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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por protozoarios unicelulares
do género Leishmania. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a doenca
€ classificada em duas formas clinicas: leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV). A LV, também conhecida como calazar, é a forma mais
grave, sendo potencialmente fatal em individuos nao tratados. Atualmente, um dos
grandes desafios encontrados nos estudos acerca da crescente urbanizacdo da
leishmaniose visceral (LV), € o desenvolvimento de vacinas com elevada eficacia
para induzir protecdo contra infecgdo por Leishmania. Neste contexto, o presente
estudo foi elaborado de modo a se realizar uma analise preliminar de seguranca e
imunogenicidade de um possivel candidato vacinal contra LV, constituido por um
peptideo sintético da glicoproteina gp63 de Leishmania major com predicdo para
MHC de classe I, utilizando o hamster (Mesocricetus auratus) como modelo
experimental. Um total de nove animais foram distribuidos em trés grupos
experimentais, entre os quais: (i) grupo controle (C, n=3), que recebeu 100 puL de
solucéo salina estéril a 0,85%; (ii) grupo inoculado com adjuvante Montanide ISA-
61VG (ISA, n=3) que recebeu 30 pL de Montanide, diluida em 70 pL de solucéo
salina estéril a 0,85% e (iii) grupo imunizado com peptideo MCH-I de Leishmania
major e o adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-ISA, n=3) que recebeu 30 pL do
antigeno/dose, diluido em 40 pL de solucéo salina estéril a 0,85% e emulsionados
com 30 pL do adjuvante oleoso Montanide ISA-61VG. Os inéculos foram
administrados por via subcutanea em trés doses com intervalos de 14 dias.
Amostras de sangue, soro e fragmentos do baco foram coletados para realizacao de
diferentes analises laboratoriais, em tempos distintos. Perfil bioquimico da funcao
renal e hepética, quadro leucocitario, titulacdo de anticorpos e linfoproliferacao de
esplenécitos foram alvos deste trabalho. Nossos resultados revelaram que a
formulacéo foi indcua e ndo téxica para 0s animais, uma vez que 0S niveis séricos
de ureia, creatinina e das enzimas hepéticas: alanina aminostranferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA), se mantiveram dentro
dos padr6es de normalidade descrito da literatura. Além disso, a formulacdo se
mostrou capaz de induzir uma resposta humoral especifica anti-Leishmania, através
das dosagens de IgG total. Em resposta a série branca e a linfoproliferacdo das
células do baco, foi verificado a existéncia de memoria imunoldgica através do
aumento significativo da populacdo de leucdcitos, bem como pela alta atividade
linfoproliferativa obtida no grupo vacinal.

Palavras-chave: vacina, glicoproteina, imunogenicidade, anticorpo, linfoproliferacao.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease caused by unicellular protozoa of the genus
Leishmania. According to the World Health Organization, the disease is classified
into two clinical forms: tegumentary leishmaniasis (LT) and visceral leishmaniasis
(LV). LV, also known as calazar, is the most severe form, potentially fatal in
untreated individuals. Actually, one of the major challenges encountered in studies of
the increasing urbanization of visceral leishmaniasis (LV) is the development of
highly effective vaccines to induce protection against Leishmania infection. In this
context, the present study was elaborated in order to carry out a preliminary analysis
of the safety and immunogenicity of a possible candidate vaccine against LV,
constituted of a synthetic peptide of the glycoprotein gp63 of Leishmania major with
prediction for MHC of class I, using the hamster (Mesocricetus auratus) as an
experimental model. A total of nine animals were distributed in three experimental
groups, among them: (i) control group (C, n = 3), that received 100 pyL 0.85% sterile
saline solution; (li) Montanide ISA-61VG (ISA, n = 3) adjuvant group that received 30
ML of Montanide, diluted in 70 uL of 0.85% sterile saline and (iii) group immunized
with MCH-I peptide Leishmania Major and Montanide ISA-61VG adjuvant (Lm-ISA, n
= 3) that received 30 pL of the antigen/dose, diluted in 40 yL of 0.85% sterile saline
and emulsified with 30 pyL of the Montanide ISA-61VG oily adjuvant. The inocula
were administered subcutaneously in three doses at 14 day intervals. Samples of
blood, serum and spleen fragments were collected for different laboratory tests at
different times. Biochemical profile of renal and hepatic function, leukocyte
framework, antibody titration and lymphoproliferation of splenocytes were the targets
of this study. Our results revealed that the formulation was innocuous and non-toxic
to the animals, since serum levels of urea, creatinine and hepatic enzymes: alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase
(AF) were maintained within the patterns of normality described in the literature. In
addition, the formulation was capable to induce a humoral anti-Leishmania specific
response by total IgG dosages. In response to the white series and
lymphoproliferation of spleen cells, the existence of immunological memory was
verified through a significant increase in the leukocyte population, as well as the high
lymphoproliferative activity obtained in the vaccine group.

Keywords: vaccine, glycoprotein, immunogenicity, antibody, lymphoproliferation.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses representam um grupo de doencas negligenciadas,
causadas por protozoarios intracelulares do género Leishmania (Kinetoplastida,
Trypanosomatide), que se apresentam de duas formas principais: amastigota e
promastigota (HERWALDT, 1999; SANTOS et al. 2006). Surgem aproximadamente
1,5 milhdes de novos casos em 98 paises todos os anos, provocando de 20 mil a 40
mil mortes (OSMAN et al., 2017). Sua principal forma de transmissdo é por meio da
picada do flebotomineo fémea, conhecido popularmente como mosquito palha
(GONTIJO e MELO, 2004; MICHALICK e GENARO, 2004).

Héa evidencias clinicas, epidemioldgicas e experimentais que suportam que a
leishmaniose pode ser prevenida por vacinacdo. Estudos com pacientes que tiveram
leishmaniose tegumentar (LT), uma forma menos grave da doenca, demonstraram
que eles adquiriram imunidade contra a LT e ainda ficaram protegidos contra a
leishmaniose visceral (LV) por imunidade cruzada (KAYE e AEBISCHER, 2011,
EVANS e KEDZIERSKI, 2012; ALVAR et al., 2013).

