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RESUMO

PAM3CSK4 (PAM) é um agonista sintético de TLR1/2 composto por um lipopeptideo
triaciletado que imita a lipoproteina de bactérias e que apresenta uma potente
capacidade em induzir atividade pro-inflamatoria mediada por ativagdo de NF-kB. No
presente estudo, foi investigada a capacidade da imunizacédo intranasal com antigenos
totais de promastigotas de L. amazonensis (LaAg) associados ao adjuvante PAM em
potencializar a resposta imune imunogénica antigeno em camundongos. Assim,
camundongos BALB/c foram imunizados por via intranasal (instilagdo nasal) com 20 g
de LaAg associados com 20 ug do adjuvante PAM em doses intervaladas por 7 dias.
PBS, LaAg ou PAM sozinhos foram utilizados como controle. A dosagem das
transaminases e da creatinina no soro animais demonstraram a biocompatibilidade e
seguranca da combinacdo LaAg/PAM. Os camundongos vacinados com LaAg/PAM
demostraram maior reacao de hipersensibilidade cutanea tardia (DTH) 24 e 48 horas,
respectivamente, apos a injecéo de 20 pg de LaAg na pata traseira, quando comparado
ao grupo controle. Além disso, em comparacdo aos outros grupos, os esplendcitos de
animais vacinados com LaAg/PAM produziram mais IFN-y, TNF-a e IL-4 depois do
reestimulo in vitro com o antigeno LaAg (50 pg/mL). Células analisadas ex vivo,
demonstraram que a combinacdo LaAg/PAM néo alterou a frequéncia das populacbes
de células CD4* e CD8* de memodria e totais no baco. A vacinacdo com LaAg/PAM foi
capaz de induzir a reducdo no parasitismo do figado, em compara¢cdo com o0 grupo nao
tratado. Os animais vacinados com LaAg/PAM demostraram um aumento significativo
na producdo de IFN-y e a diminui¢do na producado de IL-4 nos sobrenadantes do baco.
Além disso, observou-se um aumento significativo na producdo de NO nos
sobrenadantes do figados dos animais vacinados com LaAg/PAM. Em conjunto,
nossos dados demonstram, pela primeira vez a possibilidade de imunizac&o intranasal
com o0s antigenos totais de L. amazonensis (LaAg) associados com PAM como um

mecanismo eficaz de indugéo de imunogenicidade.

Palavras-chave: Leishmaniose LaAg, Pam3CSK4, vacina.



ABSTRACT

PAM3CSK4 (PAM) is a synthetic TLR1/2 agonist compound by triacylated lipopeptide that
mimics bacterial lipoprotein and presenting a potent ability to induce proinflammatory
activity mediated by NF-kB activation. In the present study, we investigated the ability of
intranasal immunization with whole L. amazonensis promastigote antigens (LaAg)
associated with PAM adjuvant to improve the immunogenic immune response in mice. So,
BALB/c mice were immunized by intranasal route (nasal instillation) with 2 doses of 20 ug
of LaAg associated with 20 ug of PAM adjuvant intercalated for 7 days. PBS, LaAg or PAM
alone were used as controls. The measurement of transaminases and creatinine in
animals serum demonstrated the biocompatibility and safety of the combination
LaAg/PAM. LaAg/PAM vaccinated mice showed the highest level of cutaneous
hypersensitivity reaction (DTH) 24 and 48 hours respectively, after hind footpad LaAg
injection (20 pg) when compared to control groups. In addition, compared to control
groups, splenocytes from LaAg/PAM vaccinated mice produced significant IFN-y, TNF-a
and IL-4 amount after in vitro recall with LaAg antigen (50 pg/mL). Analyzed cells ex vivo,
demonstrated that the combination Lag/PAM did not alter the frequency of CD4 + cells and
CD8 + memory and total populations in the spleen. The vaccination with LaAg/PAM was
able to induce reduction in parasitism of the liver, compared to the untreated group. The
animals vaccinated with Lag/PAM showed a significant increase in IFN-y production and
decreased in IL-4 production on the spleen supernatant. In addition, a significant increase
of NO was observed in liver macerated supernatants vaccinated with LaAg/PAM.
Together, our data showed for the first time the feasibility of intranasal immunization with
whole leishmanial antigens (LaAg) associated with PAM as an effective mechanism to

induce a Leishmania immunogenicity.

Keywords: Leishmaniasis, LaAg, Pam3CSK4, Vaccine.



Figura 1:

LISTA DE FIGURAS

Avaliacdo da biocompatibilidade da vacina LaAg associada ou ndo ao
adjuvante PAM3CSK4. Dosagem de transaminases AST (A), ALT (B) e
creatinina (C) do soro de camundongos vacinados e eutanasiados 24 horas
apos a segunda dose da imunizacdo. O controle positivo recebeu tetracloreto
de carbono (CCl4) por via intraperitoneal 24 horas antes da eutanasia. **** p <
0,0001 €M relaCa0 & CClauuuuuuiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e 45

Figura 2: Efeito da vacinagdo intranasal na hipersensibilidade cutéanea.

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Camundongos imunizados foram injetados na pata traseira direita com 20 ug
de LaAg, 7 dias ap0Os o booster. A espessura do edema foi acompanhada por
72 horas através da medicao da pata desafiada e expressa como média do A
obtido + DP. (A= Espessura do dia avaliado — Espessura natural da pata). * p<
0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.......ccceeeeieeiiiiiinirerre e 47

Efeito da vacinacao intranasal na producéao de IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a.
Sobrenadante da cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados
com LaAg livre ou associado com PAM. Os animais foram eutanasiados 7 dias
apos o reforco da vacina e os esplendcitos retirados foram reestimulados in
vitro com 50 pg/mL de LaAg. A dosagem foi feita por ELISA sanduiche 48
horas apdés a adicdo do LaAg. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p<
08100 1 PR SSOR 48

Efeito da vacinacdo na populacdo de células T no baco. Analise da
populacdo de linfécitos T em células obtidas do baco de camundongos
imunizados de acordo com o protocolo anteriormente citado, desafiados com L.
infantum chagasi. Células imediatamente obtidas do macerado do bago, foram
incubadas com anticorpos anti CD4 (FITC), CD8 (FITC), CD44 (PE) e CD62L
(APC) e a fluorescéncia analisada por FACS. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<
0,001, **** D< 0,000L.....cccciiiiiiiiiie e e e e e e aeeas 50

Avaliacdo do parasitismo de camundongos BALB/c desafiados com L.
infantum chagasi ap0s imunizacéo. Avaliacao da carga parasitaria no baco e
figado de animais imunizados por via intranasal com a associacdo de
LaAg/PAM e desafiados com 107 promastigotas de L. infantum chagasi pela
veia caudal, 7 dias apds o reforgo da vacina. Os animais foram eutanasiados
14 dias apos o desafio e avaliacdo foi feita através do método de diluicdo
limitante (LDA). * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.................. 52



Figura 6:

Figura 7:

Producéao local de citocinas ap0s o desafio. Analise da producdo de IFN-y,
IL-4 e IL10 no sobrenadante de macerado do baco e figado, retirados de
animais imunizados e desafiados com L. infantum chagasi. A producéo de
citocinas foi determinada por ELISA sanduiche. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<
0,001, *** D< 0,000L....ccciiiiiiieeeeeeee e e ee e e e e e e e e e e e e e a e 54

Producéo local de NO apds o desafio. Analise da producéo local de NO no
sobrenadante de macerado do baco e figado, retirados de animais imunizados
e desafiados com L. infantum chagasi. A producédo de NO foi analisada através
do método de Griess. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001........ 56



LISTA DE SIGLAS

Ag — Antigeno

ALT — Alanina aminotransferases

APC — Célula apresentadora de antigeno
AST - Aspartato aminotransferase

BCG - Bacilo Calmette-Gueérin

CCls — Tetracloreto de carbono

CCRS9 - Receptor de quimiocinas CCL25

CD44 — Glicoproteina de membrana que liga a acido hialurénico e medeia a adesao de

leucocitos

CD62L — Glicoproteina que se liga ao CD34 e participa das interagcdes de rolamento

com o endotélio

CDs — Células Dendriticas

Células NK — Células natural killers

CMSP — Células mononucleares do sangue periférico
CR1 — Receptor do sistema complemento

CR3 — Receptor do sistema complemento
CXCL1 - Citocina pertencente a familia CXC
D-MEM - Dulbecco’s minimal essential médium
DNA - Acido desoxirribonucleico

Fcy — Receptor da porcao Fc de anticorpos
ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FML - Ligante de fucose e manose

gp46 - Glicoproteina de 46 kDa



gp63 - Glicoproteina de 63 kDa

H202 — Pero6xido de hidrogénio

IFN — a - Interferon alfa

IFN — B - Interferon beta

IFN — g - Interferon gama

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IL- Interleucina

i.n. - Intranasal

iINOS- Oxido nitrico sintase induzida

LaAg- Antigeno de Leishmania amazonensis
LACK- Homologo ao receptor de proteina kinase C ativada
LAM — L. major autoclavada

LIESP — Proteinas secretadas de L. infantum
LPG - Lipofosfoglicano

LV — Leishmaniose visceral

LVH — Leishmaniose visceral humana

Mac-1 — Receptor do sistema complemento
MCP-1 — Quimiocina que ativa macrofagos
mL- Mililitro

ML- Microlitro

NALT - tecido linfoide associado a nasofaringe
NO - Oxido nitrico

PAM — Pam3CSK4

12



PBS - Salina tamponada com fosfato

PS — Fosfatidilserina

PRRs — Receptor de reconhecimento padréo
RACKSs - Receptores de proteina quinase C ativada
SFB — Soro fetal bovino

T CDA4+- Linfocito T auxiliar

T CD8+- Linfocito T citolitico

ThO- T helper tipo 0

Thl- T helper tipo 1

Th2- T helper tipo 2

TLRs - Receptores tipo Toll

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

13



SUMARIO

3 11 o Yo [0 o= U PSR 17
1.1 LEISNIMANIOSES ... 17
1.2 Epidemiologia das [€ISNMaNIOSES. .......cciiieiiiiieicei e 18
1.3 EIOPAIOGENESE ... 19
1.4 Resposta imune na leishmanioSe VISCEIal.........cccoooiiiioiieee e 20
1.5 VBCINAS - 24
1.6 VACINAS U8 IMUCOSA ...eeeevtuieeeeeeeeeeeettiea s e e e e et eeettt e s e e e eaeeeaaeta s e eeaeeeeaaetnnaaeeeaeeeeannsnnaaaaeaees 26
1.7 Antigeno bruto de L. amazonensiS (LAAQ) «...ueeeeeeeaiiiiiiiiiiieeaeeesiaiiiieeeee e e e s s ssiiinneeeeae e e e 29
1.8 AQJUVANIES ..ceeiiiii ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e et e e e a e e e e e e e e e arr e aaaas 30
1.9 AdJUVANTE PAMBCSKA ...ttt e et 31

