1h a 37°C. Em segusdaggos das placas foram lavados 3
vezes com PBS Tween0,05% e incubadas comul/f@@o do substrato p-nitrofenil
fosfato na concentracdo de 1mg/mL dissolvido enp&ancarbonato-bicarbonato mais
0.2mM de cloreto de magnésio pH 9.6 por 15 minattsmperatura ambiente. A reacao
de cor foi interrompida apo6s adicdo dedf@oco de 3M NaOH. A leitura dos pocos das
placas foi realizada em um espectrofotdmetro leioELISA em comprimento de onda
de 450nm. Os resultados foram expressos em Degsidtch (OD). O ponto de corte
foi calculado a partir de soros de hamsiegativos, calculando-se a média da OD mais
duas vezes o desvio padrao.

6.5 Parasitas

Promastigostade L.infantum(MCAN/BR/00/BA262) foram mantidas em meio
de cultura Schneider (LGC, Sdo Paulo, BRASIL) smegletado com 10% de soro
bovino fetal inativado (SBF), 100 Ul/ml de penicdi 100ug/ml de estreptomicina e
2mM de L-glutamina a 25°C (todos da Gibco, Carlsbh@d, USA), denominado
Schneider completo (SACKS & MELBY, 2001). Quandopagasitas atingiram a fase
estacionaria, promastigotas foram coletadas e aggsrmpor gradiente descontinuo de
Ficoll 400, para obtencdo de uma populacao ricpemastigotas metaciclicas (YAO
et al., 2008).

6.6 Separacdo das formas metaciclicas dé.infantum usando Gradiente

Descontinuo de Ficoll

Promastigotas dé. infantumem fase estacionaria foram lavadas em meio
DMEM 1% e contadas em camara de Neubauer. Em uondeld5 ml foi preparado o
gradiente de Ficoll 400, constituido de 2mL de Fiact0% diluido em PBS, e sobre
este adicionou-se 2 ml de Ficoll a 10% diluido esidVL99, utilizando-se seringas de 5
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ml e agulhas 40x12. Sobre o gradiente, foram cdmsd8promastigotas ressuspensas
em 2mL de DMEM 1% e submetidas a centrifugacdo 36 temperatura ambiente
por 10 minutos. As formas metaciclicas que se ataram na fase superior do Ficoll
10% foram lavadas a 1700g por 5 minutos °aC4 A amostra foi analisada por
citometria de fluxo no aparelho de FACSCAN paraficorar que a populacéo
encontrava-se enriquecida de formas metaciclica®s /a separacdo, analisou-se 0s
parametros de tamanho (SSC) e granulosidade (FX®RAIVA et al., 2005).

Observou-se que o purificado possuia uma maiontmlzale de formas de
L.infantum metaciclicas que apresentavam um maior tamanho )(SSGnenor
granulosidade (FSC), parametros resultantes dastedisticas de um flagelo alongado,
corpo estreito, curto e delgado, morfologia present fase metacicilica das
LeishmaniagFigura 1). O dotplot representa a anélise dasapulpcdes de parasitas,
correspondendo ao tamanho e granulosidade dasgétulja aquisicdo foi de 10.000

eventos.

SSC-H

1 Metaci
400" g38%

: " Estac
‘. - 12,9%

—— ———
0 200 400 600 800 1K
FSC-H:: FSC-Height

Figura 1 — Analise de promastigotas ldenfantum naestacionaria, por gradiente de
Ficoll.
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6.7 Fleb6tomos e preparacédo dos sonicados de glatadsalivar (SGS)

Os flebotomos da espédi@itzomyia longipalpigDiptera: Psychodidae) (local
de coleta: Corte de Pedra e Cavunge, Bahia) foramtidos em nosso insetario em

condicdes controladas, a 26°C e 80% de umidadeveela

O sonicado de glandula salivar (SGS) foi obtido gigsecacdo de glandulas
salivares de fleb6tomdsutzomyia longipalpis5 a 7 dias ap6s eclosédo dos ovos. Apos a
dissecacéo, as glandulas foram re-suspensas egdcaalina e estocadas a —70°C até o
momento do uso. Imediatamente antes de sua uéibzas glandulas foram sonicadas
por 40 ciclos em aparelho ultrasonicador Bransonifieo 450 (Connecticut, USA),
centrifugadas a 8.160g/ 4°C por cinco minutos entrifega Eppendorf Centrifuge
5415C, (Brinkman Instruments Inc., New York, USA)os sobrenadantes foram

utilizados nos experimentos.
6.8 Desafio dos animais

Duas semanas apoés a Ultima imunizacdo, os anforai desafiados por via
intradérmica na orelha direita, com 1Xpéomastigotas enriquecidas de metaciclicas de
L. infantum separadas por gradiente descontinuo de Ficoll4868seispensas em salina,
mais o0 equivalente a 0.5 par de sonicado de glansalivar (SGS) déutzomyia

longipalpismimetizando a infec¢ao natural.
6.9 Eutanasia dos animais

Todos os animais foram eutanasiados na camera @g €eguido de
deslocamento cervical. Para avaliacdo da respostae induzida pela imunizagao
homéloga ou heter6loga, mensurou-se a producdo ntleogos anti-proteina de
histonas nucleossomais, bem como a dosagem denegpcl5 dias apds cada
imunizacdo e posteriormente ao desafio, obtendpasa este fim o soro, baco e
linfonodo drenante auricular do local da imuniza¢@om relacdo aos grupos que foram
imunizados e posteriormente desafiados, os tempaactificios aconteceram nos dias
60, 150 e 210 apods o desafio.
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6.10 Avaliacfes histopatoldgicas

Os fragmentos de tecidos (figado, baco e linfondoi@m coletados apos 5 e 7
meses apos o desafio dos animais. Os fragmentas fikados em formalina acida a
10% por 24 horas e processados pela técnica hgstal@e rotina para inclusdo em
parafina no setor de histotecnologia, do CentrBekxjuisa Gongalo Moniz. Realizou-se
microtomia com obtencdo de cortes com 4-5 micrGsette espessura que foram
corados pela Hematoxilina-Eosina (H&E), montadosn cauxilio de laminula e
Balsamo do Canada sintético. Os cortes histolédim@sn posteriormente avaliados a

luz da microscopia 6tica quanto a presenca deagfies relevantes no quadro de LV.
6.11 Determinacao da carga parasitaria por diluicadimitante

Apés a eutanasia dos animais, foram retirados @o,bfigado e linfonodo
auricular. O baco e o figado foram pesados e teeoum fragmento de 0,035 a 0,045g
de cada. As amostras foram posteriormente mace@iaslmL de meio Schneider
(Sigma, St Louis, MO, USA) em peneira ultrafina @mwogeneizadas, adicionando-se
mais 4ml de meio Schneider (Sigma, St Louis, MOAY Suplementado com soro
bovino fetal a 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/rde penicilina e 100U/mL de
estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA, USA). Ao maderdo linfonodo foi adicionado
2mL de solucao salina para lavagem das célulagy(B60 10 minutos a 4°C), que, em
seguida, foram ressuspensas em 1mL de meio conyaetocontagem de 1@élulas.
Com os homogeneizados foram realizadas diluicgadss que variaram de 1.5 a
1:1000 em placas de 96 pocos contendo meio sOliN®N Mgar sangue (Novy-
MacNeall-Nicolle) (NICOLLE, 1909). Seis replicacOesam feitas para cada diluig&o.
As placas foram analisadas em microscoépio invegia@a verificacdo do aparecimento
de formas promastigotas fdenfantuma partir do terceiro até o décimo dia de cultura.
Neste periodo, as placas foram incubadas numae3@D a 23C. A carga parasitaria
do baco, figado e linfonodos foi analisada, utiitase a técnica de diluicdo limitante
descrita previamente por TITUS e colaboradqE391) e a determinagdo da carga
parasitaria baseada na diluicao limitante foi estianutilizando-se o programa ELIDA
(LIMA et al., 1997).
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6.12 Extracdo de RNA e preparo do cDNA para detecoale citocinas

O perfil das citocinas (TGF-, IFN-e IL-10), produzidas pelas células do
linfonodo e baco dos hamsters imunizados com ptessside DNA que codificam para
diferentes antigenos de histonas nucleossomaisidamania(H2A, H2B, H3 e H4)
e/ou em combinacdo com um reforgco constituido p@lageinas recombinantes
associadas ao adjuvante CpG, foi avaliado por &@fRempo real. Assim, 15 dias apos
a ultima imunizagcédo, os animais foram eutanasia€as,baco, o linfonodo drenante
auricular (imunizacdo heterdloga) e popliteo (ilmagédo homologa), e cinco meses
apos o desafio o baco também foram coletados paec@o de RNA e posterior sintese
do cDNA.

