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Resumo

RESUMO

A leishmaniose viscera americana no Brasil € uma zooantroponose inicialmente
restrita a areas rurais e peri-urbanas. Com a emergéncia de novos focos em éreas urbanas,
essa doenca passou a ter influéncias significativas na salde publica, e a vacinagdo € um
importante mecanismo de protecdo. Varios protocolos de vacinagdo vém sendo testados
para as diferentes formas de leishmaniose, e 0 uso de vacinas de DNA é uma alternativa
interessante devido a sua capacidade de inducdo de imunidade celular prolongada. Além
disso, essas vacinas estimulam respostas humorais, auxiliares e citotoxicas, sendo as duas
tltimas muito importantes para a indugdo de uma resposta protetora em modelos murinos
de leishmaniose visceral.

A LACK (homdloga de Leishmania de receptores de proteina quinase C ativada) €
uma proteina de 36 kDa atamente conservada entre as diferentes espécies e formas
evolutivas de Leishmania, e induz protecdo contra infeccdo cutanea por L. major por
intermédio do redirecionamento da resposta patogénica (Th2) para a protetora (Thl),
guando administrada como a versdo reduzida de 24 kDa. Sua eficacia como antigeno em
vacinagles contra L. chagasi ainda ndo foi avaliada. NOs testamos, ent&o, uma vacina de
DNA que codifica o gen p36(LACK) (DNA p36(LACK)), administrada pela via
intramuscular ou subcuténea, objetivando avaliar seu potencial imunogénico e protetor e
sua capacidade de indugdo de resposta imune prolongada contra L. chagasi. Nossos
resultados demonstraram que a vacinagdo com DNA p36(LACK) pela via intramuscular
induz uma resposta do tipo 1 (producéo de IFN-y, mas ndo de IL-4) quando esplendcitos de
camundongos vacinados, mas ndo desafiados, so estimulados com antigenos de L. chagas
(50, 100 ou 150 ug/mL de antigeno solivel ou 50 ug/mL de antigeno particulado) ou
proteina p36(LACK) recombinante (5 ug/mL). N&o houve producéo de TNF ou de 6xido
nitrico por esses esplendcitos. O mesmo ndo foi observado quando se utilizou a via
subcutanea de imunizac&o, onde n&o se detectou producédo de nenhuma das citocinas ou de
Oxido nitrico pelos esplendcitos submetidos aos mesmos estimulos. A producéo

significativa de IFN-y por esplendcitos estimulados de camundongos vacinados pela via

VI



Resumo

intramuscular e submetidos a desafio endovenoso com promastigotas de L. chagasi 4 ou 12
semanas apés a dose de refor¢co demonstrou a capacidade da vacina de garantir resposta
imune prolongada. Entretanto, ndo houve diminuicdo de carga parasité&ria hepética ou
esplénica de camundongos vacinados em relagdo aos controles, demonstrando que a
resposta imune induzida pela vacina foi insuficiente para proteger esses camundongos
contra o desafio sistémico, considerando-se quaisquer das vias de vacinagao utilizadas.

Portanto, a vacina de DNA p36(LACK) administrada pela via intramuscular se
mostrou imunogénica e capaz de induzir resposta imune do tipo 1 prolongada, mas néo foi
capaz de induzir protecéo contra desafio sistémico por L. chagasi.
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Abstract

ABSTRACT

American visceral leishmaniasis in Brazil is a zooanthroponosis formerly restricted
to rura and peri-urban areas. With the emergence of new foci in urban areas, this disease
has assumed an important role in public health, and vaccination is an important mechanism
of protection. Several vaccination protocols have been tested for the different forms of
leishmaniasis, and the use of DNA vaccines is an interesting approach due to its capability
to induce a long-term cellular immunity. Furthermore, these vaccines stimulate humoral,
helper and cytotoxic responses, the last two being very important to induce a protective
response in murine models of visceral leishmaniasis.

LACK (Leishmania homologue of receptors for activated C kinase) is a 36 kDa
protein highly conserved between different life cycle stages and species of Leishmania, and
it was previously shown to protect against cutaneous infection by L. major, by redirecting
pathogenic Th2 to protective Thl response when administered as a 24 kDa truncated
version. Its efficacy as antigen in vaccination against L. chagasi has not been established.
Thus, we tested a DNA vaccine that encodes the p36(LACK) gene (p36 (LACK) DNA),
administered by intramuscular or subcutaneous route, to evaluate its immunogenicity and
induction of protection and long-term immune response against L. chagasi. Our results
demonstrated that vaccination with p36(LACK) DNA by intramuscular route induces a
type 1 response (IFN-y, but not IL-4, production) when spleen cells of vaccinated, but
unchallenged, mice were stimulated with L. chagasi antigens (50, 100 or 150 ug/mL of
soluble antigen or 50 ug/mL of freeze-thawed antigen) or recombinant p36(LACK) protein
(5 wg/mL). No TNF or nitric oxide was produced by these spleen cells. This wasn’t
observed when subcutaneous immunization route was tested, where no cytokine or nitric
oxide production by spleen cells submitted to the same stimuli was detected. The
significant IFN-y production by stimulated spleen cells of intramuscularly vaccinated mice
that were submitted to endovenous challenge with L. chagasi promastigotes 4 or 12 weeks
after booster demonstrated the vaccine capability to warrant long-term immune response.

However, the parasite load in liver or spleen of vaccinated compared to non-vaccinated
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Abstract

mice did not decrease, giving evidences of vaccine incapability to protect these mice
against systemic challenge, by using either intramuscular or subcutaneous vaccination
routes.

Thus, intramuscular vaccination with p36(LACK) DNA was immunogenic and
capable to induce long-term type 1 immune response, but it was not capable to warrant

protection against systemic L. chagasi challenge.
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1. INTRODUCAO

L eishmanioses: definicéo e taxonomia

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios do género
Leishmania, que agrupa espécies de parasitos unicelulares, digenéticos (heteroxenos),
encontrados nas formas flageladas promastigotas e paramastigotas no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e amastigota, sem flagelo livre, parasito intracelular obrigatério
do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados. Sua posicéo
taxondmica inclui a ordem Kinetoplastida, sub-ordem Trypanosomatina e familia
Trypanosomatidae (Lainson & Shaw, 1992). Por volta de 30 espécies de Leishmania que
infectam mamiferos j& estéo descritas, e estas estdo divididas, de acordo com estudos de
isoenzimas e andlise de RNA ribossdbmico (rRNA), em duas segdes. Secdo Euleishmania,
gue compreende espécies dos sub-géneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) e Secéo
Paraleishmania, que compreende vérias espécies de Leishmania cuja classificacdo ainda
esta incerta, incluindo L. herreri, L. equatoriensis, L. deanel, L. hertigi e L. colombiensis
(Cupalillo e cols., 2000). As espécies do sub-género L. (Leishmania) — encontradas no
Novo e no Velho Mundo - caracterizam-se por se desenvolverem na porcdo média e
anterior do tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, enquanto que as do sub-género L.
(Viannia) — encontradas no Novo Mundo - se desenvolvem no intestino anterior e posterior
do mesmo (Lainson & Shaw, 1987; Ryan e cols., 1987).

Epidemiologia das leishmanioses

Os principais reservatorios de Leishmania spp no mundo sdo: a preguica (Choloepus
spp e Bradypus spp), o cdo domeéstico (Canis familiaris), o hyrax (Procavia spp e
Heterohyrax brucei), ratos (Ototylomys phyllotis, Neotoma micropus e Psammomys obesus,
Proechimys spp), o gerbil ou “esquilo da Mongdlia” (Rhombomys opimus) e a paca
(Cuniculus paca), dentre outros (Ashford, 1996). Os canideos sd0 0S reservatorios mais
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comumente descritos para as espécies viscerotropicas na regido Mediterranea, Asia, norte
da Africa e América do Sul. Dois tipos bésicos de ciclos epidemiol 6gicos sio observados,
dependendo da presenca ou auséncia de reservatérios. zoonose ou antroponose. A
Leishmaniose Visceral Antropondtica (LVA) humana associa-se usualmente a L. donovani
no Velho Mundo (Mauricio e cals., 1999) e a Leishmaniose Visceral Zoonética (LVZ), na
qual 0os cdes sd0 reservatorios, estd associada a L. infantum na Asia e em paises
mediterrdneos e a L. chagasi no Novo Mundo (Mauricio e cols., 1999; Mauricio e cols.,
2000).

As Leishmanioses prevalecem em quatro continentes (América, Africa, Europa e
Asia) e s consideradas endémicas em 88 paises, 72 dos quais sd0 paises em
desenvolvimento. Verificase que 90% de todos os casos de Leishmaniose Cuténea
ocorrem no Afeganistdo, Brasil, 1rd, Peru, Ardbia Saudita e Siria, 90% dos casos mundiais
de Leishmaniose Mucocuténea ocorrem no Brasil, Peru e Bolivia e a mesma porcentagem
de casos de Leishmaniose Visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e SudZo
(WHO, 2001). No Brasil, aLVZ surge pelaintroducdo do agente etiol6gico (L. chagasi) no
ciclo doméstico quando raposas (Dusycion vetulus) infectadas invadem o peri-domicilio
para se aimentarem das criagdes e sd0 picadas por insetos transmissores (Lutzomyia
longipalpis) peri-domiciliares, que passam a Ser potenciais transmissores para caes e
homens (Deane & Deane, 1962; Lainson e cols., 1969). No estado de Minas Gerais, a
ocorréncia crescente de transmissdo de Leishmaniose na Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (RMBH) (Oliveira e cols., 2001), onde a populagéo rura € inexpressiva, leva a
caracterizacdo dessa patologia como doenca urbana. Entre 1994 e 1999, dos 36 municipios
da RMBH, 89% apresentaram notificacbes de Leishmaniose Tegumentar Americana.
Houve também um aumento de 17% para 42% no nimero de municipios notificados para
casos de Leishmaniose Visceral nos biénios 94/95 e 98/99, respectivamente, 0 que mostra
sua rapida e extensa expansao nessa regido (Profeta da Luz e cols., 2001). Das notificacOes
relativas a ocorréncia de Leishmaniose Viscera na RMBH entre 1994 e 1999, 28,9% sdo

de criancas de 0 a 4 anos de idade e 4,9% de criangas abaixo de 1 ano de idade o que, de
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acordo com observacoes feitas em outras areas endémicas no Brasil, reflete sua ocorréncia
no peri ou intra-domicilio (Silvae cols., 2001).

As Leishmanioses - principalmente a forma visceral, por ser a mais grave - sdo
serios problemas de salde publica decorrentes de mudancgas de comportamento humano em
relacdo ao meio ambiente. A forma visceral ocorre também em outros paises da América do
Sul, como Venezuela (Aguilar e cols., 1998; Delgado e cols., 1998) e Colémbia (Travi e
cols., 1998) e em varios centros urbanos brasileiros, como Sdo LuisMA (Nascimento e
cols., 1996; Caldas e cols., 2001), TeresinaPl (Werneck e cols., 2003) e Savador-BA
(Cunha e cols.,1995). O nordeste brasileiro é a regido onde ocorre a maior parte dos casos
de Leishmaniose Viscera do pais (92%), acompanhada da regido sudeste (4%), norte (3%)
e centro oeste (1%) (Fundacdo Nacional de Salde, 2000). Esses casos notificados em sua
maioria no nordeste brasileiro e em cidades importantes do norte de Minas Gerais, como
Montes Claros (Frangca-Silva e cols., 2003), demonstram o cardter de urbanizacdo das
L eishmanioses em geral e sua associagdo com precarias condicdes econdmicas e sociais das
comunidades afetadas (Vieira& Coelho, 1998; Santos e cols., 2000).

Formas clinicas das leishmanioses

As Leishmanioses podem ser divididas em dois tipos, de acordo com os 6rgdos que
acometem: Leishmaniose Tegumentar (Leishmaniose Tegumentar Americana, no Novo
Mundo e Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo), que acomete a pele e mucosas, € a
Leishmaniose Visceral, que acomete as visceras, principalmente baco, figado e medula
Ossea. As formas clinicas encontradas em pacientes com Leishmaniose Tegumentar
Americana podem ser agrupadas em trés tipos basicos. Leishmaniose Cutanea:
caracterizada inicialmente pela formagdo de um noédulo no local da picada, devido
principalmente a migracéo de leucdcitos, o que leva a um processo de necrose tecidual
resultando na formacéo de uma Ulcera seca, que pode variar de poucos milimetros a varios
centimetros de diametro. Pode haver, também, infartamento dos linfonodos drenantes e
ocorréncia de Ulceras multiplas (Ashford, 2000). Essa forma é causada por espécies dos
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Complexos mexicana e brazliensis nas Américas Central e do Sul. No Brasil, as espécies
gue parasitam o homem sdo: L. (V.) brazliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e
L. (V.) lainsoni (Raso & Genaro, 1994); L eishmaniose M ucocutanea: caracterizada pelo
surgimento, meses ou anos apds a lesdo primaria, de lesbes destrutivas secundarias
envolvendo mucosas e cartilagens (Ashford, 2000). O agente etiol6gico €, normamente, a
L. (V.) brazliensis (Grimaldi & Tesh, 1993) e Leishmaniose Cutanea Difusa:
caracterizada pela formacéo de lesdes difusas ndo ulceradas na pele, nas quais se encontra
grande nimero de formas amastigotas. Esta estreitamente associada a pacientes anérgicos,
cuja resposta imunoldgica celular a antigenos de Leishmania esta prejudicada (Ashford,
2000). E causada por L. (L.) pifanoi, na Venezuelae L. (L.) amazonensis, no Brasil (Convit
ecols, 1972).

A Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo é causada por trés agentes distintos
pertencentes ao subgénero Leishmania: L. (L.) tropica e L. (L.) major, causadoras de
Leishmaniose Cuténea antroponética (urbana) e zoonética (rural), respectivamente
(Handman, 2001) e L.(L.) aethiopica, que causa L eishmaniose Cuténea ou Cutanea Difusa
(Convit ecals., 1972).

A Leishmaniose Visceral € umaenfermidade crénica, caracterizada pela presenca de
febre irregular e de longa duracdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia,
leucopenia, edema, debilidade progressiva e caquexia e pode, em individuos ndo tratados
adeguadamente ou com deficiéncia imunoldgica, levar ao ébito (Ashford, 2000). Ela é
também conhecida como Calazar ou Leishmaniose Visceral Americana, no Brasil. E
causada por L. (L.) chagasi, no Novo Mundo e por L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, no
Velho Mundo, todas pertencentes ao Complexo Leishmania donovani (Lainson & Shaw,
1987). Suas manifestacbes clinicas estdo relacionadas com o equilibrio entre a
multiplicacdo dos parasitos nas células do SFM, a resposta imunolégica do individuo e as
alteragdes degenerativas resultantes desse processo. O Calazar pode ser classificado, com
relacdo as formas clinicas, da seguinte maneira: Forma Assintomatica: caracterizada pela
auséncia de sintomatologia. Os testes sorol 6gicos apresentam positividade com presenca de
parasitos nos tecidos e intradermorreagdo de Montenegro positiva;, Forma Aguda:
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caracterizada por febre hepatoesplenomegalia, leucopenia, anemia com deteccdo de
parasitos em cultura ou em exame direto de aspirado de medula Gssea, normalmente com
sorologia negativa nos meses iniciais. Normalmente tende a uma rapida progressao para o
Calazar classico; Forma sub-clinica: caracterizada por exame clinico normal, sorologia
positiva, sem deteccéo de parasitos em cultura ou em exame direto de aspirado de medula
0ssea, pegquena hepatomegalia sem esplenomegalia, linfadenopatia, podendo progredir para
o Calazar, com o desenvolvimento de febre alta e positividade para exames de aspirado de
medula 6ssea (Badaré e cols., 1986b; Fundacdo Nacional de Saude, 2000), e Forma
Cléssica: caracterizada pela ocorréncia de vérios sintomas, dentre eles. febre, astenia,
fenbmenos hemorragicos, retardo de puberdade, amenorréia, queda de cabel os e alteractes
nos exames laboratoriais, tais como: pancitopenia, hiperglobulinemia e hipoabuminemia
(Badaro e cols., 19862 Fundacdo Nacional de Salde, 2000).

Ciclo biolégico da Leishmania

Os parasitos do género Leishmania se apresentam sob trés diferentes formas:
Formas amastigotas, que sdo formas ovaides ou esféricas, com um Unico nucleo esférico
ou ovoide, cinetoplasto em forma de bastdo e sem flagelo livre; Formas promastigotas,
gue sdo formas alongadas flageladas, com nucleo central e semelhante ao das formas
amastigotas e cinetoplasto ovéide posicionado na regido anterior e Formas
paramastigotas, que se apresentam ovais ou arredondadas, com flagelo livre e cinetoplasto
proximo ao nucleo ou posterior a ele. Estas formas se encontram aderidas ao epitélio do
trato digestivo do inseto vetor pelo flagelo através de hemidesmossomas.

Os insetos vetores das leishmanioses sdo flebotomineos pertencentes ao género
Phlebotomus, exemplificados pelo P. (Phlebotomus) papatasi no Velho Mundo (Ready,
2000; Rogers & Titus, 2003) e Lutzomyia, exemplificado pela Lu. longipalpis, principal
vetor de L. chagasi no Novo Mundo (Ferro, 1995; Rogers & Titus, 2003) e pela Lu.
intermedia (da Silva & Gomes, 1999).
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O ciclo bioldgico da Leishmania se inicia quando a fémea do inseto vetor pica o
animal vertebrado infectado e, durante o repasto, adquire formas amastigotas que parasitam
principalmente macrofagos presentes no sangue ingerido. Entre 15 a 221 horas apos a
picada, as formas de Leishmania j& estdo presentes no intestino médio do inseto (Lainson &
Shaw, 1988). No lumen intestinal, ocorre rompimento do macréfago, liberando as formas
amastigotas que sofrem divisdo bindria e se transformam em promastigotas, que se dividem
rapidamente, colonizando o trato digestivo médio e anterior do flebotomineo. Apds isso,
elas se transformam em paramastigotas que se aderem pelo flagelo aos epitélios do esdfago
e da faringe através de hemidesmossomas. Estas formas se transformam novamente em
promastigotas. No intestino médio do inseto ocorrem duas linhas de desenvolvimento
parasitario. numa delas ocorre a transformacdo de amastigotas peguenas e ndo
proliferativas diretamente em promastigotas muito pequenas, conhecidas como infectivas
ou metaciclicas, que sdo responsaveis, como o préprio nome ja diz, pela infectividade do
parasito. Na outra, formas amastigotas maiores e altamente vacuolizadas sofrem pelo
menos duas divisdes, dando origem a promastigotas maiores, alongadas, ndo proliferativas
e ndo infectivas (Lainson & Shaw, 1988). Durante novo repasto, as formas promastigotas
presentes no trato digestivo anterior, probéscida, faringe e esdfago sdo transmitidas pelo
flebotomineo a um hospedeiro ndo infectado. 1sso se d4, possivelmente, pela regurgitacdo
causada pelo bloqueio da vavula proventricular, gerado pelo intenso parasitismo do
intestino anterior. Estas formas sdo, entdo, fagocitadas por células do SFM, macréfagos
teciduais e granulécitos neutréfilos. A partir dai, ocorre nova transformagdo das formas
promastigotas em amastigotas no interior dos macréfagos. Essas formas sofrem vérias
divisdes binérias no interior do vacuolo fagocit&rio dos macréfagos que, densamente
parasitados, se rompem ou realizam exocitose (Rittig & Bogdan, 2000), liberando as
amastigotas que podem, assim, parasitar novos macrofagos e serem repassadas a outro

flebotomineo durante nova picada.
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Relacdo com as células do hospedeiro

As formas flageladas promastigotas se aderem aleatoriamente aos fagécitos
mononucleares dos mamiferos, que iniciam seu englobamento através da emisséo de
pseuddpodes (Rittig & Bogdan, 2000). Substancias vasodilatadoras e com efeitos
imunomodulatérios e anticoagulantes presentes na saliva dos insetos transmissores levam
ao aumento de quimiotaxia de macréfagos, que resulta no aumento da fagocitose, inibem
apresentacdo de antigeno para linfécitos T, inibem produgdo de citocinas tipo 1, reduzem
ativacéo celular causada pela acéo de Interferon gama (IFN-y) e regulam negativamente a
producdo de 6xido nitrico, que € um dos responsaveis pela morte da Leishmania (Zer e
cols., 2001). Uma dessas substancias € o Maxadilan, peptideo presente na saliva de
Lutzomyia longipalpis, que tem grande importéncia na promogao do estabelecimento da
infeccdo e pode ter importantes implicacbes no desenvolvimento de vacinas contra
leishmaniose (Castro-Sousa e cols., 2001; Rogers & Titus, 2003).