2. JUSTITICALIVA coiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 34

G T © ] o] = 1Yo 1= SRR 36
3.1 ODJELIVO GEIAI ....cciiiiiiiiiiiiii ittt 36
3.2 ObJetiVOS ESPECITICOS ... eiiiiieiii e e et e e 36

v Y o T A =TI = 4 1=2 (o Yo [0 F 38
Y 1 = VL3PPSR 38
4.2 Cultivo do parasita e preparo do antigeno total .............cccooiiiiiiiiiiiiieeeiieee e 38
G [0 10T g 2= Tot= Lo N 11 =T F= L= | 39
2.4 INFECGED ..ttt 39
4.5 Dosagem de transaminases (ALT e AST) e Creatinina ...........cuceeiiieeriieeiiiiiinei e 39
4.6 Teste de hipersensibilidade tardia..........cccooiiiiiiiiiiiii e 40
/A ® o) (=] gTor=Tolo [ ot=] (U] F= SR o [o N o = Vol o 40
4.8 Obtencao de celulas do fIgadO.........ocuuiiiiiiiie e 41
4.9 Avaliacdo da memoria imunolégica por citometria de fluXo ..........ceveiiiiiiiiiiiiiiiiee, 41
4,210 DOSAGEM AE NO ..eeiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e aarr 42
4.11 DOSAQEIM 08 CITOCINMAS ....vvttvttttttuttiieniieteteetteeeeeeeeseeesssssessesss st s sessseseneenee 42
4.12 Determinagao da Carga ParaSitarial........ . eeuueeeunieerueeeeieeeaseeeaieeesneeerneserneeeneeeennns 43
R A g 1[I Sy v V1] (o= R 43

T =211 ] 1 = To Lo 1 P SERPPR 45
5.1 Hepato e nefrotoxicidade da vacina LaAg livre ou associada ao PAM3CSK4 in vivo ........ 45
5.2 Imunogenicidade da vacina LaAg livre ou associada ao adjuvante PAM...............cccceeee. 47
5.3 Imunidade protetora da vacina LaAg livre ou associada ao adjuvante PAM3CSK4........... 50

I ] o U 77 Vo PR 59

R 00 o [od LV 1T (o FTUT TR PR 64



8. Referéncias

15



16

INTRODUCAO



1. Introducao

1.1 Leishmanioses

Leishmaniose é um termo utilizado para definir um complexo de doencas clinicamente
diferente, causadas por protozoarios intracelulares obrigatérios pertencentes ao género
Leishmania. Essas manifestacbes podem variar de lesdes cutadneas nao letais,
caracterizadas pelo infiltrado inflamatorio no local da picada, com tendéncia a cura
instantanea, até o acometimento dos 6rgaos internos, resultando na forma mais letal da
doenca. Os principais determinantes para essa variagdo clinica, sdo a espécie do
parasita e a resposta imune do hospedeiro. Dessa forma, dividimos a leishmaniose em
dois grupos: Leishmaniose Tegumentar, subdividida em cutanea simples, cutanea
difusa e mucocutanea, e a Leishmaniose Visceral (LV) (Mccall et al., 2013), ao qual

sera foco deste estudo.

A transmissdo dessa antropozoonose, ocorre quando fémeas de insetos do género
Phleblotomus ou Lutzomya (dependendo da regido), contaminadas por formas
promastigotas metaciclicas do parasita, transmitem o parasita ao realizar o repasto
sanguineo no homem e em outros animais vertebrados. Estes insetos se infectam ao
se alimentarem nos reservatorios da doenca, onde formas amastigotas do parasita
capturadas, ao alcancarem o limen do inseto, sofrem divisdo e se transformam em
formas promastigotas. O parasita rapidamente coloniza o trato digestorio do
flebotomineo e permitindo a infeccdo de um novo hospedeiro vertebrado. Os principais
reservatérios destes parasitas sdo os caes, marsupiais e roedores (Cecilio et al., 2014;
Cecilio et al., 2014).

A LV, também conhecida como kala-azar (ou calazar), é resultado do parasitismo pelas
espécies Leishmania infantum chagasi e L. donovani. Essa doenca € caracterizadas
principalmente pelo acometimento de 6rgéos ricos em macréfagos como o bago, figado
e medula Ossea. Pacientes com LV apresentam aumento dos linfonodos, febre,
pneumonia, fibrose septal, anemia, perca de peso, nefrite, hipergamaglobulinemia,
sangramentos, distensdo abdominal (hepatoesplenomegalia) e nos casos mais graves,

imunossupressdo (Manual da Vigilancia Sanitaria, 2014).

17



1.2 Epidemiologia das leishmanioses

A leishmaniose (tegumentar e visceral) é considerada a quinta doenca infecto-
parasitaria de maior importancia em todo mundo, sendo classificada como nivel 1 de
prioridade pela Organizacdo Mundial da Saude (Who, 2012). A doenca possui ampla
distribuicdo apresentando relatos em todo o mundo, sendo endémica em 98 paises e 5
continentes acometendo, principalmente, as regides tropicais e subtropicais. A
estimativa € de que, aproximadamente, 350 milhées de pessoas entdo em risco de
infeccdo e sabe-se que, a cada 600 mil casos reportados de leishmaniose, é estipulado
um numero de 1,3 milhdes de infectados. Destes 1,3 milhdes de casos, 300 mil sdo
viscerais e cerca de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,

Nepal, Sudéo do Sul e Sudao (Elmahallawy et al., 2014).

Nas américas, 12 paises sdo acometidos pela LV, registrando um total de 45.490 casos
nos periodo de 2001 a 2013, tendo uma média de 3.499 casos por ano. Destes 12
paises, 0 que lidera o ranking, com 96% dos casos, € o Brasil. Em 2013, dos 3.389

casos registrados nas américas, 3.253 casos ocorreram no Brasil (PAHO, 2015).

Nas ultimas trés décadas, foram reportados mais de 70.000 casos e mais de 3800
mortes no pais. Este nUmero preocupa ainda mais quando comparamos o eventual
aumento nos casos registrados anualmente. No periodo de 1985 a 1989 foram
registrados 1.601 casos, porém no periodo de 2000 a 2004 estes numeros
aumentaram para 3.630 casos reportados anualmente (Werneck e Fundag¢do Oswaldo
Cruz, 2010).

No Brasil, a doenca acomete todos os estados, com destaque para a regido nordeste
gue concentra 0 maior numero de casos (92%), onde os mais afetados sdo Bahia,
Ceara, Maranhdo e Piaui. No estado do Espirito Santo houve registro de 4 casos no
ano de 2013, demonstrando um coeficiente de incidéncia de 1,22 casos a cada
100.000 habitantes (DATASUS, 2013).

Outro fato preocupante, é a urbanizacédo da LV, essa doenca que originalmente era
considerada rural, hoje afeta cidades de tamanhos médio e grande. Esta expanséo é
consequéncia das atividades humanas, que resultaram em mudancas
socioeconfmicas, fisicas e biologicos, culminando na adaptacdo dos vetores e dos

reservatorios da areas urbanas (Lara-Silva F de et al., 2015).
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1.3 Etiopatogénese

A sobrevivéncia do parasita depende do sucesso na transmissao do vetor invertebrado
para o reservatorio vertebrado. Estes parasitas, possuem como vetor invertebrados
fémeas de flebotomineos do género Phlebotomus e Lutzomyia, sendo o0s Unicos,
atualmente comprovados, capazes de transmitir as espécies de Leishmania
patogénicas para humanos (Dostalova e Volf, 2012). No Brasil, as principais espécies
relacionadas a transmissao dos parasitas sdo Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi
(Marzochi et al., 2009).

As leishmanias possuem duas apresentacdes morfolégicas identificaveis no ciclo: uma
extracelular chamada de promastigota, possuindo um longo flagelo e abrigando o
interior do vetor invertebrado e outra intracelular obrigatoria ndo flagelada, ao qual
parasita células do sistema fagocistico mononuclear e sdo denominadas de amastigota
(Pace, 2014).

O ciclo de vida se inicia no interior do trato digestivo do inseto vetor, onde os parasitas
passéao por diferentes transforma¢des morfoldgicas de tal forma que, ao final, assumem
a forma infectante chamada de promastigota metaciclica. A multiplicacdo do
protozoario causa dano ao canal alimentar do inseto, onde o parasita acumula e forma
uma obstrucdo no canal alimentar, esta obstru¢cdo e o dano causado favorecem o
refluxo quando acontece o repasto sanguineo, permitindo a inoculacdo da Leishmania
no hospedeiro vertebrado (Dostalova e Volf, 2012). Durante o repasto sanguineo
ocorre a inoculacdo da saliva do mosquito no sitio da picada. Esta saliva possui
moléculas capazes de potencializar a infecgdo da Leishmania. Entre essa moléculas
estdo a apirase, um intenso anticoagulante, capaz de hidrolisar ATP e ADP em AMP,
impossibilitando a agregacao plaguetéria (Kamhawi, 2000). Além desta, existem outras
moléculas como a Maxadilan, caracterizada como um potente vasodilatador, com
funcdo imunomoduladora e indutora da producao de citocinas do tipo Th2, supresséo
da expressdo de moléculas co-estimulatérias em células dendriticas e da atividade
guimiotatica de macrofagos (Gomes e Oliveira, 2012). Estes fatores resultam na
inibicdo do mecanismo local de protecdo do hospedeiro, permitindo a proliferagdo do

parasita no hospedeiro e a manutencao da infeccéo (Abdeladhim et al., 2014).
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1.4 Resposta imune na leishmaniose visceral

Durante a transmissdo do parasita para o vetor vertebrado, macréfagos e neutrofilos
sdo rapidamente recrutados. Isto ocorre pois o tecido danificado durante a inoculacao
do parasita e a saliva do flebotomineo, que possui proteofosfoglicanos secretados pelo
parasita no trato digestivo do inseto, induzem a formacédo de um infiltrado celular
caracterizado pela presenca de neutrdéfilos, eosinofilos, macrofagos e mondcitos. Este
recrutamento celular € consequéncia das quimiocinas secretadas pelos macrofagos
ativados, que induzem a expressdo aumentada de CCL2/MCP-1 e CXCL1,
aumentando, respectivamente, o influxo de mondcitos e neutrdfilos. Além disto, a
ativacao de macroéfagos, resulta na producéo de citocinas, como IL-1pB, fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e IL-12, e de quimiocinas, consequentemente ativando e recrutando
outros tipos celulares para o sitio de infeccdo (Racoosin e Beverley, 1997; Teixeira et
al., 2005).