O RNA total foi extraido utilizando-se o reageiftézol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), de acordo com as recomendacgOes do faiteic® linfonodo drenante foi
macerado e centrifugado a 300g por 10 minutos a BAC seguida, as células foram
homogeneizadas em 250uL de Trizol e para isolar-B&A, adicionou-se 500uL de
cloroformio e precipitou-se na presenca de isopropaApds a precipitacdo foi
realizado lavagem com etanol a 70%, o RNA foi disdo em 10 pL de agua tratada
com dietilpirocarbonato. A concentracdo e a raz@opdreza da extracdo foram
determinadas apds a leitura em espectofotbmeiliaantio-se comprimentos de ondas
de 260 e 280nm. Apds quantificacdo, o materialnfaintido a -70°C. A sintese de
cDNA foi realizada acrescentando-se 500ng de RNojlade uma mistura contendo
oligonucleotideos (dt) 12-18, 2,8M, dNTPs, 1mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
tampéo 1X (Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgC&ZnM), 20U de inibidor de
ribonuclease e 50U da transcriptase reversa SuimrddGibco, Carlsbad, CA, USA).
A reacéo foi incubada no termociclador a uma teatpes de 42°C durante 50 minutos,
depois desta incubagcédo a enzima foi desnaturasanpetatura de 95°C durante 5
minutos. Em seguida as amostras de cDNA foram anaalas a -20°C até o momento

do uso.
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6.13 Quantificacdo da Producéo de Citocinas por PCBm Tempo Real

Os primers (oligonucleotideos ou iniciadores) utilizados nasacbes de
amplificacdo foram desenhados pelo programa PriEx@ress (Applied Biosystems,
EUA). O tamanho doprimersvariou de 18 a 23 bases, a temperatura de anelament
(Tm, do inglés melting temperature) variou de 58%% o conteudo de GC foi de 40-
60% e foram utilizados na concentracdo de 250nMta@anho dos produtos de
amplificacdo gerados variou de 90 a 110pb. As e=sci@ PCR em tempo real foram
realizadas em placas de 96 pocos, usando o reag§¥mie-Green PCR Master MIX
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e o gmamento “Perkin-Elmer ABI
Prism 7500 Sequence Detection System”. A reacéoefdizada em 40 ciclos com a
ciclagem de acordo com o manual do fabricante ABISR 7500. A determinacéo da
intensidade de fluorescéncia na reacéo foi feita pé@culo doARn (ARn=Rn+ - Rn-),
onde Rn+ = intensidade de emisséo do SYBR-Gresterisidade de emissdo do ROX
em um dado momento da reacdo, e Rn- = intensidadendssdo do SYBR-Green/
intensidade de emissdo do ROX, antes da amplifica@acomposto ROX é utilizado
como controle interno passivo, pois a fluorescérgui@ emite possui intensidade
constante durante toda a reacdo, enquanto queoredténcia emitida pelo SYBR-
Green aumenta a medida que este se liga as dutglesié DNA. Durante os ciclos
iniciais da reacdo, ndo ha acumulo de produtosnudifecacdo e os valores deRn
permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROXBR-Green). O célculo da
quantificacao relativa foi feito pelo método d&X€t, ondeACt = Ct gene alvo — Ct
gene referéncia, KACt = ACt amostra -ACt controle.

A especificidade doprimersfoi avaliada pela curva de dissociacdo. A curva de
dissociacdo consiste na monitorizagdo da fluoresgétias amostras em relacdo ao
aumento de temperatura. A fluorescéncia das ansod&eresce com o aumento da
temperatura, pois a medida que as pontes de hidmggue mantém as duplas fitas
unidas se rompem ocorre a liberacdo do SYBR-GrAeeim, quando observamos
somente um pico de fluorescéncia em uma dada tatopersignifica que houve
amplificacdo de um produto especifico. Esta tentpeaa a temperatura de anelamento
ou melting point(Tm) do produto de amplificaca@rfiplicor). A Tabela 1 mostra a

sequéncia e as caracteristicas ptirmersutilizados.
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Tabela 1 Descricdo e identificacdo dos genes estudados,éseigu dosprimers

utilizados e caracteristicas do produto de amplifo.

Primers Identificacao Sequéncia Tamanho | Tamanho
Gene Bank Amplicon | Amplicon
(Y (PB)

5’ CTGACATGCCGCCCTGGAG
GAPDH X02231 3 TCAGTGTAGCCCAGGATGCC 82 101

5"GAAGCTCACCAAGATTCCGGTAA
IFN-y M28621 ' TTTTCGTGACAGGTGAGGCAT 78 91

5’AGACGCCTTTCTCTTGGAGCTTAT
IL-10 AF046210 3’"GGCAACTGCAGCGCTGTC 77 102

5’GCTACCACGCCAACTTICTGTC
TGF-B 3I'TGTTGGTAGAGGGCAAGG 573 21

6.14 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizandosgrograma GraphPad-Prism 5.0
(GraphPad Software, USA).

Os dados de correlagcado foram tratados) oocoeficiente de correlacdo para
postos de Spearman)( O calculo (s) baseia-se nas diferengas entre os postos (valores
das variaveis analisadas) ges y, resultando em um coeficiente de variacédo entre -1
(correlacdo perfeita negativa) e +1 (correlacadepar positiva) passando pelo valor
zero (auséncia de correlagéo).

Todos os dados ndo parameétricos foram apresentamne média e desvio
padrdo. As diferencas observadas entre os grupesnfa@nalisados pelo teste de
Kruskall Wallis (one-way ANOVA), seguido pelo pésste de Dunns. As diferencas
estatisticas foram consideradas significantes quar@.05 utilizando um intervalo de

confianca de 95%.
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7 RESULTADOS

7.1 Deteccéao de anticorpos da classe IgG anti-higs, em soros de hamstsy pelo
método de ELISA

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade dsi®ims nucleossomais de
L.infantum coletou-se soros dos animais imunizados e c@strahtes das imunizacdes
e, 15 dias apos a terceira imunizacao, para agietete anticorpos especificos contra

tais proteinas.

Constatou-se que apenas alguns dos hamstersngesites ao grupo que
recebeu a estratégia heteréloga (9/19) e homolda)( apresentaram respectivamente
maior producdo de anticorpos IgG total anti-histor({@<0,0079) e (p<0,0075),
diferenca que foi estatisticamente significantengiwacomparada a producéo do grupo
controle que recebeu apenas salina, evidenciandapacidade imunogénica deste

veiculo na inducédo da resposta imune (Fig. 2).

0.15
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,I kk | Il O Plasmideo vazio
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o g B Heterdlogo
0 | |
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o 0.05+ l.
e e
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Figura 2 — Avaliacdo da resposta imune humoral aihistonas pela quantificacdo de
anticorpos no soro por ELISA Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguas
estratégias de vacinacdo: homéloga eceberam trés doses comu§@le cada plasmideo de
DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) pela via inmuscular (n=19). Na estratégia
heterbéloga k) receberam duas doses de@@de cada plasmideos de DNA (pcDNAS3LIH2A-H3
e pcDNASLiIH2B-H4) seguidas de um reforco intradéoncom g de cada proteina de
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG (n=19% @rupos controles plasmideo vazio (0)
receberam trés doses de 1@@e plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG (n=12) @ul3

de salinaq) pela via intramuscular (n=12). Os soros dos aisiinaunizados, e seus respectivos
controles, foram coletados quinze dias, ap0s aeitardmunizacdo, para a detecgdo de
anticorpos especificos contra as histonas nuclewsoA linha pontilhada refere-se ao ponto
de corte (0.023365) obtido com soros de hamstewdaseis ndo infectados. A analise
estatistica foi feita pelo teste Kruskall-Wallistp6s-teste de Dunns. (**, p<0,001).
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7.2 Avaliagcdo da expressdo de citocinas por PCR etampo real no linfonodo
drenante do local de imunizacéo e no baco, aposexdeira imunizacao

7.2.1 Expressao de citocinas (TGF-[3, IFM-e IL-10) no linfonodo

Alguns hamsters pertencentes ao grupo imunizado a&@stratégia homologa
apresentaram uma resposta imune local, em relacgoupo controle salina, com tais
porcentagens de animais respondendo para as eso&iNy (44%), TGF-3 (30,7%), e
IL-10 (60%). Detectou-se o0 grupo imunizado com adégia heterdloga, pois
apresentaram uma leve diminuicdo com diferencdigt®ta na quantificacdo relativa
para expressfes dos genes de yHN<0,0026) TGH3 (p<0,0417), e IL-10(p<0,0277),

em relacéo ao grupo homalogo (Fig. 3A, B, C).