Antes da entrada nas células do hospedeiro, as formas promastigotas podem utilizar
mecanismos de defesa do organismo, como as proteinas do Sistema Complemento, para se
evadirem das respostas imunologicas. Essas formas lancam méo do poder de opsonizagéo
dessas proteinas para facilitar sua penetragdo nos fagocitos mononucleares e mondcitos
através da ligacdo com receptores de Complemento presentes na superficie dessas células.
Essa penetragdo de Leishmania opsonizada ocorre sem que haa ativagdo da explosdo
oxidativa (Handman & Bullen, 2002). No interior dos fagolisossomos dessas células, as
formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam e se disseminam,
atingindo outros monocitos do sangue periférico, sendo levadas até 6rgaos e tecidos, como
figado, baco e medula 6ssea (Dominguez e cols., 2003). Substancias glicolipidicas como o
Lipofosfoglicano (LPG) presente na superficie celular de formas promastigotas de
Leishmania tém atividade inibitoria sobre a acdo de mondcitos por bloquearem sua adesdo
endotelial e migracdo transendotelial através da alteracdo de expressdo de moléculas de
adesdo juncional e modulagdo de proteinas juncionais intercelulares e de sintese de Proteina
Quimiotética para Mondcitos (MCP-1) (Lo e cols, 1998). Além disso, LPG e a
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glicoproteina de superficie de 63 kDa (gp63) - uma metal oprotease de zinco abundante na
superficie de promastigotas - também se ligam a receptores de Complemento, facilitando a
fagocitose. A mesma funcdo exercem as moléculas de Proteofosfoglicanos (PPG) na
superficie de amastigotas (Handman & Bullen, 2002). Essa opsonizacdo de promastigotas
pode também aumentar a sobrevivéncia das amastigotas no interior dos macréfagos
(Brittingham & Mosser, 1996). O LPG também garante resisténcia das formas
promastigotas a lise pelo Complemento humano (pelo impedimento da ligacdo do
Complexo de Ataque a Membrana (MAC) a superficie celular) e & acdo de agentes
oxidantes. Fosfoglicanos liberados pelas promastigotas no meio inibem a formagdo do
fagolisossomo durante a invasdo, até que a forma promastigota se diferencie em amastigota
(Spéth e cals., 2003).

InfecgBes cronicas por L. donovani levam a uma falha na migragdo de células
dendriticas da zona marginal para aregido periarteriolar do baco, associada a uma perda de
expressdo de receptores CCR7 de quimiocinas CCL21 e CCL19 (Ato e cols., 2002).
Formas promastigotas de L. major induzem atividade quimiotética para neutréfilos e
monacitos através da inducdo de expressdo de quimiocinas, o que favorece a infeccdo
(Badolato e cols., 1996). Além disso, a Leishmania produz o Fator Quimiotatico de
Leishmania (LCF) que age sobre granulécitos neutréfilos, mas ndo em monécitos ou
células “Natural Killer” (NK), causando um influxo dessas células para o sitio de infeccéo
(van Zandbergen e cols., 2002). Leishmania major é capaz de inibir a apoptose espontanea
dos neutrdfilos, prolongando sua vida a0 mesmo tempo em que 0 parasito se protege da
acao anti-microbiana dos macrofagos durante sua estadia no interior dos granulécitos
(hipdtese do cavalo de Tréia) (Agae cals., 2002).

Na infec¢do por Leishmania, o pH do interior do vactolo parasitoforo se mantém
&cido, o meio continua rico em proteinas microbicidas e enzimas hidroliticas e o tréfego
vesicular ndo parece ser perturbado. Entretanto, ocorre inibi¢go de producéo de radicais de
oxigénio e agua oxigenada no vacuolo. H& diferencas, com significado ainda a se
estabelecer, entre os vacuol os parasitoforos formados em infecgdes por diferentes espécies
de Leishmania: L. mexicana e L. amazonensis levam a formagdo de vacliolos maiores, com
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varias amastigotas, enquanto L. major e L. donovani levam a formagdo de vacuolos
Menores Com PouCco espaco entre as amastigotas (Handman & Bullen, 2002).

Infeccdo de macréfagos por L. donovani bloqueia a transducéo de sinal resultante da
acdo do IFN-y sobre a via Janus quinase/Transdutor de Sinais e Ativador de Transcricéo
(Jak/ISTAT), o que inibe a ativagdo dessas células (Ray e cols., 2000). Além disso, a
infeccdo por L. donovani aumenta os niveis de ceramida intracelular dos macréfagos,
levando ao silenciamento de suas respostas antileishmaniais através da defosforilagdo da
Quinase Regulada por Sinais Extracelulares (ERK), 0 que esta associado com ainibi¢do da
Proteina 1 de Ativacdo (AP-1) e do Fator Nuclear kB (NF-xB). Isso resulta numa menor
producdo de 6xido nitrico, facilitando a sobrevivéncia do parasito no interior do macréfago
(Ghosh e coals., 2002).

Durante a leishmaniose viscera em humanos ocorre elevacdo dos niveis de Fas
soltvel (possivel inibidor de apoptose mediada pela superfamilia Fas de receptores de Fator
de Necrose Tumoral (TNF) através da neutralizacdo de ligantes de Fas) e ligante de Fas
solivel no plasma. Ao mesmo tempo, a expressdo de Fas e ligante de Fas em células
mononucleares do sangue periférico se mostra dentro dos limites da normalidade. 1sso
reflete a caracteristica do sangue de n&o ser um sitio normal de infeccéo por L. donovani.
Por outro lado, em esplendcitos infectados ocorre aumento da expressao de Fas ligado a
membrana e de Fas ligante, 0 que sugere um papel para a apoptose de linfécitos como
causa da imunossupressdo observada na patogénese da leishmaniose visceral (Eidsmo e
cols., 2002).

InfeccBes por L. chagas inibem producdo de moléculas proinflamatérias e tém
efeitos modulatérios negativos em macrofagos e monécitos humanos (de Almeida e cols,,
2003) e L. donovani modula negativamente a expressdo de moléculas de Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) classes | e |l, prgjudicando a apresentacdo de

antigeno (Reiner e cols., 1987).
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Resposta imunoldgica do hospedeir o

A incapacidade de controle da leishmaniose em camundongos esta rel acionada com
a insuficiente producéo de IFN-y pelos linfécitos T e consequente falha na ativagéo de
macréfagos para a destruicdo das formas intracel ulares amastigotas.

Em modelos murinos de leishmaniose cutanea causada por L. major, linhagens de
células protetoras apresentam propriedades T “helper” 1 (Th1l) com secrecdo de citocinas
Interleucina 2 (IL-2) e IFN-y e linhagens de células exacerbantes apresentam propriedades
Th2 e sdo secretoras de IL-4 e IL-5, com diferentes efeitos no resultado da infeccdo. O
balanco entre esses dois sub-grupos resulta na susceptibilidade ou resisténcia na
|eishmaniose experimental (Scott e cols., 1988).

Camundongos BALB/c infectados com Leishmania major apresentam uma forte
correlacdo entre susceptibilidade e desenvolvimento de lesdes e uma resposta imune tipo
Th2. Essa resposta aberrante esta correlacionada com a rdpida producéo de IL-4 por células
T CD4" VB4 Vo8 (Launois e cols., 1997). Essa peculiaridade dos camundongos BALB/c é
devida a proliferagio desses linfécitos T CD4" produtores de IL-4 responsivos a proteina
LACK (Homdloga de Leishmania de Receptores de Proteina Quinase C Ativada) presente
em bactérias da flora intestinal destes camundongos e que também esta presente nas
diferentes espécies e formas de Leishmania. Gera-se, entdo, uma reagdo cruzada destes
linfécitos de memadria com a Leishmania, resultando na forte e precoce producdo da
citocina IL-4 (Julia e cols., 2000; Schilling & Glaichenhaus, 2001). Essa producéo precoce
de IL-4 é precedida pela rapida expressdo de transcritos de RNA mensageiro (mRNA) para
IL-4 no bago de camundongos BALB/c 90 minutos apés infeccdo endovenosa com L.
major e nos linfonodos dos mesmos camundongos 16 horas apos infeccdo subcutanea com
0S mesmos parasitos (Launois e cols., 1999). Como a susceptibilidade de mamiferos a
patogenos intracel ulares é determinada durante a transicéo inicial daimunidade inata paraa
especifica (Fearon & Locksley, 1996), esses camundongos adquirem esse fendtipo
caracteristico de susceptibilidade. Por outro lado, IL-4 presente em determinadas

concentracOes e durante a ativacdo inicial de células dendriticas pode levar ao fendtipo de
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resisténcia em camundongos susceptiveis por levar a diferenciacdo dessas células em
células dendriticas produtoras de IL-12, citocina importante na diferenciacéo de linfécitos
virgens em linfocitos Thl (Biedermann e cols., 2001). Por tudo isso, ainda ndo €
suficientemente clara a influéncia da producéo inicial de IL-4 como determinante para a
susceptibilidade (Julia & Glaichenhaus, 1999). A citocina IL-10, apesar de ndo ser
mediadora dominante na susceptibilidade de BALB/c a infeccdo por L. mexicana ou L.
amazonensis, tem papel importante na regulacdo do desenvolvimento de resposta Thl
protetora e, se neutralizada juntamente com a IL-4, leva a uma resolucgéo efetiva da doenca
(Padigel e cols., 2003). Sua elevada producdo no inicio da infeccdo e a inibicdo da
producdo de IFN-y Leishmania-especifica pode contribuir para que a resposta sga
direcionada para o tipo Th2 em camundongos BALB/c infectados com L. major (Chatelain
e cols., 1998).

Fatores como a explosio oxidativa e a enzima Oxido Nitrico Sintase indutivel
(INOS) sdo importantes para a eliminacdo dos parasitos pelos macrofagos em
camundongos. Em humanos, o principal mecanismo de eliminagdo da Leishmania pelos
macrofagos resulta da acdo de radicais de oxigénio, mas também ha possibilidade de
envolvimento do oxido nitrico (Mossalayi e cols., 1999). A producéo de Oxido nitrico
resultante da ativacdo de macréfagos em camundongos ocorre apés ligacdo de TNF a
receptores especificos ou apOs outros mecanismos independentes da sinalizacdo através
desses receptores, mostrando que o TNF ndo é essencia para a inducéo de producdo de
oxido nitrico (Nashleanas e cols., 1998). Em infecgdes de camundongos C57BL/6 por L.
major, IFN-y, ligantes de Fas e iNOS parecem ter grande influéncia no completo controle
da replicagdo parasitéria, enquanto a contribuicéo de TNF é mais importante no controle da
inflamagdo no sitio de inoculagdo do parasito, ja que camundongos deficientes em TNF
conseguem controlar a carga parasitaria (Chakour e cols., 2003).

A citocina IL-12, na forma de heterodimero (IL-12p35 e IL-12p40), tem grande
importancia no controle de infeccbes por L. major (Mattner e cols, 1997). Ela é
principalmente produzida por células dendriticas em infecgdes por Leishmania (Ahuja e

cols., 1999) e estimula proliferacdo de clones de células T CD4" Thl em outras doengas
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infecciosas como lepra e tuberculose (Sieling e cols., 1994). IL-12 também é essencial para
a manutencao de numero suficiente de células Thl de memoria ou efetoras geradas in vivo
para mediar protecdo prolongada contra L. major (Stobie e cols., 2000). A producéo de
IFN- [ estimulada por 1L-12 é diferencialmente regulada por citocinas como IFN-a e IL-18
(Fantuzzi e cols., 2000).

A presenca de células T regulatérias CD4'CD25" tem papel fundamental no
controle da resposta contra a Leishmania, podendo levar a persisténcia do parasito por
tempo prolongado associada a resisténcia a re-infecgdo, processo denominado |munidade
Concomitante (Belkaid e cols.,, 2002). Em camundongos susceptiveis, essas células
suprimem a resposta Th2 excessiva, enquanto que, em camundongos resistentes, elas
controlam a resposta Thl, permitindo a sobrevivéncia do parasito e a manutencdo da
memoriaimunol égica (Aseffa e cols., 2002; Belkaid, 2003).

Resposta imune e patogenia na leishmaniose viscer al

Na leishmaniose visceral em humanos, a producdo local de TNF pode estar
relacionada com o desenvolvimento de doenca sintomatica ou ndo, onde altos niveis de
TNF-a predispdem as manifestagfes clinicas (Karplus e cols., 2002). Outros fatores, como
a desnutri¢do, idade e imunocomprometimento tém importantes implicages na gravidade
da doenca (Anstead e cols., 2001; Fernandez-Guerrero e cols; 2003). Células T CD8" e
células T CD4" produtoras de IFN-y e IL-5 também sio importantes para o controle da
infeccdo por L. infantum em humanos (Mary e cols., 1999). Radicais de oxigénio e éxido
nitrico contribuem para a morte intracelular de L. chagas em macréfagos humanos e
murinos, respectivamente (Gantt e cols., 2001).

InfeccBes por L. chagasi ou L. donovani ndo sdo letais para camundongos e as
diferencas entre as cargas parasitarias no figado e no baco ap0s a infecgdo das diferentes
linhagens de camundongos € que definem sua susceptibilidade ou resisténcia. Além disso, a
progressdo da infecgdo nesses dois 0rgdos em camundongos BALB/c é bem diferente,

mostrando um surgimento precoce do parasito e resolucdo espontanea no figado, e carga
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parasitaria minimano baco até o tempo do pico hepético, com crescimento concomitante ao
inicio daresolucéo no figado (Wilson & Weinstock, 1996).

O bago, a0 lado da medula Ossea, torna-se sitio de infeccdo crénica, e a
esplenectomia tem sido usada em humanos para tratamento da doenca severa (Engwerda &
Kaye, 2003).

Desafios feitos em camundongos susceptiveis com L. donovani pela via cutéanea,
gue ndo levam a visceralizacdo do parasito, mostram resposta celular antigeno-especifica
no baco e niveis bastante elevados de mRNA para IFN-y, IL-12 e iNOS nos linfonodos
drenantes. Os mesmos camundongos susceptiveis infectados de forma sistémica (via
endovenosa) mostram uma producdo inicial de IL-4, aumento marcante de IL-10, expressio
minima de IL-12 e retardada de iNOS e as células do baco mostram baixa responsividade
aos antigenos do parasito, resultando em parasitismo esplénico progressivo (Melby e cols.,
1998).

Com respeito a evolugdo da resposta imune celular esplénica relacionada ao
controle da infeccdo, um aumento de Fator de Crescimento Tumora (TGF-f) produzido
por macréfagos da polpa vermelha, associado aos fatores acima mencionados, leva ao
estabel ecimento da infeccdo pela supresséo da resposta protetora e inibicdo da ativacéo de
macrofagos. No entanto, 1L-10 e TGF-f sd0 incapazes de subverter o recrutamento e
ativacdo de linfécitos T virgens pelas células dendriticas inicialmente encontradas na pol pa
branca e, com isso, células T passam a ser ativadas na zona marginal, se difundindo mais
tarde pelo baco por intermédio da migracéo dos linfocitos e das células dendriticas da polpa
branca para a vermelha, onde residem os macréfagos infectados. Finalmente, o TGF-
balanceia a resposta protetora de citocinas Thl (principalmente IFN-y), mantendo um nivel
de infeccéo subclinica, sem eliminacéo total do parasito (Melby e cols., 2001b).

No figado, a Leishmania parasita as células de Kupffer, causando um influxo de
granulécitos e linfécitos T CD4" e CD8', resultando na formag&o de granulomas (Wilson &
Weinstock, 1996). Muitas células T do granuloma apresentam fendtipo de memoéria ou de
células ativadas em 6 semanas de infeccdo com L. chagasi, 0 que ocorre em menor nivel

nas células do baco. Também comparativamente ao baco, em camundongos susceptiveis o
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granuloma hepético possui menos células produtoras de | FN—y, quantidades semelhantes de
IL-10, sem producdo de IL-4 ou IL-5 durante cultivo “in vitro”. Além disso, IL-10 parece
modular a producdo de IFN-y pelos esplendcitos, mas ndo € a Unica a modular a producéo
dessa citocina pelas células do granuloma hepatico, ja que outros fatores parecem estar
envolvidos na supressdo da producdo de IFN-y e de IL-4 (Wilson e cols., 1996). Um desses
fatores pode ser o TGF- (fator capaz de inibir a producdo de IFN-y), cuja presenca nos
granulomas hepaticos de camundongos BALB/c susceptiveis estd associada a inibicédo da
resposta Thl independente de citocinas Th2 e guda a explicar as diferencas Orgéo-
especificas caracteristicas da leishmaniose viscera em camundongos susceptiveis ou ndo
(Wilson e cols,, 1998). IL-4 e IL-13, citocinas que sinalizam através da Cadeia [1 do
Receptor de IL-4 (IL-4Ra), tém papel importante como reguladores daimunidade contra L.
donovani. Camundongos sem o gen para IL-4Ra. apresentam decréscimo de nivels séricos
de IFN—y, retardo da maturacdo do granuloma e de sua funcéo efetora e aumento na
freqiiéncia de células NOS2" produtoras de Gxido nitrico, mas a auséncia de IL-4 ndo
influencia na frequiéncia dessas células (Stager e cols., 2003). A diminuicéo da producdo de
IFN-y pode ter sido devida a inibicdo de proliferacdo de células T causada pelo excesso de
oxido nitrico que deveria ser regulado pela IL-4 (Patton e cols,. 2002). I1sso sugere a
importancia de IL-4 e da sindizagcdo através de seu receptor no desenvolvimento de
granulomas hepaticos com atividade 6tima contra Leishmania. Mas, paradoxa mente aisso,
os intermediarios reativos de nitrogénio sdo, por sua vez, imprescindiveis para a limitacéo

dareplicacéo parasitéria nos granulomas maduros (Murray & Nathan, 1999).

M odelos experimentais

Dificuldades de visceralizagdo por inoculacéo intradérmica ou subcutanea, que se
assemelham mais com a infecgdo natural, fazem com que a maioria dos trabalhos feitos
com leishmaniose visceral utilizem a via endovenosa de desafio com atas doses do
parasito. 1sso pode explicar, em parte, o fato de que os niveis de protecéo encontrados nos

estudos de vacina na leishmaniose viscera murina sgjam bem menores que os da
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leishmaniose cuténea. A utilizagcdo da via intradérmica pode ser bastante Util para os
estudos de vacinas em model os murinos de |eishmaniose visceral (Ahmed e cols., 2003).