O processo de captacdo da Leishmania, pelas células dos hospedeiro, é iniciado
através da identificacdo do movimento do flagelo do parasita e da interacdo de
receptores presentes na superficie da célula dos hospedeiro e moléculas presentes na
superficie do protozoario que desencadeiam alteracdes celulares, dando inicio a
fagocitose, a resposta imune do hospedeiro e a producdo de moléculas
imunomoduladoras pelo parasita (Liu e Uzonna, 2012; Podinovskaia e Descoteaux,
2015). Este processo tem inicio a partir da identificacdo do patdégeno, que através do
uso de receptores de complemento (CR1, CR3, Mac-1), de Fibronectina, de Manose-
Fucose e de Fcy, presentes nos macrofagos, reconhecem os antigenos do protozoario
(Kane e Mosser, 2000). Estes antigenos presentes no parasita sdo considerados, em
alguns casos, fatores de viruléncia. Exemplos dos mesmo seriam os glicoconjulgados
(LPG e GIPL), o gp63, alguns proteofosfoglicanos e proteases de cisteina (Isnard et al.,
2012).

Além disso, algum receptores de reconhecimento padrédo (PRRs), exemplos como o0s
receptores tipo Toll (TLRs) podem levar a maturagdo e ao recrutamento de células
dendriticas (CDs), onde a apresentagdo dos antigenos processados resulta no inicio a
imunidade adaptativa (Aderem e Underhill, 1999; Kaisho e Akira, 2001).

Outra célula importante sao os neutrofilos, que rapidamente sdo recrutados para o local

de inoculagéo, e encontradas em maioria de 1-12 horas apés a infecgdo. Estas células
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tém geralmente um papel protetor na maioria das formas de infec¢cdes por Leishmania,
embora os resultados sdo dependentes da espécie envolvida, das caracteristicas
genéticas do hospedeiro e 0 estado de apoptose ou necrose dos neutrdfilos (Ribeiro-
Gomes et al., 2012). Os neutrofilo podem fagocitar ativamente os promastigotas, assim
como produzir fatores microbicidas contra o patégeno, tais como NO (Charmoy et al.,
2007), elastase de neutrofilos (NE) (Ribeiro-Gomes et al., 2007), fator ativador de
plaquetas (CAMUSSI, et al.,, 1987), e armadilhas extracelulares de neutrofilos

(Guimaraes-Costa et al., 2009).

A sobrevivéncia da Leishmania ap0s sua captura depende da expressdo de moléculas
derivadas dos patégenos e da interagdo com as células do hospedeiro. Os
mecanismos de defesa utilizados pelo parasita permite este consiga se reproduzir e
estabelecer a infeccdo. Um exemplo deste mecanismo de defesa sdo os parasitas
inviaveis que permanecem no local de infeccdo. Neste contexto, a expressao
aumentada de fosfatidilserina (PS) e seu reconhecimento pelas células inflamatérias,
inibem a producao de citocinas proinflamatorias, resultando em um processo acelerado
de apoptose dos neutrofilos (Fadok et al., 1998; Ribeiro-Gomes et al., 2012), facilitando
o0 estabelecimento infeccioso. Outro mecanismo de modulacdo da apoptose é o
aumento na fosforilacdo de ERK1/2 nas células, resultando no atraso da apoptose
através do manutencdo da expressdo de moléculas anti-apoptéticas Bcl-2 e Bfl-1
(Sarkar et al., 2013). Outras moléculas como LPGs e gp63 podem evitar a formacao
da cascata do sistema complemento (Puentes et al., 1990; Joshi et al., 2002; Spath et
al., 2003), bem como estarem envolvidas no bloqueio da acidificacdo do fagossomo
(Vinet et al., 2009). A fosfatase &cida tartarato-resistente pode inibir a fusdo do
lisossomo, a explosao respiratéria e a producdo de anion superéxido em neutrofilos
humanos e de camundongos (Remaley et al., 1984; Tuwaijri et al., 1990). Em alguns
casos, as proprias células do hospedeiro, como os neutréfilos, podem servir como
“Cavalos de Troéia”, permitindo a entrada silenciosa na célula do hospedeiro (Van
Zandbergen et al., 2004).

Conhecidas como as mais potentes células apresentadoras de antigeno (APCs), as
células dendriticas (CDs) sdo especializadas na captura do antigeno, no
processamento e na apresentacao para células T. Dessa forma, estas células tem um
papel central de orquestrar a resposta imune na leishmaniose (Leon et al., 2007). Isto

ocorre porque as mesmas sdo capazes de produzirem IL-12, IL-10 e IFN-y quando
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estimuladas com antigenos de Leishmania (Gorak et al., 1998; Von Stebut et al., 1998).
Essas mesmas células podem ser de dois tipos, as mieldides que produzem IL-12 ao
serem estimuladas através do receptor de TLR 9 e induzem a liberacdo de IFN-y pelas
células NK, sendo citotoxicas, e as plasmocitéides, que sdo incapazes de fagocitar os
parasitas, mas ainda assim produzem IL-12 dependente de TLR9 e também sendo
importantes durante a infeccdo (Schleicher et al., 2007). Como dito anteriormente a
producdo de IL-12 é criticamente importante, devido a sua capacidade de polarizar a
diferenciacdo de linfécitos ThO em Thl, crucial para o desenvolvimento de uma
resposta protetora contra o parasita (Von Stebut et al., 1998). Estudos de infec¢cdo com
Leishmania, em modelos experimentais e humanos, mostraram que o parasita é capaz
de inibir a producéo de IL-12 por CDs, o que compromete a diferenciacdo de linfécitos

T e por consequéncia a sua eliminacao (Scharton e Scott, 1993).

Os macréfagos sdo as principais células efetoras responsaveis pela destruicdo dos
parasitas. Essas células podem ser ativadas de diferentes formas e se desenvolverem
em diferentes subtipos funcionalmente distintos, resultando na eliminacdo ou ndo do
parasita. Essa ativacdo € dividida em dois espectros distintos, a via classica e a via
alternativa. A ativagao classica é mediada por moléculas de IFN-y, que sao produtos de
linfocitos Thl e células NK. Estes macrofagos ativados, produzem o6xido nitrico-sintase
induzivel (INOS) e uma enzima que catalisa a L-argenina para gerar 6xido nitrico (NO)
(Liew, LI, et al., 1990). O NO é conhecido como um importante antimicrobiano que tem
papel majoritario em eliminar parasitas intracelulares, € sabido também que o iINOS
possui um importante papel na eliminacdo do parasita, onde ja foi demonstrado que,
camundongos com deficiéncia na producdo de INOS possuem suscetibilidade a
infeccdo, mesmo na presenca de uma forte resposta do tipo Thl (Seger e Krebs, 1995;
Santos et al., 2006). Além deste mecanismo de ativacdo, € proposto que, macrofagos,
mesmo na auséncia de IFN-y, podem ser ativados pela ativagao classica, quando
estimulados com IL-1, TNF, IFN-a e IFN-B. Estas moléculas estdo ligadas ao aumento
do pH no interior do fagossomo e na regulacéo positiva de INOS, levando a producgéo
de NO (Bronte e Zanovello, 2005). Em contraste, a ativagao alternativa é induzida por
citocinas do tipo Th2 como a IL-4 e IL-13, que regulam a biossintese de poliamina e
favorece a sobrevivéncia no interior dos macrofagos. Outra citocina que regula
negativamente a ativagdo de macrofagos pela via classica € a IL-10, que inibe a

explosdo respiratoria, a producdo de citocinas proé-inflamatorias e as respostas
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linfoproliferativas em resposta ao reestimulo com antigenos do parasita (Gordon, 2003;
Hailu et al., 2005; Kropf et al., 2005).

Diferentemente do que ocorre na infeccdo murina por L. major, a associacao entre a
resposta linfocitaria do tipo Thl e a resisténcia & doenca ou da resposta linfocitaria do
tipo Th2 e susceptibilidade na leishmaniose visceral humana (LVH) ainda ndo é bem
compreendida (Antonelli et al., 2004; Khalil et al., 2005). E possivel que exista uma
dicotomia entra as respostas do tipo Thl e Th2, confirmada pelos niveis elevados de
IFN-y e IL-4 detectados em sobrenadantes de células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) de pacientes com LV causada por L. donovani estimuladas in vitro
com antigenos do parasito. No entanto, € de conhecimento que a incapacidade de
proliferacdo de células T e a regulacdo negativa na producdo de IFN-y resulta no
aumento da carga parasitaria observada tanto em modelos experimentais quanto na LV
humana. Individuos que desenvolvem a doenca tendem a apresentar uma resposta
linfoproliferativas do tipo Th2 aumentadas ou a predominancia na producdo de
citocinas produzidas por células TCD4+ Th2. Neste tipo de resposta, € predominante a
producdo de IL-10 e IL-4 quando comparada a quantidade de IFN-y secretada
(Carvalho et al., 1985; Ghalib et al., 1993; Sundar et al., 1997).

Durante décadas os estudos realizados demonstraram que o desempenho de células B
e 0s anticorpos tem pouca importancia no carater protetor durante a LV (Campos-Neto
e Bunn-Moreno, 1982; Caldas et al., 2005). Corroborando com isto, estudos anteriores
afirmam que a maioria dos anticorpos IgG circulantes ndo sdo parasito-especificos,
mas sim resultados da ativacdo de células B policlonais (Chavas e Guimaraes Ferri,
1966; Ghose et al., 1980). Autoanticorpos sdo achados recorrentes em pacientes com
LV e estdo frequentemente associados a glomerolonefrites (Agu et al., 1981; Galvao-
Castro et al., 1984). No entanto, altos indice de anticorpos anti-Leishmania sé&o
encontrados no soro de pacientes, o que surpreende, pois ndo é definida a real funcéo
destes anticorpos na protecdo ou na patogénese da doenca. Porém a ativacao
aumentada de células B resulta em altos niveis de imunoglobulinas 1gG e IgM no
plasma dos pacientes, facilitando o diagnostico da LV (Sundar e Rai, 2002). Estudos
demonstram que, a administracdo passiva de imunoglobulinas 1gG anti-Leishmania em
camundongos BALB/c infectados com L. major resultou no aumento da lesao nos
camundongos, 0 que provavelmente esa relacionado a capacidade deste anticorpo

induzir a producdo de IL-10 por macrofagos. Neste mesmo estudo, animais que
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possuiam deficiéncia na producdo de IgG eram mais resistentes a doenca (Miles et al.,
2005). Este estudo pode ser comparado com o observado em pacientes que
apresentam titulos de anticorpos anti-Leishmania elevados durante a fase ativa da

doenca e uma posterior queda nesses titulos apds uma cura bem sucedida.

1.5 Vacinas

Na atualidade ndo existem vacinas aprovadas para uso humano (Gillespie et al., 2016)
e as opcoes de tratamento para leishmaniose nao sao ideais, possuem alta toxicidade,
séo feitas através da administracdo parenteral com longos periodos de duragédo, bem
como apresentam alto custo. Estes fatos contribuem com a ineficacia do tratamento, o
abandono do paciente e o aumento da resisténcia ao tratamento (Sundar e Rai, 2005;
Who, 2012), tornando urgente e necessario o desenvolvimento de uma vacina efetiva

como medida de prevencéo da doenca.