No grupo controle, que recebeu o plasmideo vaziDN\3), observou-se que
0s animais (63%) apresentaram alta expressédo de gama citocina IL-10, quando
comparado com o grupo heterélogo (Fig. 3C). Alémsalindo houve diferenca
significativa na estratégia heterdloga, e o grupotrole (pcDNA3), em relagdo as

citocinas IFNy e TGF8, pois poucos animais(23%) expressaram o0 gena distina

(Fig. 3A,B).
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Figura 3 — Avaliacdo da expresséo de citocinas no linfonodo & imunizagdes por PCR
em tempo real. Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguagl estratégias de
vacinacdo: homoélogar] receberam trés doses comu§Ode cada plasmideos de DNA
(pcDNASLIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) pela via intramaalar. Na estratégia heterdlogd (
receberam duas doses p§0 de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e
pcDNAS3LiIH2B-H4) seguidas de um reforgco intradérmicom g de cada proteina de
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os gruposntroles plasmideo vazio (0)
receberam trés doses de 1§90e plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG e grupodnsal
recebeu 3L de salina pela via intramuscular. Os animaisrfoeutanasiados 15 dias apoés a
tltima imunizacdo e o linfonodo drenante foi caletgpara extracdo de RNA. As citocinas
foram avaliadas utilizando-se como medida a gqueatifio relativa do gene (QR), empregando-
se como controle a expressdo dos genes dos hanmstersmunizados do grupo salina
(representado pela linha pontilhada). Os valoreéglab sdo referentes a quantidade de vezes
que aumentou a expressao destes genes nos ammaigdados em relacdo a média do grupo
salina. A analise estatistica foi feita com o tégteskal-Wallis e pos-teste de Dunns. n=10-13.
*p<0,05, **p<0,01.



R.Q
Bago

48

7.2.2 Expressao de citocinas (IFN; TGF-[3 e IL-10) no baco

Apés a ultima imunizacdo, a producdo das citocimashaco foi avaliada e
observou-se que os hamsters do grupo homologo (4&%pyessaram concentracdes
superiores de IFN-e IL-10, quando comparado ao grupo controle pldsmivazio e
heter6logo. Entretanto, ndo houve diferenca estatigFig. 4 A,C). Ao analisar a
producdo da citocina TGF-R3, observou-se que osasido grupo homologo (55%) e
grupo heterologo (50%) apresentaram baixas corasgigs desta citocina, em relacéao a
grupo controle plasmideo vazio, embora, a diferer@a tenha sido estatisticamente

significante (Fig. 4B).

IFN- g
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Figura 4 — Avaliacdo da expressdo de citocinas no baco aposuinizacdo por PCR em
tempo real. Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguiasl estratégias de
vacinacdo: homoélogar] receberam trés doses comu§Ode cada plasmideos de DNA
(pcDNASLIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) pela via intramaalar. Na estratégia heterdlogg (
receberam duas doses deu§Ode cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e
pcDNA3LiIH2B-H4) seguidas de um refor¢co intradérmmicom g de cada proteina de
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os grepcontroles plasmideo vazio (0)
receberam trés doses com 1§@@e plasmideo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG e gruponsali
recebeu 3L de salina pela via intramuscular. Os animaiarfoeutanasiados 15 dias apds a
dltima imunizagd@o e o bago foi coletado para egwage RNA. As citocinas foram avaliadas
utilizando-se como medida a quantificacdo relatika gene (QR), empregando-se como
controle a expresséo dos genes dos hamsters ndzauos do grupo salina (representado pela
linha pontilhada). Os valores obtidos séo refesemtajuantidade de vezes que aumentou a
expressdo destes genes nos animais imunizadodagaae@ média do grupo salina. A analise
estatistica foi feita com o teste Kruskal-Walligés-teste de Dunns. n=9.

7.3 Razéao da producéo de citocinas IFNfIL-10 e IFN-y /TGF-R3.

A partir da andlise dos resultados da quantificagée citocinas, apés a 32
imunizagéo, realizou-se o calculo da razdo da mé@alde citocina pro-inflamatoria,
IFN-y, com as citocinas anti-inflamatorias TGF-3 e ILAObaco e linfonodo, com os

valores individuais de cada hamster.
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Os resultados mostraram que a razdo da concentrag@anco da producéo de
IFN-y/IL-10, no linfonodo do grupo homdlogo (p<0,0009eterdlogo (p<0,0326), foi,
estatisticamente significante quando comparado rapogcontrole plasmideo vazio.
Entretanto, quando realizada andlise da razéo idecitacinas no baco ndo houve

diferencas estatisticamente significantes (FigBjA,

Posteriormente, foi analisada a razdo da produed®N-y/TGF-I3 no linfonodo
e baco destes animais, e contatou-se que nao hdifeencas estatisticamente

significantes entre os grupos imunizados e conffae 5 C, D).
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Figura 5 — Avaliacdo da razéo das citocinas IFN{IL-10 elFN-y/TGF-f3 no linfonodo e
baco apds imunizacdo por PCR em tempo realOs hamsters Golden Syrius foram
imunizados seguindo as estratégias de vacinacawlbga () receberam trés doses comu§O0
de cada plasmideos de DNA (pcDNASLiIH2A-H3 e pcDNAR2B-H4) pela via intramuscular.
Na estratégia heterologa)(receberam duas doses comu@Gle cada plasmideos de DNA
(pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidas de umforco intradérmico comyfy de
cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rHAMICpG. Os grupos controles plasmideo
vazio (0) receberam trés vezes 1@@e plasmideo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG. Os animais
foram eutanasiados 15 dias apds a ultima imunizacaolinfonodo drenante e baco foram
coletados para extracdo de RNA. As citocinas foeamliadas utilizando-se como medida a
guantificacao relativa do gene (QR), empregandoeseo controle a expressao dos genes dos
hamsters ndo imunizados do grupo salina. A anaksatistica foi feita com o teste Kruskal-
Walllis e pés-teste de Dunns. *p<0,05, ***p<0,00%£16-13.
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7.4 Correlacéo linear entre a producéo de anticorppe a expressao de citocinas no

linfonodo

Conforme os resultados anteriormente descritosgrebsg-se que 0s hamsters
imunizados com antigenos de histonas nucleossodealseishmania na estratégia
homdéloga e heterdloga, produziram titulos de argm®) IgG anti-histonas. Detectou-
se, também, maior producdo de citocinas no linforaa grupo homaologo (IFN; IL-

10, TGF$), quando comparado ao heterdlogo.

Assim, foi realizada a analise de relacdo caudsteefentre uma possivel
dependéncia das variaveis quantitativas, produedmtdcinas no linfonodo e titulos de
anticorpos dos animais, que encontravam-se acimpodto de corte do ensaio de
ELISA. Construiu-se um diagrama de dispersdo, emmoudelo de regresséao linear

simples buscando avaliar a intensidade da corelagguidos do teste do coeficiente

de correlacao para postos de Spearman (

O grupo homélogo mostrou uma correlacdo negatas,variaveis de producao
de anticorpos e citocinas, IFN-(rs=-0,1429)/(p=0,7825) (Fig 6A), porém, nao
significativa. Neste mesmo grupo, observou-se st@xcia de uma correlagéo positiva
estatisticamente significante, quanto maior ogostdle anticorpos anti-histonas, maior
a concentracdo de TQF<{rs=0,8929)/(*p=0.0123) (Fig. 6B). A correlacdo com a
citocina IL-10 mostrou que alguns dos animais queymiram IgG anti- histonas,
apresentaram maior expressao do gene IL-&D,&643)/(p=0,3024), contudo, esta
correlagao positiva ndo foi significante (Fig. 6C)

As correlagbes das variaveis para os postos, quaedficadas no grupo
heter6logo, evidenciaram uma correlagdo negativa géo foi estatisticamente
significante, sugerindo que quanto maior é prodwganticorpos menor é a producéo
das citocinas IFN+ (r<=-0,1916)/(p=0,6646) e TGF- (r=-0,1757)/(p=0,6436) no
linfonodo. Neste mesmo grupo, verificou-se corm@agositiva para citocina IL-10
(r<=0,08368)/(p=0,8432) (Fig. 6D,E,F).Todavia ndo obse-se diferencas

estatisticamente significantes em nenhuma daslagdes.
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Figura 6 — Regressédo linear simples, relativa a calacdo da producdo de IgG anti-
histonas totais e citocinas IFNg, TGF-3 e IL-10 no linfonodo.Os hamsters Golden Syrius
foram imunizados seguindo as estratégias de vawndpmologa ) receberam trés doses
com 5Qug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pcCBNAI2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterdlogareceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidake um reforgco intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH3H4) r+1nM CpG. Os animais foram
eutanasiados 15 dias ap6s a ultima imunizacaoirdanddo e soro foram coletado para este
ensaio. As citocinas foram avaliadas utilizande@®mo medida a quantificacdo relativa (QR)
por PCR real time, e producao de anticorpos pedaierde ELISA. A linha reta representa os
valores médios do eixq esperados para os distintos valores do gixinrrelacdo negativa ou
positiva de cada animal entre os postosxdey (rs). A andlise estatistica foi feita com os
coeficientes do teste de Spearman (**p<0.01). n=7-9

7.5 Correlacéo da producéo de anticorpos e citocisano baco

Analisando os resultados dos testes anteriormeeseritbs, verificou-se a
existéncia de correlacdes entre as variaveis, géalde anticorpos anti-histonas e as

citocinas secretadas no baco dos hamsters apasar82acao.