A utilizacdo de modelos murinos é interessante em estudos do inicio da replicacéo
parasitaria seguido de controle imunoldgico e infecgdo subclinica, mas estes model os ndo
mimetizam a doenga progressiva observada na leishmaniose visceral ativa em humanos. As
caracteristicas clinico-patologicas de leishmaniose visceral em hamsters, por sua vez,
mimetizam a doenca ativa em humanos, o que mostra a importancia da utilizacdo desses
animais nesses estudos. A limitagdo da utilizacdo de hamsters se resume, principa mente,
pela pouca disponibilidade de reagentes imunol 6gicos no mercado e altos custos, embora o
hamster seja um bom modelo para o estudo da leishmaniose visceral (Melby e cols.,
2001c). Em estudos de desenvolvimento de vacinas, 0 modelo murino tem a vantagem de
gerar resultados mais rdpidos se comparados com estudos em caes. Uma alternativa para
gue se fagca uma melhor comparagdo com uma populacdo alvo geneticamente heterogénea
(homem ou céo) é a utilizacdo de modelos ndo consangliineos, como os camundongos
albinos “Swiss” (Santos e cols., 2003).

Vacinas

A vacinologia € um ramo da biologia que foca principal mente o desenvolvimento de
vacinas funcionais que protejam o hospedeiro contra um microorganismo em particular.
Essa protegdo ocorre pela indugdo de respostas imunes humoral e/ou celular e pela
formacéo de células de memodria (Weiner & Kennedy, 1999). A vacinologia é mais antiga,
empirica e freqentemente idiossincrética, ao contrario da imunologia, que é mais jovem,
conceitual, e procura explicar como um notével e complexo sistema reconhece e protege o
organismo contra ameagas internas e externas sem cometer suicidio. A partir do
conhecimento das respostas imunol ogicas geradas pelas vacinas, pode-se observar que estas
muitas vezes protegem contra agentes infecciosos através da geracdo de uma imunidade
“ndo natural”, ou sgja, de respostas que se diferem daquelas que surgem durante o
desenvolvimento de uma imunidade natural & um microorganismo (Casadevall & Pirofski,

31



| ntroducéo

2003). As vacinas sdo uma das maiores descobertas da medicina moderna e muitas tiveram
ou tém acles efetivas, como no caso da variola, poliomielite, tifo, tétano ou as hepatites A e
B, dentre outras doencas. Mas existe uma lacuna no seu desenvolvimento, onde vérias
doencas importantes como a Sindrome da Deficiéncia Imunolégica Adquirida (AIDS),
leishmaniose, maléria e hepatite C ficam na fila de espera da descoberta de uma vacina
efetiva. As razdes da existéncia dessa lacuna sdo, principalmente, a pouca efetividade dos
métodos padrdo de imunizagdo e 0s riscos inaceitaveis quando utilizadas contra certas
doengas (Weiner & Kennedy, 1999).

Tipos de vacinas

As vacinas podem se dividir em tradicionais e genéticas. As vacinas tradicionais,
por sua vez, se dividem em vacinas baseadas em patégenos mortos (vacina contra
hepatite A e vacinas injetaveis para polio), vacinas feitas com antigenos isolados dos
agentes infecciosos (vacina antiga contra hepatite B), e vacinas de seres vivos atenuados
(vacinas contra 0 sarampo, caxumba, rubéola, pdlio ora (Sabin) e variola). Nos dois
primeiros tipos, os antigenos obtidos ndo podem ser interiorizados pelas células-alvo do
hospedeiro, levando a uma resposta humoral e ndo ativando linfocitos T citotdxicos. Elas
sd0 inefetivas contra patdgenos que necessitam de resposta celular para serem eliminados e,
aém do mais, a protecdo se perde apds algum tempo, necessitando de mais doses de
reforco. O terceiro tipo normalmente se compde de vacinas virais. S&0 capazes de penetrar
na célula, levando tanto a uma resposta celular quanto humoral e garantindo protecéo mais
efetiva. Geram imunidade prolongada e sdo consideradas “vacinas padréo ouro”. As
vacinas feitas com parasitos integros podem conter moléculas que ndo estejam envolvidas
no requerimento de imunidade protetora, aém de poderem incluir contaminantes no
processo de manufatura que podem levar a processos alérgicos ou outras reacdes que
lesionem o organismo. Os principais problemas com as vacinas feitas com patégenos vivos
s80: possibilidade de comprometimento de pessoas com imunidade debilitada (aidéticos,
idosos e pacientes submetidos a quimioterapia), que podem adquirir a doenca tanto pela
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vacina quanto de pessoas recentemente vacinadas, e os riscos de mutagdo do virus, o que
pode restaurar aviruléncia (Weiner & Kennedy, 1999).

As vacinas genéticas sdo estruturalmente diferentes das tradicionais. As vacinas de
DNA e, principalmente, as vacinas baseadas em proteinas recombinantes tém a vantagem
sobre as tradicionais por serem aparentemente mais seguras, apesar de menos
imunogénicas. Por isso, existe a hecessidade de obtencdo de adjuvantes mais eficazes e
seguros (Gliuck & Metcalfe, 1992) ou de sua utilizacdo em protocolos com reforgo por
vetores de recombinantes virais ou outras proteinas recombinantes (Berzofsky e cols.,
2001). Outras vantagens das vacinas de DNA sdo: 1- a sua capacidade de codificar
proteinas com estrutura e conformacao similares ou idénticas as das proteinas selvagens, o
gue contrasta com as proteinas feitas in vitro em sistemas de expressao recombinante (que
podem ter conformagdes ou modificagdes pds-traducionais aternativas) ou com proteinas
presentes em vacinas obtidas pela inativagdo quimica de patégenos (nos quais as proteinas
de superficie podem sofrer ligacBes cruzadas), 2- capacidade de gerar respostas por
linfocitos T citotéxicos e auxiliares, 3- capacidade de apresentar antigenos com
modificacOes pos-traducionais nativas, conformagdo e oligomerizagdo para formacéo de
anticorpos com 6tima especificidade, 4- poder de gerar respostas imunes mais prolongadas
e de permitir a combinagcdo de diversos imundégenos em uma preparagdo Unica, 0 que
facilita a imunizacdo simulténea contra doencas diversas, 5- vantagens econdmicas
(tecnologia do DNA recombinante torna mais facil o “design” e a geragdo de grandes
quantidades da vacina a baixo custo) e 6- de armazenamento (mais estaveis quando
submetidas ao estoque). As vantagens econdmicas podem permitir seu amplo uso em paises
mais pobres, como o Brasil (Donnelly e cols., 1997; Weiner & Kennedy, 1999). Algumas
consideracdes relativas a segurancga das vacinas de DNA devem ser feitas. Elas incluem as
possibilidades de integracdo ao genoma do hospedeiro (aumentando o risco de malignidade
por ativacdo de oncogenes ou inativacdo de genes supressores de tumor), de inducéo de
respostas contra as células transfectadas (levando ao estabelecimento de doencas auto-

imunes), de inducéo de tolerancia, ao invés de imunidade ou de estimulo da producéo de
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citocinas gque alterem a capacidade do hospedeiro de responder a outras vacinas e resistir a

infeccdo (Gurunathan e cols., 2000a).

Vacinasde DNA: caracteristicasgerais

O sistema de vacinas de DNA se diferencia dos sistemas de expressao por vetores
virais (que necessitam de uma etapa de empacotamento do DNA) por realizar a clonagem
do gen desgjado em plasmideos (Gurunathan e cols., 2000b). Os plasmideos sdo moléculas
diminutas de DNA circular (minicromossomos) presentes em muitas bactérias como
elementos genéticos ndo ligados ao cromossomo principal. Eles se replicam de forma
auténoma e conferem resisténcia a antibioticos especificos (Watson e cols., 1997). Os
requerimentos basicos para um vetor plasmidial sdo: presenca de um forte promotor para
expressdo Gtima em células eucariotas - por exemplo, derivado de Citomegal ovirus (CMV),
uma origem de replicagdo que permita seu crescimento em bactérias, um gen de resisténcia
a antibidtico bacteriano e incorporacdo de seqiiéncias de poliadenilacdo para estabilizacéo
de transcritos de mMRNA (Gurunathan e cols., 2000b). O plasmideo pCl-neo é um exemplo
de forte vetor utilizado em transfecgdes (Suarez & Schultz-Cherry, 2000). Uma
caracteristica importante dos plasmideos € a presenca de sequéncias nucleotidicas
especificas que tém papel critico na imunogenicidade das vacinas. as sequéncias Citosina-
fosfato-Guanosina Oligodeoxinucleotideo (CpG ODN) flanqueadas por regides compostas
de duas purinas em 5 e duas pirimidinas em 3’(Gurunathan e cols.,, 2000b). Tais
segiiéncias s@o normamente ndo metiladas no plasmideo, ao contrério das mesmas nas
células eucariotas, e sd0 16 a 20 vezes mais comuns em microbios se comparados com
mamiferos. Elas se ligam ao Receptor Tipo Toll - 9 (TLR-9) presente em macr6fagos e
células dendriticas (Medzhitov, 2001; Werling & Jungi, 2002), o0 que permite que elas gjam
como importantes adjuvantes nos processos de vacinacdo que visam o direcionamento de
resposta Th2 para Thl, pois elas induzem a producéo de citocinas como IFN-y e IL-12, do
isotipo 1gG2a e o decréscimo de producdo de IL-5, apesar de também induzirem IL-6 (Chu
e cols., 1997; Klinman e cols., 1996).
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Apbs imunizacdo com Proteina LACK de 36 kDa (p36(LACK)) e CpG ODN,
observa-se a presenca de céulas dendriticas CD11c" produtoras de IL-12 e IFN-[nos
linfonodos drenantes, culminando numa resposta protetora contra L. major em
camundongos BALB/c (Shah e cols, 2003). CpG ODN usado como adjuvante em
vacinagbes com proteinas recombinantes ou antigeno de Leishmania morta por
aquecimento pode levar a protecdo prolongada contra L. major através da inducdo de
respostas por linfocitos T CD4" e CD8" de memoéria (Rhee e cols., 2002). A modulagio
imune obtida pela utilizagdo de CpG ODN também pode garantir seguranca, efetividade e
manutencdo da protegdo prolongada observada em vacinas vivas, possibilitando o uso da
leishmanizacdo com minimizacéo da patologia gerada por esse processo (Mendez e cols.,
2003). Quando associado a outros adjuvantes em experimentos de soroconversdo para
Antigeno Austrdlia (HBsAQ), como Sais de Aluminio (Alumen), Monofosforil Lipidio A
(MPL) e Adjuvante Incompleto de Freund (FIA), CpG ODN leva a respostas mais fortes,
com aumento dos titulos de anticorpos, em alguns casos com danos teciduais minimos
(Weeratna e cols., 2000). Sua utilizagdo veiculado com lipossomos manosilados leva a
producdo de iNOS, IFN-y e IL-12 por esplendcitos infectados com L. donovani, sugerindo a

possibilidade de sua utilizac&o também no tratamento da leishmaniose (Datta e cols., 2003).

M ecanismos e agentes potencializador es das vacinas de DNA

A eficécia da transferéncia génica pode ser aumentada utilizando-se tanto técnicas
fisicas, como a eletroporacdo e o canhdo génico, quanto acentuadores quimicos, como
lipidios ou agentes condensadores. Para potencializar ainda mais a acdo das vacinas
genéticas, outros adjuvantes tém sido testados, como os Fatores Regulatérios do Interferon
(IRFs), que promovem grande protecdo quando incorporados a vacinas contra um
recombinante do virus da variola bovina (virus Vaccinia) (Bramson e cols., 2003) ou a IL-
12 (Coelho e coals., 2002; Matsui e cols., 2003; Bermudez-Humaran e cols., 2003).
Aumento na eficiéncia da vacinacdo tem sido obtido pelo uso de carreadores heterdlogos,

exemplificados pelo virus Vaccinia, por bactérias - como mutantes avirulentos de
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Salmonella spp e Bacilo de Calmette e Guérin (BCG) - ou por preparaces de vesiculas
surfactantes de niossomos, que séo sistemas formados pela hidratacdo de substancias mono
ou dialquil surfactantes, geralmente utilizados como veiculos de medicamentos (Lezama-
Davila, 1999). Utilizam-se, também, vesiculas de lipossomos, que protegem o DNA de
nucleases presentes no local de inoculacdo e o dirigem para as células apresentadoras de
antigeno (Gregoriadis e cols., 2002). A utilizacdo de DNA “nu” em solucéo salina também
tem levado a resultados satisfatorios (Fachado e cols, 2003).

M étodos de vacinacao

Além da importancia da constitui¢do do proprio plasmideo, a efetividade da vacina
de DNA depende do método de vacinagdo empregado. 1sso esta relacionado com o tipo de
célula que sera transfectada, que dependera do sitio de vacinagéo utilizado, e dalocalizagdo
celular do antigeno. Vacinaces feitas com canh&o génico e antigeno secretado levam a
predominancia de uma resposta por células T CD4" e CD8" produtoras de IL-4, enquanto o
mesmo método utilizado com antigeno associado a célula leva a respostas mistas Th1/Th2
(CD8" produtoras de IFN-y e CD4" produtoras de IL-4). Injecdo salina intramuscular com
antigeno associado a céulalevaaumarespostado tipo 1 (CD8" e CD4" produtoras de | FN-
v), enquanto que a mesma com antigeno secretado leva a uma resposta do tipo 1 fraca (Oran
e cols., 2003).

Como funcionam as vacinas de DNA

As vacinas de DNA possibilitam a inducdo de respostas humorais e celulares
citotoxicas e auxiliares, com formacdo de células de memdria. Isto se da tanto pela
transfeccdo direta de células apresentadoras de antigenos quanto pela transfeccéo de células
musculares (Weiner & Kennedy, 1999). Os midécitos parecem ser as céulas
predominantemente transfectadas apds a vacinacdo intramuscular (Donnelly e cols., 2000).

Eles podem apresentar a proteina associada a moléculas de MHC classe | e, auxiliados pela
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acdo de citocinas Thl produzidas por linfocitos primados por células apresentadoras de
antigeno transfectadas, podem primar linfécitos citotdxicos. Estes podem se tornar células
efetoras ou de memadria. Por outro lado, outras células apresentadoras de antigeno locais
podem capturar antigenos secretados pelos miécitos e ativar linfocitos T auxiliares que,
produzindo citocinas Th2 ativam células B ligadas a outros antigenos secretados através de
imunoglobulinas de superficie. Esses linfocitos B podem se transformar em células de
meméria ou células produtoras de anticorpos (Weiner & Kennedy, 1999).

Além datransfecco direta de células sométicas como midcitos e queratindcitos e de
células apresentadoras de antigenos como as células dendriticas (Corr e cols., 1999), ha um
terceiro mecanismo pelo qual as vacinas de DNA sdo processadas e apresentadas in vivo
para gerar respostas imunes. o chamado “cross priming”, ou apresentacdo cruzada
(Gurunathan e cols., 2000b). Nesse processo, células apresentadoras de antigeno
profissionais capturam e apresentam antigenos exdgenos associados a moléculas de MHC
classe I, permitindo posterior ativacdo de linfocitos citotoxicos (Schoenberger e cols,,
1998). Alguns estimulos, como os interferons o e f produzidos por células em infeccdes
virais, podem ser sinais de ativagao especificos para ainducdo do “cross-priming” (Le Bon
e cols., 2003). Os fagossomos dos macrofagos possuem elementos e propriedades
necessarios para que eles sgjam auto-suficientes para a apresentacdo cruzada de antigenos
exogenos, uma funcdo recentemente atribuida a fagocitose mediada pelo reticulo

endoplasmatico (Houde e cols., 2003).

AplicagOes das vacinas genéticas contra as leishmanioses

V acinas genéticas contra varios tipos de doencas virais, bacterianas e outras doencgas
parasitarias, como a toxoplasmose, tém se mostrado efetivas e sdo candidatas a utilizagdo
no futuro (Hong e cols., 2001; Matsui e cols., 2002; Igbal e cols., 2002; Fachado e cols.,
2002; Huygen, 2003).

Um grande nimero de vacinas genéticas também tém sido testadas, induzindo
protecdo contra as diferentes formas de leishmaniose. Vacina plasmidia intramuscular
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codificando o antigeno ORFF (proteina presente nas formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania mas que é expressa preferencialmente em amastigotas de L. donovani) resultou
em significante protecdo de camundongos BALB/c contra infeccdo por L. donovani
(Sukumaran e cols., 2002); vacina com a Proteina B1 (HASPB1) recombinante sem
adjuvante controlou a carga parasitéria de L. donovani no bago, 6rgdo onde os parasitos
usualmente persistem e € refratario a um largo espectro de intervencfes imunoldgicas e
guimioterapicas (Stager e cols., 2000); imunizacdes diretas ou passivas com a proteina A2
mostraram protecdo contra infeccdo por L. donovani, associada a producéo de IFN-y,
resposta mista Th1/Th2, forte resposta humoral e reduzida internalizacdo de amastigotas
nos macrofagos, o que a torna uma forte candidata a vacina contra a leishmaniose viscera
(Ghosh e cols,, 2001). A proteina A2 também garante protecdo quando utilizada contra
infeccdo por L. amazonensis (Coelho e cols, 2003); vacinas de DNA codificando as
proteinas gp63 e Cisteina Proteinase b (CPb) de L. mexicana e GP46 de L. amazonensis
protegem parcia mente contra infeccdo por L. mexicana (Dumonteil e cols., 2002).

Vacinas de FML (Ligante de Fucose-Manose) utilizadas na terapéutica tém tido
potentes efeitos na modulacdo da infecgdo murina por L. donovani, levando a reducéo da
carga parasitaria e de sinais clinicos da doenca (Santos e cols., 2003).

Uma vacina utilizando formas promastigotas mortas de cinco diferentes isolados de
Leishmania vem sendo testada contra a leishmaniose cutanea desde o final da década de
1970 (Mayrink e cols., 1979). Hoje, ela é produzida a partir de formas promastigotas
mortas da cepa PH8 de L. amazonensis e conhecida pelo nome de Leishvacin. Essa vacina
tem apresentado bons resultados tanto na prevencdo contra a leishmaniose cutanea
(Mayrink e cols., 1979) quanto no tratamento quando associada a agentes quimioterdpicos
(Toledo e cols., 2001). A despeito de ndo ser uma vacina genética, existe a possibilidade de
sua utilizag&o associada a vacinas de DNA.
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Vacinasde DNA e LACK

O fato de muitos individuos, principamente em areas endémicas, adquirirem
infecgdes subclinicas, apresentando respostas de linfécitos antigeno-especificos e produgdo
de IFN-y (Southgate e cols., 1967; Carvalho e cols., 1981; Badaro e cols., 1986), sugere que
avacinacdo contra aleishmaniose possa ter efeitos profilaticos.

Respostas imunoldgicas celulares por intermédio de linfécitos T CD8™ e CD4" e a
producdo de IFN-y tém grande importancia no controle de infec¢do por L. donovani em
camundongos BALB/c (Murray e cols., 1982; Stern e cols., 1988; Kaye e cols., 1991;
Meéndez e cols., 2002). Vacinas de DNA codificando a Versdo Reduzida de 24 kDa da
Proteina LACK (p24(LACK)) s30 capazes de induzir proliferacdo de linfécitos T CD8"
produtores de IFN-ycontra L. major. Esses linfocitos podem ser responsaveis pela
regulacdo da fregiiéncia de linfocitos T CD4", e sua ativagio pode ter implicagdes namaior
durabilidade da resposta gerada pela vacina de DNA, se comparada com a de vacinagoes
com proteina p24(LACK) mais IL-12 (Gurunathan e cols., 2000c).