De forma geral, as vacinas podem ser classificadas em primeira, segunda ou terceira
geracdo. As vacinas de primeira geracdo ou brutas, sdo compostas por
microrganismos mortos ou atenuados, ou misturas ndo caracterizadas de antigenos.
Um exemplo classico deste tipo de vacina € a leishmanizacdo, um processo que
consiste na inoculacdo de promastigotas de L. major em locais do corpo que nao estao
expostos, a fim de evitar o estabelecimento de infec¢cées cutaneas em areas expostas,

como a face (Sukumaran e Madhubala, 2004).

A Leishvacin®, outro exemplo de vacina de primeira geracdo, € uma vacina
intramuscular ou subcutanea composta por promastigotas de L. amazonensis lisados
gue foi desenvolvida pelo Dr. Wilson Mayrink e produzida a partir de 1991 pela BioBras
em Monte Carlo (Minas Gerais)(Mayrink et al., 1979). Esta vacina chegou a ir para
teste clinico, onde estudos de fase | atestaram sua segurancga (Marzochi et al., 1998) e
estudos de fase Il comprovaram sua imunogenicidade (De Luca et al., 1999). No
entanto, estudos de fase Ill demonstraram sua ineficacia em humanos (Velez et al.,
2005) e resultaram na descontinuidade na producdo da mesma. Na Colémbia, um
grupo de pesquisadores utilizou L. amazonensis autoclavada (LAM) + Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) na imunoterapia contra leishmaniose cutanea, onde chegaram
a ser feitos testes clinicos de fase | e Il (Velez et al., 2000). No Equador, um composto

trivalente de promastigotas de L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis foi
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utilizado em testes clinicos, onde foram atestadas a seguranc¢a, a imunogenicidade e a
eficiéncia da vacina. No entanto, mesmo alcancando 73% de eficacia, estudos
posteriores revelaram que a protecdo ndo era eficaz 19 meses apO0s a vacinacao
(Armijos et al., 1998; Armijos et al., 2003). No Iran, outro estudo duplamente cego
utilizando ALM, comparando o uso ou ndo BCG, demonstrou que a mistura era segura,

mas com baixa imunogenicidade (Momeni et al., 1999).

Ao contrario, vacinas de segunda geracdo utilizam organismos vivos geneticamente
modificados, subunidades definidas e fracdes brutas de antigenos. Embora grandes
niveis de resposta especifica tenham sido conseguidos com sua utilizacdo, a
dificuldade de escalonamento para producédo em larga escala e alto custo sdo grandes

limitadores de sua utilizag&o (Silvestre et al., 2008).

Estudos com a glicoproteina gp63 ou leishmaniolisina, demonstraram que quando
utilizada como vacina somada a lipossomos, era capaz conferir imunidade a L.
donovani por até 12 semana em camundongos BALB/c (Bhowmick et al., 2008). Outro
exemplo sdo vacinas compostas pelas proteinas Leish-111f ou LEISH-F1, um
composto de multiplos componentes (antigenos purificados TSA, LmSTI1 e LelF) que
em ensaios clinicos demonstrou serem eficazes contra leishmaniose cutdnea e de
mucosa. (Coler et al., 2002). Este mesmo composto, quando adicionado a adjuvantes,
demonstrou niveis indetectaveis de IL-4 e respostas mistas de 1gGl e IgG2a,
resultando em 91,7% de diminui¢cdo nos niveis de parasita no baco de camundongos
vacinados (Skeiky et al., 2002; Coler et al., 2007). Além disso, podemos destacar as
formulacdes de uso veterinario, sendo estas as Unicas liberadas para uso comercial. A
primeira delas é a Leishmune®, uma vacina composta pela por ligante de fucose e
manose (FML) de L. donovani, licenciada para uso veterinario em 2005 pelo Ministério
da Agricultura (Moreira et al., 2016). Outra importante formulacdo é denominada de
Leish-Tec®, ao qual € comercializada desde 2014, composta pela proteina
recombinante A2 de L. donovani (Regina-Silva et al.,, 2016). E por ultimo a vacina
CaniLeish® (Virbac, Franca), recentemente lancada e licenciada para uso na Europa.
A mesma € composta por proteinas secretadas de L. infantum (LIESP), produzidas e
purificadas em laboratério, e o adjuvante QA-21 (fracdo da saponina de Quilaja
saponaria, purificada), capaz de induzir a proliferacéo de linfocitos T produtores de IFN-
y, ativando macrofagos e reduzindo a carga parasitaria nos locais de infeccdo (Moreno
et al., 2012; Moreno et al., 2014).
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Vacinas de terceira geracdo ou vacinas génicas sao compostas por genes que
codificam antigenos potencialmente imunizantes, aos quais sao inseridos em
plasmideos e utilizados na imunizacdo. Este tipo de vacina apresenta algumas
vantagens que incluem a capacidade de codificar proteinas com estrutura e
conformacado similares ou idénticas as selvagens, maior estabilidade, capacidade de
gerar respostas tanto humorais, quanto celulares mais prolongadas e permitir a
combinacéo de diversos imundgenos em uma Unica preparacao. Estas caracteristicas
permitem a imunizacdo simultdnea para diversas doencas e diminuem o custo,
permitindo o escalonamento e o facil armazenamento, devido a estabilidade do DNA
(Weiner e Kennedy, 1999). Porém, uma série de consideracdes devem ser feitas
guanto a seguranca no uso de vacinas de DNA. A integracdo com o genoma do
hospedeiro, pode gerar uma série de erros genéticos que resultariam na ativacao de
oncogenes ou ha inativacdo de fatores antitumorais, ou mesmo a possibilidade de
gerar respostas imunes contra as células transfectadas, levando ao estabelecimento de
doencas autoimunes (Gurunathan et al., 2000). No entanto, vacinas como a gp63
recombinante (gp63-DNA) foram capazes de conferir protecdo parcial contra
leishmaniose cutanea causada por L. major, potencializando a producdo de IL-12 e
IFN-y, conferindo cerca de 30% de protegdo (Xu e Liew, 1995). A soma dos genes
gp63 + gp46 + CPb aplicado junto com o uso do adjuvante VR1012 foi capaz de gerar
protecdo de 80% em camundongos BALB/c contra L. mexicana (Dumonteil et al.,
2000). Outros exemplos seriam os genes da LACK-PB, TSA, A2 que quando utilizados
na imunizagdo, demonstram que esta associacdo somada a adjuvantes resulta em
respostas Thl elevadas, levando a protecdo de camundongos BALB/c (Iborra et al.,
2004; Lange et al., 2004; Zanin et al.,, 2007). Como visto, uma seérie de vacinas
genéticas tem sido utilizada em modelos experimentais, induzindo protecdo contra

diferentes formas de leishmaniose.

1.6 Vacinas de mucosa

A membrana mucosa possui um sistema imune especializado com trés funcbes
principais, (I) proteger as membranas da mucosas contra a colonizacdo e invasao de
microrganismos potencialmente perigosos, (II) prevenir a captura de antigenos néo

degradados incluindo proteinas estranhas derivadas da ingestao de alimento, matérias
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particuladas e organismos comensais, e (lll) prevenir o desenvolvimento de respostas
imunes prejudiciais, caso este antigeno ja tenha alcangado o interior do corpo. Para
isto, existe um eficiente mecanismo de limpeza fisico-quimico que degrada e repele a
maioria das substancias estranhas. Junto a este sistema, existem estruturas
imunolégicas grandes e complexas, com alta resposta imune inata e adaptativa,
especializada na captagdo, no transporte, processamento e apresentacdo de
antigenos. E por fim, existem elementos linfoides que, ligados as superficies internas
do corpo, ajudam no desenvolvimento das respostas locais e sistémicas. Estas
caracteristicas e o fato de que, a maioria dos antigenos tem acesso através de
superficies de mucosa, tornam este tipo de imunizacdo ideal contra patégenos que

comumente ganham acesso por essas vias (Holmgren e Czerkinsky, 2005).

Devido a estes aspectos inUmeras vacinas de mucosa sao produzidas, explorando
bastante este tipo de imunizagdo. Vacinas como a oral para polio, sdo capazes de
gerar protecdo e ainda explorar as vantagens do uso desta via. Na protecdo contra a
poliomielite, a via de mucosa produz anticorpos IgA que impedem o acarretamento da
doenca no sistema nervoso central, além de gerar anticorpos locais, no intestino,
conhecido como o principal sitio de entrada e multiplicacdo do virus, impedindo parte
da transmissdo deste patégeno (Zhaori et al., 1988). Outros exemplos seriam a
imunizacao contra Salmonella (Acharya et al., 1987) e a Vibrio cholerae (Trach et al.,
1997).

Dentre as mucosa, a via nasal tem tido grande destaque. Vacina¢cfes contra doencas
virais como Influenza (Grohskopf et al., 2015) e Papiloma (Dupuy et al., 1999); ou
modelos de infec¢do bacteriana como Bordetella (Kamachi et al., 2003) e Chlamydia
(Svanholm et al., 2000); e modelos de infec¢cdo por protozoarios como Plasmodium
(Wu et al., 2000), L. amazonensis (Pinto et al., 2004) e L. infantum chagasi (Gomes et
al., 2007) tem sido utilizado com sucesso. Isto ocorre pois a via intranasal possui
algumas vantagens e facilidades que a tornam um eficiente meio de imunizagéo. Entre
elas, podemos destacar a alta vascularizacdo, o grande namero de microvilosidades
que recobrem o epitélio, possibilitando uma grande superficie de absor¢cao (Brandtzaeg
e Johansen, 2005), a presenca de tecido linfoide associado a nasofaringe (NALT) e a
alta resposta imunologica (Baumann, 2008). Contribuindo entdo para a diminuicdo na
dose e como consequéncia a menor probabilidade de desenvolver respostas

inflamatoria inesperadas.
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A resposta antigeno-especifica se tem inicio junto com a funcdo das células M,
presentes nos foliculos do tecido linfoide associado a nasofaringe (NALT). Esta
estrutura possui todos 0s imunocomponentes necessarios para geracdo de uma
resposta imune adequada (células T, B e células apresentadoras de antigenos). As
células M, localizadas na superficie da mucosa, sdo responsaveis pelo transporte de
macromoléculas e microrganismos presentes no interior do limen para dentro das
concavidades onde estdo presentes as ceélulas apresentadoras de antigenos
(Mestecky, 2013). Apds o transporte, os antigenos sédo fagocitados, processados e
apresentados as células T e B. Estes linfocitos, apds sua ativacdo pelos antigenos
apresentados, ativam respostas de acordo com o tipo de antigeno, adjuvante ou o
veiculo de entrega utilizado. Estas respostas podem desencadear a diferenciacao de
células T CD4 ThO em Thl, Th2 ou Thl7, podem ativar células T CD8 e estimular o
desenvolvimento de células B em plasmécitos, levando a secrecédo de IgG e IgA, na
superficie da mucosa. Tanto as células apresentadoras de antigenos, quanto as
células ativadas pelos antigenos, podem produzir respostas diferentes, resultando na

producdo de um perfil diferente de citocinas (Fujihachi e Mcghee, 2005).