Observou-se que no grupo homologo, que foi imumizextlusivamente com
vacina de DNA, alguns hamsters possuiam correlaggativa, quanto maior a
producdo de anticorpos anti-histonas, menor a egfioedo gene da citocina IFNfs=
-0,6190), TGH(r=-0,6667) e IL-10¢=-0,6071), mas n&o houve diferenca

estatisticamente significante (Fig. 7A,B,C).
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Assim, ao verificar-se essas mesmas variaveis uqgodneterologo, constatou-se

que a secrecao de todas as citocinasyFNSF{3 e IL-10 apresentaram o coeficiente

de Spearman correlacionado negativamente com aigiodle anticorpos anti-histonas

(r=-0,7186),

(=-0,07186)

e

(=-0,2727)

estatisticamente significantes (Fig.7D,E, F).

respectivamente,

sem diferengas
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Figura 7— Regressédo linear simples, relativa a coetacdo da produgcdo de IgG anti-

histonas totais e citocinas IFNg, TGF-3 e IL-10 no bago.Os hamsters Golden Syrius foram

imunizados seguindo as estratégias de vacinacawlbga (') receberam trés doses conu§0
de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNAREB-H4) pela via intramuscular.

Na estratégia heterdloga)(receberam duas doses comu@Gle cada plasmideos de DNA
(pcDNASLiIH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) seguidas de uraforco intradérmico comy de

cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rHAMXCpG. Os animais foram eutanasiados
15 dias apoés a ultima imunizacéo, o baco e o swemT coletados para este ensaio. As citocinas
foram avaliadas utilizando-se como medida a queatifio relativa (QR) por PCR real time, e
producao de anticorpos pelo ensaio de ELISA. Adirdia representa os valores médios do eixo
X, esperados para os distintos valores do gixtorrelacdo negativa ou positiva de cada animal
entre 0s postos de ey (ry). A andlise estatistica foi feita com os coefitgsndo teste e

Spearman. (**p<0.01). n=7-9.
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7.6 Andlise da carga parasitaria
7.6.1 Andlise da carga parasitaria no linfonodo

Com o objetivo de verificar a capacidade protettaamunizacdo dos animais
com as histonas nucleossomais, tanto na abordagerdldga como heteréloga, grupos
de hamsterforam imunizados e posteriormente desafiados Icomfantummais SGS.

A carga parasitaria presente nos linfonodos awtesldireitos (linfonodos drenantes),
foi verificada uma vez que, a via do desafio faijacdo intradérmica na orelha direita.
A partir da analise dos resultados, foi possivekeolar que, 2 meses ap6s o desafio, o
grupo dos animais imunizados com a estratégia dletgr possuia uma carga
parasitaria menor (f) quando comparado ao grupo homélogo ‘¥16nas esta

diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Apos 5 meses de infeccdo, o numero de parasitdsfiooodo no grupo de
animais imunizados com a estratégia homoéloga igusdoao do grupo heterdlogo. Aos
7 meses, todos 0s grupos apresentaram aumentegsngr e ndo diferiram entre os
animais imunizados e controles (Fig. 8A). Quandaliamnos a carga parasitaria,
calculada pela comparacdo da area sob a curvaamtsuhdo observamos diferenca

significativa (Fig. 8B).

Desse modo, temos que: as linhas do grafico A septam a média mais o
desvio padrao da carga parasitarias; o graficopBesenta a area sob a curva da carga
parasitaria. Vale ressaltar que os resultados foddntidos de trés experimentos

diferentes totalizando 15 hamsters por grupo a tadpo de observacgao.
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Figura 8- Carga parasitaria no linfonodo apés imunizacédo e dafio. Os hamsters Golden
Syrius foram imunizados seguindo as estratégiagadmacado: homologa-f trés doses com
50ug de cada plasmideos de DNA (pcDNAS3LIH2A-H3 e pcCBNAI2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterdlogareceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidake um reforgo intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH#H4)+1nM CpG. Os grupos controles
plasmideo vazioH) receberam trés doses com [lf@e plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM
CpG e grupo salinm) recebeu 30L de salina pela via intramuscular. Os animais rfora
infectados com TdeL. infantummetaciclicas pela via intradérmica, quinze diasapterceira
imunizacdo. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, os anifom eutanasiados e o linfonodo
drenante coletado para quantificacdo da cargaiaiagpor diluicdo limitante. As linhas do
grafico A representam a média somada ao desvicApadizn carga parasitaria. O grafico B
representa a area sob a curva da carga parashdsnalise estatistica foi feita com o teste
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns. n=15.

7.6.2 Andlise da carga parasitaria no baco

Na andlise da carga parasitéria, aos 2 mesesagos dos hamsters, ndo houve
reducdo de carga parasitaria entre os grupos imWosz na estratégia homédloga e
heteréloga, quando comparado aos grupos cont®lepreendentemente, aos 5 meses,
0 grupo controle que recebeu a salina, apresentogn®r carga parasitaria £@&m
relacdo aos demais grupos vacinais’Q10Porém, essa diferenca ndo mostrou ser
significativa. Entretanto, no decorrer da infecgémtempo de 7 meses, percebeu-se que
a carga parasitaria dos grupos controles e vacfitaiu estabilizada, em torno de'40
parasitas (Fig. 9A).

Quando avaliamos a carga parasitaria, calculagaqoehparacdo da area sob a

curva resultante, observamos que a imunizacdo resultou em diferengas
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significativas (Fig. 9B). Com isso, constatamos gée houve diferencas estatisticas

entre 0s grupos imunizados e 0s grupos controles.
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Figura 9 — Carga parasitaria no baco ap6s imunizagie desafio Os hamsters Golden Syrius
foram imunizados seguindo as estratégias de vamndpmologa ) receberam trés doses
com 5Qug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pcCBNAI2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterdlogareceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidake um reforgo intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH#H4)+1nM CpG. Os grupos controles
plasmideo vazio (0) receberam trés doses comgl@@ plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM
CpG e grupo salinas) recebeu 30L de salina pela via intramuscular. Os animais rfora
infectados com T0deL. infantummetaciclicas pela via intradérmica, quinze diasapterceira
imunizagdo. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, os anforam eutanasiados e o bago coletado
para gquantificagdo da carga parasitaria por diuigignitante. As linhas do gréfico A
representam a média somada ao desvio padrdo da parasitaria. O grafico B representa a
area sob a curva da carga parasitaria A analiaistigta foi feita com o teste Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns. n=15.

7.6.3 Andlise da carga parasitaria no figado

Concomitantemente, avaliou-se apds 2 meses doi@eaafarga parasitaria no
figado, observou-se que o grupo imunizado comratégia homoéloga, ndo apresentava
parasitas, mas essa diferenga nao foi estatistidensggnificativa. No entanto, aos 5
meses, 0 numero de parasitas do grupo homoélogseaayioal um aumento da carga,que
atingiu valores em torno de % 0semelhante aos apresentados pelos demais grupos
controle e imunizado (Fig. 10A). Aos 7 meses pofecigAo, ocorreu aumento

progressivo, duplicando-se a carga parasitaridgaalé em todos os grupos desafiados

(10).
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Quando foi realizado o cruzamento de dados e ealow Area sob a Curva, foi
observado que o grupo heterélogo se destaca, apgrde uma carga parasitaria de
10" parasitas, equivalente a uma diferenca de trégifogs menor que os demais

grupos, mas essa diferenca nao foi estatisticansegrigicante (Fig. 10B).
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Figura 10 — Carga parasitaria no figado apds imunagdo e desafioOs hamsters Golden
Syrius foram imunizados seguindo as estratégiagadmacado: homologa-f trés doses com
50ug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pc[BNiM2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterélogpreceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) seguidake um reforgo intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH314)+1nM CpG. Os grupos controles
plasmideo vazioH) receberam trés doses com [lf@e plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM
CpG e grupo salinamj recebeu 30L de salina pela via intramuscular. Os animais rfora
infectados com TdeL. infantummetaciclicas pela via intradérmica, quinze diasapterceira
imunizacdo. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, 0s anforaim eutanasiados e o figado coletado
para gquantificacdo da carga parasitaria por diuigignitante. As linhas do gréfico A
representam a média somadas desvio padrdo dapsmagtaria. O gréfico B representa a area
sob a curva da carga parasitaria A analise e#tatfsi feita com o teste Kruskal-Wallis e pés-
teste de Dunns. n=15.

7.7 Expresséo de citocinas (TGF-3, IFN-E IL-10) no baco 5 meses apos o desafio

Foi verificada a quantificacdo das expressdes ilasiras no baco dos animais
imunizados e infectados ha 5 meses e observouesalguns animais imunizados, com
a estratégias homologa (63%) e heteréloga (61%gsaptaram producdo um pouco
mais elevada de IFN-resultados semelhantes foram visto para citocClitaF-(3, no

grupo homologo (50%) e heterdlogo (61%), contudo Imduve diferencas estatisticas
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quando comparado ao grupo controle plasmideo Vézig.11A,B). Destacou-se,
entretanto, maior producdo da citocina IL-10, narimacdo homologa em relagdo ao
grupo que recebeu o pcDNAS3 (Fig.11C).