A Leishmania utiliza varios fatores de viruléncia para poder infectar as células
do hospedeiro e interferir no sistema de defesa dos macréfagos. Isso permite a sua
sobrevivéncia dentro do ambiente hostil (acido) do fagolisossomo e dificulta a
obtencdo de uma resposta especifica do sistema imunolégico do hospedeiro
(CHANG e MCGWIRE, 2002).

As macromoléculas sdo normalmente absorvidas pelos macr6fagos por
fagocitose e entdo transportadas para o compartimento lisossomal, onde sé&o
degradadas pelas enzimas proteoliticas. Fragmentos relevantes escapam da
degradacdo total e sdo entdo transportados para a superficie dos macréfagos em
associacdo com moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC). O receptor
dos linfocitos-T se encaixa neste complexo peptideo-MHC, no momento da
apresentacao do antigeno as células-T (BASU e RAY, 2005).

Ha relatos da apresentacdo dos antigenos de Leishmania por macrofagos
utilizando tanto MHC de classe |, favorecendo a eliminacdo das células infectadas,
bem como MHC de classe Il, que gera resposta imunologica humoral (KIMA et al.,
1997; LANG et al., 1997).



16

Para que uma vacina contra Leishmania possa funcionar, deve-se encontrar
um antigeno poderoso, capaz de ativar tanto a resposta imunoldgica humoral, como
a resposta celular. Nas ultimas duas décadas, a pesquisa tem se concentrado na
identificacdo classica de antigenos para o desenvolvimento de vacinas (MICHALIK
et al., 2016). Felizmente, as vacinas com o patégeno morto, vivo atenuado ou até
mesmo vacinas de subunidade, diminuiram com éxito a incidéncia de muitas
doencas infecciosas e aumentaram a média de expectativa de vida do homem
(MORIEL et al., 2008). No entanto, décadas de experimentos mostraram que 0S
patdgenos que sao susceptiveis a vacinas sdo aqueles que ndo sofrem variacao
antigénica e sdo efetivamente eliminados por resposta imunolégica humoral. Em
contraste, doencas que sdo causadas por patbgenos que variam muito, como o HIV
e a Influenza, e doencas que exigem respostas imunes celulares para serem
controladas, como a leishmaniose, a malaria e a tuberculose, ainda aguardam
vacinas eficazes (RAPPUOLI e ADEREM, 2011; SEYED et al., 2016).

Os avancos concomitantes em algoritmos baseados em computador e
"Omicas" como a protedmica, a transcriptdmica, a genémica funcional e a biologia de
sistemas ajudaram a extrair os dados do genoma e a integra-los em conceitos de
vacinas (RINAUDO et al., 2009; SEIB et al., 2009). Esta abordagem, chamada de
"vacinologia reversa", comec¢a na sequéncia do genoma (e ndo na célula) para
selecionar potenciais candidatos a vacina usando screening computadorizado de
alto rendimento (GROOT e RAPPUOLI, 2004).

A vacinologia reversa pode encontrar subunidades candidatas a serem
antigenos da composicdo vacinal em pouquissimo tempo, analisando todo o
genoma do patégeno com métodos de andlise de dados computacional, o que pelo
método classico, testando-se proteina por proteina, iria levar anos de trabalho
(SEYED et al.,, 2016). Com isso, € possivel encontrar um antigeno potente que
juntamente com um adjuvante (substancia que atua auxiliando no processo vacinal,
potencializando o estimulo antigénico) adequado permita que uma formulagéo
vacinal possa finalmente fornecer protecéo eficiente contra a Leishmania.

Um dos mais abrangentes candidatos vacinais contra leishmanioses é a
glicoproteina de membrana gp63. Uma protease altamente conservada, encontrada
em todas as espécies de Leishmania. A eficacia protetora desta glicoproteina
purificada foi testada em varios modelos experimentais, utilizando diferentes

espécies e adjuvantes, dando origem a resultados contraditérios (RIVIER et al.,
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1999). Neste sentido, o estudo de uma nova composi¢cdo vacinal heterdloga,
composta por peptideos sintéticos consiste em uma estratégia, baseada em

vacinologia reversa, para se incrementar a imunogenicidade e consequentemente 0s

niveis de protecdo contra leishmaniose.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose

2.1.1 Etiologia

As leishmanioses sdo um grupo de doencas zoondéticas que se encontram
entre as seis endemias prioritarias no mundo. S&o causadas por diferentes espécies
de protozodrios unicelulares (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do género
Leishmania, que se apresentam de duas formas principais: promastigota ou
flagelada, encontrada no tubo digestivo do vetor e amastigota ou aflagelada,
presente nas células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado
(Figura 1) (HERWALDT, 1999; MICHALICK, 2004; SANTOS et al. 2006; HIDE et al.,
2007).

Figura 1 - Formas evolutivas do parasito Leishmania. (a) Promastigota e
(b) Amastigota. (Fonte: DREAMSTIME; SCIENCE PHOTO
LIBRARY).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2011) ha
basicamente duas formas clinicas desta enfermidade: Leishmaniose Tegumentar
(LT) e Leishmaniose Visceral (LV). A LT compreende as formas cutanea, muco
cutanea e cutanea difusa da doenca. Frequentemente apresenta feridas cronicas na
pele e lesdes cutdneas expansivas e desfigurantes caracterizadas por Ulceras com
bordas elevadas, infitradas e de coloracdo eritematovioldcea (REITHINGER e

DUJARDIN, 2007). No Brasil, as principais espécies que causam a LT séao
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Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis,
enquanto que no Oriente Médio, Asia central e no Norte da Africa, encontram-se as
espécies Leishmania major e Leishmania tropica (SHARMA e SINGH, 2008).

A LV, também conhecida como calazar, € a forma mais grave da doenca,
sendo potencialmente fatal em individuos n&o tratados. Caracteriza-se
principalmente por hepatoesplenomegalia, hepatomegalia, febre prolongada, anemia
progressiva, perda de peso, entre outros sintomas (Figura 2) (GUERIN, 2002;
DESJEUX, 2004; PISCOPO e MALLIA, 2006; WHO, 2011). Esta forma da doenca é
tipicamente causada por trés espécies de Leishmania. No subcontinente indiano e
na Africa Oriental, seu principal agente etiol6gico € a Leishmania donovani, na bacia
do Mediterraneo a Leishmania infantum e na Ameérica Central e do Sul a Leishmania
chagasi (AGGARWAL et al., 1999; GARG e DUBE, 2006; SINGH, 2006; LUKES et
al., 2007). Baseando-se em técnicas bioquimicas e moleculares, autores consideram
qgue L. infantum e L. chagasi representam a mesma espécie (MAURICIO et al., 2000;
GONTIJO e MELO, 2004; DANTAS-TORRES, 2006).