O antigeno LACK é de grande interesse para 0 desenvolvimento de vacinas devido
a0 seu papel na imunopatogénese da infeccdo experimental por L. major e vem sendo
estudado em imunizagOes contra L. donovani no Velho Mundo (Melby e cols., 2001a).
Estudos feitos em bibliotecas de expressGo mostraram a existéncia dessa proteina, um
membro citoplasmético de 36 kDa (312 aminoacidos) da familia de proteinas com
repeticOes de triptofano-acido aspartico, presente nos diferentes estagios do ciclo de vidada
Leishmania, com ato grau de homologia entre as diferentes espécies do parasito
(Mougneau e cols.,, 1995). Ela recebe esse nome devido a sua homologia com o0s
Receptores de Proteina Quinase C Ativada (RACKS) e se localiza préxima ao cinetoplasto
no citoplasma celular, provavelmente ligada a complexos multiproteicos (incluindo
isoformas de Proteina Quinase C (PKC) citoplasméticas), mas ndo a estruturas de
membrana (Gonzales-Aseguinolaza e cols., 1999). Membros da familia LACK de proteinas
estdo envolvidos em vérias fungdes fisiol 6gicas da célula eucariota, dentre elas, a apoptose

ou a diferenciacéo de Trypanosoma nas formas sanguineas (Welburn & Murphy, 1998) e a
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interacdo com sequiéncias de proteinas envolvidas na replicacéo de DNA e sintese de RNA
de L. infantum (Gonzales-Aseguinolaza e cols., 1999). Sua versdo reduzida de 24 kDa
(aminoécidos 143-312) possui um epitopo imunodominante (aminoécidos 156-173)
(Launois e cols., 1997) que ativa restritamente linfécitos T CD4" com Receptor de C&ulaT
(TCR) V4, Va8 produtores de IL-4, que se expandem inicialmente apds infeccdo natural
por L. major em camundongos BALB/c. A revelacdo de antigenos imunodominantes
expressos no inicio da infeccdo pode permitir o desenvolvimento de vacinas, modulando
fortemente o efeito da resposta celular (Mougneau e cols., 1995). Teste de expressdo da
proteina LACK por vetor plasmidia (pCl-neo) em células COS mostra a eficiéncia de
expressao dessa proteina num modelo de vacina de DNA (Ramiro e cols., 2003). A proteina
p24 administrada com IL-12 confere protecdo contra L. major através do redirecionamento
do desenvolvimento natural de células Th2 para Thl com elevacdo da producéo de IFN-y e
diminuicdo de producéo de IL-4 e IgE (Mougneau e cols., 1995). A partir dai, vérios
protocol os de imunizacdo com a proteina LACK ou com seu gen codificante passaram a ser
testados contra diferentes espécies de Leishmania: vacinagdo subcuténea com DNA
p24(LACK) levou a protecdo contra desafio com L. major em camundongos BALB/c de
maneira similar a protecdo induzida por proteina p24(LACK) mais IL-12 (Gurunathan e
cols., 1997); imunizacdo com p36(LACK) de L. infantum e reforco com virus Vaccinia
com insertos dos genes p36(LACK) e IL-12 (VVp36IL-12) induziu reducdo de 52% no
tamanho de lesdo e duas unidades logaritmicas de reducdo na carga parasitéria de lesdes
observadas em infecgdes por L. major em camundongos BALB/c (Gonzalo e cols., 2001); o
mesmo antigeno de L. infantum expresso por plasmideo e por vaccinia virus recombinante
em vacinacdo heterdloga protege camundongos BALB/c contra desafio por L. major, com
reducéo de 70% no tamanho da lesdo e de 1000 vezes na carga parasitaria (Gonzalo e cols.,
2002); vacinacdo com DNA p36(LACK) e reforco com virus Vaccinia recombinante com
inserto do gen p36(LACK) (rVV p36(LACK)) protegem cées contra L. infantum (Ramiro e
cols., 2003); embora a vacina de DNA p36(LACK) administrada pelas vias intradérmica e

subcutanea induza forte resposta do tipo 1, com producéo de IFN-y mas ndo de IL-4, ela
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ndo induz protecdo contra desafio cutaneo ou sistémico por L. donovani (Melby e coals.,
2001b).

LACK em humanos

Em humanos, individuos nunca expostos a Leishmania apresentam geracéo de
células T CD45RA™ CD8" (virgens) produtoras de IFN-y e T CD45RA™ CD4" (de memoria)
produtoras de IL-10 especificas contra LACK de L. guyanensis (Bourreau e cols., 2002b).
IFN-y - nos estagios iniciais - e IL-10 sdo produzidos em resposta a LACK (aminoécidos
156 a 173) em individuos infectados com L. guyanensis (Bourreau e cols., 2002a). Tais
observagOes sugerem a possibilidade de uso de vacinas com LACK em humanos, sgja com
adjuvante que supere a producéo de IL-10, com LACK modificado no epitopo de IL-10
(aminoécidos 156-173) ou com esse epitopo deletado. Céulas T CD4" produtoras de | FN-
vy em resposta a Antigeno Solivel de Leishmania (SLA) sdo precedidas por células T CD4"
produtoras de IFN-y em resposta a proteina LACK em individuos expostos a Leishmania
em floresta endémica. 1sso sugere que a emergéncia dessas Ultimas pode ser usada como
marcador imunol 6gico de exposicdo a Leishmania em individuos que permanecem livres da
doenca (Bourreau e cols., 2003). A proteina LACK pode, também, ser utilizada no
diagndstico de leishmaniose visceral por intermédio da utilizagcdo do anticorpo anti-LACK
pl19-11, que € um marcador imunohistoquimico altamente sensivel e especifico. A
utilizacdo desse marcador pode facilitar a deteccdo do parasito em tecidos de biopsia onde a
carga parasit&ria € baixa, reduzindo a porcentagem de casos falso-negativos, como
resultado de sua sensibilidade e diminuindo a falso-positividade, como resultado de sua
especificidade (Hofman e cols.,, 2003). Células NK estimuladas por proteina LACK
também sdo fonte de producdo de IFN-y e IL-10 em individuos nunca expostos a
Leishmania, o que mostra a participacdo da imunidade inata num possivel fenotipo protetor
contra infeccgdes subsequientes (Maasho e cols., 2000).
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Vacinasde DNA eleishmaniose visceral no Brasil

Portanto, € importante que se busque o desenvolvimento de estudos sobre vacinas
contra os diversos tipos de leishmaniose, principalmente a leishmaniose viscera causada
por L. chagasi, importante patologia que se agrava em criangas, mal-nutridos e
imunocomprometidos e acomete regides pobres do Brasil e regibes metropolitanas de
vérias cidades, dentre elas, Belo Horizonte. As vacinas de DNA expressando a proteina
LACK necessitam ser testadas no que diz respeito & sua capacidade de inducéo de resposta
imunolégica e protecdo contra esse tipo de leishmaniose. Elas sGo uma ferramenta
promissora de bons resultados e ainda estéo em fase inicia de testes, o que abre um largo

espectro de possibilidades de pesguisa nessa area.
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Objetivo geral

Verificar a capacidade de inducéo de resposta imune direcionada contra Leishmania
chagas de umavacinade DNA com inserto de um gen codificante da proteina p36(L ACK)

em camundongos susceptiveis BALBI/c.

Obj etivos especificos

a) Verificar o padréo esplénico de citocinas (IFN-y, TNF e IL-4) e de 6xido nitrico
induzidos pela vacinagdo apods estimulo com antigeno soltvel e particulado de L. chagasi e
proteina p36(L ACK) recombinante em cultura de células mononucleares;

b) Verificar, através da quantificacéo de parasitas no baco e no figado, se avacina é
capaz realmente de proteger contra desafio por L. chagasi e verificar o padréo esplénico de
citocinas (IFN-y, TNF e IL-4) e de Oxido nitrico produzidos apos estimulo com antigeno
particulado de L. chagas em cultura de células mononucleares,

¢) Veificar se a possivel resposta protetora ocorre a longo prazo e verificar o
padrdo de citocinas (IFN-y, TNF e IL-4) e de Oxido nitrico produzidas no bago apés

estimulo com antigeno particulado de L. chagasi em cultura de células mononucleares.
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CAMUNDONGO (BALB/c)

Delineamento Experimental

Inéculo: 1 x 107
promastigotas
dacepal.
chagas M 2682.

4
SEM SEM SEM

Sacrificio

4

Vacinacdo (12 dose): Vacinacdo (12 dose):
pCl-neo-LACK, pClI- pCl-neo-LACK, pClI-
neo (100 ug/50 uL) ou neo (100 ug/50 ulL) ou
PBS (50 uL) pelavia PBS (50 uL) pelavia
subcutanea (pata subcutanea (pata
direita) ou direita) ou
intramuscular (coxa intramuscular (coxa
direita). direita).
I I
3 3
SEM SEM
v v

Reforco: mesmo
procedimento da 12

*Carga parasitaria (baco
e figado);

*Dosagens (bago): | FN-
y, IL-4, TNF eodxido
nitrico.

dose.

2
SEM

v

Sacrificio

4

*Dosagens (bago):
I[FN-y, IL-4, TNF e
oxido nitrico.
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Refor co: mesmo
procedimento da 12
dose.

30 12
DIAS SEM

¥ X

Desafio: 1 x 10’
promastigotas da
cepa L. chagas
M 2682 naveiada
cauda.

4
SEM

v
Sacrificio

L

*Carga parasitaria
(baco e figado);
*Dosagens (bago): | FN-
Y, IL-4, TNF e 6xido
nitrico.
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Animal experimental, parasito e antigeno

Para os experimentos, foram utilizados camundongos fémeas BALB/c com idade
entre 5 e 8 semanas, adquiridos do Centro de Bioterismo da UFMG. Antes da utilizag&o nos
experimentos, os animais foram submetidos, durante 10 dias, ao tratamento com vermifugo
Ivermectina (CHEMITEC - S&o Paulo, SP, BR) a 0,01% em é&gua potavel e a 0,1% para
borrifamento das gaiolas e mantidos em gaiolas convencionais no biotério da Universidade
Federal de Ouro Preto. Foram utilizados trés camundongos por grupo para a determinacdo
das curvas de carga parasitaria e para o teste de imunogenicidade e 4 camundongos por
grupo para os testes de desafio 4 e 12 semanas apos vacinacdo. Para 0s experimentos, 0s
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical.

Foram utilizadas promastigotas de Leishmania chagasi isoladas de adulto humano
em 1975 no estado da Bahia, Brasil, pelo Prof. Ralph Lainson do Instituto Evandro Chagas
- Belém, cepa de referéncia M2682 (MHOM/BR/1975/M2682). Os parasitos foram
cultivados em Meio Essencial Minimo Dulbecco (DMEM) 20% Soro Fetal Bovino (SFB)
(CULTILAB - Campinas, SP, BR), pH 6,8, congtituido de DMEM (HY CLONE — Logan,
Utah, USA), pH 6,8 (preparado sem bicarbonato de sddio) suplementado com SFB
previamente inativado a 56°C/30 min a 20%, L-glutamina (GIBCOBRL - Life
Technologies - Grand Island, NY, MO, USA) 2 mM, 20 ug/mL de sulfato de gentamicina
(SCHERING-PLOUGH S/A - Rio de Janeiro, RJ, BR) , 2-mercaptoetanol (PHARMACIA
BIOTECH AB - Uppsaa, Sweden) 0,05 mM, HEPES (SIGMA — St. Louis, MO, USA) 25
mM, adenina 0,1 mM, hemina 0,25% em trietanolamina 50% a 0,25% e urina humana,
previamente centrifugada a 250 x g/4°C/10 min, a 10%. Para os procedimentos de desafio
foi utilizada cultura de Leishmania em fina de fase logaritmica de crescimento, com
aproximadamente 6,5 x 10’ Leishmania/mL (5 dias de cultura). Os parasitos usados nos
experimentos foram mantidos em cultura por, no méximo, 15 repigues para gue se evitasse

a perda de sua viruléncia observada ap6s longo tempo de cultura. Periodicamente, as
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formas promastigotas foram reisoladas de camundongos. A cultura foi centrifugada a 1540
X g/4°C/10 min e lavada por duas vezes em Salina Tamponada com Fosfato (PBS) 0,1M,
pH 7,2 esterilizado, nas mesmas condicdes de centrifugacdo. O sedimento final foi
ressuspendido em volume de DMEM ou RPMI (SIGMA — St. Louis, MO, USA), pH 7,2
suficiente para a concentracdo final de 1 x 10’ parasitos/dose. Para cada dose foram
utilizados 200 uL da preparacdo, injetados na veia da cauda.

Antigenos do parasito foram também obtidos de cultura de formas promastigotas em
final de fase logaritmica de crescimento. Tanto para a obtencdo de antigeno particulado
quanto para soluvel, a cultura foi centrifugada a 1540 x g/4°C/10 min e lavada duas vezes
em PBS, pH 7,2 esterilizado, nas mesmas condic¢es de centrifugacdo. O sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de PBS, pH 7,2 esterilizado para a contagem do numero total de
Leishmania. Em seguida, o materia foi centrifugado novamente a 1540 x g/4°C/10 mine o
sedimento foi armazenado a -20°C até 0 momento do preparo do antigeno. Para obtencéo
de antigeno particulado, o material armazenado foi submetido a 5 seqUéncias de
resfriamento em nitrogénio liquido (-120°C) e aquecimento a 37°C em banho-maria. Apos
alise, os parasitos foram ressuspendidos de modo a se obter um lisado com o equivalente a
cerca de 5 x 10" parasitosmL de PBS, pH 7,2 esterilizado e foi feita a dosagem de
proteinas pelo método de Lowry (Lowry e cols., 1951). Para obtencéo de antigeno solGvel,
as Leishmania previamente lavadas foram submetidas a lise em sonicador (Branson
Sonifier® 250 CE Analogue) (5 ciclos de 1 minuto, com intervalos de 30 segundos, 20-30
watts). Apds a lise, o material foi centrifugado a 8500 x g/4°C/30 min e o sobrenadante
obtido foi novamente centrifugado a 100000 x g/4°C/1 h 30 min. O sobrenadante foi
coletado, esterilizado por filtragdo (filtro de seringa 0,2 um) e as proteinas foram dosadas
pelo método de Lowry. Tanto o antigeno particulado quanto o soluvel foram diluidos em
PBS, pH 7,2 esterilizado de modo a se obter a concentracéo final de 1 mg/mL em proteinas.
As aiquotas de ambos os antigenos foram armazenadas a -70°C até o uso. As etapas que
intercalaram as centrifugagoes para as duas preparacoes foram realizadas com material em
gelo e, na obtencdo de antigeno particulado, sob condicbes de esterilidade.
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Quantificacéo de parasitos

Baco e figado foram extraidos e divididos em dois fragmentos que foram pesados.
Os fragmentos menores (cerca de 1/5 do tamanho do 6rgdo) foram utilizados para a
quantificacdo de parasitos pela técnica de diluicdo limitante (Titus, 1985). De acordo com
essa técnica, os fragmentos foram macerados em meio DMEM, pH 6,8 (preparado sem
bicarbonato de sodio) e a suspensdo foi centrifugada a 42 x g/4°C/1 min em tubo de fundo
conico de 15 mL. O sobrenadante foi centrifugado a 1540 x g/4°C/10 min e o sedimento foi
ressuspendido em 500 uL de DMEM 20% SFB, pH 6,8 para a distribuicdo em placa de
fundo chato de 96 pocos (NALGE NUNC International - Rochester, NY, USA), em
duplicata, onde aos primeiros pogos foram adicionados 200 ulL da suspenséo e nos demais
pocos 160 uL de DMEM 20% SFB, pH 6,8. A partir dai, foram feitas diluicdes 1.5,
transferindo-se 40 uL de pogo em poco, até o décimo segundo pogo. As placas foram
incubadas em estufa a 25°C por 12 dias. Ao final, foi calculado o niUmero de Leishmania
por fragmento observando-se o Ultimo poco em que havia a presenca do parasito: presenca
até o primeiro poco, até 3 Leishmania por fragmento, até o segundo poco, 15, até o terceiro,
75, e assim por diante, sempre num fator miltiplo de 5. O resultado foi expresso como a
média dos logaritmos do nimero de parasitos por 6rgdo total. As etapas que intercalaram as
centrifugagdes foram realizadas com material em gelo e todo o materia utilizado foi

previamente esterilizado.

Isolamento de células mononucleares do baco para dosagens de citocinas e Oxido

nitrico

O fragmento maior de baco foi macerado em meio de lavagem de células, pH 7,2
congtituido de DMEM, pH 7,2 com bicarbonato de sodio, suplementado com SFB inativado
a56°C/30 min a 1%, L-glutamina 2 mM, 20 ug/mL de sulfato de gentamicina e HEPES 25
mM. A suspensdo foi centrifugada a 170 x g/4°C/10 min em tubo cénico de 15 mL, o

sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL de solugdo de lise de
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heméacias (Tris base 17 mM e cloreto de aménio 144 mM), pH 7,2, aguardando-se 2
minutos. Apoés esse tempo, foram adicionados 8 mL de meio de lavagem ao volume contido
no tubo para centrifugacdo a 170 x ¢g/4°C/10 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 10 mL de meio de lavagem. As células da suspenséo foram
diluidas em meio de lavagem, coradas com azul de Tripan a 0,4% em PBS e contadas. Em
placa de fundo chato de 48 pocos (NALGE NUNC International - Rochester, NY, USA)
foram preparados pogos com amostra controle ou estimulo (antigeno soltvel, particulado
ou proteina p36(LACK) recombinante, gentilmente cedida pela Profa. Dr2 Ana Paula
Fernandes, do Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmécia da UFMG),
cada poco com 5,0 x 10° células por mL de DMEM 10% SFB, pH 7,2, constituido de
DMEM, pH 7,2 suplementado com SFB inativado a 56°C/30 min a 10%, L-glutamina 2
mM, 20 ug/mL de sulfato de gentamicina, 2-mercaptoetanol 0,05 mM e HEPES 25 mM.
Para isso, 0 volume correspondente ao nimero de células desgjado (5,0 x 10%mL) foi
centrifugado a 170 x g/4°C/10 min, o sobrenadante foi descartado e o0 sedimento
ressuspendido no volume de DMEM 10% SFB, pH 7,2 suficiente para 0 nimero de pogos
desgjado. As suspensdes foram distribuidas na placa, sem estimulo ou estimuladas com 50,
100 ou 150 ug/mL de antigeno soluvel, 50 ug/mL de antigeno particulado ou 5 ug/mL de
proteina p36(LACK), de acordo com o que cada experimento requeria. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C/5% de CO, e 0s sobrenadantes coletados no dia seguinte e apds
trés dias a partir do preparo, sendo armazenados a -20°C para as dosagens de citocinas e
oxido nitrico. As etapas que intercalaram as centrifugaces foram realizadas com material

em gelo e todo o material utilizado foi previamente esterilizado (Afonso & Scott, 1993).
Dosagensde | FN-y, IL-4, TNF e 0xido nitrico

IFN-y e IL-4 foram dosados pelo método de ELISA de captura (Scott, 1991;
Chatelain e cols., 1992).