@) IFN-y

®) ) ©) IL-10

32
30l r*—\ O Plasmideo vazio

12.0+

® Homélogo
10.0+ L] m Heterélogo

8.0
6.0 "
401 o ] [ ]

204 %

R.Q
Baco

Figurall — Avaliacdo da expressédo de citocinas n@a¢o por PCR em tempo real
cinco meses apos o desafi@s hamsters Golden Syrius foram imunizados seguasdo
estratégias de vacinacdo: homoélog3 (eceberam trés doses comu§Ode cada
plasmideos de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-Hpgla via intramuscular.
Na estratégia heteréloga)(receberam duas doses comu@le cada plasmideos de
DNA (pcDNAS3LIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidas den reforgo intradérmico
com Sug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rHB4) 1nM CpG. Os grupos
controles plasmideo vazio (0) receberam trés doses10@g de plasmideo de DNA
(pcDNA3)+1nM CpG e grupo salina recebewB@e salina pela via intramuscular. Os
animais foram eutanasiados 5 meses ap0s o dedadipocfoi coletado para extragédo de
RNA. As citocinas foram avaliadas utilizando-se comedida a quantificacao relativa
do gene (QR), empregando-se como controle a edwedss genes dos hamsters
imunizados e infectados do grupo salina (repredentzela linha pontilhada). Os
valores obtidos sao referentes a quantidade des\@ee aumentou a expressao destes
genes nos animais imunizados em relacdo a médjaugo salina. A analise estatistica
foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pos-testeldmns. (*p<0,05). n=11-13.
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7.8 Razao da producao de citocinas IFMIL-10 e IFN-y /TGF-3 no baco 5 meses
apos o desafio

Com o objetivo de se avaliar a diferenca entre aegéo das citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, no bago dosrams$ infectados apds 5 meses, foi
realizada a razdo de IFN-com IL-10 e TGF- [3, e ndo foi constatada nos @gup

imunizados e controles nenhuma diferenca entrazies (Fig.12A, B).

(A) Razéo IFN-y/ IL-10 (B) Razao IFN-y/ TGF-B
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Figura 12— Avaliacdo da raz&o das citocinas IFNAL-10 e IFN-y/TGF-3 baco por PCR
em tempo real cinco meses apds o desafi®s hamsters Golden Syrius foram imunizados
seguindo as estratégias de vacinacdo: homélagaeteberam trés doses conu§e cada
plasmideos de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)ela via intramuscular. Na
estratégia heterdlogam) receberam duas doses comudgpOde cada plasmideos de DNA
(pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidas de umforco intradérmico comyf de
cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rHAMICpG. Os grupos controles plasmideo
vazio (0) receberam trés doses comutpfe plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG. Os
animais foram eutanasiados cinco meses apés oiaesabletou-se 0 bago para extracao de
RNA. As citocinas foram avaliadas utilizando-se oomedida a quantificacéo relativa do gene
(QR), empregando-se como controle a expressao elessglos hamsters ndo imunizados do
grupo salina. A andlise estatistica foi feita corteste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns.
n=10-13.

7.9 Correlagéo da carga parasitaria e produgéo datocinas (IFN-y, TGF-$, I1L-10)

no baco cinco meses apos o desafio

Apbés o periodo de 5 meses de infeccdo, verificowspossibilidade de
correlacdo entre as diferentes variaveis analisackaga parasitaria e producdo de

citocinas secretadas no baco dos hamsters.
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Observou-se que os animais do grupo controle qoebeeam o plasmideo
vazio, juntamente com o grupo heterdlogo apresamtarespectivamente uma
correlagdo positiva r£&0,2392)/(p=0,5135), r£0,2802)/(p=0,3777) entre a carga
parasitaria e a producdo de IFN¥Fig.13A,B), porém sem significancia estatistica.
Quando analisado estes parametros no grupo quberea@penas a vacina génica,
verificou-se um correlacao positiva=0,5397)/(p=0,0876), pois a maioria dos animais
apresentaram maior producdo de KN maior carga parasitaria (Fig.13B), mas

novamente sem significancia estatistica.

Ao analisar a variavel carga parasitaria e a espeedo gene da citocina TGk
0 grupo que recebeu o plasmideo vazio e 0s grugmmBais, que receberam a estratégia
heter6loga e homologa, apresentaram correlacadivaosirelevante para a carga

parasitaria, ndo havendo diferenca estatisticaliQ,E,F).

Dando continuidade a andlise dos experimentos,tatoosse que 0 grupo
controle teve a menor carga parasitaria, com difeseconcentragdes de producédo de
IL-10, havendo uma correlagdo negativa sem diferenestatistica (-
0,1951)/(p=0,5456) (Fig.13G). Identificamos, no mpuhomdlogo, uma correlacéo
positiva estatisticamente significante=(r,7025)/(*p=0,0159), para as variaveis quanto
maior a carga parasitaria, maior a producao daioaolL-10 (Fig.13H). Todavia, ndo
identificamos no grupo heterdlogo correlacdo emtsevariaveis supramencionadas
(rs=0,2378)/(p=0,4568) (Fig.13l).
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Figura 13—Regresséo linear simples, relativa a cagtagdo da producéo de citocinas IFN;
TGF-R e IL-10 e carga parasitaria no bago, cinco n&es apos o desafi®s hamsters Golden
Syrius foram imunizados seguindo as estratégiagadmacao: homdloga-] trés doses com
50ug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pc[BNiM2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterélogareceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidake um reforgo intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rHBi4) +1nM CpG, Os grupos controles
plasmideo vazio (0) receberam trés doses comgl@ plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM
CpG. Os animais foram eutanasiados 15 dias apd#re umunizacéo, e o baco foi coletado
para este ensaio. As citocinas foram avaliadagzanillo-se como medida a quantificacédo
relativa (QR) por PCR real time, e a carga pandaitielo ensaio de diluicdo limitante. A linha
reta representa os valores médios do eixesperados para os distintos valores do gixo
Correlacdo negativa ou positiva de cada animaéa#mpostos deey (rs). A analise estatistica
foi feita com os coeficientes do teste e Spearifign<0.01). n=7-9.

12
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7.10 Analise histologica de cinco e sete meses apd@esafio
7.10.1 Andlise histoldgica do linfonodo

Realizou-se nos hamssgimunizados com os antigenos de histonas e cesjrol
analise histopatologica dos fragmentos de tecidolidfonodos, bacos e figados. Este
procedimento foi realizado em animais com um irglende cinco e sete meses apos a

infeccdo coni.infantum.

Ao analisarmos o linfonodo drenante, cimgeses apos o desafio, verificou-se
gue em todos 0s grupos controles e imunizados,ehayresenca de foliculos primarios
ou atrofiados sem centro germinativo, discreta rpipsia da area paracortical e
dilatacao do seio medular conforme mostrado nasr&sg 14A e B. Apos sete meses de
infeccdo, ao examinar os cortes histolégicos ddsribdos dos hamsters, detectou-se
foliculos grandes, agregados macrofagicos, comradésglasmocitose nos corddes
medulares, infiltrados na area subcapsular, ad&scidas alteracdes anteriormente

observadas (Fig.14C, D). Cabe considerar que né@wehdiferenca entre os grupos

analisados.

Figura 14A- Linfonodo do grupo salina, 5 meses ap@esafio. ~ Figura 14B- Linfonodo do grupo salina, 5 meses apdtesafio,

Seta: foliculo primario. Aumento de 10x, coloragimH&E com foliculos atrofiados sem centro germinativo acrafagos
com citoplasma amplo. Aumento de 40x, coloragao k.
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Figura 14C- Linfonodo com arquitetura preservaddctilo ) N L. 3

grande com centro germinativo, hiperplasia da 4rea Figura 14D- CordSes medulares com plasmocitos, dfgos de
paracortical, infiltrado subcapsular. Grupo hetegél 5 citoplasma amplo e eosinofilico. Grupo heterélogmeses apos
meses ap6s o desafio. Aumento de 20x, coloragio con O desafio. Aumento de 100x, coloracéo dd&E.

H&E.

7.10.2 Andlise histologica do baco dos animaischaf#os

Nos fragmentos de baco dos animais controles fadantificados foliculos sem
centro germinativo que estavam atrofiados e desagados no quinto e sétimo més
apos o desafio. Em relacdo aos harsstaunizados com as histonas nucleossomais
(estratégia homologa e heterdloga), diferentemeatgrupo controle, identificou-se a
presenca de foliculos organizados com grandesosegérminativos evidentes no baco
dos animais imunizados, cinco e sete meses apésafial conl.infantum(Fig.15A,B).

Neste estudo, ficou evidente que em alguns animéstados ha 7 meses,
independente do grupo, verificou-se a formacgadogtegados macrofagicos contendo
inclusdes de amastigotas ldéenfantum presenca de células epiteliodes na polpa branca
e vermelha, assim como formacéo de granulomaslgty.
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Figura 15A - Baco com foliculo e centro germinativo  Figura 15B - Bago com centro germinativo evidents
desenvolvidos. Grupo homdlogo, 5 meses ap6s o Grupo homdlogo, 5 meses apds o desafio. Aumento
desafio. Aumento de 20x, coloracdo chi®E. 40x, coloracdo corhl&E.