Figura 2 — Pacientes com Leishmaniose Visceral,
apresentando um quadro de hepatoesplenomegalia e
perda de peso (Fonte: KUMAR, 2013a).
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2.1.2 Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose visceral

Dados epidemioldgicos relatam que a LV apresenta uma incidéncia mundial
de aproximadamente 600 mil casos novos por ano (DESJEUX, 2004; WERNECK,
2010; WHO, 2014). Deste total estima-se que 90% estejam concentrados na regiao
da india, Bangladesh, Nepal, Sud&o e Brasil, atingindo principalmente as populagdes
pobres destes paises (GONTIJO e MELO, 2004; MONTALVO et al., 2012).

No Brasil entre 1990 e 2015, foram confirmados 81.722 casos de LV, com
média de aproximadamente 3.143 casos/ano (BRASIL, 2017a), incidéncia variando
de 1,3 a 1,6/100.000 habitantes (BRASIL, 2017b) e letalidade de 3,2 a 7,8%
(BRASIL, 2017c). Em 2015, casos autéctones da LV foram registrados em 22 dos 27
estados brasileiros (Figura 3), com a maior concentracdo de registros no Nordeste
(1.806 casos), seguido pelo Sudeste (538 casos), Norte (469 casos), Centro-Oeste
(159 casos) e Sul (5 casos) (BRASIL, 2017a).

O cenério epidemioldgico estabelecido no Norte do pais, se deu em grande
parte pela criacdo do Estado do Tocantins, em 1989, onde os casos ja ocorriam de
forma esporadica e pela constru¢do de Palmas, capital do Estado (LIRA, 1995), que
por estar equidistante das regibes do extremo-norte, nordeste e sudeste, atraiu
migrantes de todas essas localidades para ocupacdo em seu territério, contribuindo
para expansdo de problemas de saude publica, como a leishmaniose visceral,
(TOCANTINS, 2012; BRASIL, 2017b).

Segundo dados do Ministério da Saude, os coeficientes de incidéncia do
Tocantins (12,2/100 mil habitantes) foram os mais elevados do pais no periodo de
2001 a 2015 (BRASIL, 2017b). De acordo com um estudo realizado por PARTATA,
2010, dentre os municipios que compdem o estado, Araguaina vem obtendo o maior
namero de casos de LV confirmados desde 2005, sendo a maioria das notificacfes
oriundas de bairros mais periféricos, ocupados por familias de baixa renda que

vivem sem infra-estrutura basica (RIBEIRO, 2010).
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Figura 3 — Casos confirmados de leishmaniose
visceral no Brasil, em 2015. (Fonte: Adaptado de
BRASIL, 2017a).

2.1.3 Transmissao e ciclo biolégico

O agente causal da leishmaniose visceral € transmitido entre seus
hospedeiros-reservatérios atraves da picada de flebotomineos fémeas infectadas
(Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae), dos géneros
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (GONTIJO e MELO,
2004; MICHALICK e GENARO, 2004), que ao realizarem o repasto sanguineo
inoculam formas infectantes (promastigotas metaciclicas) do parasito na pele do
hospedeiro (COUTINHO et al., 2005; MONTALVO et al., 2012).

Os canideos em geral, sdo considerados o0s principais reservatorios do
parasito. No entanto, maior contribuicdo na transmiss@o da doenca é observada nos
cées (Canis familiaris), devido principalmente a sua proximidade com o homem no
ambiente domeéstico e acentuada carga parasitaria (MICHALICK E GENARO, 2004;
DANTAS-TORRES, 2006).

Um dos principais fatores de viruléncia envolvidos no mecanismo de
infeccdo e sobrevivéncia da Leishmania nas células do hospedeiro € a glicoproteina
de membrana gp63 (CHAUDHURI e CHANG, 1988; JOSHI et al., 2002; YAO et al.,

2003; ISNARD et al., 2012). Uma protease altamente conservada, encontrada na
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superficie de diferentes Leishmania spp., inclusive no flagelo, por meio de uma
ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (ISNARD et al., 2012).

Quando formas promastigotas metaciclicas sdo inoculadas em hospedeiros
mamiferos, a gp63 evita a lise celular mediada pelo sistema complemento,
inativando algumas subunidades C3b em C3bi, que se ligam a superficie do parasito
e bloqueia a cascata desse sistema, impossibilitando a formacdo do complexo de
ataque a membrana (MAC). A opsonizacdo das promastigotas pelo C3b e C3bi
permitem a interacdo com receptores CR1 e CR3 presentes na superficie de
macrofagos, que internalizam as promastigotas em vacuolos (MEDINA-ACOSTA et
al., 1989; GENARO e REIS 2004; SANTOS, 2006; CALIXTO et al., 2014).

Nos vacuolos, o pH acido, a temperatura de 37°C e a restricdo de nutrientes
induz a diferenciagcdo dos promastigotas em amastigotas, que iniciam um processo
de reproducdo por divisdo binaria até romperem o macrofago infectado e serem
liberadas para o meio extracelular, possibilitando assim a infec¢cdo de novas células
do sistema fagocitico mononuclear (PEARSON e SOUSA, 1996; ALEXANDER et al.,
1999; MICHALICK, 2002).

Quando uma nova fémea de flebotomineo se alimenta deste individuo
infectado, ingere macrofagos contendo formas amastigotas que sdo entdo liberadas
no intestino do vetor. Neste, o pH basico e a temperatura de 25°C induz a
transformacdo das amastigotas para promastigotas prociclicas, sua forma
replicativa. Essas formas se multiplicam por divisdo binaria e passam por um
processo denominado metaciclogénese, ou seja, deixam de se reproduzir e tornam-
se infectantes (promastigotas metaciclicas). Por fim, as promastigotas metaciclicas
migram para a prosboscide do inseto, local onde sdo transmitidas, dando, assim,
continuidade no ciclo (Figura 4) (ALEXANDER et al., 1999; MICHALICK, 2002;
GONTIJO e CARVALHO, 2003; PIMENTA et al., 2012; OLIVIER et al., 2012).
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Figura 4 - Ciclo da Leishmania no hospedeiro mamifero e no vetor (Fonte:
Adaptado de HARHAY et al., 2011).