A imunizagao intranasal leva a expressao de altos niveis de CCR10 e integrina a4z em
linfécitos T e B, além de, diminuir a expressao de L-selectina (molécula de adeséao
responsavel pela interacdo com o endotélio da vénulas nos linfonodos periféricos), o
gue permite a movimentagcdo de células entre os sitios respiratérios e génito-urinario
gue expressam seus ligantes CCL28 e VCAML, respectivamente (Kunkel et al., 2003).
Além disto, pode ocorrer a indugao da expressdao de CCR9 e da integrina a4f37, que é
comumente induzida pela imunizagdo oral, possibilitando a migracado de células para
tecidos associados a mucosa gastrointestinal, principalmente linfonodos mesentéricos
e lamina propria do intestino delgado (Kunkel et al., 2003). Outro fator importante €,
células dendriticas fixadas em tecidos associados a mucosa nasal, podem migrar e
carrear antigenos para o6rgaos linfoides ndo associados (baco e linfonodos periféricos)

(Macpherson et al., 1999), promovendo uma resposta imune sistémica.

Estudos feitos anteriormente j& demonstram que, tanto a utilizagdo de antigeno bruto
de L. amazonensis (LaAg), quanto o DNA expressando a proteina p36 LACK,
administrados por via nasal, foram capazes de promover uma resposta protetora contra

a leishmaniose cutanea murina, induzindo o aumento na producdo de IFN-y e a
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diminuicdo da producéo de IL-10 nos linfonodos drenantes distantes da lesdo (Pinto et
al., 2004; Gomes et al., 2007).

1.7 Antigeno bruto de L. amazonensis (LaAg)

O LaAg, é uma vacina constituida por promastigotas mortos da cepa
MHOM/Br/75/Josefa de L. amazonensis. Esta vacina € equivalente a Leishvacin®,
desenvolvida pelo grupo do Dr. Wilson Mayrink e produzida a partir de 1991 pela
BioBras em Montes Claros (MG).

Estes dois compostos possuem um grande potencial imunogénico e foram capazes de
produzir respostas imunes a curto prazo. A Leishvacin® foi capaz de conferir protecéo
contra infecgdo com L. amazonensis em camundongos C57BL/6 (Mayrink et al., 2002;
Carneiro et al., 2014) e sensibilizar linfocitos de individuos anteriormente expostos aos
antigenos de L. amazonensis (Follador et al., 2002), Entretanto, estudos clinicos de
fase Il demonstraram que esta formulacdo parenteral foi ineficaz em conferir

imunidade protetora contra a infeccdo humana.

De forma alternativa, nosso grupo vem utilizado o LaAg por vias alternativas de
imunizacao, induzindo significativa prote¢ao contra a leishmaniose cutanea e visceral.
A administracéo oral do LaAg demonstrou induzir protecdo em camundongos BALB/c e
C57BL/6 desafiados com L. amazonensis (Pinto et al., 2003). O mesmo antigeno
demonstrou relativa eficacia contra o kalazar murino, entretanto, sua associacdo ao
adjuvante CAFO1 foi capaz de potencializar producdo de IFN-y e diminuir a carga
parasitaria em camundongos desafiados com L. infantum chagasi, 15 dias ap0s o
reforco da vacina (Leal et al., 2015).

Dessa forma, a associacdo de LaAg com adjuvantes, que néo prejudiquem o modelo
experimental, podem ser a solugdo para potencializar a resposta imune protetora ja
obtida tanto na leishmaniose visceral murina, quanto na cutdnea murina, visando a
melhora no efeito protetor e a busca da protecdo a longo prazo esperada de uma

vacina eficaz.
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1.8 Adjuvantes

Adjuvantes sédo de forma geral moléculas com fungéo excipientes, que constituem um
grupo heterogéneo de compostos que podem ser divididos em sistemas de entrega ou
imunoestimuladores (Tandrup Schmidt et al., 2016). Estas moléculas servem
basicamente para potencializar a imunogenicidade de antigenos desencadeando
reacoes imunes mais fortes e garantindo protecdo de longa duracdo contra infecgoes
(Bomford, 1998).

Entre os adjuvantes mais comumente utilizados para induzir respostas imunes Thl em
associacdo a antigenos de Leishmania, destacam-se a  saponina,

oligodeoxinucleotideos e a IL-12.

Os oligodeoxinucleotideos correspondem a sequéncias de dinucleotideos (citosina, C e
guanidina, G) ndo metilados de bactétias chamados de CpG-ODN. Estas moléculas
sdo capazes de ativar células que expressam TLR9 que por consequéncia induzem
respostas pro-inflamatoérias. Estas sequencias de CpG-ODN induzem a proliferacdo de
células B, a producdo de IgG, a secrecao de citocinas, o aumento da atividade de
células natural killer (NK) e a liberacao de IFN-y, que por fim, induzem a diferenciagéo
de célula T CD4 em Thl (Scheiermann e Klinman, 2014). A associacdo CpG-ODN com
a proteina recombinante rgp63 encapsulada com lipossoma catibnico resultou na
diminuicdo da carga parasitaria no baco de camundongos, além de aumentar a
quantidade de IFN-y, diminuir a quantidade de IL-4 e aumentar a razdo de 1gG2a/lgG1
em camundongos BALB/c frente ao desafio com L. major (Jaafari et al., 2007).

A saponina, em associacdo com FML (ligante de fucose-manose) de L. donovani, foi
testada em camundongos Swiss para analisar seu potencial protetor contra a
leishmaniose visceral. Esta combinacédo foi capaz de induzir o aumento significativo de
IFN-y, além de diminuir a carga parasitaria no figado dos camundongos, garantindo a
protecdo contra o parasita (Santos et al., 2002). Em outro estudo, a proteina
recombinante LiHyD, purificada e administrada em conjunto com a saponina, foi capaz
de diminuir a carga parasitaria em diferentes 6rgédo, além de promover a geracao de
anticorpos especificos do tipo IgG2a e o aumento na quantidade de IFN-y, [I-12 quando

comparados ao grupo controle (Lage et al., 2015).

A IL-12 é produzida por células mieldides inflamatérias, possui um importante papel na

diferenciacdo celular e influencia no desenvolvimento de células Thl produtoras de
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IFN-y, além de aumentar a atividade citolitica de células NK e de linfocitos T CD8
(Teng et al., 2015). Por essa capacidade na inducdo da resposta imune do tipo Thl, a
IL-12 ja foi testada como adjuvante em diferentes formula¢des vacinais. Como
adjuvante, a IL-12 ja foi utilizada em diferentes estudos, Mougneau e colaboradores
(Mougneau et al., 1995), clonou uma por¢cdo de um antigeno de L. major em uma
bactéria e imunizou em conjunto com a IL-12 camundongos suscetiveis a
leishmaniose. Esta composicao foi capaz de diminuir o tamanho da lesédo cutanea e
gerar uma resposta protetora contra a Leishmania. Outro estudo demonstrou que, a
imunizacao utilizando Lactococcus lactis que co-expressam LACK e IL-12 foi capaz de
induzir respostas do tipo TH1, aumentando as quantidades de IFN-y e protegendo de
forma parcial camundongos BALB/c (Hugentobler et al., 2012). Na associa¢éo de IL-12
a um antigeno recombinante de L. donovani (rORFF) foi observado a protecdo de
camundongos BALB/c contra a leishmaniose visceral, observou-se também o aumento
da resposta linfoproliferativa, além da producdo de IFN-y, anticorpos da subclasse
IgG2a e baixos niveis de IL-4 direcionando assim, a resposta imune para o tipo Thl
(Tewary et al., 2006).

1.9 Adjuvante PAM3CSK4

Pam3CSK4 (PAM) € um agonista sintético de TLR1/2 que imita o lipopeptideo
(Pam3Cys) presentes nas membranas de ambas as bactérias Gram positivas e Gram
negativas (Aliprantis et al., 1999). Esta molécula age como um PAMP (Padrbes
Moleculares associados a patégenos) e € reconhecida por receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), estes encontrados principalmente nas células
apresentadoras de antigenos, aos quais sdo capazes de ativar respostas imunes inatas

e adaptativas.

Como dito anteriormente, os adjuvantes buscam intensificar ou direcionar a resposta
imune. Dessa forma, Pam3CSK4 age como um modulador das repostas imunes,
demonstrando ser eficaz na potencializagéo de respostas do tipo Thl e T Reguladoras,
e na inducdo de respostas humorais (Moingeon, 2012). Em consequéncia disto sua
utilizacao ja foi vista em diversos estudos contra diferentes tipos de doencgas, incluindo

doencas infecciosas e canceres.
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Em infec¢des virais, a associacdo de PAM a vacina contra a influenza demonstrou
induzir o recrutamento de células sanguineas e a ativagcdo da via produtora de
Interferon (Caproni et al., 2012), e na infeccdo com virus sincicial respiratorio, PAM foi
capaz de melhorar a ligacdo do virus as células alvo, resultando no aperfeicoamento

de respostas TLR dependentes (Nguyen et al., 2010).

Nas infec¢cdes bacterianas, PAM se mostrou eficaz na inducéo do efeito protetor em
infeccbes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), onde o
adjuvante demonstrou aumentar os niveis de IFN-y em camundongos (Chen et al.,
2016), o aumento na producédo de citocinas pro-inflamatérias em camundongos BALB/c
e C57BL/6 infectados com L. major ou Mycobacterium butyricum (Gambhir et al., 2012;
Huang et al., 2015), e a inducdo da resposta humoral através da producdo de subtipos
de IgG em camundongos C3H/HeN e C57BL/6 frente ao desafio com toxina da célera
(Gwinn et al., 2013).

Além disto, PAM foi capaz de induzir respostas do tipo Thl/regulatérias em vacinas
contra alergia (Lombardi et al., 2008) e até potencializar o efeito de substancias
antitumorais, onde o tratamento com Ara-C associado a PAM, estimulou a regulagao
positiva de fatores imunoregulatorios (Lee et al., 2014).