Figura 15C - Baco com foliculo desorganizado, sem Figura 15D - Esplendcito com inclusdes de amasigyno
centro germinativo. Grupo salina, 5 meses ap6s o Citoplasma. Grupo heterologo, 7 meses apos o desa

desafio. Aumento de 40x, coloracdo cHi&iE. Aumento de 100x, coloragéo cdi&E.



7.10.3 Quantificacdes de foliculos e centro gertivina

Ao verificarmos o numero de foliculospntatamos

64

gue todos animais

imunizados com a estratégia homéloga e heterdpgasentaram maior nimero de

foliculos com centro germinativos. Nenhum dos bagoslisados dos hamsters,

pertencentes ao grupo salina, apresentaram fadictdon centro germinativo cinco

meses apos o desafio, embora apenas a metaded{®&Zgnimais que receberam o

plasmideo vazio apresentaram formacédo de centroiggivo apos o0 mesmo perédo,

contudo ndo houve diferenca estatistica. Apésrsetes de infec¢cdo o grupo homaélogo

se destacou dos demais, pois todos os animaissapaesm dois ou mais foliculos com

centro germinativos e essa diferenca foi estagistente significante (**p=0,0043) (Fig.

16).

(A) Cinco meses ap6s o desafio (B) Sete meses apés o desafio
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Figura 16- Contagem de numero de foliculos com centgerminativo no baco.Os hamsters
Golden Syrius foram imunizados seguindo as esiestél vacina¢do: homoélog2) (trés doses
com 5Qug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pcCBNAI2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterdlogareceberam duas doses com@@e cada plasmideos
de DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LiIH2B-H4) seguidake um reforgo intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rHBi4) +1nM CpG. Os grupos controles
plasmideo vaziod) receberam trés vezes 1@0de plasmideo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG e
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7.10.4 Andlise histologica do figado dos animaisdtados

Apo6s cinco meses, verificou-se que o tecido hepatiestes animais (grupos
controles e imunizados) apresentavam leucocitdsasinusoidal discreta e focal com
infiltrado mononuclear portal (Figl7A). Essas alt@res identificadas foram acentuadas
apos sete meses de infeccdo. Além dessas evidéoaiass achados significativos
foram observados, areas de necrose, agregados fagacos formado por células
gigantes com inclusdes de materiais amorfos e sepca de muitas amastigotas de
L.infantumno citoplasma dos macro6fagos presentes figaddl{#By.

Considerando que os tecidos hepaticos destes ian#naontravam-se com
muitas areas lesionadas, sete meses ap0s o desufio, mensuramos 0 quanto desse
orgdo estava comprometido. Constatamos que o ggueo foi imunizado com a
estratégia homéloga apresentou maior extensaosde leepatica. Mas, € importante

salientar que dentre os achados analisados os ggméo apresentaram diferencas

estatisticas entre si (Fig.17A).

Figura-17A - Figado com leucocitose Figura-17B - Figado com granuloma e com inclusd

intrasinusoidal. Grupo homélogo setes meses apés o d€ materiais ~amorfo no hepatocitos. Aumento
desafio. Aumento de 40x, coloracdo chi&E. 100x, coloragdo com H&E
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(C) Sete meses apos o desafio

20

@l salina

3 Plasmideo vazio
BEm Homodlogo
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—
i

-
1

Figura 0- 17C-
Mensuracdo das areas lesionada do figado sete meapés o desafioOs hamsters Golden
Syrius foram imunizados seguindo as estratégiagadmacao: ) receberam trés vezes com
50ug de cada plasmideos de DNA (pcDNA3LIH2A-H3 e pc[BNiM2B-H4) pela via
intramuscular. Na estratégia heterologa eceberam duas dosesufde cada plasmideos de
DNA (pcDNA3LiIH2A-H3 e pcDNA3LIH2B-H4) seguidas dem refor¢o intradérmico com
5ug de cada proteina de histonas (rH2A, rH2B, rHBi4) +1nM CpG. Os grupos controles
plasmideo vazio) receberam trés doses de 1@@e plasmideo de DNA (pcDNA3) +1nM
CpG e grupo salincmll) recebeu 36L de salina pela via intramuscular. Os hamsteram
infectados com TdeL. infantummetaciclicas pela via intradérmica, quinze diasapterceira
imunizacdo. Sete meses apds o desafio, os aniorais feutanasiados e o figado foi coletado
para analise histopatologica. A andlise estatificiita com o teste Kruskal-Wallis e pds-teste
de Dunns. n=4.

Lesao hepatica
% (nm?)
2

(5]
1
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8 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral é uma doenca grave que \&m expandido
geograficamente, com repercussdes na saude colatingindo populacdes em varios
paises. Caso ndo ocorra intervencdo, os sinailgamsas podem progredir, evoluindo
para 6bito (DESJEUX et al., 1996, WHO, 2002).

Pesquisas no campo das ciéncias biologicas buseasnyblver uma vacina
contra Leishmania. Estudos véem sendo direcionados, objetivando-satifidar
antigenos indutores de uma resposta imunoldgica, sgjam capazes de impedir a
transmissdo da doenca para o0 homem e animais, sequentemente, a infeccdo do
vetor. Diferentes formulacbes de antigenos cammdaBcinais para LV tem sido
testados, principalmente em modelos experimentaisio camundongos, hamsters e
caes (LARA et al.,1991, HANDMAN, 2001, de MOURA at, 2007).

Entre os antigenos deeishmaniaque exibiram atividade protetora, quando
administrados como vacinas de DNA, destacam-s&asmtes proteinas de membrana
e varias proteinas intracelulares, tais como: hatp proteinas de choque térmico e
diferentes proteinas ribossomais (revisto por KHAWEOUR et al., 2006; e por
DUMONTEIL, 2007). As proteinas de choque térmiamt@inas ribossomais e histonas
sdo antigenos altamente conservados, produzidas L@ishmania que ndo séo
secretados, mas que, no entanto, SA0 capazes wigr intha potente resposta imune
(revisto por SANTAREM et al., 2007). Estes antigembamados pan-antigenos séo
liberados durante a infeccdo apds a destruicdoadsastigotas intracelulares pelo
macrofago ativado, ou, pela citlise espontaneaamastigotas dentro da célula
infectada. Ademais, eles sdo capazes de modudmpasta imune do hospedeiro devido
ao fato de nédo sofrerem presséo seletiva pelasspoune, ao contrario das proteinas

de superficie e das proteinas secretadas (CHANG, 2003).

Existem cinco principais classes de histonasLdeshmania Quatro delas
formam a unidade central do nucleossoma da cromdtt2A, H2B, H3 e H4),
enquanto a H1l, as mantém ligadas ao DNA (REQUENAI.et2000). As histonas
nucleossomais déeishmaniatém sido consideradas moléculas imunogénicas e que

estdo envolvidas no mecanismo do parasita parbedstamento da doenca. Assim, 0s
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pan-antigenos podem prover a capacidade imunontodala necessaria ao

desenvolvimento de vacinas.

Assim, este estudo avaliou a capacidade protet@sahtstonas nucleossomais
em vacinas de DNA, utilizando estratégia homolagemposta de plasmideo de DNA)
e heteréloga (composta de plasmideo de DNA maiteipa recombinante e CpG-

ODN), contra a infec¢cao ptr infantumem hamsters

Inicialmente, foi investigado se as proteinas dgohas, quando utilizadas na
estratégia homéloga e heterbloga, possuiam pr@ulésdimunogénicas, capazes de
induzir a producao de anticorpos. Constatou-se ajgens hamsters imunizados com
estratégia homologa (36%) e heter6loga (50%) aptasen resposta imune humoral,
com producgao de IgG anti-histonasldgshmania infantumLogo, pode-se inferir que
as diferentes respostas imunogénicas detectadss giistintas concentragdes de titulos
de anticorpos anti- histonas deeishmania,dentro do mesmo grupo podem ser
justificadas pelo fato dos hamsters ndo serem isogE apresentando variabilidade de
resposta frente ao mesmo antigeno e/ou pela di@seimunogénicas das proteinas

nucleossomais.

E importante mencionar que estudos anterioresggaitaram a hipotese de
reacdo cruzada entre as proteinas de histonas défer@s e as dd.eishmania.
Trabalhos com anticorpos especificos, obtidos des @@m LV, reconheceram as
histonas nucleossomais H2A, H2B, H3 e H4, que miiesantaram homologia com as
histonas das células de mamiferos (SOTO et al9)1®@squisas com soro de pacientes
com leishmaniose cutdnea e mucocutanea, foram empde reconhecer H1 de
Leishmania mas sem reagéo cruzada com H1 de humanos (CARMELAD, 2006).
Outro estudo mostrou a resposta humoral de cém#eatda deteccdo de anticorpos em
soros de animais infectados paishmaniaonde as proteinas H2A (72%) e H3 (68%)

apresentaram maiores titulos do que H2B (60%) ¢14%).