Para a dosagem de IFN-y placas de fundo chato de 96 pogos foram cobertas com o

anticorpo monoclonal R46A2 (obtido em nosso laboratério), na concentragdo de 2,5
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ug/mL. Para o reconhecimento do IFN-y ligado ao R46A2 foi utilizado soro policlona de
coelho anti-IFN-y murino e como conjugado foi utilizado o anticorpo anti-lgG de coelho
marcado com peroxidase (ZYMED LABORATORIES, Inc. - So, San Francisco, CA,
USA). ApoGs interrupcdo da reagdo com cromoforo Acido 2,2°- bis-azino (3-etilbenzil-
thiazol-6-sulfénico) (ABTS) (SIGMA — St. Louis, MO, USA) e H,0, 30% V/V, foi feitaa
leitura das placas no leitor Emax Molecular Devices (MOLECULAR DEVICES
CORPORATION - Sunnyvale- Califérnia - USA), e os dados foram analisados pelo
programa SOFTmax® PRO 4.0 - Life Sciences Edition, sob comprimento de onda de 405
nm, e a curva padréo foi submetida a regressdo linear. Como padréo, foi utilizado o
Interferon gama recombinante (rIFN-y) murino (R&D Systems Inc. - Mineapolis, MN,
USA) na concentragdo inicial de 1 ng/mL. O limite minimo de detec¢cdo foi de 0,0156
ng/mL.

Para a dosagem de IL-4 foi utilizado o anticorpo de cobertura11B11 a5 ug/mL eo
BVD-6 biotinilado (1:3000) para a detec¢do, ambos produzidos em nosso laboratorio, e
foram utilizados o conjugado estreptoavidina-peroxidase (ZYMED LABORATORIES, Inc.
- S0, San Francisco, CA, USA) e o padrdo IL-4 recombinante (rIL-4) murino (R&D
Systems Inc. - Mineapolis, MN, USA) na concentracdo inicial de 1000 pg/mL. O limite
minimo de deteccdo foi de 15,625 pg/mL. A leitura das placas foi realizada no leitor
SOFTmax® PRO 4.0 - Life Sciences Edition, sob comprimento de onda de 405 nm, e a
curva padréo foi submetida aregressdo linear.

A producéo de TNF foi avaliada por ensaio biol6gico (Lattime e cols., 1988). As
amostras de sobrenadante de cultura foram coletadas em condi¢Oes de esterilidade e, em
duplicata, foram diluidas em meio WEHI (RPMI, pH 7,2 acrescido de 10% de SFB
previamente inativado a 56°C/30 min, 2 mM de L-glutamina, 20 ug/mL de sulfato de
gentamicina e 1 mL de solugcdo de aminoacidos ndo essenciais cem vezes concentrada (890
mg/mL de L-alanina, 1320 mg/mL de L-asparagina, 1330 mg/mL de L-acido aspartico, 1470
mg/mL de L-&cido glutdmico, 750 mg/mL de L-glicina, 1150 mg/mL de L-prolina e 1050
mg/mL de L-serind) em placa de fundo chato de 96 pocos. Para esta diluicdo foram

utilizados, em duplicata, 35 uL da amostra diluida em 100 uL de meio WEHI, pH 7,2 no
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primeiro poco (diluicdo 1:4) e 35uL da diluicdo do primeiro poco em 100 uL de meio
WEHI, pH 7,2 no segundo poco (diluicdo 1:16). Foi preparado, também em duplicata, o
padrédo TNF recombinante (rTNF) murino (R&D Systems Inc. - Mineapolis, MN, USA)na
concentracgdo inicial de 2500 pg/mL em 12 diluig¢Oes seriadas 1:4. Foram preparadas uma
l[inha com 150 uL de meio WEHI, pH 7,2 (branco de meio) e outra com 100 uL do mesmo
meio (branco de células). Foram adicionados 50 uL de uma suspensdo a 1,0 x 10%mL de
células WEHI-164 tratadas com actinomicina D (SIGMA — St. Louis, MO, USA) na
concentracdo de 0,75 ug/mL atodos 0s pogos, exceto nos correspondentes ao branco meio,
e aplacafoi incubada em estufa a 37°C/5% de CO,/24 horas. Foram adicionados 20 uL de
solucdo estoque de 3-[4,5-dimethylthiazol-2]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(SIGMA - St. Louis, MO, USA) a 2,5 mg/mL em cada poco e as placas foram incubadas
em estufa a 37°C/5% de CO,/4 horas. A seguir, foram adicionados 100 uL de Lauril
Sulfato de Sodio (SDS) (VETEC - Rio de Janeiro, RJ, BR) 10% em HCI 0,01 M e a placa
foi novamente incubada em estufa a 37°C/5% de CO,/16 horas. O limite minimo de
deteccdo foi de 0,01 pg/mL. As leituras foram realizadas no leitor SOFTmax® PRO 4.0 -
Life Sciences Edition, sob comprimento de onda de 570 nm, e a curva padréo foi submetida
aregressao log-logit.

As dosagens de 6xido nitrico foram feitas pelo método de Greiss (Green e cols.,,
1982). Em placa de fundo chato de 96 pocos, uma curva padréo foi preparada pela adicéo
de 50 uL de padréo de nitrito de sddio 250 uM, em duplicata, a 50 uL de DMEM, pH 7,2
realizando-se, a partir dai, 12 dilui¢cdes sucessivas 1:2 em pocos contendo 50 uL. do mesmo
meio. Em seguida, foram adicionados, em duplicata, 100 uL de mistura 1:1 de solucbes de
sulfanilamida (1% em H3PO,4 2,5%) e dicloreto N-naftil etilenodiamina (0,1% em H3PO,
2,5%) a 50 uL de sobrenadante de cultura (amostra), 50 uL. de DMEM, pH 7,2 (branco) e
aos pocos dos padrdes. Apos 10 minutos em temperatura ambiente, foram feitas as leituras
das amostras, branco e padrdes no leitor SOFTmax® PRO 4.0 - Life Sciences Edition, sob
comprimento de onda de 540 nm. A curva padrdo foi submetida a regressdo linear e 0

limite minimo de deteccéo foi de 4 uM.
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Sobrenadantes de cultura col etados ap6s 24 horas foram utilizados para dosagem de
TNF e sobrenadantes de 72 horas foram utilizados para dosagem de IFN-y, IL-4 e 6xido

nitrico.

Experimentos de imunizagao

Os animais foram vacinados pela via intramuscular ou subcuténea, com intervalo de
trés semanas entre a primeira dose e o refor¢o. Para as aplicagdes intramusculares, 0s
camundongos foram anestesiados com 200 uL de Tribromoetanol 2,5% (1 mL/100 g de
peso corporal). As injecOes intramusculares foram feitas perpendicularmente a regido
anterior mediana do musculo da coxa direita (Sukumaran e cols., 2002) e as subcuténeas na

regido posterior da pata direita (Gurunathan e cols., 1997), conforme apresentado a seguir:

Intramuscular

Subcutanea

Figura 1. Sitios de vacinagdo intramuscular e subcutanea em
camundongo BALB/c. As setas indicam o sitio de vacinagdo
intramuscular (regido anterior mediana do mulsculo da coxa
direita) e subcuténea (regido posterior da pata direita).

Foram utilizados 100 ug de DNA pCl-neo controle ou pCl-neo com inserto do gen
p36(LACK) (pCl-neo-p36(LACK)) - na primeira e na segunda dose, tanto nas vacinagcoes
intramusculares quanto nas subcutaneas, contidos num volume de 50 uL por dose
(Gurunathan e cols.,, 1997; Sukumaran e cols., 2002). Para degeneracdo das células
musculares, o DNA pCl-neo-p36(LACK) e o DNA controle pCl-neo para injegdo
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intramuscular foram preparados em solucdo de sacarose (Sigma ULTRA - St. Louis, MO,
USA) a 25%, enquanto que 0s mesmos para injecao subcuténea foram diluidos em PBS
esterilizado. Utilizou-se um grupo controle com PBS esterilizado administrado em ambas

asvias, num volume de 50 uL.

Plasmideos

Culturas de bactérias Escherichia coli DH-5a.™ transformadas com os plasmideos
pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK) foram gentilmente cedidas pela Profa. Dr2 Ana Paula
Fernandes, do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os
genes p36(LACK) foram obtidos por PCR de genes de L. chagas e inseridos em promotor
CMV no sitio EcoRI/Xbal do plasmideo pCl-neo. Este plasmideo € um forte vetor de
expressdo em mamiferos que, além dessa forte regido promotora, possui 1- um gen que
codifica a neomicina fosfotransferase, que € um marcador seletivo para células de
mamiferos, 2- um intron quimérico “downstream” aregido promotora que aumenta o nivel
de expressdo génica, 3- promotores de RNA polimerase T3 e T7 flanqueando o sitio
multiplo de clonagem, que podem ser utilizados para sintetizar RNA de maneira “sense” e
“antisense” em relacdo ao inserto, 4- um sitio multiplo de clonagem com sitios de enzimas
de restricdo imediatamente “downstream” ao promotor T7, 5- um sinal de poliadenilacéo
SV40 que findiza a transcricdo pela RNA polimerase |l e leva a adicdo de
aproximadamente 200 a 250 residuos de adenosina ao final 3’ do transcrito de RNA,
aumentando a estabilidade e traducdo do RNA, 6- uma origem de replicacdo do fago
filamentoso f1 para geracdo de DNA de fita tnica (ssSDNA) encapsulado apos infeccdo da
bactéria transformada com um fago auxiliar apropriado, 7- um gen da neomicina
fosfotransferase sob regulacdo de um promotor de SV40, que confere, por intermédio de
inativacao por fosforilacdo, resisténcia ao antibiodtico G418, um aminoglicosideo produzido
por estreptomicetos que induz citotoxicidade pelo bloqueio de tradugdo, e 8- um gen de
resisténcia a ampicilina (Promega, 1996):
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Figura 2. Representagdo esguemética do
plasmideo pCl-neo. A partir do topo da figura estéo
representados: a regido promotora de CMV, o
intron quimérico, o sitio multiplo de clonagem, o
sna de poliadenilagdo SV40, a origem de
replicacdo do fago filamentoso f1, o promotor de
SV40, o gen da neomicina fosfotransferase e o0 gen
daampicilina.

Cultura de bactérias, extracao e purificacdo dos plasmideos

As bactérias DH-5a™ (transformadas com pCl-neo ou pCl-neo-p36(LACK)) foram
mantidas em meio Luria-Bertaine (LB) sdlido, pH 7,0 (NaCl 0,5%, triptona (BIOBRAS -
Montes Claros, MG, BR) 1%, extrato de levedura (BIOBRAS - Montes Claros, MG, BR)
0,5%, é&gar bacterioldgico (BIOBRAS - Montes Claros, MG, BR) 1,5% e D[-]-a-
Aminobenzilpenicilina - Sal Dissodico (SIGMA — St. Louis, MO, USA) na concentragdo
final de 100 ug/mL). ApoGs estriamento, a placa foi incubada em estufa a 37°C por 16 h e
armazenada a 4°C até, no maximo, 15 dias para fornecimento de colbnias para expansao
em meio liquido. A partir de quatro a seis col6nias obtidas do meio sélido, foi preparado
um pré-indculo de 5 mL em meio LB liquido, pH 7,0 (NaCl 0,5%, triptona (BIOBRAS -
Montes Claros, MG, BR) 1%, extrato de levedura (BIOBRAS - Montes Claros, MG, BR)
0,5% e D[-]-a-Aminobenzilpenicilina - Sal Dissodico na concentracdo final de 100
ug/mL). O pré-inéculo foi incubado em agitador orbital a 160 rpm/37°C/16 h. Essa cultura
foi expandida a 500 mL em meio LB liquido e incubada em agitador orbital a 160
rpm/37°C/16 h para a extracéo e purificagdo do DNA plasmidial.
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O processo de extracdo e purificagdo do DNA foi feito conforme protocolo descrito
no kit Wizard® Plus Maxipreps (PROMEGA CORPORATION - Madison, WI, USA).
Resumidamente, toda a cultura foi centrifugada a 5800 x g/23°C/10 min, o sedimento foi
ressuspendido em solucéo de ressuspensdo celular (TrissHCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 10
mM e RNase A 100 ug/mL) e solucdo de lise (NaOH 0,2 M e SDS 1%), misturando-se
bem. Apds isso, foi adicionada solucdo de neutralizacdo (acetato de potassio 1,32 M, pH
4,8), misturando-se bem. A mistura foi centrifugada a 4000 x @/23°C/20 min e o
sobrenadante filtrado em papel de filtro (Whatman qualitative 1). O volume obtido foi
medido e foi adicionada metade do mesmo de isopropanol PA (SIGMA — St. Louis, MO,
USA). ApOs agitacdo, o preparado foi mantido em temperatura ambiente por 15 minutos,
centrifugado a 4000 x @/23°C/20 min, e o sedimento com o DNA extraido foi
ressuspendido em 2 mL de tampéo TE 1X (TrissHCl 10 mM, pH 7,5 e EDTA 1 mM). Para
0 processo de purificagdo, a resina (Wizard® Maxipreps DNA Purification Resin) foi
homogenei zada e adicionada a suspenséo de DNA, agitando-se. A mistura foi adicionada a
coluna (Maxicolumn - Promega) ligada a uma bomba de vacuo e submetida a uma pressao
de 15-18 mmHg até que todo o liquido fosse eluido, evitando-se a secagem total daresina
que foi, a seguir, eluida com solucéo de lavagem (Acetato de potassio 80 mM, Tris-HCI 8,3
mM, pH 7,5 e EDTA 40 uM) e etanol 80%. Apds terminada a elui¢éo, o vécuo foi mantido
por 1 minuto. A coluna foi transferida para um tubo de fundo cbnico de 50 mL e
centrifugada a 1070 x g/16°C/15 min em rotor movel. O vécuo foi aplicado por mais 5
minutos e foi adicionada agua milli Q autoclavada, a temperatura de 60-70°C, aresina, com
a coluna dentro de um tubo de fundo cénico de 50 mL fornecido pelo kit. Ap6s 1 minuto, a
coluna, mantida no tubo, foi centrifugada a 1070 x g/16°C/5 min e a solugdo de DNA retida
foi filtrada em filtro de seringa de 0,2 uM. Ao final, foram adicionados 10% do volume
obtido de tamp&o Tris EDTA (TE) 10X (TrissHCl 100 mM, pH 7,5 e EDTA 10 mM)

autoclavado a solucdo, que foi posteriormente armazenada a 4°C por, no maximo, 6 meses.
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Preparo do DNA para vacinacgéo

O DNA purificado foi diluido em agua milli Q e submetido as leituras de D.O.
(Densidade Otica) em espectrofotdmetro sob os comprimentos de onda de 260 e 280
nandmetros para quantificacdo de DNA e proteinas, respectivamente (Sambrook e cols.,
1989; Boyer, 1993). Relacdes de leituras 260/280 nm superiores a 1,70 foram consideradas
como satisfatérias para a utilizagdo do DNA no processo de vacinacdo. O calculo da
concentracdo de DNA nas amostras foi feito de acordo com a seguinte relagcdo (Boyer,
1993):

1D.O. 260nm —>» 50 u,g/mL —» 0,05 Mg/ML
D.O. (amostra) 260nm » [DNA] (ng/uL)

[DNA] (ug/uL) = D.O. 260 nm (@amostra) x 0,05 x d

Onde:

[DNA] (ug/uL) = concentragdo de DNA na amostra em pug/uL
D.O. 260 nm (@mostra) = densidade 6tica da amostra a 260 nm

d = diluicdo da amostra

Parafins de calculo, foi tracada uma curva padréo para quantificacéo de DNA onde,
a partir de uma solucéo de concentracéo conhecida (150 ug/mL), foram feitas leituras a 260
nm de diversas dilui¢Bes aquosas da solucéo inicial de DNA em espectrofotometro (UV

Visible Spectrophotometer UV-1601 - Shimadzu), gerando-se a seguinte curva:
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Figura 3. Curva padrdo para quantificacdo de DNA. Os pontos representam as
absorbancias a 260 nm relativas a diferentes diluicdes de DNA a partir de uma solucéo
aquosa a 150 pg/mL.

De acordo com aLei de Beer-Lambert (Downes, 1972; Boyer, 1993) e com o limite
maximo confiavel de leitura, os valores aceitaveis de absorbancia (correspondentes a parte
linear da curva) ficaram entre 0,113 e 2,000. Este foi o limite de leitura utilizado para os
céculos de concentragdo de DNA nas amostras.

Ap6s dosado 0 DNA (pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK)), as amostras foram reunidas
e o material foi concentrado (Speed Vac® System Thermo Savant - 1SS110), até
concentracdo superior a 3 ug/ul, limite minimo aproximado para a obtencdo de DNA na
concentracdo desegjada para a vacina

Antes de se preparar a vacina, os plasmideos (pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK))
foram submetidos ao corte com as enzimas de restricdo EcoR | e Xba | seguido de
eletroforese em gel de agarose (ultra PURE - Invitrogen Corporation - Carlsbad, CA, USA)
a0,8% em Tris Acetato EDTA (TAE), com o objetivo de se verificar a presenca do inserto
de 939 pb correspondente ao gen p36(LACK) no plasmideo pCl-neo-p36(LACK) e do
restante do plasmideo (5472 pb) nos dois DNAS, além da verificagcao da presenca de RNA e
bandas inespecificas. Foram utilizados, para a digestdo, 3 ug de DNA, 0,2 uL de Albumina
Sérica Bovina (BSA) 100X (PROMEGA CORPORATION - Madison, WI, USA), 1,0 uL
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de cada enzima (PROMEGA CORPORATION - Madison, WI, USA) e 2 uL de tamp&o
“multi-core” 10X (PROMEGA CORPORATION - Madison, WI, USA). O volume foi
completado para 20 uL com agua milli Q e o materia foi incubado em banho-maria a
37°C/2 h. Para a eletroforese, foram adicionados 4 uL de tamp&o de amostra Blue/Orange
6X Loading Dye (PROMEGA CORPORATION - Madison, WI, USA) aos DNAs
digeridos. Foi utilizado 1,5 ug de cada DNA néo digerido, 1,67 uL do tampéo de amostra e
o volume foi completado para 10 uL com agua milli Q. Como padréo, foram utilizados 5
uL de 1 Kb DNA Ladder (GIBCO BRL - Grand Island, NY, USA), adicionados a 1,67 uL
do tampdo de amostra e agua milli Q com volume suficiente para 10 uL. O gel foi
preparado a 0,8% em agarose diluida em TAE 1X, pH 7,2 (tris base 4,84%, acetato de
sodio anidro 1,64% e EDTA dissodico.2 H,O 0,39%) e procedeu-se a corrida el etroforética
em tampdo TAE 1X, pH 7,2 com 1 uL/mL de brometo de etidio (ultra PURE - GIBCO
BRL - Grand Island, NY, USA) a 10 mg/mL, a50 V/3 h.

As solucdes concentradas dos plasmideos foram utilizadas com volumes
correspondentes a 100 ug de DNA para cada dose de vacina (50 ulL). Para as vacinaces
intramusculares, foi adicionada sacarose na concentragéo final de 25% a partir de uma
solucdo estoque a 0,8 g/mL. O volume foi completado para 50 uL/dose com &gua milli Q
esterilizada. Para as vacinagbes subcutaneas, foi adicionado PBS esterilizado a solucéo
concentrada de DNA em volume suficiente para se completarem 50 ul/dose. O
procedimento foi idéntico para ambos os plasmideos utilizados (pCl-neo e pCl-neo-
p36(LACK)).