Paralelo a estratégia de escape para sobrevivéncia do parasito esta a
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro, que de maneira geral é
caracterizada pela ativacdo de células T (TCD4+ ou TCD8+) por meio da
apresentacao de antigenos via MHC (BARRAL-NETO et al.,, 1992; REIS et al.,
2006). Ha relatos da apresentacdo dos antigenos de Leishmania por macréfagos
utilizando tanto MHC de classe |, favorecendo a eliminacdo das células infectadas,
bem como MHC de classe I, que gera resposta imunoldgica humoral (KIMA et al.,
1997; LANG et al., 1997).

2.2 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral

Apesar de todos os avancos, o diagndéstico de LV continua sendo um grande
desafio, especialmente em regides endémicas e pobres, onde os métodos de
diagnéstico disponiveis geralmente séao limitados (SUNDAR e RAI, 2002; SAVOIA,
2015; SAKKAS et al., 2016).

De acordo com a literatura, atualmente existem diferentes metodologias
disponiveis para o diagnostico de LV, contudo, nenhuma apresenta 100% de

sensibilidade e especificidade. Nos casos humanos, o diagnéstico € usualmente
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baseado em parametros clinicos e epidemiologicos, associados aos métodos
parasitologicos, sorologicos e moleculares, pois frequentemente, 0s sinais e
sintomas da leishmaniose visceral sdo inconclusivos e podem ser confundidos com
outras doencas como maléria, doencga de chagas, entre outras (ABASS et al., 2015).

O diagnostico parasitoldgico € considerado o padrao confiavel no diagndstico
de LV, devido a sua alta especificidade. E feito pela visualizacio do parasito em
material de biopsia ou puncdo de medula O6ssea e visceras (baco e figado),
isolamento da forma promastigota em culturas ou com ensaios moleculares. No
entanto, por ser invasivo, pode trazer riscos ao paciente e consumir muito tempo
(SRIVIDYA et al., 2012; ELMAHALLAWY et al., 2014; GHOSH et al., 2016).

Como escape de um procedimento invasivo, a sorologia também pode ser
bastante Util no diagndstico da LV, uma doenca caracterizada por alta producéo de
anticorpos. No Brasil, os testes mais utilizados e recomendados pelo Ministério da
Saude sdo: a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), que apresenta baixa
especificidade e alto indice de reacdes cruzadas, e 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA) sendo este o teste de maior escolha por ser rapido, de facil execucao e
altamente sensivel, permitindo assim, a deteccdo de baixos titulos de anticorpos
(MOODY e CHIODINI, 2000; CHAPPUIS et al., 2007; SILVA, 2007; FERREIRA,
2011; MAIA et al., 2012; SRIVIDYA et al.,, 2012; ELMAHALLAWY et al., 2014;
READY, 2014; SAVOIA, 2015).

Nos estudos com LV, as técnicas de diagndstico moleculares tornaram-se
cada vez mais relevantes devido a notavel sensibilidade, especificidade, possuir
varias opcbes de amostras a serem utilizadas e também, devido as limitacdes que
geralmente sao encontradas nos métodos convencionais parasitolégicos e
sorolégicos (SRIVIDYA et al., 2012; DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Comumente séo feitas por meio da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
0 qual permite identificar e ampliar seletivamente sequencias de DNA do parasito, e
por Western Blot (WB), técnica usada para identificar proteinas em uma mistura de
extratos celulares. Essas técnicas séo utilizadas com sucesso para detectar infec¢ao
assintomatica por Leishmania e para diagnosticar e acompanhar pacientes com LV
(FUKUTANI et al., 2014). No entanto, a implementacdo de métodos moleculares é
muitas vezes dificil, especialmente nos paises em desenvolvimento, porque eles séo
caros, precisam de laboratorios bem equipados, além de pessoal bem treinado e
gualificado (SAKKAS et al., 2016).
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2.3 Prevencao e controle

Medidas preventivas que podem ser tomadas sao dirigidas a populacdo, ao
vetor, e aos caes. A prevencado individual deve ser feita evitando-se o contato do
individuo com os insetos transmissores por meio da utilizacdo de repelentes,
enquanto a prevencdo coletiva é feita com métodos que impecam o acesso dos
vetores contaminados aos ambientes em que tenha a circulagcdo de pessoas. O
método de prevencdo contra o vetor baseia-se no manejo do meio ambiente,
limpando pragas, terrenos e quintais, além da aplicacdo do inseticida. Os cées
podem ser protegidos por meio da vacinagao, cuja a comercializacao foi aprovada
pelo ministério da agricultura. No entanto, ndo existe nenhum estudo que demonstre
a reducdo do risco de infeccdo de humanos relacionada a vacinagdo canina,
portanto, o seu uso fica restrito a protecdo individual dos caes, sem se poder
negligenciar da prevencdo, mantendo a limpeza e adequagédo dos ambientes
caninos e evitando o acesso de mosquitos a esses lugares (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

O controle da leishmaniose visceral no Brasil tem sido feito basicamente por
meio de trés medidas: O tratamento de humanos infectados, eutanasia dos animais
soropositivos e a reducdo dos vetores por meio da aplicacdo de inseticida nas areas
endémicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; BORGES et al., 2008; SAVOIA, 2015).

2.4 Vacinologiareversa no desenvolvimento de vacinas

As abordagens para producdo de vacinas fizeram grandes progressos desde
os séculos XVIII e XIV, quando Louis Pasteur propés que para fazer uma vacina,
deveria “isolar, inativar e injetar o microorganismo”. No entanto, com a evolucéo da
tecnologia em informatica, as pesquisas em vacinas foram tomando rumo diferente e
ultrapassaram as regras de Pasteur, reduzindo o custo financeiro e o tempo de
identificacdo de novos antigenos candidatos. Essa estratégia foi denominada
vacinologia reversa (ADU-BOBIE et al., 2003; LILJEROOS et al., 2015; RAPPUOLI,
2000).