Um estudo recente mostrou a variabilidade da réspgosune em 4 hamsters
frente ao mesmo antigeno, imunizando-os com o [pEEMPVAX1, expressando os
genes dos antigenos deishmania KMPII, TRYP, LACK, e PAPLE22. Constatou-se

gue entre os 4 hamsters, apenas um foi capaz dezar@nticorpos anti-KMPII com
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esta imunizacdo com a vacina de DNA. Neste mestoda@soutro grupo de hamsters
foram imunizados com a mesma vacina de DNA, segdielaum reforco com as
proteinas dos antigenos (KMPII, TRYP, LACK, e PARRE detectou-se anticorpos
especificos no soro destes animais contra os ansgatilizados ngorime-booster

(TODOLI et al., 2012). Os resultados destes traimlfatificam a variabilidade da
resposta humoral dos hamsters expostos a um mestigereo. Em nosso estudo
imunizando-os com os antigenos de histonas nuceass del.infantum observamos

gue somente alguns hamsters foram respondedoreproolmcéo de anticorpos IgG na

estratégia heteréloga (7/15) e homadloga (8/15).

Resultados semelhantes aos nossos, mostrandocadealeaindutora de vacinas
de DNA na producédo de anticorpos, foram vistosNd@zumder e colaboradores (2011)
ao detectarem em soros de camundongos imunizadog@é3, utilizando a estratégia
homologa composta de vacina de DNA e adjuvante Qp®,aumento significativo de
IgG2a; resultados equivalentes foram observados esaatégia prime-booster
(DNA/Proteina). Nesse mesmo trabalho, verificounse, trés meses apos o desafio, 0s
titulos de anticorpos (IgG) aumentaram no gruporguaebeu a imunizacao heterdloga e

diminuiram no grupo que recebeu a vacina de DNA/DNA

Do mesmo modo, resultados foram obtidos em um Itrahatilizando apenas
vacinas de DNA codificante para os antigenos dras, no modelo experimental
BALB/c, mostrando que apenas apds a terceira imga@ detectou-se anticorpos,
restringindo a resposta humoral apenas ao isotii2d, cujo perfil é indicador da
resposta Th1(CARRION et al., 2008). Os resultadosiassa presente pesquisa, que
similarmente detectou anticorpos (IgG) nos animiaignizados com vacina génica

codificando para antigenos de histonas nucleossomai

As imunizacdes com a estratégia heteréloga, utitiaao reforco com proteinas
culminam na producdo de anticorpos, a dependemdmdgenicidade do antigeno
utilizado. Por sua vez, as imuniza¢cdes com DNA fac®m mais o desenvolvimento de
uma resposta celular do que humoral (AGUILAR-BEakt 2005) Alguns trabalhos
demonstraram a producéo de anticorpos IgG anti-KIM#h hamsters e camundongos,
imunizados com plasmideo de DNA que codifica a KMP-algumas semanas

posteriores ao desafio, o que pode ter levadoticipagdo do antigeno parasitario na
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inducdo de resposta humoral (JARDIM et al., 1998SB et al., 2005). IBORRA e

colaboradores (2003) observaram a presenca deoguusc anti-LiPO apenas em
camundongos imunizados com estratégia heterolog@asta de DNA e proteina. Em
nossos experimentos adicionamos booster da imunizacdo heterdloga com as
diferentes proteinas de histonas (rH2A, rH2B, rHBi4) o adjuvante CpG, que ativar
as células da imunidade inata, como também estimulgroducdo de citocinas
essenciais para diferenciacdo de células do penfil Entretanto somente 36% dos
hamsters imunizados com a estratégia heterdlogaomderam com producdo de

anticorpos anti-histonas.

Em relacdo as citocinas, sabe-se que na leishneamioinea experimental
murina existem duas respostas bem distintas, as daegerminam o curso da infeccao
pela Leishmania Uma das respostas mediadas por células Thl étearada pela
secrecdo das IFM- TNF-o e IL-2 que levam a destruicdo do parasita e re&olula
infeccdo. Diferentemente, a resposta induzida pgaras Th2, secretoras de citocinas
como IL-4, IL-13 e TGH3, estimula respostas humorais e que, juntamente &om
citocina regulatéria IL-10, inibem respostas ceksado tipo Thl, promovendo a
sobrevivéncia do parasita, ocorrendo o progressdoegaca. (MURRAY et al., 1983;
CHANNON et al., 1984; LIEW et al., 1990; PASSWELiLat, 1994).

No modelo de hamster empregado na leishmanioseeralscdetectam-se
concentracgdes significativa das citocinas Thl (IFN-2 e TNF«) no baco e figado e
baixos niveis de IL-4. Um dos fatores que tornammamster um modelo susceptivel
para LV é a expressao reduzida do gene codificpata expressdo de iNOS, em
resposta ao IFN; e isso acarreta uma baixa sintese de NO, eskewcimacrofago
infectado, para eliminacdo do parasita (MELBY ef 2001; DEA-AYUELA et al.,
2007). Entretanto, para que suceda a multiplicagdparasita, ha ativacao de citocinas
do perfil Th2 (TGFB e IL-10), que podem atuar em macrofagos infectdoe®m como
na inducdo de anticorpos ahgishmania Esse ultimo opsoniza amastigotas e induz a
producéo de IL-10 em macrofagos (GOTO e PRIANT 9200

No decorrer do nosso estudo, ao se analisar d dadicitocinas, constatou-se
que apenas 0s hamsters pertencentes ao grupo adantbm antigenos de histonas,

com estratégia hetréloga, diminui a resposta imiacal (linfonodo drenante) com



71

diferencas significativas na producéo das citocilis-y, IL-10 e TGFB, quando

comparados ao grupo imunizado com a estratégia ldgmoContudo, a razdo da
expressdo das citocinas IRNE-10 no linfonodo dos hamsters imunizados, com
estratégia homologa e heteréloga, foi significatigate mais alta, comparada com o
controle, imunizado com o plasmideo vazio. Constiique ambas as estratégias
induziram uma resposta imune celular local no hofito, com alta expressao de

citocina pré-inflamatéria (IFNJ no linfonodo.

Entretanto, apdés a imunizacdo, ao se analisar, agw, ba resposta imune
sistémica desses mesmos grupos supracitados, obsarque nenhuma das estratégias
foram capazes de desencadear aumento sistémicntatzisas IFNy, IL-10 e TGF§,
quando comparadas ao grupo controle, e, tambénmaéiee diferencas estatisticas na
razao das citocinas IFMIL-10 e IFNy/TGFJ} entre os grupos imunizados e controle

no baco.

Um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupostrou que a
imunizacdo com estratégia homadloga e heterdloga, &® mesmas concentragcdes dos
antigenos de histonas nucleossomais mais CpG, patéirados no modelo BALB/c,
nao foi capaz de induzir uma resposta imune intdfdky,IL-4, TNF-o) no linfonodo,
em relacdo ao grupo controle. Todavia, ambas aaté&gts de imunizacdes foram
capazes de inibir, significativamente, o desenwodrito da lesdo apds o desafio com
indculo de 18L. braziliensisna derme da orelha dos animais imunizados (CARREIR
et al., 2012). Provavelmente, no caso da leishmanicutdnea causada pdla
braziliensis a resposta imune nao tao intensa € capaz de an@résposta inflamatoéria

causada pelo parasita, protegendo os camundongos.

Entretanto, Iborra e colaboradores (2004), testaadmunogenicidade das
histonas nucleossomais deeishmania em camundongos BALB/c, mostraram
resultados opostos aos de Carneiro e colaboraO#g), ao detectarem a produgao
vitro das citocinas de esplendécitos dos BALB/c imunizadom plasmideos que
codificam para histonas nucleossomais. Os espl@sdéguando estimulados com as
histonas recombinantes e antigeno total do pargsitaduziram alta concentracao

especifica de IFN; mas nao IL-4 Neste mesmo trabalho de Iborra, ao adicionar-se
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anticorpo monoclonal anti-IL-12 na cultura de esplatos, observou-se inibicdo da
producao de IFNs de aproximadamente 80%, com as quatro condigieemtes dos

estimulos de histonas (H2A, H2B, H3 e H4). Nesabalho, pode-se concluir que a
producdo de IFN+ especifico de histonas é dependente de IL-12. Bss03

experimentos, ao utilizarmos no modelo hamster, nassmas estratégias das
imunizagdes, houve uma resposta imune celular lnoalinfonodo drenante, com
producédo de citocina pro-inflamatoria como IFNedavia a imuniza¢do néo foi capaz
de induzir uma resposta imune sistémica no bacgprescindivel para o controle da

carga parasitaria que nao foi observado posteritene

O sistema imune tem a capacidade de distingteratites tipos de antigenos,
conhecidos com Padrbes Moleculares Associados adgdhos (PAMPS), através das
células da imunidade inata. Os PAMPs, podem seon¢ratlos em RNA de alguns
virus, na parede celular de bactérias e também MM izo em CpG, os quais podem
estar presentes em bactérias. O CpG ODN, tém sililtado amplamente em varios
estudos como adjuvante de candidatos vacinaisdalevisua capacidade de ativar a
imunidade inata, sinalizando para os Receptordgegdenhecimento Padrdo (PRRs). O
CpG tém a capacidade de ligar-se as células, \sargéib da endocitose, e ativa 0s
receptores de Toll-like 9 (TLR9) presentes no esdwg de compartimentos de células

B e células dendriticas plasmocitdides.