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados provenientes de quantificacdo de parasitos, 0s
valores foram transformados em logaritmos para homogeneizacdo de variancia. Esses
dados e os provenientes de dosagens de citocinas e Oxido nitrico que apresentaram
distribuicdo normal pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foram submetidos

ao Teste t de Student. Dados cuja distribuicdo néo foi considerada linear pelo teste de
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Kolmogorov-Smirnov foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para
todas as andlises estatisticas, as diferencas significativas foram aceitas ao nivel de 5% de
probabilidade (P<0,05) (Sampaio, 1998).
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5. RESULTADOS

Eletroforese em gel de agarose dos DNAs extraidos e purificados

O ponto de partida para os experimentos de vacinagdo foram os processos de
extracao e purificagdo dos plasmideos pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK). Apds extraidos e
purificados, os DNAs foram submetidos ao corte com as enzimas de restri¢céo EcoR | e Xba
| e a eletroforese em gel de agarose a 0,8% para constatagdo da presenca do inserto
p36(LACK), de possiveis bandas inespecificas ou de RNA na amostra (Fig. 4). Esta figura
mostra a presenca do inserto de 939 pb referente ao gen p36(LACK) proveniente do
plasmideo pCl-neo-p36(LACK) cortado (A), das conformacdes espiralada (banda inferior)
e ndo espiralada (banda superior) dos plasmideos pCl-neo-p36(LACK) e pCl-neo integros
(B e D, respectivamente) e do plasmideo pCl-neo cortado (C). Ndo foram observadas

bandas inespecificas ou presenca de RNA.

P A B C D

1018 pb

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% dos plasmideos
utilizados para a vacinagdo. (A) Plasmideo pCl-neo-p36(LACK)
digerido pelas enzimas EcoR | e Xba |, (B) 0 mesmo plasmideo
ndo digerido, (C) plasmideo pCl-neo digerido pelas enzimas
EcoR | e Xba I, (D) o mesmo plasmideo ndo digerido e (P)
Padréo de 1 Kb DNA Ladder.
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Curva de crescimento de L. chagasi M2682

A cepa M2682 de L. chagas foi cultivada a partir da concentracdo de 1 x 10°
promastigotassmL e a cultura foi quantificada para a montagem de uma curva de
crescimento (Fig. 5). De acordo com essa curva, apés 120 horas (5 dias) a cultura atingiu o
final da fase logaritmica de crescimento com aproximadamente 6,5 x 10’ Leishmania/mL.
Em virtude disso, escolhemos o tempo de 5 dias de cultura, partindo sempre de uma cultura
de 1 x 10° promastigotas/mL, para a obtencéo dos parasitos para 0s experimentos de
desafio e preparo de antigenos.
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Figura 5. Curva de crescimento de L. chagas M2682 em DMEM 20% SFB, pH 6,8.
Culturainiciada com 1 x 10° parasitos/mL foi mantida em estufa a 25°C e quantificada
nos tempos marcados.
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Determinacdo da curva de carga parasitaria no baco e no figado de camundongos BALB/c

infectados com L. chagasi

Camundongos BALB/c foram inoculados com 1 x 10" promastigotas de final de
fase logaritmicade L. chagasi naveiada caudae, apés 2, 4 e 6 semanas, a carga parasitéria
no baco e no figado foi avaliada pela técnica de diluicdo limitante. De acordo com os
resultados, observou-se um pico de carga parasitéria no figado 4 semanas apés a infeccdo
(P<0,01 em relagdo a 2 semanas), com posterior diminuicdo em 6 semanas (P<0,05). No
baco, sitio de infeccdo crénica por L. chagasi em camundongos BALB/c (Wilson e cols.,
1996), a carga parasitaria se elevou de 2 para 4 semanas (P<0,01) e se manteve em niveis
mais baixos em relacdo ao figado (P<0,01) durante todo o periodo de infeccdo analisado
(Fig. 6). Comparando-se as cargas parasitarias por miligrama de tecido, o bago manteve-se
com valores mais baixos até 4 semanas (P<0,05) (dados ndo mostrados).

De acordo com esses dados, nos experimentos de vacinacéo, os camundongos foram
desafiados pela via endovenosa com 1 x 10’ promastigotas totais de L. chagasi e
sacrificados 4 semanas apos a infecgdo, tempo correspondente ao pico de carga parasitéria

no figado.
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Figura 6. Curso de infeccdo por L. chagas em camundongos BALB/c. Os camundongos
foram infectadosi.v. com 1 x 10’ promastigotas de L. chagasi e sacrificados ap6s 2, 4 e 6
semanas para a determinacdo da carga parasitaria, conforme descrito em Material e
Métodos. O parasitismo hepatico foi maior em 4 semanas ap6s infeccdo se comparado
com 2 semanas (a) (P<0,01) e com 6 semanas (b) (P<0,05). No baco, o parasitismo foi
maior em 4 semanas apos infeccdo se comparado com 2 semanas (¢) (P<0,01). Foram
utilizados trés camundongos por grupo e 0s pontos sdo representativos das médias dos
dados combinados de dois experimentos independentes +/- desvio padréo. Diferencas
estati sticamente significativas foram determinadas pelo Teste t de Student.
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Verificacdo do padréo de citocinas (IFN-y, IL-4 e TNF) e 6xido nitrico em 2, 4 e 6 semanas

de infecgcdo

Além da determinac&o da curva de carga parasitaria no baco e no figadoem 2, 4 e 6
semanas apos infecgdo, dosaram-se as citocinas (IFN-y, IL-4 e TNF) e o éxido nitrico
produzidos por esplendcitos obtidos nos mesmos tempos.

Células do baco de camundongos infectados com 1 x 10’ promastigotas de L.
chagas estimuladas em cultura com 50 ug/mL de antigeno particulado produziram
quantidades significativas de IFN-y em 2, 4 e 6 semanas em relagdo ao produzido pelas ndo
estimuladas (P<0,01). N&o houve diferencas na producéo da citocina quando 0s grupos
submetidos ao estimulo foram comparados entre si (Fig. 7).
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Figura 7. Producéo de IFN-y em 2, 4 e 6 semanas de infecgdo. Camundongos BALB/c foram
inoculados com 1 x 10" Leishmania na veia da cauda e o |FN-y esplénico foi dosado pela técnica
de ELISA em sobrenadantes de cultura sem estimulo ou estimulados com antigeno particulado de
L. chagasi (Ag Lc) (50 ug/mL). Foram utilizados dois a trés camundongos por grupo e as barras
indicam as medianas dos dados combinados de dois experimentos independentes +/- 25% da
distribuicBo de frequéncia representados em relacdo aos valores das medianas. Diferencas
estatisticas entre a producéo da citocina pelos grupos estimulados e seus respectivos controles ndo
estimulados foram determinadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (* P<0,01).
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A citocina IL-4 também foi dosada conforme feito para o IFN-y. De maneira
semelhante a observada para o IFN-y, houve producéo significativa de IL-4 pelos
esplendcitos estimulados com antigeno particulado em comparagdo aos seus respectivos
controles, mas ndo houve diferencas quando os grupos estimulados foram comparados
entre si (Fig. 8), sugerindo que ambas as citocinas se mantém, no baco, sem alteracéo de
nivel durante ainfeccdo, nos tempos analisados.

N&o houve producdo significativa de TNF ou 6xido nitrico por esplendcitos em
quaisquer dos grupos analisados (dados ndo mostrados).
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Figura 8. Producdo de IL-4 em 2, 4 e 6 semanas de infeccdo. Camundongos BALB/c foram
inoculados com 1 x 107 Leishmania na veia da cauda e o IL-4 esplénico foi dosado pelatécnica de
ELISA em sobrenadantes de cultura sem estimulo ou estimulados com antigeno particulado de L.
chagas (Ag Lc) (50 wg/mL). Foram utilizados dois a trés camundongos por grupo e as barras
indicam as medianas dos dados combinados de dois experimentos independentes +/- 25% da
distribuicBo de frequéncia representados em relacdo aos valores das medianas. Diferencas
estatisticas entre a producéo da citocina pelos grupos estimulados e seus respectivos controles ndo
estimulados foram determinadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*P<0,05 e
**P<0,01).
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Verificacdo da capacidade de inducdo de resposta imunolégica pela vacina de DNA
p36(LACK)

Com o intuito de se verificar a capacidade imunogénica da vacina de DNA pCl-neo-
p36(LACK), camundongos BALB/c foram vacinados conforme descrito em Material e
Métodos e, duas semanas ap0s a dose de reforgo, foram sacrificados para a retirada do
baco. Os esplendcitos foram submetidos, em cultura, aos estimulos com antigenos solUvel e
particulado de L. chagasi e proteina p36(LACK) recombinante para a dosagem de IFN-y,
IL-4 e Oxido nitrico, e antigenos soluvel e particulado para a dosagem de TNF nos
sobrenadantes.

Esplendcitos de camundongos vacinados pela via subcutanea ndo apresentaram
producdo significativa de IFN-y ou IL-4 , tanto quando a comparacdo € feita entre a
producdo por esplendcitos de camundongos do mesmo grupo e submetidos a estimulos
diferentes quanto entre os de camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) e seus
respectivos controles inoculados com PBS ou pCl-neo (Figs. 9 e 10). Também néo foi
detectada producdo de déxido nitrico ou de TNF por esplendcitos desses camundongos
(dados ndo mostrados).
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Figura 9. Producéo de IFN-y por esplendcitos apos vacinacdo subcutdnea com pCl-neo-
p36(LACK). Camundongos BALB/c foram vacinados pela via subcuténea com 100 ug de DNA
(pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK)) em doses de 50 uL em PBS ou inoculados com 50 uL de PBS
(controle). Trés semanas depois, foi administrada, pela mesma via, uma dose de refor¢co com as
mesmas quantidades e concentragdes. Duas semanas ap0s o reforco, os camundongos foram
sacrificados e o IFN-y foi dosado por ELISA em sobrenadantes de cultura de esplendcitos
submetidos aos estimul os com antigeno soltvel (Ag s50, 100 e 150 ug/mL) e particulado (Ag p -
50 ug/mL) de L. chagas e proteina p36(LACK) (LACK - 5 ug/mL) ou sem estimulo. Foram
utilizados trés camundongos por grupo e as barras representam as medianas dos dados combinados
de 2 experimentos independentes +/- 25% da distribuicéo de freqiiéncia representados em relagéo
aos valores das medianas. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney.
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Figura 10. Producdo de IL-4 por esplendcitos apOs vacinagdo subcuténea com pCl-neo-
p36(LACK). Camundongos BALB/c foram vacinados pela via subcuténea com 100 ug de DNA
(pCl-neo e pCl-neo-p36(LACK)) em doses de 50 uL em PBS ou inoculados com 50 uL de PBS
(controle). Trés semanas depois, foi administrada, pela mesma via, uma dose de refor¢co com as
mesmas quantidades e concentragdes. Duas semanas apds o reforco, os camundongos foram
sacrificados e o IL-4 foi dosado por ELISA em sobrenadantes de cultura de esplendcitos
submetidos aos estimulos com antigeno soltvel (Ag s50, 100 e 150 pug/mL) e particulado (Ag p -
50 ug/mL) de L. chagas e proteina p36(LACK) (LACK - 5 ug/mL) ou sem estimulo. Foram
utilizados trés camundongos por grupo e as barras representam as medianas dos dados combinados
de 2 experimentos independentes +/- 25% da distribuicéo de freqiiéncia representados em relagéo
aos valores das medianas. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney.

73



Resultados

Esplendcitos de camundongos vacinados com DNA pCl-neo-p36(LACK) pela via
intramuscular mostraram producdo significativa de IFN-y quando submetidos a diferentes
estimulos (50, 100 e 150 ug/mL de antigeno solavel, 50 ug/mL de antigeno particulado e 5
ug/mL de proteina p36(LACK)) se comparada com a de grupos controle inoculados com
PBS ou pCl-neo ou com a de células ndo estimuladas em cultura (Fig. 11).

Detalhadamente, esplendcitos de camundongos vacinados com DNA pCl-neo-
p36(LACK) e estimulados com antigeno soltvel (100 ug/mL) ou particulado produziram
quantidades significativas de IFN-y se comparadas com as de esplendcitos de camundongos
vacinados e ndo estimulados em cultura (P<0,05). O mesmo ocorreu com camundongos
vacinados com DNA pCl-neo-p36(LACK) cujos esplendcitos foram estimulados com
antigeno soltvel (150 ug/mL) ou proteina p36(LACK) se comparados com camundongos
vacinados e ndo estimulados (P<0,01).

A inducdo da producdo de IFN-y pela vacina também foi observada em
camundongos vacinados com DNA pCl-neo-p36(LACK) cujos esplendcitos foram
estimulados com 50 ou 100 ug/mL de antigeno solivel se comparados com a de
camundongos tratados com PBS e com esplendcitos submetidos a0 mesmo estimulo
(P<0,05). O mesmo ocorreu quando esplendcitos de camundongos vacinados foram
estimulados com antigeno soluvel (150 ug/mL) ou proteina p36(LACK) se comparados
com esplendcitos de camundongos tratados com PBS submetidos aos respectivos estimulos
(P<0,01).

Quando comparados com esplendcitos de camundongos inoculados com o plasmideo
pCl-neo cujas células do bago foram estimuladas com antigeno soltivel (150 ug/mL) ou
proteina p36(LACK), esplendcitos de camundongos vacinados tratados com 0s mesmos
estimul os também apresentaram producdo significativa de IFN-y (P<0,05).

Esplendcitos do grupo controle (pCl-neo) estimulados com proteina p36(LACK)
também produziram mais IFN-y se comparados com 0 mesmo grupo controle nao
estimulado (P<0,05).
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Nenhuma producdo significativa de IL-4 foi detectada entre os diferentes grupos
vacinados pela via intramuscular (Fig. 12). Também ndo houve producéo significativa de

TNF ou de 6xido nitrico entre os grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 11. Producdo de IFN-y por esplendcitos ap0s vacinagdo intramuscular com pCl-neo-
p36(LACK). Camundongos BALB/c foram vacinados pela via intramuscular e sacrificados
para retirada do bago para a dosagem de IFN-y, conforme feito para a via subcutanea e
descrito em Material e Métodos. As letras sobre as barras indicam diferencas significativas de
producdo de IFN-y (*P<0,05 e ** P<0,01) nas seguintes comparacdes. (a) culturas estimuladas
X culturas ndo estimuladas; (b) pCl-neo-p36(LACK) x pCl-neo e (¢) pCl-neo-p36(LACK) x
PBS. Foram utilizados trés camundongos por grupo e as barras representam as medianas dos
dados combinados de 2 experimentos independentes +/- 25% da distribuicdo de freqiiéncia
representados em relagdo aos valores das medianas. As andlises estatisticas foram feitas pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 12. Producdo de IL-4 por esplendcitos apOs vacinagdo intramuscular com pCl-neo-
p36(LACK). Camundongos BALB/c foram vacinados pela via intramuscular e sacrificados para
retirada do baco para a dosagem de IL-4, conforme feito para a via subcutanea e descrito em
Material e Métodos. Foram utilizados trés camundongos por grupo e as barras representam as
medianas dos dados combinados de 2 experimentos independentes +/- 25% da distribuicdo de
freqliéncia representados em relagdo aos val ores das medianas. As andlises estatisticas foram feitas
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Avaliacdo da carga parasitaria no baco e no figado de camundongos ap6s vacinacao com
DNA pCl-neo-p36(LACK)

Camundongos BALB/c foram vacinados conforme descrito em Material e Métodos
e foram desafiados 4 ou 12 semanas apos a dose de reforco. 4 semanas apos o desafio -
tempo determinado pelo pico de carga parasitéria no figado (Fig. 3) - os camundongos
foram sacrificados para a retirada do baco e do figado para a quantificacdo de parasitos. Os
objetivos desses experimentos foram verificar a capacidade protetora da vacina de DNA
pCl-neo-p36(LACK) por intermédio da determinagdo da carga parasitéria nos 6rgdos dos
camundongos desafiados 4 semanas apds o0 reforco e comparar esses resultados com os
obtidos de camundongos desafiados e inoculados com parasito apos maior intervalo entre a
dose de reforco e o desafio (12 semanas).

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferencas entre as cargas
parasitarias tanto esplénicas quanto hepaticas quando grupos vacinados com pCl-neo-
p36(LACK) foram comparados com grupos controle (inoculados com PBS ou pCl-neo) nos
experimentos de desafio 4 ou 12 semanas apos a dose de reforco. Por outro lado, houve
diferencas estatisticas quando foram comparadas as cargas parasitérias tanto hepéticas
guanto esplénicas de camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) nos diferentes
tempos de desafio: camundongos vacinados pela viaintramuscular e desafiados 12 semanas
apos a dose de reforgo mostraram menor carga parasitéaria nos dois 6rgdos se comparados
com o grupo vacinado e desafiado apds 4 semanas (P<0,05) (Figs. 13 e 14). O mesmo
ocorreu para os bagos de camundongos inoculados com pCl-neo pela mesma via (P<0,05)
(Fig. 13).
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Figura 13. Carga parasitéria no bago de camundongos BALB/c vacinados e desafiados 4 ou 12
semanas apos a dose de reforco. Camundongos BALB/c foram vacinados conforme descrito em
Material e Métodos e desafiados pela via endovenosa com 1 x 10’ promastigotas de L. chagasi 4
semanas (A) ou 12 semanas (B) ap06s a dose de reforco. Apds 4 semanas a partir do desafio, os
camundongos foram sacrificados e os bacos foram retirados para a quantificacdo de parasitos pela
técnica de diluigdo limitante. Camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) pela via
intramuscular apresentaram menor ndmero de parasitos no bago quando desafiados 12 semanas apés
adose de reforgo em comparagéo com os camundongos submetidos a mesma vacina, mas desafiados
apos 4 semanas. O mesmo ocorreu para os camundongos inoculados com pCl-neo. Foram utilizados
dois a quatro camundongos por grupo e as barras representam as medianas dos dados combinados de
trés experimentos independentes +/- 25% da distribuicéo de freqliéncia representados em relagdo aos
valores das medianas. As andlises estatisticas foram feitas pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney (*P<0,05).
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Figura 14. Carga parasitaria no figado de camundongos BALB/c vacinados e desafiados 4 ou 12
semanas apos a dose de reforco. Camundongos BALB/c foram vacinados conforme descrito em
Material e Métodos e desafiados pela via endovenosa com 1 x 107 promastigotas de L. chagas 4
semanas (A) ou 12 semanas (B) ap6s a dose de reforco. Apds 4 semanas a partir do desafio, os
camundongos foram sacrificados e os figados foram retirados para a quantificacdo de parasitos pela
técnica de diluicdo limitante. Camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) pela via
intramuscular apresentaram menor nimero de parasitos no figado quando desafiados 12 semanas
apos a dose de reforco em comparacdo com os camundongos submetidos a mesma vacina, mas
desafiados apés 4 semanas. Foram utilizados dois a quatro camundongos por grupo € as barras
representam as medianas dos dados combinados de trés experimentos independentes +/- 25% da
distribuicdo de fregiiéncia representados em relacdo aos valores das medianas. As andlises
estatisticas foram feitas pel o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (* P<0,05).
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Avaliacao da producéo de citocinas (IFN-y, IL-4 e TNF) e de 6xido nitrico por esplendcitos
de camundongos vacinados e desafiados com L. chagasi 4 ou 12 semanas apos dose de

reforco

Esplendcitos de camundongos desafiados 4 ou 12 semanas apos a dose de reforco
foram retirados para a determinacdo do padréo de citocinas (IFN-y, IL-4 e TNF) e éxido
nitrico produzidos em resposta a vacina de DNA pCl-neo-p36(LACK).