O uso da vacinologia reversa por meio da bioinformatica se mostrou
indispensavel para desenvolver vacinas universais contra agentes patogénicos,

como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus da hepatite C, a gripe e a
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Leishmania, para os quais as abordagens tradicionais nao obtiveram éxito
(RAPPUOLI et al., 2011; NABEL, 2013).

O objetivo principal da vacinologia reversa é rastrear in silico novos
imunogénicos que sejam capazes de induzir imunidade ao hospedeiro, quando
reconhecidos pelos linfocitos T. Na pratica, isso requer engenharia estrutural dos
epitopos neutralizantes e uma leitura quantitativa da resposta imune induzida pela
vacina. Portanto, as ferramentas computacionais (SYFPEITHI, TriTrypDB, IEDB,
NETMHC, SVMHC, entre outros) que podem facilitar essas duas &reas cumpriram
papéis cada vez mais importantes na vacinologia reversa nos ultimos anos (HE e
ZHU, 2015).

A vacinologia reversa levou a um interesse em vacinas de subunidades
utilizando uma Unica proteina como antigeno (THOMPSON e STAATS, 2011).
Seguindo esse raciocinio, se uma unica proteina é capaz de gerar uma resposta
imunologica, e ela é composta por varios epitopos, dos quais, alguns sao
completamente desnecessérios, podendo até prejudicar a imunogenicidade, criou-se
um interesse em "vacinas de peptideos" contendo apenas 0s epitopos capazes de
induzir as respostas imunologicas desejadas (SESARDIC, 1993; LI et al., 2014).

Os "peptideos" utilizados nestas vacinas possuem uma sequéncia de 20 a 30
aminoacidos que sao sintetizados de modo a representarem o epitopo especifico da
proteina capaz de gerar resposta imune. Como 0s epitopos sdo os determinantes
antigénicos dentro de proteinas maiores, esses peptideos sdo a sequencia capaz de
gerar memoria imunoldgica (LIN et al., 2013), ao mesmo tempo em que eliminam a
chance de gerar respostas alergénicas e/ou reacfes. Além disso, as vacinas
peptidicas podem ser utilizadas para induzir ampla imunidade contra variantes
sorolégicas multiplas (sorotipos) ou estirpes de um dado patégeno. Para isso, deve-
se formular multiplos epitopos imunogénicos e/ou epitopos conservados entre
diferentes sorotipos/estirpes de um patégeno. Contudo, deve-se levar em
consideracdo que o tamanho relativamente pequeno dos peptideos, muitas vezes
nao sao imunogénicos e requerem o uso de adjuvantes para a inducdo de uma
robusta resposta imune (AGUILAR e RODRIGUEZ, 2007).

A identificacdo, selecdo e construcdo do(s) epitopo(s) candidato(s) ou
antigeno(s) da vacina peptidica é seguida pela sintese quimica dos peptideos. Os
peptideos sintetizados s&o subsequentemente conjugados com moléculas

carreadoras ou adjuvantes, conforme a necessidade. Os testes imunoldgicos da
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composicdo vacinal resultante sdo conduzidos ‘in vitro” e em modelos animais
adequados para a determinacdo da seguranca e eficacia, seguido entdo de ensaios
pré-clinicos e clinicos (LI et al., 2014; YANG e KIM, 2015). A fabricacdo de vacinas
peptidicas é considerada segura e econbmica quando comparada as vacinas
convencionais (LI et al., 2014)

A selecdo do adjuvante mais apropriado para cada vacina, deve ser baseada
na espécie a ser vacinada, na via de administracdo e na resposta imune desejada
(humoral ou celular). Sdo exemplos de adjuvantes: sais de aluminio, Unicos a serem
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em vacinas humana,
emulsdes de 6leos, micobactérias, saponinas, lipossomas, entre outros (OGRA et
al., 2001; MOTA et al., 2006; DUMMER et al., 2014). Na classe de emulsdes, esta
incluido o Montanide® ISA61VG, um adjuvante a base de 6leo, desenvolvido pela
SEPPIC, adequado para antigenos com imunogenicidade relativamente baixa. De
acordo com o fabricante, trata-se de uma emulsédo de baixa viscosidade, capaz de
induzir uma protecédo forte e duradoura. Seu mecanismo de ativagdo envolve a
formacao de um depdsito do antigeno no local da injecdo, atraindo as APCs para o
local da inflamacéo (SILVA et al., 2015; SEPPIC, 2017).

2.5 Modelo experimental para leishmaniose

Nos estudos da leishmaniose, espera-se que o modelo animal utilizado
desenvolva respostas patoldégicas e imunoldgicas semelhantes a doenca em
humanos, quando expostos a uma variedade de Leishmania spp. (KUMAR, 2013b).

Para seguir as normas legais e técnicas determinadas pela portaria do
Ministério da Saude, os estudos preliminares (Fase |) de seguranca, eficacia e
imunogenicidade devem ser conduzidos inicialmente em animais de laboratério,
como camundongos e hamsters, para entdo serem conduzidos na espécie alvo
como o cdo e o homem (BRASIL, 2005). Modelos experimentais como o hamster
dourado (testes primarios) e o céo (testes secundarios) geralmente sdo os mais
utilizados em estudos vacinais contra leishmaniose visceral (KUMAR, 2013b).

Apesar da limitacdo dos estudos imunolégicos no modelo hamster, devido a
escassez de reagentes especificos (como anticorpos, marcadores celulares e
citocinas), ainda assim este modelo tem sido a preferéncia nos estudos de
leishmaniose, principalmente por serem de baixo custo, facil manipulagdo e

manutencdo, e apresentarem caracteristicas da LV humana e canina ativa, como
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caquexia progressiva, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia,
aumento implacavel da carga de parasitos viscerais, titulacéo elevada de anticorpos,
auséncia de resposta linfoproliferativa e por fim, morte (MELBY et al., 2001; LORIA-
CERVERA e ANDRADE-NARVAEZ, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Realizar um estudo preliminar de seguranca e imunogenicidade de um
possivel candidato vacinal contra LV, constituido de um peptideo sintético da gp63

de Leishmania major com afinidade para MHC de classe I.