A literatura mostra que a adicdo de adjuvantespconCpG nos plasmideos de
DNA e proteinas de antigenos Heishmania pode propiciar o desenvolvimento da
ativacdo da resposta imune com a producéo der@®gro-inflamatorias. Além disso,
o CpG tem a capacidade de ativar as células apagleeas de antigenos, estimulando,
assim, a producéo de IL-12, uma citocina fundanergdigacdo da imunidade inata
com a adaptativa (BASTOS et al., 2004). A IL-12 @edtimular a producdo de IRN-
por células NK, mecanismo importante para a geragioespostas protetoras contra
parasitas intracelulares (VIVIER et al., 2005). dpéntes trabalhos comprovaram a
capacidade imunomoduladora do CpG-ODN quando awidims a antigenos vacinais
contra antraz, brucelose, influenza virus, viruscdaomeningitelinfocitica, variola,

sarampo, antigenos de superficie da hepatite Qimattetanica, utilizando vacinas de
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proteinas, génicas ou uma estratégiane-boostercomposta de DNA e proteina
(OXENIUS et al.,1999)

A literatura relata resultados satisfatérios do QyaEa a formulacdo de vacinas
ou farmacos em modelos experimentais de leishmesioddm estudo avaliou de
tratamento para LV com Miltefosina e CpG ODN em &mm se camundongos
infectados comL. infantum teve capacidade leishmanicida mais eficaz, quando
comparado ao uso isolado da droga (SANE et al.0)201m estudo com a proteina
LiPO deLeishmania infantunmais CpG, induziu protecdo contra leishmaniosérnad
em camundongos C57BIl/6, no desafio empregdndajor. (IBORRA et al., 2005).
Outro trabalho mostrou a eficacia do antigeno gpiBzado como vacina de DNA,
seguido do reforco da proteina na presenca de Cl@inuindo a carga parasitaria no
figado e baco dos BALB/c desafiados cbmonavaniMAZUNDER et al., 2011).

Em nosso trabalho com hamsters, nenhuma daseggasatvacinais (DNA/DNA
ou DNA/Proteina mais CpG) com os antigenos de rastonucleossomais foram
capazes de diminuir as cargas parasitarias nasbadbs, bacos e figados, dos animais
desafiados corh.infantum Resultados semelhantes foram observados por CARRI
colaboradores (2007), onde camundongos imunizaslosvacina de DNA codificantes
para antigenos de histonas e posteriormente désafiwom L.infantum néo
apresentaram reducdo da carga parasitaria. Nesmant#abalho, foram utilizadas
outras estratégias de imunizacao, pela via endgaeeaantradémica em camundongos
BALB/c, utilizando células dendriticas pulsadasoatadas as proteinas das histonas
mais CpG. Esta estratégia foi capaz de diminui5@fb a carga parasitaria no baco e
figado, quatro semanas ap0s infeccdolpmfantum.Todavia, eles observaram que o

CpG néo influenciou na eficacia da vacina.

Resultados opostos ao nosso trabalho foram visdokishmaniose cutanea,
mostrando a capacidade protetora das quatro pastaie histonas nucleossomais,
(rH2A, rH2B, rH3 e rH4), associadas ao CpG em BAl,Béatravés de vacina DNA ou
DNA/ proteinas recombinantes. Nos animais imunigado desafiados coni.
braziliensis, empregando-se ambas estratégias vacinais observonHsicdo no
desenvolvimento de leséo, diminuicdo da carga parasnos linfonodos e auséncia de

macrofagos infectados na andlise histolégica (CAREet al., 2012). Outro estudo
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com camundongos BALB/c observou que a utilizacAwaizna de DNA com genes
codificantes para histonas mais CpG, foi capaz diminuir o nimero de parasitas
L.major, no linfonodo drenante e baco, quando comparah grupo controle
(IBORRA et al., 2004).

Diante dos resultados do nosso experimento, com@ad@a a outros estudos
realizados com histonas, € fundamental atentaroasiyeis discrepancias genéticas
existentes entre os modelos de camundongos e hhamsteno também as diferencas
biologicas nos mecanismos de viruléncia e patogemti@ as espécies demajor e/ou

L. braziliensise L.infantum

Ao analisarmos nestes animais o perfil de citocimabaco, cinco meses apos 0
desafio, observamos que apenas o grupo homodlogacdesse com concentracdes
elevadas de IL-10, em relacdo ao grupo controleegsbeu o plasmideo vazio.

A partir da constatacdo das pesquisas anteriornreatzadas, avaliou-se na
presente investigacdo, a possivel correlacdo dgmstas - local e sistémica - das
citocinas produzidas no linfonodo e bago, com alggéo de anticorpos dos animais
imunizados com estratégia homologa e heterélogaaguesentaram titulos de IgG no
ELISA acima do ponto de corteNo experimento realizado, destacou-se que 0s animai
do grupo homélogo, imunizados apenas com vacindMN@ codificante para os
antigenos de histonas, apresentaram significaactmelagcdo positiva, quanto maior a
producao de anticorpos anti-histonas, maior a mé@aue TGH3, no linfonodo. Apds
cinco meses de infeccdo neste mesmo grupo obssevaignificancia estatistica na
correlacdo, quanto maior carga parasitaria, maiproducdo das citocinas TGFno
baco. A alta producdo das citocinas anti-inflamagyr TGFB, condiz com a resposta
imune do perfil Th2, e a inducdo da resposta immaoral, com alta producdo de

anticorpos, justificando-se os resultados obtidosarrelacao.

Apesar das imunizagdes com os antigenos de histarcéesossomais nao diferir
nos resultados da carga parasitaria no linfonoago le figado, observou-se nas analises
histopatoldgicas diferencas estatisticas no aunsmtmimero de foliculos com centros
germinativos no baco, sete meses ap0s o desafamdqucomparado aos grupos

controles.
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E sabido que as células dendriticas na bainhatitaf@eriarteriolar capturam
antigenos e os apresentam aos linfécitos T. Adastlue B interagem nas margens dos
foliculos, da polpa branca, estimulando a geracgéoplhsmocitos secretores de
anticorpos, encontrados no interior da polpa bramcdaco. Ao ocorrer estimulacao
antigénica estas bainhas linfaticas se expandema)ngente em um dos lados das
artérias, e formam-se os noédulos linféides compoptincipalmente por linfécito B,
por fim, formando os centros germinativos (ROBBIESal., 2005, JUNQUEIRA,
2010). Assim, podemos inferir que no nosso estadyas imunizacdes homoéloga e
heter6loga foram capazes de ndo somente aumentammero de foliculos, como
concomitantemente induzir a proliferacdo de, umenmopulacédo de linfocitos B, nos
centros germinativos nos foliculos esplénicos, apd e sete meses de infeccao,

Ao analisarmos o linfonodo drenante, cinco mesés apdesafio, verificou-se
em todos 0s grupos controles e imunizados a prasdaecfoliculos primérios ou
atrofiados. ApOGs sete meses este 0rgdo apresentmlangas nas caracteristicas
morfologicas, dos foliculos em todos os grupos expntais, mostrando-se grandes,
com agregados macrofagicos e discreta plasmocittze corddes medulares.
Verificou-se, igualmente, nos tecidos hepaticosedeanimais presenca de muitas areas
lesionadas, com leucocitose e formacdo de gransloemntudo ndo apresentando
diferencas estatisticas entre os grupos. Noss@slaslsdo compativeis com a literatura,
que relata que as caracteristicas histopatolégicssrvadas durante o curso da LV em
hamstersincluem, formacdo de granulomas em dérgados como bafigado (RICA-
CAPELA et al., 2003).

Assim, apesar dos resultados obtidos por outrgsogrde pesquisa utilizando as
histonas nucleossomais nas diferentes estratégiasiuhizacdo, conferirem protecao
no modelo experimental de leishmaniose cutaneaoso®sultados mostram que tais
antigenos ndo foram capazes de proteger no modehstey frente ao desafio por
L.infantum Estes achados podem ser justificados, pelo tateishmaniose visceral, ser
uma doenca sistémica que afeta varios 6rgdos, & ioujnopatogenia difere da
leishmaniose cutanea, que se manifesta de fornaizada ou os antigenos de histonas

nucleossomais nao sdo imunogénicos o suficierstepmihto de proteger o hamster.
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9 CONCLUSAO

As estratégias de imunizacdo homodloga e heterglagezando-se vacinas de
DNA e proteinas de histonas nucleossomaik.defantum,com o adjuvante CpGéao
foram capazes de diminuir a carga parasitaria e gmmvamento do quadro

histopatoldégico em hamsganfectados cont. infantum.
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