Esplendcitos de camundongos inoculados tanto pela via intramuscular quanto pela
subcuténea com pCl-neo-p36(LACK), pCl-neo ou PBS e desafiados 4 ou 12 semanas ap0s
a dose de reforco produziram mais IFN-y quando estimulados em cultura com antigeno
particulado de L. chagas (50 ug/mL) em relacdo aos seus respectivos controles (sem
estimulo em cultura). Da mesma maneira, esplendcitos de camundongos vacinados pelavia
intramuscular com pCl-neo-p36(LACK) e desafiados 4 ou 12 semanas apés a dose de
reforco que foram estimulados em cultura com antigeno particulado também produziram
guantidades significativas de IFN-y em relagdo aos de inoculados com pCl-neo e também
estimulados em culturaa. O mesmo estimulo em cultura também induziu producéo
significativa dessa citocina por esplendcitos de camundongos desafiados 12 semanas apds a
vacinagdo intramuscular com pCl-neo-p36(LACK) em relagdo aos de camundongos
inoculados com PBS pela mesma via. E interessante notar também que, comparando-se a
producdo de IFN-y por esplendcitos estimulados de camundongos desafiados 12 semanas
apos a dose de refor¢o com seus correspondentes de 4 semanas, observa-se maior producdo
dessa citocina nos de 12 semanas para ambas as vias e todos os indculos, exceto para 0s

vacinados pela via subcutanea com pCl-neo (Fig. 15 - A eB).
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Figura 15. Producdo de IFN-y por esplendcitos apos vacinagdo subcuténea ou intramuscular com pCl-
neo-p36(LACK) e desafio com L. chagasi. Camundongos BALB/c foram vacinados pela via
subcuténea ou intramuscular conforme descrito em Material e Métodos. Apos 4 semanas (A) ou 12
semanas (B), eles foram desafiados pela veia da cauda com 1 x 10’ promastigotas de L. chagasi e
sacrificados 4 semanas apds o desafio para a retirada do baco e dosagem de IFN-y pela técnica de
ELISA em sobrenadante de cultura dos esplendcitos estimulados ou ndo com antigeno particulado de
L. chagasi (Ag Lc - 50 ug/mL). As letras indicam as diferencas estatisticas (* P<0,05 e **P<0,01) nas
seguintes comparagdes: (a) culturas estimuladas x culturas ndo estimuladas; (b) pCl-neo-p36(LACK)
(estimulo) x pCl-neo (estimulo); (c) pCl-neo-p36(LACK) (estimulo) x PBS (estimulo) e (d) culturas
estimuladas (A) x culturas estimuladas (B). Foram utilizados dois a quatro camundongos por grupo e
os dados sdo representativos das medianas dos dados combinados de trés experimentos independentes
+/- 25% da distribui¢éo de freqliéncia representados em relagéo aos valores das medianas. As andlises
estatisticas foram feitas pel o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Com relacéo a producéo de IL-4, somente esplendcitos de camundongos desafiados
12 semanas apoOs a dose de reforgo foram capazes de produzir essa citocina frente ao
estimulo com antigeno particulado em comparacdo com Sseus respectivos controles néao
estimulados. Somente esplendcitos de camundongos inoculados pela via subcutanea com
PBS ndo apresentaram essa caracteristica (Fig. 16 - B).

N&o foi detectada producdo de TNF ou de Oxido nitrico por esplendcitos de

camundongos desafiados 4 ou 12 semanas apods a dose de reforgo (dados ndo mostrados).
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Figura 16. Producéo de IL-4 por esplendcitos apos vacinagdo subcutanea ou intramuscular com pCl-
neo-p36(LACK) e desafio com L. chagasi. Camundongos BALB/c foram vacinados pela via
subcutanea ou intramuscular conforme descrito em Material e Métodos. Apos 4 semanas (A) ou 12
semanas (B), eles foram desafiados pela veia da cauda com 1 x 107 promastigotas de L. chagasi e
sacrificados 4 semanas ap6s o desafio para a retirada do bago e dosagem de IL-4 pela técnica de
ELISA em sobrenadante de cultura dos esplendcitos estimulados ou ndo com antigeno particulado de
L. chagasi ( Ag Lc - 50 ug/mL). Foram utilizados dois a quatro camundongos por grupo e os dados
s80 representativos das medianas dos dados combinados de trés experimentos independentes +/-
25% da distribuicdo de fregiiéncia representados em relagcdo aos valores das medianas. Diferencas
estatisticas entre grupos tratados e estimulados e seus respectivos controles (Sem estimulo) foram
determinadas pel o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*P<0,05 e **P<0,01).
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6. SUMARIO

v Houve producédo significativa de IFN-y por esplendcitos de camundongos vacinados
pelaviaintramuscular com pCl-neo-p36(LACK), estimulados com antigeno solGvel
ou particulado de L. chagasi ou com proteina p36(L ACK);

v A inoculagdo de pCl-neo pela via intramuscular também induziu producéo
significativa de IFN-y por esplenécitos de camundongos, apds estimulo com
proteina p36(LACK);

v N&o houve producdo significativa de TNF por esplendcitos de camundongos
inoculados pela via intramuscular com pCl-neo, estimulados com antigeno
particulado de L. chagasi. O mesmo ocorreu com esplendcitos de camundongos
vacinados com pCl-neo-p36(LACK) pela via subcuténea e submetidos ab mesmo
estimulo;

v" N&o houve producdo significativa de IL-4 ou de Oxido nitrico por esplendécitos de
camundongos vacinados pela via subcutanea ou intramuscular, estimulados com
antigeno sollvel ou particulado de L. chagasi ou proteina p36(LACK). O mesmo
ocorreu para a producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos vacinados pela
via subcutanes;

v" Né&o houve diminui¢do significativa de carga parasitaria no baco e no figado de
camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) e desafiados 4 ou 12 semanas
apos adose de reforgo em relagéo aos seus respectivos controles (pCl-neo ou PBS);

v" Houve diminuico significativa de carga parasitaria no bago de camundongos
vacinados com pCl-neo-p36(LACK) ou inoculados com pCl-neo, desafiados 12
semanas apos a dose de reforco em relacdo aos mesmos grupos desafiados apos 4
semanas. O mesmo ocorreu com a carga parasitéria hepatica de camundongos
vacinados com pCl-neo-p36(LACK);

v" Houve maior producdo de IFN-y por esplendcitos estimulados com antigeno
particulado de L. chagasi dos grupos tratados (pCl-neo-p36(LACK) e PBS pelavia
subcuténea e pCl-neo-p36(LACK), pCl-neo e PBS pela via intramuscular) de
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camundongos desafiados 12 semanas apds a dose de reforco em relacdo aos
respectivos grupos de camundongos desafiados apds 4 semanas,

Houve maior producdo de IFN-y por esplendcitos de todos os grupos (vacinado e
controles) estimulados com antigeno particulado de L. chagasi em relacdo a de
esplendcitos ndo estimulados, considerando-se as duas vias de administracéo
utilizadas e os tempos de desafio (4 ou 12 semanas) apos a dose de reforco. O
mesmo ocorreu para a producdo de IFN-y por esplenécitos estimulados de
camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) em relagdo a dos esplendcitos
estimul ados de camundongos inoculados com pCl-neo (desafio 4 ou 12 semanas de
desafio pés-vacinagdo) e em relacdo a dos esplenécitos estimulados de
camundongos inoculados com PBS (12 semanas);

Houve producado de IL-4 por esplendcitos estimulados com antigeno particulado de
L. chagasi dos grupos tratados (pCl-neo-p36(LACK) e pCl-neo pela via subcutanea
e pCl-neo-p36(LACK), pCl-neo e PBS pela via intramuscular) em relacdo a de
esplendcitos ndo estimulados dos respectivos grupos de camundongos desafiados 12
semanas apos a dose de reforco;

N&o houve producéo significativa de TNF nem de éxido nitrico por esplendcitos
estimulados com antigeno particulado de L. chagasi de camundongos vacinados e
desafiados 4 ou 12 semanas apos a dose de refor¢co em relagdo aos seus respectivos

controles.
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7. DISCUSSAO

A descoberta de uma vacina contra as leishmanioses, especiamente a leishmaniose
visceral, € um objetivo a ser atingido com importantes implicagdes para a salde publica de
vérios paises do Novo Mundo. A vacinacdo poderia beneficiar milhGes de pessoas que
habitam areas endémicas, pois, como citado anteriormente, a leishmaniose atinge grande
parte das Américas, especialmente o Brasil, onde a leishmaniose visceral, especificamente,
afeta populagdes rurais e urbanas, sendo fatal principalmente para criangas, desnutridos e
imunocomprometidos (Fundacéo Nacional de Salide, 2000).

A leishmaniose viscera anda é pouco estudada no que diz respeito ao
desenvolvimento de uma vacina segura, efetiva e que garanta protecdo prolongada. A
maioria dos testes com protocolos de vacinagdo contra a leishmaniose sdo feitos com a
forma tegumentar (Mayrink e cols., 1979; Dumonteil e cols., 2002; Coelho e cols., 2003)
ou com a leishmaniose visceral do Velho Mundo causada por L. donovani (Ahuja e cols,
1999; Melby e cols, 2001a; Stager e cols., 2000; Ghosh e cols., 2001). Por isso, existe a
necessidade de se iniciar um estudo mais efetivo com diferentes protocolos de vacinagdo
contra L. chagasi, causadora de leishmaniose visceral no Novo Mundo.

Estudos de desenvolvimento de vacinas devem acompanhar um organograma de
fases de pesguisa que vao desde a Fase |, que visa a pesguisa de dosagem, toxicidade,
efeitos e imunogenicidade da vacina, até a Fase IV, que foca a vigilancia apés a
comercializagdo do produto. Esse processo passa pela Fase I, que visa demonstrar a
eficacia (no caso de vacina, a protecdo), a seguranca e a aceitabilidade do produto e pela
fase 111, que visa determinar a eficacia do produto em indicacdes especificas e precisar seus
efeitos colaterais através da comparagéo do novo produto com o produto tradicional ou com
placebo (Pereira, 1995).

Esse trabalho visa principamente o estudo dos aspectos imunolgicos iniciais do
desenvolvimento de uma vacina de DNA que codifica a proteina p36(LACK). Ela € uma
proteina potencialmente imunogénica contra a leishmaniose causada por L. chagasi, ja que

se mostrou imunogénica e protetora em diversos protocolos de vacinagdo em

88



Discussdo

camundongos, principalmente contra uma espécie de Leishmania bastante estudada, a L.
major (Gurunathan e cols., 1997; Gonzalo e cols., 2001; Gonzalo e cols, 2002). Vacinas
genéticas codificando p36(LACK) também mostraram protecdo contra infecgdo por L.
infantum em cées (Ramiro e cols., 2003) e foram imunogénicas, mas néo protegeram
camundongos BALB/c contra infecgdes por L. donovani (Melby e cols, 2001a). E
importante ressaltar que, nesses trabalhos, as vias de imunizacdo foram intradérmica,
subcuténea ou intra-peritonial, ndo sendo utilizada a via intramuscular de administracdo da
vacina.

Por esses motivos, foi escolhido um protocolo de vacinagcdo que utiliza tanto a via
de imunizagdo subcutanea (vacina em solugdo salind) quanto a intramuscular (vacina com
sacarose) para estudar os efeitos imunogénicos e a capacidade protetora contra L. chagasi
de uma vacina de DNA que codifica a proteina p36(LACK).

Os resultados desse trabaho mostraram que esplendcitos de camundongos
vacinados pela via intramuscular com pCl-neo- p36(LACK) e ndo submetidos a desafio
com promastigotas de L. chagasi séo capazes de produzir IFN-y apos tratamento em cultura
com diferentes estimulos, sejam eles frages antigénicas da propria L. chagasi ou a proteina
p36(LACK) recombinante. Houve também pequena producdo, mas significativa, dessa
citocina por esplendcitos de camundongos inoculados com pCl-neo (Fig. 11), o que pode
estar relacionado com a capacidade adjuvante do plasmideo, propriedade ja citada
anteriormente. A falta de producéo esplénica significativa de IL-4 (Fig. 12) associada a
inducdo de producéo de IFN-y pelos esplendcitos mostram que a vacina de DNA pCl-neo-
p36(LACK) é capaz de induzir proliferacdo de clones de linfécitos responsivos a proteina
p36(LACK) e de levar a uma resposta do tipo 1. Isso indica, portanto, que a proteina
p36(LACK) foi expressa pelas células transfectadas e, apds processada e apresentada por
intermédio de sua ligacdo a moléculas de MHC | ou 1l, foi capaz de ser reconhecida por
células T do sistema imunolégico (Weiner & Kennedy, 1999). Esses resultados mostram
gue a vacina atende ao requisito de imunogenicidade correspondente a Fase | de pesquisa

para o desenvolvimento de vacinas.
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Por outro lado, notavelmente, o protocolo de vacinagdo utilizado ndo gerou os
mesmos resultados quando a via subcutanea foi utilizada. Estudos feitos com vacina de
DNA com o gen p36(LACK) utilizando-se a via subcutanea mostraram inducéo de [FN-y
pela vacina apds estimulo de esplendcitos com antigeno solivel ou com promastigotas
vivas de L. donovani (Melby e cols., 2001a). A utilizacdo da mesma via levou a producéo
de IFN-y apds estimulo de células de linfonodos com a proteina p36(LACK) e protegeu
camundongos BALB/c contra infecgdo por L. major (Gurunathan e cols., 1997). Por outro
lado, em nossos experimentos, utilizando-se a via subcuténea, ndo foi observada producéo
esplénica significativa de IFN-y (Fig. 9) ou de IL-4 (Fig. 10) apds estimulo com fragdes
antigénicas de L. chagasi ou proteina p36(L ACK) recombinante.

Esses resultados, em conjunto, sugerem, além da demonstracdo da capacidade
imunogénica da vacina, um maior poder de estimulacdo resultante da vacinacdo
intramuscular em relacdo ao da subcutanea. Como citado anteriormente, células musculares
transfectadas se comportam como apresentadoras de antigeno e, mesmo ndo possuindo
mol éculas co-estimulatorias, conseguem processar a proteina LACK e apresenté-laligadaa
moléculas de MHC | (Ulmer e cols., 1993). Esse complexo LACK-MHC | pode se ligar ao
Receptor de Células T (TCR) de linfdcitos citotdxicos que, sob o estimulo de citocinas Thl
produzidas por linfécitos T auxiliares e/ou citotoxicos previamente estimulados pela
vacinagdo, podem se proliferar e se diferenciar em linfocitos T CD8 efetores ou de
memoria (Weiner & Kennedy, 1999). Além disso, os midcitos sdo capazes de redizar o
“cross-priming” (ou apresentacdo cruzada), que resulta no estimulo e proliferacdo de
linfocitos citotoxicos (Ulmer e cols., 1996). Essas propriedades das células musculares,
aém da transfeccdo direta das células dendriticas locais, podem estar garantindo os
resultados obtidos pela via intramuscular de vacinagao.

Apesar de queratinocitos e céulas dendriticas presentes no sitio de vacinagéo
subcuténea também serem transfectados, e além dos primeiros apresentarem as mesmas
propriedades acima descritas para as células musculares (Akbari e cols., 1999), é possivel
que um menor nimero dessas células tenham sido transfectadas pela vacinagdo subcuténea

em relacdo ao numero de células transfectadas no sitio de vacinacdo intramuscular,
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resultando, assim, na estimulagcdo de menor quantidade de linfécitos apos vacinacdo pela
primeira via. Essa diferenca pode ter sido resultado da acdo da sacarose, que pode ter
aumentado o rendimento relativo ao nimero de células transfectadas no sitio intramuscular,
pois a sacarose causa degeneracdo celular, facilitando a penetragdo do DNA no nucleo.

Alguns trabalhos utilizando a via subcutanea de vacinacdo e o gen LACK tém
apresentado inducdo significativa de IFN-y e/ou protecdo contra diferentes tipos de
Leishmania, diferentemente do que foi observado em nosso trabalho: vacinagdo com
plasmideo pcDNA-3 expressando uma versdo reduzida da proteina LACK (aminoacidos
143-312) e administrado pela via subcuténea em solugdo salina (100 ug/dose) induziu
producdo significativa de IFN-y por células de linfonodos de camundongos BALB/c ndo
infectados, ap6s estimulo com proteina LACK (10 ug/mL) e protegeu os camundongos
contrainfeccdo por L. major (Gurunathan e cols., 1997); a mesma versdo reduzida, clonada
no plasmideo pcDNA3.1 e administrada na concentracdo de 50 ug/dose pela via subcuténea
conferiu protecdo para camundongos C57BL/6 contra infeccdo por L. major (Méndez e
cols.,, 2002) e vacinagdo com plasmideo pcDNA-3.1 que codifica p36(LACK),
administrado pela via subcuténea em solucdo salina (100 ug/dose) induziu producéo
significativa de IFN-y por esplendcitos e células do linfonodo de camundongos BALB/c
ndo infectados, estimulados em cultura com promastigotas vivos ou antigeno soltvel de L.
donovani, mas ndo protegeu 0os camundongos contra infeccdo com o mesmo parasito
(Melby e cals., 2001a). Porém, algumas diferencas em relagdo ao nosso protocolo devem
ser levadas em considerag@o. A utilizacdo de diferentes plasmideos e/ou diferentes doses, as
diferencas quantitativas de proteina LACK entre as espécies de Leishmania utilizadas para
preparacdo dos antigenos para estimulo em cultura, a proteina codificada pelo gen LACK
(p36 ou versdo p24), o 6rgdo avaiado ou a linhagem do camundongo utilizado podem
explicar as diferencas entre os resultados, no que diz respeito ao grau de protecéo e de
inducdo de producéo de citocinas.

Nossos resultados também mostraram que a vacina, embora seja capaz de induzir
IFN-y, ndo leva a protecdo camundongos desafiados pela via endovenosa 4 ou 12 semanas

apos a dose de reforgo. Nao houve diminuicdo de carga parasitaria hepética ou esplénica de

91



Discussdo

camundongos vacinados com pCl-neo-p36(LACK) em relacdo a seus controles (inoculados
com pCl-neo ou com PBS) (Figs. 13 e 14). E interessante notar, porém, que ao
compararmos as cargas parasitérias esplénicas dos camundongos vacinados pela via
intramuscular com pCl-neo-p36(LACK) ou inoculados com pCl-neo entre os diferentes
tempos de desafio, observamos que camundongos desafiados 12 semanas apods a dose de
reforco apresentaram menor nimero de parasitos por 6rgéo (Fig. 13 - A x B). O mesmo
ocorreu quando se compararam as cargas parasitérias hepaticas de camundongos vacinados
com pCl-neo-p36(LACK) e desafiados apds 12 semanas versus os desafiados apos 4
semanas (Fig. 14 - A x B).

Com relagao ao padréo esplénico de citocinas observado, houve maior producéo de
IFN-y por esplendcitos de camundongos desafiados 12 semanas apés a dose de reforgo em
relacdo a de camundongos desafiados apOs 4 semanas tanto entre grupos vacinados com
pCl-neo-p36(LACK) ou inoculados com PBS pela via subcutanea e estimulados em cultura
guanto em todos os grupos nos quais foi utilizada a via intramuscular, submetidos ao
mesmo estimulo (Fig. 15 - A x B). N&o houve diferencas entre a producéo esplénicade IL-
4 apobs estimulo em cultura por esplendcitos de camundongos desafiados 4 semanas apos a
dose de reforco, se comparada com a dos desafiados apos 12 semanas e submetidos ao
mesmo estimulo, para ambas as vias utilizadas (Fig. 16).