3.2 Objetivos Especificos

i) Avaliar o grau de inocuidade e toxicidade da formulagdo vacinal proposta,
através da bioquimica sérica do sangue de hamsters Mesocricetus auratus.

i) Avaliar a capacidade da vacina de induzir uma resposta imune, por meio da
avaliacdo dos parametros leucocitarios, niveis de IgG-total e atividade
linfoproliferativa.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Biotério e Laboratorio de Biomoléculas
e Vacinologia (LabVac) da Universidade Federal do Tocantins (UFT) - campus de
Gurupi, em parceria com a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e a
Universidade Estadual Paulista (Unesp) de Araraquara.

4.1 Desenho dos peptideos

O epitopo de gp63 de Leishmania major com predicdo ao MHC de classe |
foi identificado através do software SYFPEITHI, um programa de livre acesso na
World Wide Web que possui um banco de dados com mais de 7000 sequéncias de
peptideos. Devido a possibilidade do depdésito de patente, a sequéncia de

aminoéacidos do peptideo foi omitida.

4.2 Sintese quimica dos peptideos

A sintese do peptideo foi feita utilizando o método de sintese de peptideos
em fase solida (SPFS), de acordo com o protocolo padrdo (MERRIFIELD, 1963). O
procedimento foi realizado utilizando as estratégias base-labil 9-Fluorenil-
metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor do grupo amino, derivados do t-butilicos
como protetor das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais e
Diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como agentes de
condensacdo. Na etapa de acoplamento de cada aminoécido, tanto para Fmoc-
aminoacidos quanto para os agentes de condensacao, foi utilizado um excesso
molar de trés vezes quando comparado com a quantidade de resina inicial. Ap6s o
acoplamento, utilizou-se uma solucdo de 20% (v/v) de piperidina em DMF afim de
remover o grupo base-labil Fmoc.

Através do teste de ninidrina (KAISER et al., 1970), foi monitorada a
eficiéncia das etapas de acoplamento e desprotecdo, considerando que quando
detectado a presenca de grupos amino livre (positivo), repetiu-se o processo
utilizando 50% da concentracéo inicial dos reagentes.

A remocao do grupo base-labil Fmoc e a clivagem final dos peptideos das
respectivas resinas, foram realizadas a partir do tratamento destas com uma solugao
de clivagem contendo TFA (94,0%), 4gua deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS
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(1,0%), a 25°C por 2 horas. O peptideo obtido apds a clivagem foi precipitado e
lavado com éter dietilico gelado. Em seguida foi retido em um funil de placa porosa
para ser eluido em &gua, e so entdo foi liofilizado. Apés sua liofilizacdo uma parte da
massa do extrato bruto foi dissolvida em solvente A (Agua + TFA 0,04%), até que o
material se solubilizasse por completo. A solucdo resultante foi analisada
qualitativamente utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) em coluna de fase reversa e gradiente de acetonitrila (5 a 95%).

4.3 Purificacao e identificacdo dos peptideos

A purificac@o do peptideo foi realizada utilizando cromatografia liquida de baixa
pressdo em coluna de fase reversa e gradiente de acetonitrila (5 a 95%). ApdOs esse
procedimento as fracdes obtidas foram analisadas por CLAE. O contetdo contido no
tubo com o peptideo foi unido e liofilizado para uma posterior analise por CLAE, afim
de confirmar sua pureza. A caracterizacdo do peptideo ap6s purificacéo foi realizada
empregando espectrometria de massa.

4.4 Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 9 hamster (Mesocricetus
auratus) de ambos os sexos, com idade de 4-8 semanas. Os animais foram criados
no biotério da Universidade Federal do Tocantins, mantidos em caixas de plasticos
revestidas com maravalha autoclavada e submetidos a um manejo sanitario
rigoroso, com agua potavel e racdo comercial em quantidades suficientes.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), com protocolo n° 288/2013 (Anexo ).

4.5 Delineamento experimental

No Diagrama 1 encontra-se o delineamento experimental realizado neste
trabalho. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: um grupo
inoculado com o adjuvante Montanide ISA-61VG (ISA, n=3), onde cada animal
recebeu 30 pL do adjuvante oleoso Montanide ISA-61VG diluido em 70 pL de
solucéao salina 0,85%, o segundo grupo inoculado com o peptideo associado ao
adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-ISA, n=3) onde os animais foram imunizados
com 30 pL do peptideo MHC-I de L. major diluido em 40 pL de solugéo salina 0,85%
e emulsionados com 30 pL do adjuvante oleoso Montanide ISA-61VG, além do
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grupo controle (C, n=3) onde foi administrado em cada animal 100 yL de solugao
salina estéril a 0,85%.

A inoculacdo nos diferentes grupos experimentais foi administrada por via
subcutanea em trés doses com intervalos de 14 dias. Apds 6 dias da ultima dose

aplicada foi realizada a coleta de sangue de todos os animais.
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Diagrama 1- Delineamento experimental utilizado para administrar as doses
vacinais por via subcutanea (SC) nos diferentes grupos
experimentais.

4.6 Coletade amostras de sangue

A coleta foi realizada ap6s administracdo de 0,2 mg/kg do anestésico
Clortamina® (50mg/mL) por via intraperitoneal (Figura 5A). As amostras de sangue
foram coletadas com o auxilio de seringas de insulina de 1mL estéreis, por meio de
puncéo intracardiaca de 500 pL de sangue (Figura 5B). Do volume total de sangue
coletado, 50 pL foram destinados as avaliagbes hematolégicas, 10 pyL enviados a
confeccdo dos esfregacos sanguineos em laminas para contagem diferencial de
células e 440 pL destinados a centrifugacdo (2000rpm durante 10 minutos) para
obtencdo do soro, que foi armazenado em freezer a -20 °C até ser utilizado para

realizagdo dos testes sorolégicos e dosagens bioquimicas.
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Figura 5 - (a) Administracdo do anestésico Clortamina® por via
intraperitoneal; (b) Coleta de sangue por meio de puncéo
intracardiaca.