Estes exemplos, ndo s6 confirmam a capacidade de PAM em ser utilizado como
adjuvante, assim como justificam sua utilizacdo nos experimentos com LaAg. Da
mesma forma que buscamos proporcionar respostas a longo prazo, também buscamos
o0 aumento da imunogenicidade e o aperfeicoamento do efeito protetor de LaAg,

guando associamos a vacina a PAM.
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2. Justificativa

Como demonstrado, o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura tem se tornado
cada vez mais necessario, principalmente devido a dificuldade e aos problemas
decorrentes dos atuais tratamentos quimioterapicos. Em nosso grupo comprovamos a
eficiéncia do antigeno total bruto de L. amazonensis (LaAg) em induzir respostas
protetoras contra a leishmaniose cutanea (PINTO EF et al, 2003) e visceral (LEAL, 2015).
Dessa forma, decidimos testar a associagdo de LaAg ao adjuvante PAM3CSK4,
objetivando potencializar o efeito protetor e promover uma imunidade de longa duracdo

contra a leishmaniose visceral murina.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos imunogénicos e protetores da administracéo intranasal de antigenos
totais de L. (L.) amazonensis (LaAg) na forma livre ou associado ao adjuvante
PAM3CSK4

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a hepato e nefrotoxicidade da vacina pela dosagem de transaminases (ALS e
ALT) e creatinina.
e Avaliar a capacidade imunogénica da vacina através da:
a) Resposta ao teste intradérmico de hipersensibilidade do tipo tardia.
b) Producéo de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a) no sobrenadante do baco
e figado macerados.
c) Imunofenotipagem de células T e células de memoria do bago.

e Avaliar a reposta protetora frente ao desafio com o parasito através da:
a) Producao de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-10) no sobrenadante do baco e
figado macerados.
b) Producédo de NO no sobrenadante do baco e figado macerados.

c) Dosagem da carga parasitaria no figado e no baco.
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4. Materiais e métodos

4.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos fémeas e machos com idade entre 6
a 8 semanas da linhagem BALB/c. Os animais foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Fluminense e mantidos no Biotério do Laboratério de Imunobiologia, da
Universidade Federal do Espirito Santo. Durante todo o experimento os animais foram
mantidos em gaiolas convencionais recebendo maravalha previamente esterilizada, agua
filtrada e ragdo comercial (Purina®) ad libitum. As gaiolas foram mantidas dentro de
estufas sob condicbes apropriadas de temperatura, umidade e luz. Este projeto foi

aprovado pelo comité de ética em experimentacao animal CEUA-UFES numero 014/2011.

4.2 Cultivo do parasita e preparo do antigeno total

Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/Br/75/Josefa), cedidas
gentilmente pela Dra. Bartira Rossi-Bergmann — IBCCF/UFRJ foram utilizadas para
preparo do antigeno total (LaAg). O parasita foi cultivado em meio Grace’s (Sigma, USA)
com pH 6,8, suplementado com 0,5% de antibiético (penicilina/estreptomicina), 1%
Glutamina (Sigma, USA), 10% Soro Fetal Bovino (Cultilab) e 5% de urina humana
previamente centrifugada (1500 rpm/4°C/10 min) e esterilizada em membrana de 0.22um.
A cultura foi mantida em estufa de demanda de oxigénio (BOD) a 25°C até que o0s
parasitas alcancassem o final da fase logaritmica. Apés crescimento as leishmanias foram
centrifugadas a 3000 rpm/4°C/10 min e lavadas trés vezes com solucéo salina tamponada
estéril (PBS). O pellet formado foi submetido a dez ciclos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento a 37°C em banho-maria (Coelho et al., 2003). Uma aliquota de
200ul do antigeno preparado foi utilizado para dosagem de proteina pelo método de
Lowry (Lowry e Cols., 1951). O produto final foi separado em aliquotas de 5 mg/ml e

armazenados -70°C para posterior utilizag&o.
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4.3 Imunizacéao intranasal

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais e imunizados por instilagao
intranasal com auxilio de uma pipeta automatica de 50 pl, regulada para dosagem de 20
pl. A imunizacdo ocorreu em duas doses com intervalo de 7 dias entre elas. Os animais
gue seriam utilizados no experimento de imunogenicidade foram eutanasiados 14 dias
apos a 22 dose. Os que seriam utilizados no experimento de imunidade protetora foram
eutanasiados duas semanas apés o desafio com L. (L.) chagasi, correspondendo ao pico

de maior carga parasitaria no figado e no baco dos camundongos.

Tabela 1. Grupos de camundongos e doses das imunizagdes

Grupos Doses 20uL
Gl PBS
G2 20ug LaAg
G3 10ug PAM
G4 20ug LaAg + 10ug PAM

4.4 Infeccao

Para a infeccdo foram utilizados parasitas de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
(MHOM/BR/74/PP75), cultivados em meio Grace’s suplementado conforme descrito
anteriormente. Ao alcancarem o final da fase logaritmica, aproximadamente 4 dias, a
cultura foi centrifugada a 3000 rpm/4°C/10 min e lavada trés vezes com PBS. O
sedimento foi ressuspendido em PBS e a concentragdo ajustada para 10’ parasitas/
camundongo. Os parasitas foram ressuspendidos em 200 uL de PBS injetados através da

veia caudal com uma seringa de 1ml.

4.5 Dosagem de transaminases (ALT e AST) e Creatinina

A dosagem de transaminases e creatinina foi determinada por ensaio colorimétrico com o

kit comercial Doles®, utilizando o soro de animais vacinados. De forma resumida, foi
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preparada uma curva de calibracdo contendo diluicdes seriadas das substancias padréo,
iniciando nas concentragdes de (ALT e AST 1000u/mL) e Creatinina (0,05 pg/mL). Na
dosagem das transaminases foram utilizadas placas de 96 pocos, sendo que, cada poco
de reacéo recebeu 80 pL do substrato, 40 pL da amostra, do padrao ou do branco e 80 pl
do reagente de cor, repousando a placa por 20 min a temperatura ambiente. Acrescentou-
se a cada tubo 100 pl de NaOH 1,2M, e homogeneizou-se novamente, permanecendo em
repouso por 2 min até a realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a 505nm (Varioskan
Flash - Thermo®). Na dosagem da creatinina foi preparado o reagente de trabalho e cada
poco recebeu 240 pL do reagente de trabalho e 60 pL da amostra, do padrdo ou do
branco. Ap6s homogeneizacéo, a placa foi colocada em repouso por 2 min a temperatura

ambiente e a leitura feita no espectrofotometro a 490 nm.

4.6 Teste de hipersensibilidade tardia

Para avaliacao da hipersensibilidade cutanea foram injetados 20 pug de LaAg na regido do
coxim plantar da pata direita de cada camundongo, 1 dia ap0s a infeccdo. A resposta
celular foi acompanhada durante 72 horas através da medicdo da espessura da pata, com
auxilio de um relégio medidor de precisdao. A medida foi expressa em média com erro
padrdo, onde os valores foram obtidos da seguinte maneira. A pata do animal foi medida
antes da inoculacéo e este valor foi definido como o tempo 0. O LaAg foi inoculado e o
inchaco foi avaliado nos tempos 18, 24, 48 e 72 horas. A foi obtido através do calculo da
diferenca entre o tempo “n” e o tempo 0, antes da inoculagéo (A = espessura no tempo n

— espessura no tempo 0 do desafio).

4.7 Obtencéao de células do baco

O baco dos camundongos eutanasiados foram removidos totalmente e macerados em
PBS para obtencédo de células. Este macerado foi centrifugado a 1500 rpm/4°C/10 min e
seu sobrenadante foi utilizado para dosagens de NO e citocinas, sendo descartado em
seguida. Os esplendcitos foram ressuspensos com 4 mL de solugcéo de lise de hemacias
por 5 min e lavados com de 10 ml de PBS, esta suspensao foi centrifugada a 1500
rpm/4°C/10 min. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio
DMEM suplementado com 2,5% de HEPES (Sigma®, USA), 1% de L-Glutamina (Sigma®,
USA), 0,1% de 2-mercaptoetanol (Sigma®, USA), 0,5% Penicilina/Estreptomicina
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(Sigma®, USA) e 10 % de Soro Fetal Bovino. Os leucdcitos obtidos do baco foram
contados em uma camara de Neubauer e a concentracédo ajustada para 5x10°/ mL. Em
seguida as células foram estimuladas, ou ndo, com LaAg (20 pg/ml), e utilizadas
posteriormente na realizacdo dos experimentos, sendo mantidas em estufa a 37°C/5% de
CO2.

4.8 Obtencao de células do figado

O figado dos camundongos eutanasiados foi removido, pesado e processado para
obtencdo de células. O macerado foi centrifugado a 1500 rpm/4°C/10 min e seu
sobrenadante foi utilizado para dosagens de NO e citocinas, sendo descartado em
seguida. A suspensdo celular foi utilizada para a quantificacdo de parasitos, conforme

descrito acima.

4.9 Avaliacdo da meméria imunolégica por citometria de fluxo

Os leucécitos estimulados, ou ndo com LaAg foram ressuspendidos e transferidos para
placa de 96 pocos com fundo U, onde foram centrifugado a 1300 rpm/4°C/3 min. O
sobrenadante foi descartado e as células marcadas em dois experimentos diferentes, uma
marcacao para CD4 (FITC), CD44 (PE) e CD62L (APC) (eBioscience®) e outra para CD8
(FITC), CD44 (PE) e CD62L (APC) (eBioscience®). A marcacao foi feita através da adi¢ao
de 25 uL de FACs Buffer contendo os anticorpos, na proporcao de 1:100, incubando a
reacdo a temperatura ambiente por 20 min no escuro. ApGs o tempo de incubacdo as
células foram lavadas pela adicdo de 150 pL de FACS Buffer e a suspenséao foi
centrifugada a 1300 rpm/4°C/3 min. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas novamente em 300 puL de FACS Buffer. A leitura foi realizada no
citometro de fluxo (Attune® NXT Acoustic Focusing Cytometer) onde foram adquiridas
50.000 células, utilizando o programa Attune™ NxT Software. A analise foi feita no FlowJo
(TreeeStar, Ashland, OR, USA).
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4.10 Dosagem de NO

A producdo de oxido nitrico (NO) foi figado, e no sobrenadante da cultura dos
esplendcitos estimulados ou ndo com LaAg. Para analisada pelo método de Griess
(1879), onde foram determinadas as concentragbes de NO nos sobrenadantes do
macerado do bagco e do esta analise 50 yL dos sobrenadantes foram plaqueados em
duplicatas em placas de 96 pocos. Em seguida, as amostras foram incubadas com igual
volume de reagente de Griess, composto de 2,5% de acido orto-fosférico (H3PO4), 1% de
sulfanilamida (Sigma-Aldrich) e 0,1% de a-Natftiletilenoaminohidrocloro (Sigma-Aldrich). A
reacdo foi lida apds 10 minutos no leitor de placas utilizando o comprimento de onda de
540 nm (SpectraMax, Molecular Devices). Para determinar a dosagem de NO formado foi

utilizado uma curva padrao com nitrato de sddio iniciada com a concentragao de 50 uM.