Por sua vez, dados da literatura mostram que camundongos C57BL/lcrfal com idade
entre 19 e 28 meses sdo mais susceptiveis a infecgbes com o parasito intestinal Trichuris
muris do que camundongos da mesma linhagem com 3 meses de idade. A maior
susceptibilidade dos camundongos mais velhos foi demonstrada pela elevada carga
parasitaria remanescente no ceco desses camundongos 35 dias apos ainfeccdo em relacéo a
dos mais novos. Esse quadro foi acompanhado por uma maior producéo de IFN-y (Thl) e
IL-12 e menor producdo de IL-4 e IL-5 (Th2) por células de linfonodos dos camundongos
mai s velhos estimulados “in vitro” com ovos de T. muris. 1sso esta de acordo com o que se
espera do quadro resultante do tipo de resposta imunol 6gica montada contra infecgdes por
helmintos em camundongos, onde a resposta Th1l esta relacionada com a susceptibilidade e

a Th2 com a resisténcia (Humphreys & Grencis, 2002). De acordo com essa observagao, a
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diferenca de idade, mesmo ndo sendo tdo grande, entre os camundongos desafiados 4
semanas apos a dose de reforco (aproximadamente 4 meses de idade) e os desafiados apos
12 semanas (aproximadamente 6 meses de idade) parece influenciar na polarizacdo da
resposta imunol 6gica frente ainfecgdo com L. chagasi.

Um dado importante a ser observado € a significativa produgdo de IL-4 por
esplendcitos de camundongos vacinados pela via intramuscular e desafiados 12 semanas
apos a dose de reforco (0 que ndo foi observado nos desafiados apds 4 semanas) e
estimulados em cultura em relagdo ao seu respectivo controle (sem estimulo em cultura)
(Fig. 16 - B). Esse resultado, aliado a maior producdo de IFN-y por esplendcitos
estimulados de camundongos vacinados pela mesma via e desafiados 12 semanas apos a
dose de reforgo e a menor carga parasitéria esplénica e hepatica desses animais, sugere a
importancia de IL-4, ao lado do IFN-y, na resposta ao parasito. Tal fato contradiz o dogma
Th1/Th2 estabelecido, principalmente, para as infecgdes por L. major em camundongos
BALB/c. Esse papel da IL-4 pode ser evidenciado quando se blogueia, em camundongos
BALB/c susceptiveis, o receptor CTLA-4 (CD152), um homdlogo de CD28 que pode
funcionar como regulador negativo de ativagéo de linfocitos T (Chambers e cols., 2001).
Esse bloqueio leva a um aumento na producdo de IFN-y e IL-4 por esplendcitos
estimulados em cultura por antigeno recombinante de L. chagasi e resulta na quase
completa eliminagdo da carga parasitaria vidvel nos esplendcitos apos 10 dias em cultura
(Gomes e cols., 1998). Além disso, como citado anteriormente, camundongos deficientes
em IL-4 ou IL-4 Ra apresentam reducdo no nivel sérico de IFN-y, maior carga parasitaria
hepatica e esplénica e atraso na maturacdo do granuloma hepético, 0 que mostra a
importancia de IL-4 e IL-13 na resposta de camundongos BALB/c contra infecgdo por L.
donovani (Stéger e cols., 2003). Estudo feito com Schistosoma mansoni sugere que a acéo
de IL-4 como otimizador da atividade leishmanicida pode ser explicada pela acéo
regulatéria da IL-4 na producdo excessiva de oxido nitrico que, em altas concentracoes,
inibe a proliferacdo de células T nas infecgdes pelo helminto, prejudicando a producéo de
IFN-y (Patton e cols., 2002). Em outro estudo envolvendo o tratamento de leishmaniose

visceral, verificou-se, também, que camundongos BALB/c deficientes em IL-4 infectados
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com L. donovani respondem mal ao tratamento com stibogluconato de sodio (maior carga
parasitaria em todos os tecidos examinados), o que esta associado a reducdo dos niveis de
transcritos de MRNA de IFN-y e de IFN-y sérico. Esses resultados demonstram o papel de
IL-4 no tratamento da |eishmaniose visceral, que parece estar relacionado com a modulagdo
da producéo de IFN-y (Alexander e cols., 2000).

Quando se imunizam camundongos BALB/c ou C57BL/6 com proteina A2 (uma
proteina estégio-especifica de formas amastigotas de L. donovani), uma resposta mista
Th1/Th2 esta relacionada com a protecéo contra infecgdo por L. donovani (Ghosh e cols,,
2002). Em caes submetidos a vacinacdo heteréloga utilizando vacina de DNA e vetores
recombinantes de virus Vaccinia, ambos codificando a proteina p36(LACK), observa-se
protecdo contra desafio por L. infantum. Essa protecdo se relaciona com a producdo
significativa de IFN-y, IL-4 e de anticorpos IgGl e IgG2 durante o curso de infeccéo,
quadro caracteristico de resposta mista Th1/Th2 (Ramiro e cols., 2003).

Nossos resultados mostraram, ainda, maior producdo de IFN-y por esplendcitos
estimulados de camundongos vacinados pela via intramuscular com pCl-neo-p36(LACK) e
desafiados 4 semanas apos a dose de reforco em relacéo a de camundongos inoculados pela
mesma via com pCl-neo e também desafiados apds 4 semanas (Fig. 15 - A). O mesmo
ocorreu nos camundongos desafiados 12 semanas apds a dose de reforco, tanto em relacéo
ao controle de animais inoculados com PBS quanto ao de inoculados com pCl-neo (Fig. 15
- B). Esses resultados mostram que a vacina de DNA pela via intramuscular induziu
producdo de IFN-y esplénica apds infeccdo, mantendo a memaoria imunoldgica por um
tempo prolongado.

Essa memériaimunol 6gica deve-se a existéncia de células que exibem uma resposta
aumentada e mais rapida frente a uma repetida exposi¢do a um antigeno (Gray, 2001). Sua
origem ainda é controversa. Existem evidéncias mostrando que elas podem ser geradas a
partir de células efetoras (processo instrucional), o que ndo explica o porqué de células
efetoras serem levadas a morte e células de meméria serem mantidas vivas (Sprent &
Tough, 2001). De acordo com outro ponto de vista, células de memoria se originariam de

linhagem diferente das células efetoras, 0 que ndo explica a quantidade constante de células
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de memdria (5 a 10%) em relacdo a qualquer pico de células geradas em uma resposta
(Sourdive e cols., 1998).

Até cerca de 12 anos atrés, acreditava-se que as células de memoria teriam a
capacidade intrinseca de sobreviverem por longo tempo, necessitando de pouco ou nenhum
estimulo externo. O melhor exemplo de sobrevivéncia antigeno-independente de células de
memoria € o caso de seis pessoas na Virginia, Estados Unidos, que, 75 anos apds um ataque
de febre amarela, apresentavam anticorpos circulantes contra o virus, que se imagina ser
completamente eliminado pelo sistemaimune (Mims, 1987). Por volta de 12-14 anos atrés,
estudos indicaram a importancia da persisténcia do antigeno para a sobrevivéncia das
células de memaria, 0 que tornou esse assunto bastante controverso.

Substancias antigénicas séo mantidas nos tecidos linféides por muitos meses e
possivelmente anos na forma de imuno-complexos na superficie de células dendriticas
foliculares (Tew & Mandell, 1979). Quando células B de memodria de camundongos
normais sao transferidas para camundongos deficientes em linfotoxina-o., que Nn&o possuem
células dendriticas foliculares, esses animais falham na montagem de resposta prolongada
por imunoglobulina G (Fu e cols., 2000). Esses dados reforcam a idéia da necessidade da
presenca de antigeno para manutencéo da memaoria imunolégica (Gray, 2001). Portanto, a
capacidade de transfeccdo de células dendriticas pela vacina de DNA (Akbari e cols., 1999)
pode explicar em parte a manutencdo da memoria imunolégica observada em nosso
trabal ho.

A0 mesmo tempo, linfécitos T CD8" tém um papel na manutencédo de uma resposta
prolongada apos imunizagdo com vacina de DNA, além de se mostrarem importantes na
imunidade priméria em infeccbes de camundongos BALB/c com L. major. Protocolo de
vacinagcdo utilizando DNA de p36(LACK), mas ndo proteinas de Leishmania associadas a
IL-12, foi capaz de mostrar inducdo de células T CD8" produtoras de IFN-y e protecio
prolongada contra infeccéo por L. major em camundongos BALB/c. Nesse mesmo modelo,
a deplecio de células T CD8" no momento da infecgdo, além de levar a diminuicdo de
fregiiéncia de cdlulas T CD4" produtoras de IFN-y, impediu a protecio induzida pela

vacing, 0 que sugere, também, uma fungdo imunorregulatdria para as células T CD8"
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(Gurunathan e cols., 2000c). Essa ultima func@o pode ser devida a regulacdo positiva da
expressao de receptor de IL-12 (IL-12R) nos macréfagos e da ativacdo da transcricéo de IL-
12 pelo IFN-y produzido pelos linfocitos T CD8" (Szabo e cols., 1997), a0 mesmo tempo
que 1L-12 regula positivamente seu proprio receptor (Hayes e cals., 1995) e aumenta a
producdo de IFN-y por linfocitos T. Além disso, a vacina de DNA também induz producdo
de IFN-a (Sun e cols.,, 1998), citocina responsavel pela geragdo de células T CD8" de
memoria (Tough e cols., 1996) e pela regulacdo positiva da producdo de IL-12 apds
infeccdo por L. major (Diefenbach e cols., 1998).

Além do estimulo resultante do reconhecimento do MHC | de células musculares
associado a ac&o de citocinas, outra possivel fonte de estimulo para linfocitos T CD8" no
processo de imunizacdo com DNA € a apresentacdo cruzada de antigenos (“cross
priming”). Como mencionado anteriormente, esse processo consiste na apresentacdo de
antigenos exogenos associados a moléculas de MHC 1. Células dendriticas locais podem
realizar esse processo apos a morte das células musculares transfectadas, garantindo, assim,
tanto a manutencdo de uma resposta por linfécitos T citotdxicos quanto o prolongamento
dessa resposta mesmo quando a célula muscular para de expressar 0 antigeno ou morre
(Corr ecols., 1999; Donnéelly e cols., 2000).

Levando-se em consideracdo o protocolo de imunizagdo utilizado em nosso trabalho
e afaltade protecdo induzida pela vacina, alguns fatores devem ser observados, dentre eles:
1) os niveis de producdo de IL-4 nos estégios iniciais e durante o percurso da infeccdo; 2) a
via de infeccdo utilizada associada a alta carga de parasitos inoculados e 3) o nivel de
producdo de IFN-y induzida pela vacina. Esses fatores podem, de forma isolada ou
associados, ter contribuido para a inefetividade da acéo protetora da vacina.

Além do papel de IL-4 naleishmaniose visceral citado anteriormente, essa citocina
apresenta uma dicotomia com relacdo ao tipo de resposta gerada apds seu surgimento frente
a infeccOes por parasitos do género Leishmania. Como mencionado anteriormente, sua
répida producdo por células T CD4" VB4 Va8 esta relacionada com o forte fenétipo de
susceptibilidade de camundongos BALB/c infectados com L. major (Launois e cols., 1997).

Por outro lado, nesse mesmo modelo de infeccdo, quando presente nos momentos iniciais
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apos o desafio, IL-4 tem a capacidade de levar a diferenciacdo de células dendriticas
imaturas em células produtoras de IL-12, favorecendo a montagem de umaresposta Thl ea
resisténcia. Ja sua presenca durante o periodo de ativagdo do linfécito T direciona a
resposta para Th2, favorecendo o fenétipo de susceptibilidade (Biederman e cols., 2001).
NGs ndo avaliamos a producdo de IL-4 no bago inicialmente apos ainfeccdo. Mas, o fato da
vacina ter-se mostrado indutora de resposta tipo 1 € suficiente para mostrar que, por
influéncia ou ndo de IL-4 nos momentos iniciais apds a infeccdo, o objetivo do
direcionamento da resposta imunol égica para Thl foi alcangado. Seria interessante, porém,
em trabalhos posteriores, avaliar se os niveis de producdo de IL-4 atingidos teriam sido
insuficientes para, ao lado do IFN-y produzido, levar a diminuicdo da carga parasitaria nos
Orgdos dos animais vacinados. A utilizagdo da viaintradérmica de infecgdo poderia ser uma
maneira de se verificar isso. Hipoteticamente, devido a presenca de maior quantidade de
células da imunidade inata (granul écitos neutrofilos e mastocitos, por exemplo) no sitio de
inoculacdo intradérmico que, quando infectadas ou em contato com o parasito, sdo capazes
de produzir IL-4, a utilizac8o dessa via poderia levar a uma maior producdo de IL-4 apds o
desafio, 0 que auxiliaria uma resposta protetora.

Em estudos de desenvolvimento de vacinas contra |eishmaniose visceral murina, os
niveis de protecéo atingidos sdo geramente mais baixos em relagdo ao que se observa para
a leishmaniose cuténea (Ulczak e cols., 1989; White e cols., 1990; Afrin & Ali, 1997;
Stéger e cols., 2000; Ghosh e cals., 2001; Melby e cols., 2001a; Paraguai de Souza e cols.,
2001). Isso pode ser devido a dificuldade de se conseguir visceralizagdo em laboratério
guando se empregam doses menores do parasito utilizando-se a via de desafio intradérmica,
situacéo que se aproximaria melhor do que se observa em infeccfes naturais. O emprego da
via intradérmica de desafio faria com que os parasitos se submetessem a resposta
imunologica local e nos linfonodos, antes de atingirem as visceras, 0 que ndo acontece
quando se utiliza a via endovenosa. 1sso teria implicagdes importantes no jogo de forcas
entre a resposta induzida pela vacina e o nivel de carga parasitaria. Experimentos de
vacinacdo comparando desafios endovenosos utilizando-se baixas doses (1 x 10°
promastigotas infectantes de L. infantum em final de fase logaritmica) com desafios intra-
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dérmicos utilizando-se altas doses (1 x 10" promastigotas infectantes de L. infantum em
final de fase logaritmica) indicaram que a viaintradérmica de desafio resultou em niveis de
protecdo maiores no baco e no figado de camundongos BALB/c se comparados com os da
via endovenosa (Ahmed e cols., 2003). E importante ressaltar que, no trabalho citado,
parasitos vivos e mortos foram separados por gradiente de Percoll, e os vivos foram
utilizados nos desafios. Isso foi feito com o objetivo de se evitar a montagem de uma
resposta imunolégica contra os parasitos mortos, que atuaria sobre 0s parasitos como um
todo, dificultando, assim, a infeccdo. N&s testamos esse protocolo com a L. chagasi, e ndo
obtivemos resultados satisfatorios, ou seja, ndo houve viscerdizagdo (dados néo
mostrados). Com isso, nos pretendemos utilizar outros processos de separacéo de formas
evolutivas de Leishmania como, por exemplo, o que utiliza gradiente de Ficoll para
separacdo de formas metaciclicas (Spéath & Beverley, 2001) e a utilizagdo dessas formas em
testes de infeccdo intradérmica, ja que, na infeccdo natural, somente formas metaciclicas
s80 inoculadas pelo inseto.

A possibilidade da producdo de IFN-y ter sido insuficiente para a protegdo foi
também fortemente levada em considerag@o, mesmo porque, como ja citado anteriormente,
as vacinas de DNA geralmente sd0 menos potentes que outras vacinas, mesmo tendo o
plasmideo como um adjuvante intrinseco (Glick & Metcafe, 1992), o que leva a
necessidade da procura de adjuvantes adicionais ou de associacOes. A hossa intencéo é ade
associar a vacina de DNA pCl-neo-p36(LACK) com a Leishvacin®, que tem apresentado
bons resultados na prevencdo contra a leishmaniose cuténea (Mayrink e cols., 1979), e
verificar sua capacidade de protecdo frente ao desafio com L. chagasi. NOs imaginamos
gue, associando-se as propriedades de inducéo de resposta prolongada da vacina de DNA
com o potencial de protecdo da Leishvacin®, possamos ter resultados satisfatorios tanto no
que diz respeito a inducdo quanto a manutencdo da protecdo induzida pelas duas vacinas.
Além disso, a despeito da auséncia de protecéo induzida pela vacina de DNA contra o
desafio parasitério, é possivel que a inducdo, por essa vacina, de resposta Thl antigeno-
especifica contra a proteina LACK possa contribuir para a protecdo gerada pela vacina

multicomponente. Essa protecdo poderia ser decorrente da producdo local de IFN-y
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induzida pelavacina de DNA, que poderiatanto ativar macrofagos recentemente infectados
quanto direcionar para Thl aresposta montada contra os demais antigenos da outra vacina.
Portanto, mesmo sabendo que os estudos objetivando a obtencdo de uma vacina
segura, eficaz e de efeitos duradouros contra a leishmaniose visceral causada por L. chagasi
ainda sdo precoces, entendemos que o fato de termos demonstrado a capacidade
imunogénica da vacina de DNA pCl-neo-p36(LACK) no modelo utilizado abre um
espectro mais amplo para que possamos atingir esse objetivo. Outro aspecto importante a
ser considerado foi a comprovagdo de que essa vacina preenche um requisito
imprescindivel para o seu bom funcionamento, ou sgja, sua capacidade de induzir resposta
prolongada. Com isso, a adequacdo de um protocolo eficiente para a visceralizacdo da L.
chagas a partir de uma inoculacdo intradérmica, a melhor compreensdo dos mecanismos
imunol 6gicos importantes para uma resposta protetora e a utilizagdo de associagtes dessa
vacina com outras vacinas conhecidas sdo possibilidades imediatas de continuidade desse
estudo a partir dos resultados obtidos em nosso trabalho. Trabalhos posteriores
considerando essas trés possibilidades poderéo gerar resultados mais consistentes no que

diz respeito ao objetivo de se obter protegcdo contra o desafio por L. chagasi.
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A vacina de DNA pCl-neo-p36(LACK) administrada em camundongos BALB/c
pela via intramuscular foi capaz de levar ao estimulo de linfécitos produtores de IFN-
vy responsivos a proteina p36(LACK). No entanto, a producdo dessa citocina induzida pela
vacina ndo foi suficiente para proteger camundongos desafiados com altas doses do parasito
(1 x 10” promastigotas de L. chagasi) pela via endovenosa.

Camundongos mais velhos (desafiados ap6s um tempo mais prolongado - 12
semanas apos a dose de reforgo) apresentaram maior producdo de IFN-y por esplendcitos
estimulados em cultura em relacdo a de camundongos mais novos (desafiados 4 semanas
apos a dose de reforgo), 0 que sugere uma relacdo diretamente proporciona entre aidade e
aintensidade de resposta do tipo 1 em camundongos BALB/c.

A producdo significativa de IFN-y por esplendcitos de camundongos vacinados pela
via intramuscular e desafiados com L. chagasi, estimulados com antigeno particulado do
parasito, em relacdo a dos esplendcitos de camundongos inoculados com pCl-neo
(desafiados 4 semanas apods a dose de reforgo) ou inoculados com pCl-neo ou PBS
(desafiados 12 semanas apos a dose de reforgo), e também estimulados, mostra que a
vacinagdo intramuscular com DNA pCl-neo-p36(LACK) €é capaz de gerar uma resposta
prolongada contra o desafio por L. chagasi.

A producéo significativa de IL-4 por esplendcitos de camundongos vacinados pela
via intramuscular com pCl-neo-p36(LACK) e desafiados 12 semanas ap0s a dose de
reforco, estimulados com antigeno particulado de L. chagasi, em relagdo ao grupo controle
(sem estimulo), aiada a maior producéo de IFN-y esplénica e & menor carga parasitaria
hepética e esplénica desses camundongos em relacdo as dos desafiados apos 4 semanas,

sugere a participacdo da citocina | L-4 na resposta protetora contra infeccéo por L. chagasi.
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