4.7 Bioquimica sérica

Todas as determinagBes da bioquimica sérica (ureia, creatinina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA))
foram realizadas utilizando o Sistema Bioquimico Automatico (CELMSBA-200,
Barueri, SP, Brasil) e Kits comerciais do Labtest (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa
Santa, MG, Brasil), adotando o modelo apresentado pelo fabricante.

4.8 Leucograma

A contagem total das células foi realizada através do aparelho Auto
Hematology Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, Alemanha), o qual permitiu
a andlise global de leucécitos/mm3. Para a contagem diferencial de células utilizou-
se microscopia 6ptica em objetiva de imersdo com uma lamina contendo uma fracéo
sanguinea que foi submetida a esfregaco e entdo corada com Pandético Rapido
InstantProv (Newprov®). Neste contexto, foi determinado o numero absoluto de
neutroéfilos, eosindfilos, linfécitos e mondécitos, por meio da contagem de 100
leucocitos/lamina.

4.9 Avaliacado da lgG-total por ELISA

A sorologia anti-Leishmania foi feita por meio de rea¢des imunoenzimaticas de
ELISA, de acordo com o protocolo de MOREIRA e colaboradores, (2012a). A
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principio, 18 pocos de uma placa de 96 pocos foram sensibilizados com 3uL do
antigeno soluvel de L. major (SLiA) em 97uL de solugcédo de cobertura e em seguida
incubadas over-night. O excesso do antigeno foi removido da placa através de
sucessivas lavagens (4x) com solucdo de lavagem (solucdo salina contendo PBS-
Tween 20). Posteriormente, foi realizado o bloqueio de ligacbes inespecificas
aplicando 100uL/poco de uma solucdo contendo PBS com soro fetal bovino (SFB)
5%. Em seguida, a placa bloqueada foi deixada em uma estufa a 37°C por 45
minutos. Decorrido esse tempo, seguiu-se para lavagem, conforme descrito
anteriormente. Os soros, em triplicata e na diluicdo de 1:40 (1uL de soro + 40uL
PBS-Tween), foram aplicados as placas em um volume de 100uL/poco e incubados
a 37°C por 45 minutos. Ap6s o periodo de incubacéo, a placa foi novamente lavada
4x e o conjugado (com HRP) aplicado na concentracdo de 1:3000. Cada poco
recebeu 100puL da solucéo.

A seguir, a placa foi incubada ao abrigo da luz, por 45 minutos a 37°C seguida
de nova lavagem. Posteriormente, foram adicionados 100uL/poco do substrato TMB,
mantendo-se a 37°C, por 20 minutos. Apés o término, foi adicionado 32uL/poco de
acido sulfarico (H2SO4) a 2,5M para interromper a reagcdo. As leituras foram
realizadas em um leitor de ELISA automatico (POLARIS) a 490nm e os resultados

expressos em valor de densidade o6ptica (D.O).

4.10 Linfoproliferacao de esplendcitos

Decorrido 211 dias da Uultima dose vacinal, todos os hamsters foram
eutanasiados. Como procedimento de eutanasia, foi realizada a administracdo de
uma dose letal (0,5ul) do anestésio Clortamina via intracardiaca. Logo apods a
comprovacdo da morte do animal, os mesmos foram colocados em alcool 70% e os
procedimentos de obtencdo do material biolégico foi iniciado. Dentro da capela de
fluxo laminar, os bacos foram coletados assepticamente e colocados de forma
separada em provetas de 5mL estéreis, contendo 500uL de meio RPMI. Em
seguida, com o auxilio de um bastdo de vidro, os bacos foram macerados e o
sobrenadante transferido para tubos de ensaio contendo 4mL de meio RPMI, que
seguiram para centrifugacdo a 1200 rpm durante 10minutos. Apos 0 término, o
sobrenadante foi descartado e em cada tubo foi adicionado 5mL do tampéo de lise
1x, homogeinizando em intervalos de 3 minutos, por 10 minutos, até completa

dissolugéo do péllet. Os tubos foram novamente centrifugados a 1200 rpm durante 8
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minutos, com posterior descarte do sobrenadante. Para ressuspender as células, foi

adicionado 1mL de meio RPMI e a solugcdo mais uma vez homogeneizada (Figura

Figura 6 - Processo de obtencgéo das células mononucleares do baco de hamsters
para avaliacdo da atividade linfoproliferativa. (a) baco recém coletado dos
hamsters; (b) baco em meio rpmi; (c) maceracdo do baco com o auxilio de um
bastdo de vidro; (d) transferéncia do sobrenadante para o tubo de ensaio; (e)
centrifugagcédo dos tubos; (f) produto obtido apos centrifugagéo; (g) descarte do
sobrenadante; (h) adicdo da solucdo de lise; (i) produto obtido apds nova
centrifugacéo; (j) ressuspenséo das células com meio RPMI.

Para o plagueamento foram utilizadas duas placas de 96 po¢cos com volume
de 200uL/pogo. A primeira placa (controle), todos os pogos receberam 50uL de
células de cada animal e 150uL de meio RPMI, em triplicata. Ja na segunda placa foi
adicionado aos pogos 50uL de células com 1uL do peptideo sintético de L. major e
50uL de células com 1pL do antigeno soluvel de L. infantum, completando o volume
de 200uL com meio RPMI. Para as amostras do grupo vacinal o procedimento foi
realizado em duplicata. Seguido ao plagueamento, as placas foram cobertas com
plastico filme PVC e incubada durante 72 horas a 36°C. Decorrido este tempo, cada
poco recebeu 20uL de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) a 5mg/mL, mantendo-se a 36°C por mais 4 horas. Apés este periodo o
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sobrenadante de cada poco foi aspirado cuidadosamente, permanecendo no fundo
pequenos cristais de formazan, que foram dissolvidos com isopropanol acido por
meio da homogeinizacdo com pipeta. A leitura das absorbancias foi realizada
utilizando um leitor automético de ELISA (POLARIS), a 540nm.