4.11 Dosagem de citocinas

As células extraidas do baco dos camundongos, cultivadas por 48 horas, foram
centrifugadas a 1000 rpm/4°C/5 min e o sobrenadante retirado para dosagem de
citocinas. As concentracdes de IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a foram definidas através da
utilizacdo de ensaios imunoenzimaticos de captura (ELISA), onde foram utilizados pares
de anticorpos monoclonais de captura e de revelacao biotinilados da eBioscience®,
seguindo a recomendacédo do fabricante. Resumindo o processo, placas de absorcao
(Costar®) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura (18 horas/25°C). Em seguida
as placas foram lavadas com PBS/Tween 20 (0,05%) e as amostras foram adicionadas a
elas e incubadas por 2 horas/25°C. As placas foram lavadas novamente e incubadas com
0 anticorpo biotinilado por 1 hora/25°C. As placas foram lavadas novamente, e cada poco
recebeu a adicdo de estreptoavidina marcada com peroxidase (eBioscience®) por 30
min/25°C. A reacéo foi revelada com a adicdo de solucao tampéo citrato de fosfato com
5% de ABTS e 0,005% de peroxido de hidrogénio (H202) 30vol. Apds o aparecimento da
cor desejada a reacao foi interrompida com dodecil sulfato de sédil (Gibco®) 1% e lida no
comprimento de onda de 405 nm (Varioskan Flash - Thermo®).
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4.12 Determinacdo da carga parasitaria

A carga parasitaria dos animais infectados por L. infantum chagasi foi avaliada através da
técnica de diluicdo limitante (BUFFET et al., 1995). Para isto, 200 yL da suspensao de
células do baco e do figado dos animais obtidas apdés o maceramento dos 6rgaos, foram
transferidos em duplicatas para o primeiro po¢o de uma placa de fundo cbnico de 96
pocos (BRANDplates®). Os demais pogos foram preenchidos com 150 yL de Grace’s,

realizando a diluicdo em seguida na razao de 1:4.

As placas foram incubadas em estufa BOD por dez dias em estufa a 24°C. Ao final, cada
placa foi levada ao microscoépio invertido (Nikon Eclipse TS100) e observou-se o ultimo
poco em gue houve o crescimento das formas promastigotas. Foram calculados o nimero
de parasitas por 6rgao, tomando como referéncia a ultima diluicdo em que se verificou o

crescimento das leishmanias.

4.13 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versao
6.0, levando em consideracdo a natureza das variaveis estudadas. Para comparacao dos
dados foi utilizado o teste de two-way ANOVA (post hoc teste de Bonferroni). Os
experimentos foram considerados estatisticamente significantes para o nivel de

significancia (p< 0,05).
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5. Resultados

5.1 Hepato e nefrotoxicidade da vacina LaAg livre ou associada ao PAM3CSK4 in

Vivo
Tendo em vista a necessidade de avaliarmos a biocompatibilidade da administracao
intranasal do adjuvante PAM3CSK4, camundongos foram vacinados, conforme o
protocolo anteriormente descrito, eutanasiados 24 horas ap0s o booster da vacina e o
soro dos animais coletado para a avaliacdo das concentracbes das transaminases,
alanina aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e
creatinina. Para fins comparativos, um grupo de animais recebeu tetracloreto de carbono

(CCla4) por via intraperitoneal e foi considerado o controle positivo do experimento.
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Figura 1. Avaliacdo da biocompatibilidade da vacina LaAg associada ou ndo ao adjuvante
PAM3CSK4. Dosagem de transaminases AST (A), ALT (B) e creatinina (C) do soro de camundongos
vacinados e eutanasiados 24 horas apds a segunda dose da imunizacdo. O controle positivo recebeu
tetracloreto de carbono (CCls) por via intraperitoneal 24 horas antes da eutanasia. **** p < 0,0001 em
relagdo a CCla.

Conforme observado na figura 1, ndo foram constatados aumentos nos niveis de ALT,
AST e creatinina entre os grupos avaliados. Todos os valores encontrados se mantiveram

significantemente abaixo dos niveis toxicos observados no controle positivo.
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5.2 Imunogenicidade da vacina LaAg livre ou associada ao adjuvante PAM.

Apos verificarmos a biosseguranca da associacao da formulacdo LaAg/PAM, iniciamos 0s

experimentos afim de avaliarmos a imunogenicidade e a protecao.

Para a avaliacdo da imunogenicidade, os diferentes grupos foram vacinados e 7 dias ap0s
o booster, foram determinadas as respostas cutaneas de hipersensibilidade tardia contra

o desafio antigénico cutaneo.

Tanto animais vacinados com LaAg ou a associacdo de LaAg/PAM, apresentaram picos
de resposta em 24 horas significativamente maiores quando comparados aos demais
grupos. Sendo que a reposta mais duradoura, permaneceu por até 48h apds o desafio
antigénico (LaAg + PAM). De forma diferente, os animais vacinados com PAM
apresentaram picos de resposta em 18 horas, decaindo apos este periodo, se

aproximando aos valores do controle negativo (Figura 2).



48

DTH

- PBS
0.5+ - PAM
= LaAg
0.4 - |LaAg + PAM
]
@
o
[1]
s E
1]
5 E
m il
w
a
j= 3
w
w

Horas

DTH
0.6 1
PBS

®© PAM
©
o
o 0.4 LaAg
T~ LaAg + PAM
© £
s E
o=
2 0.2 1
o
(2]
L

0.0+

Horas

Figura 2: Efeito da vacinacdo intranasal na hipersensibilidade cutdnea. Camundongos imunizados
foram injetados na pata traseira direita com 20 ug de LaAg, 7 dias ap6s o booster. A espessura do edema
foi acompanhada por 72 horas através da medicdo da pata desafiada e expressa como média do A obtido +
DP. (A= Espessura do dia avaliado — Espessura natural da pata). * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p<
0,0001.
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Em continuidade ao experimento de imunogenicidade, avaliamos a producdo especifica
de citocinas por esplendcitos obtidos dos diferentes grupos e reestimulados in vitro por 48

horas com LaAg.
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Figura 3: Efeito da vacinacé&o intranasal na producéo de IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a. Sobrenadante da
cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados com LaAg livre ou associado com PAM. Os
animais foram eutanasiados 7 dias ap6s o reforco da vacina e o0s esplendcitos retirados foram
reestimulados in vitro com 50 ug/mL de LaAg. A dosagem foi feita por ELISA sanduiche 48 horas apés a
adicdo do LaAg. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.

Esplendcitos de animais vacinados com LaAg livre ou associado a PAM apresentaram

significativa producdo de IFN-y, TNF-a e IL-4 quando comparado aos grupos PBS ou
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PAM (Figura 3A, 3B e 3D). Nao foi observado nenhuma diferenca na producédo de IL-10

pelos esplendcitos dos diferentes grupos (Figura 3C).

5.3 Imunidade protetora da vacina LaAg livre ou associada ao adjuvante
PAM3CSK4
Apoés avaliarmos o potencial imunogénico de LaAg livre ou associado a PAM, nos
propusemos a verificar a capacidade protetora da vacina frente ao desafio com L.

infantum chagasi.

Desta forma, animais foram imunizados de acordo com o protocolo anterior e infectados
com 107 promastigotas de L. infantum chagasi, 7 dias apés o booster e eutanasiados 14
dias apods o desafio. Apds a realizacdo dos protocolos, iniciamos a analise ex vivo das

populacées de linfocitos TCD4+ e TCD8+ totais e de memdéria no baco.
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Figura 4: Efeito da vacinacdo na populacdo de células T no baco. Analise da populagéo de linfécitos T
em células obtidas do baco de camundongos imunizados de acordo com o protocolo anteriormente citado,
desafiados com L. infantum chagasi. Células imediatamente obtidas do macerado do baco, foram incubadas

com anticorpos anti CD4 (FITC), CD8 (FITC), CD44 (PE) e CD62L (APC) e a fluorescéncia analisada por
FACS. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.

Células analisadas ex vivo, demonstraram que a associacdo de LaAg/PAM néo alterou a

frequéncia de células TCD4+ e TCD8+ totais e de populacdes de memdria no bago
(Figura 4).
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Apbés a andlise das populacdes de linfocitos nos esplendcitos dos camundongos
vacinados e desafiados com L. infantum chagasi, determinamos a carga parasitaria no

baco e figado.

Desta forma, utilizando método de diluicdo limitante (LDA), foi observado que a
associacdo de LaAg e PAM foi capaz de promover a reducdo no parasitismo do figado
dos animais quando comparados ao grupo controle ou ao grupo que somente recebeu 0
adjuvante PAM. Nao houve significancia estatistica entre os grupos LaAg / LaAg/PAM
(Figura 5A). De forma diferente, ndo foi verificado nenhuma diferenca estatistica entre os
grupos experimentais avaliados quanto a diminui¢cao do parasitismo esplénico (Figura 5B).
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Figura 5: Avaliagdo do parasitismo de camundongos BALB/c desafiados com L. infantum chagasi
apés imunizacédo. Avaliacdo da carga parasitaria no baco e figado de animais imunizados por via intranasal
com a associacdo de LaAg/PAM e desafiados com 107 promastigotas de L. infantum chagasi pela veia
caudal, 7 dias ap6s o reforco da vacina. Os animais foram eutanasiados 14 dias apds o desafio e avaliacdo
foi feita através do método de diluicao limitante (LDA). * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.
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Visto que os animais vacinados com LaAg/PAM apresentaram diminuicdo no parasitismo
hepatico, nos propusemos a avaliar 0s possiveis mecanismo relacionados a esta
observacédo. Desta forma, foi determinada a producao de citocinas nos sobrenadantes dos
orgaos infectados, no dia da eutanasia. Os animais vacinados com LaAg/PAM
apresentaram aumento significativo da producdo de IFN-y, bem como diminuicdo da
producédo de IL-4 no baco, quando comparada ao demais grupos (Figura 6A e 6C). Nao
foram observadas alteracdes no perfil de IL-10 do bacgo dos grupos avaliados (Figura 6D).
N&do foi observado diferenca nas concentracdes de IFN-y e IL-10 encontradas nos
sobrenadantes hepéticos entre os grupos avaliados (6B e 6E), bem como ndo foi

detectado a producéo de IL-4 nos hepatdcitos dos grupos avaliados.
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Figura 6: Producdo local de citocinas apds o desafio. Andlise da produgdo de IFN-y, IL-4 e IL10 no
sobrenadante de macerado do baco e figado, retirados de animais imunizados e desafiados com L.
infantum chagasi. A produgéo de citocinas foi determinada por ELISA sanduiche. * p< 0,05, ** p< 0,01, ***
p< 0,001, **** p< 0,0001.
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Além da producéo de citocinas, avaliamos as quantidades de 6xido nitrico (NO) produzido
nesses 0Orgdos, visto a grande importdncia desse composto para 0S mecanismos
microbicida. A associacdo de LaAg e PAM demonstrou aumentar significativamente a
guantidade de NO nos hepatécitos quando comparado aos outros grupos (Figura 7A).
N&o foram encontradas diferencas significativas no sobrenadante dos esplendcitos dos
grupos analisados no (Figura 7B).
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Figura 7: Producéo local de NO ap0s o desafio. Andlise da producéo local de NO no sobrenadante de
macerado do baco e figado, retirados de animais imunizados e desafiados com L. infantum chagasi. A
producdo de NO foi analisada através do método de Griess. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p<

0,0001.
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6. Discussao

A leishmaniose visceral € a forma mais grave dentre todas as manifestacdes causadas
pelos parasitas do género Leishmania. Esta doenca debilitante pode levar o infectado ao
estado de imunossupresséo sistémica, resultando em um elevado risco de morte e um
grande impacto na saude publica, sendo agravada pela negligéncia das autoridades

responsaveis e pela inexisténcias de novas terapias e métodos profilaticos.

Atualmente, a Unica maneira de controle e tratamento € através do uso de medicamentos
e do controle do inseto vetor. No entanto, o nimero de drogas disponiveis é limitado e as
mesmas sdo de alto custo, ineficazes e toxicas, podendo levar ao desenvolvimento de
cepas resistentes (Srivastava et al.,, 2016). Os métodos de controle do vetor, ja

demonstraram ser ineficientes, agravando ainda mais a situacdo (Gonzalez et al.).

Até o presente momento, diversas formulacdes de vacinas sdo desenvolvidas e testadas,
porém os resultados obtidos por estes novos candidatos ainda sao insatisfatorios,
tornando urgente o desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo (De Luca e
Macedo, 2016). Dentre os atuais candidatos vacinais, destacamos o uso do LaAg, por
demonstrar sua eficacia no desenvolvimento de protecdo quando administrado por via de
mucosa. Entre estes resultados, podemos citar trabalhos, anteriormente desenvolvidos
por nosso grupo, que demonstraram que a administracao tanto por via oral (Pinto et al.,
2003) quanto por via intranasal (Pinto et al., 2004), foi capaz de desenvolver protecdo em
modelos experimentais de L. amazonenses. Nosso grupo também demonstrou que a
associacado de LaAg ao adjuvante CAF, frente ao desafio com L. infantum chagasi gerou
protecdo em modelos murinos de leishmaniose visceral (Leal et al., 2015), sendo que sua
utilizacdo na obtencdo de protecdo em hamsters frente ao desafio com L. (Viannia)

braziliensis também demonstrou ser eficiente (Da Silva-Couto et al., 2015).

No presente trabalho, objetivamos estudar os resultados da associacdo da vacina
administrada por via intranasal composta pelo antigeno total bruto de L. amazonensis
(LaAg) na forma livre ou associado ao adjuvante Pam3CSK4 contra a infec¢do murina por

L. infantum chagasi.

Nosso estudo foi iniciado através da avaliagdo da hepato e nefrotoxicidade e da
imunogenicidade gerada ap0s as imunizagfes. Para avaliarmos a seguranca da vacina
livre ou associada ao adjuvante PAM, comparamos oS niveis séricos de ALT, AST e

creatinina. Essas aminotransferases ALT e AST sdo amplamente encontradas em muitos
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tecidos do corpo e sua liberacdo na corrente sanguinea ocorre devido a leséo dos tecidos,
desta forma, os valores de ALT e AST sao corrigueiramente utilizados no monitoramento
de lesbes cardiacas e hepaticas (Ennulat et al., 2010). J& os niveis de creatinina, estdo
relacionados a lesdes renais, isto ocorre pois, a creatinina liberada na metabolizacdo de
tecidos musculares é eliminacdo através da filtragdo glomerular, dessa forma, seu
acumulo esta relacionado a lesdes renais (Adler, 2010). Para validar o teste utilizamos um
marcador de toxicidade, dessa forma, um grupo de camundongos recebeu tetracloreto de
carbono (CCl4) e apresentou aumento dos trés parametros bioquimicos, haja visto o
efeito toxico deste composto, conforme relatam Lee et al. (2007). Em nosso modelo
experimental, os animais vacinados com as formulacdes livres ou associadas né&o
apresentaram nenhuma alteracdo nos parametros séricos de ALT, AST e creatinina.
Estes dados corroboram com os achados de Leal e colaboradores (2015), que
demonstraram a seguranca da formulagdo utilizando o LaAg na forma livre ou em

associagcado com o adjuvante CAF.

Howard et al. (1984) afirmou que o sucesso em vacinas humanas e em modelos animais
é frequentemente associado a resposta de hipersensibilidade cutanea tardia (DTH) em
resposta a antigenos do parasito, bem como pela capacidade de proliferarem
especificamente ao desafio antigénico. Em nossos experimentos, camundongos
vacinados com LaAg livre ou associado ao adjuvante, demonstraram respostas DTH mais
intensas que os demais grupos. Da mesma forma, a associacdo de LaAg/PAM foi capaz
de prolongar a resposta classica de DTH com pico em 48h, o que reafirma o potencial
papel imunogénico da formulacdo. De forma adicional, o desenvolvimento da imunidade
protetora em doencas parasitarias esta diretamente relacionada a resposta celulares T
com grande producdo de citocinas e respostas do tipo Thl (Darrah et al., 2007). Estudos
recentes demonstram que linfécitos T estimulados com antigenos de Leishmania,
demonstram sua multifuncionalidade em produzir diferentes citocinas relacionadas a
protecdo como IFN-y, TNF-a e IL-2 como um forte indicativo de imunidade protetora
(Mougneau et al., 2011; Gannavaram, Bhattacharya, Dey, et al., 2016). Nosso estudo
demonstrou que a imunizagdo com LaAg livre ou associado ao adjuvante PAM foi capaz

de induzir a producao de niveis altos de IFN-y, TNF-a e IL-4.

Os resultados do teste de hipersensibilidade tardio associado aos da producédo de
citocinas fornecem um indicativo importante da resposta celular T antigeno-especifica e

do possivel sucesso da vacina. Para isso, analisamos o efeito protetor das diferentes



61

formulag@es, identificando a porcentagem de células TCD4* e TCD8" totais, assim como a
subpopulacdo de memodria (TCD4*/CD44*/CD62L*), tentando determinar o0
estabelecimento, ou ndo, da memodria imunolégica. Embora ndo tenhamos verificado
nenhuma alteragdo no perfil de células T totais e memoria, Chang et al. (2014) e Sallusto
e colaboradores (2010), afirmam que a memoria imunologica é extremamente importante

no desenvolvimento da protecéo e no sucesso de uma vacina.

Para dar continuidade a analise do efeito protetor, analisamos a carga parasitaria no baco
e no figado dos camundongos vacinados e desafiados com L. infantum chagasi. Em
estudos anteriores do nosso grupo, Leal et al. (2015), definiu o pico parasitario desta cepa
do protozoéario, através de um estudo cinético de infec¢cdo. Dessa forma, condicionamos a
eutanasia dos animais para duas semana apés o desafio com L. infantum chagasi, onde
era possivel observar o maior pico de infec¢do. A vacinacdo com LaAg livre ou associado
ao adjuvante foi capaz de reduzir a carga parasitaria no figado dos camundongos, mas
nao no baco. A diminuicdo do parasitismo no figado foi também observado apo6s a
administracdo intranasal de LaAg associado ao adjuvante CAF (Leal et al., 2015), ou
mesmo em outras formula¢gdes com a mesma vacina contra a leishmaniose cutanea (Da
Silva-Couto et al., 2015). Este resultado se torna significativo pois, a Leishmania possui
uma alta afinidade por células do sistema mononuclear fagocitario, o0 que acaba tornando
o figado extremamente parasitado. Devido a isto a carga parasitaria do figado, acaba se
tornando, indiretamente, um marcador de eficicia de protecdo (Lima et al., 1997). Wilson
e colaboradores (1996) afirma que, a formacdo de granulomas no baco e no figado,
podem alterar a liberacdo de fatores de supresséo, alterando também a resposta imune T
especifica. J& foi observado que, o aumento destes granulomas e sua presenca em
sobrenadantes de culturas, resultaram no aumento da carga parasitaria no baco. Dessa
forma, ha necessidade de um estudo histolégico ou de um cultivo de células imunizadas

para excluir esta alternativa e confirmar os resultados.

Afim de correlacionar um possivel mecanismo protetor, determinamos a producao de
citocinas nos sobrenadantes dos 6rgéo infectados. Nossos resultados demonstraram que
a imunizagao com LaAg/PAM levou ao aumento significativo na producdo de IFN-y e a
diminuicdo drastica dos niveis de IL-4 no baco, porém, ndo foram encontradas mudancas
significativas nas concentracfes de citocinas nos sobrenadantes do figado. O perfil de
citocinas encontrado no baco € compativel com respostas do tipo Thl amplamente
correlacionado a eliminagcdo do parasito (Mougneau et al.,, 2011; Gannavaram,
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Bhattacharya, Ismail, et al., 2016). Estudos demonstram que para o desenvolvimento de
uma resposta eficaz contra o parasito, necessitamos de uma forte resposta do tipo Thl
(Alexander et al., 1999), desta forma, as concentracdes de citocinas encontradas
deveriam contribuir para a ativacdo de macrofagos e para eliminacdo do protozoario. De
forma semelhante a isto, Leal e colaboradores (2015) demonstraram que, 0 aumento da
producdo de IFN esté diretamente relacionado com a diminuicdo da carga parasitaria no

baco e figado, justificando nossos achados.

Visto que os niveis de citocinas encontrados nos sobrenadantes do bacgo e do figado dos
animais vacinados nao justificava a diminuicdo ou 0 aumento na carga parasitaria,
buscamos outro marcador para tentar explicar esta alteracdo. A producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de intermediarios reativos de oxigénio (iNO), € um das
taticas mais comuns para eliminacdo de patdgenos intracelulares. Isto ocorre pois, 0
fagossomo, contendo o parasita ativa a NADPH oxidase o que leva a producdo de ROS e
a exploséo respiratoria. Neste processo ocorre a producdo secundaria de 6xido nitrico
(NO) e a dosagem deste metabolito tem demonstrado ser um Otimo parametro de
ativacdo de macrofagos (Lima-Junior et al., 2013). Nossos resultados demonstram que, a
associacdo de LaAg/PAM foi capaz de induzir altos niveis de NO no figado quando
comparado aos outros grupos, enquanto manteve os niveis de NO préximos ao grupo
controle no baco. Esses dados suportam os resultados da carga parasitaria e podem
explicar em parte a diminuicdo do parasitismo no figado, mas ndo no baco. Leal e
colaboradores (2015) e outros trabalhos (Murray, 1982; Liew, Millott, et al., 1990),
demonstraram que altos niveis de NO estéo relacionados a diminuicdo do parasitismo e

ao desenvolvimento de uma resposta protetora.
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CONCLUSAO
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7. Conclusao

Baseados em nossos resultados, concluimos que a administracdo nasal de LaAg
associada a Pam3CSK4 nado apresentou toxidez sistémica e demonstrou ser um
importante candidato vacinal indutor de imunogenicidade em camundongos. Além disto, a
vacina LaAg/PAM foi capaz de induzir respostas parcialmente protetoras, que foram
importantes para a diminuicdo do parasitismo no figado de camundongos BALB/c

infectados com L. chagasi.
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