4.11 Analise estatistica

Para realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad
Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Os valores obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA one-way) e teste de Tukey, com o intuito de determinar
as diferencas especificas entre os grupos. Foram consideradas significativas as

diferengas com P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos 30 anos, a leishmaniose visceral (LV) tem se expandido
principalmente para areas urbanas e periurbanas, onde a maioria da populacao se
encontra em situacdo de pobreza (DESJEUX, 2004). Diante desta problematica,
estudos vém sendo realizados com o intuito de identificar antigenos que sejam
capazes de gerar uma resposta imunoldgica e assim serem utilizados em diferentes
formulacdes vacinais contra LV (PEREIRA, 2013). Para isso, a escolha por analises
in silico tem sido a preferéncia de muitos pesquisadores, pois fornecem ferramentas
que permitem o conhecimento de genomas variados e predicdo de epitopos
especificos, poupando ensaios desnecessarios com antigenos nao-imunogénicos
(MARITZ-OLIVER et al., 2012).

No desenvolvimento de vacinas, além da descoberta de bons candidatos, a
avaliacdo sistematica em modelo murino, ndo isogénicos, sdo de suma importancia
para tentar produzir vacinas seguras e eficazes (RAMIRO, et al., 2003; RAFATI, et
al., 2005; RODRIGUEZ-CORTES, et al., 2007; BORJA-CABRERA, et al., 2008;
MAROLL, et al., 2010).

Na literatura ainda € escassa as informacgfes que dizem respeito & mensuracao
de parametros bioquimicos e leucocitarios no modelo experimental hamster.
Interessantemente, na leishmaniose visceral, seja humana ou canina, o
acompanhamento destes pardmetros, juntamente com testes soroldgicos podem
fornecer subsidio para o diagnéstico e progndstico da evolucdo do quadro clinico da
doenca (MOREIRA, 2008).

Sua interpretacdo adequada esta relacionada com a utilizacdo de valores de
referéncia de acordo com o modelo adotado. Grandes variacbes em seus valores
podem ser resultantes de lesé@o celular ou disfuncdo organica, refletindo assim o
extravasamento de constituintes celulares para o plasma sanguineo. Além disso,
fatores como a padronizacdo laboratorial devem ser levados em consideragéo
(THRALL, 2007; MOREIRA, 2008; NETO et al., 2011).

5.1 Bioquimica clinica

Em uma primeira abordagem foi avaliado os parametros bioquimicos,

comumente utilizados para analise de funcdo renal e hepatica. A analise da funcéo
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renal consiste principalmente, na determinacdo dos niveis séricos de ureia e
creatinina. A ureia, o principal produto do metabolismo proteico, € sintetizada no
figado, liberada na corrente sanguinea e filtrada pelos rins, sendo assim, eliminada
principalmente pela urina (LOPES et al., 1996; MOREIRA, 2012b).

As médias e desvio-padrao dos niveis de ureia estdo expressos na Figura 7.
Os resultados demonstram que nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo Controle (46,99+4,7 mg/dL), ISA (52,54+8,4 mg/dL) e Lm-ISA
(46,8516,4mg/dL), contudo todos 0s animais apresentaram niveis séricos acima dos
limites de referéncia sumarizados na Tabela 1. Valores que se aproximam aos
obtidos por MOREIRA et al., (2016) ao realizar a bioquimica sérica de hamsters néo
infectados (35-55mg/dL).
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Figura 7 - Valores médios e desvio-padrao
dos niveis séricos de ureia de hamsters
inoculados com solucédo salina (C), adjuvante
Montanide ISA-61VG (ISA) e imunizados com
0 peptideo sintético de L. major associado ao
adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-ISA).
Valores de p<0,05 foram consideradas
significativos.
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Tabela 1 - Valores de referéncia da bioquimica sérica
em hamsters para ureia, creatinina, fosfatase alcalina
(FA), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT).

Parametros Valor
Ureia (mg/dL) 12-26
Creatinina (mg/dL) 0,4-1,0
FA (UI/L) 50-186
AST (UI/L) 20-150
ALT (UI/L) 20-128

Fonte: CARPENTER, 2005; SUCKOW et al., 2012.

Niveis aumentados de ureia geralmente sado indicativos de insuficiéncia renal,
decorrente de algum tipo de lesdo (glomerular, tubular, intersticial ou vascular)
(DUNCAN et al, 1994; STOCKHAM e SCOTT, 2002; WILLARD e TVEDTEN, 2012).
Porém, quando analisada isoladamente, ndo é considerada um bom indicador do
funcionamento renal, visto que sua concentracdo € afetada por fatores extra-renais
como ingestdo proteica elevada, jejum prolongado e até mesmo problemas
hepaticos. Devido a essas interferéncias, a dosagem de outras substancias, tais
como a creatinina, devem ser levadas em consideracédo para melhor avaliacdo da
funcdo renal (TOMPSON e WARDROP, 1987; LOPES et al., 1996; STOCKHAM e
SCOTT, 2002).

Os niveis plasmaticos de creatinina, sdo proporcionais a massa corporal e
nao sao afetados pela dieta nem pelo catabolismo proteico. Sua eliminagdo ocorre
pelos glomérulos, sem reabsorcdo tubular ou reaproveitamento pelo organismo,
caracteristicas que a torna mais confiavel na avaliagcdo clinica da filtracédo
glomerular, de forma que uma alta concentracdo sanguinea desta substancia é
indicativa de deficiéncia na funcionalidade renal (LOPES et al., 1996; TENNANT,
1997).

No presente estudo, a dosagem de creatinina encontrada nos hamsters do
grupo controle foi de 0,45+0,09 mg/dL, no grupo ISA 0,521+0,04 mg/dL e no grupo
Lm-ISA 0,47+0,04mg/dL (Figura 8). Diante dos resultados, nota-se que nao houve
diferencas significativas entres os grupos, além de estarem todos dentro do intervalo
de normalidade descrito por CARPENTER, (2005) e SUCHOW et al., (2012). Seus

baixos niveis se justificam pelo fato dessa substancia ser quase que totalmente
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eliminada durante uma filtracdo glomerular normal, sugerindo que os inéculos nao
apresentaram toxicidade aos animais.
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Figura 8 - Valores médios e desvio-
padrdo dos niveis séricos de creatinina
de hamsters inoculados com solugao
salina (C), adjuvante Montanide ISA-
61VG (ISA) e imunizados com o0
peptideo sintético de L. major associado
ao adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-
ISA). Valores de p<0,05 foram
consideradas significativos.

Posteriormente aos testes bioquimicos para o diagnéstico de
comprometimento renal, foi avaliada a dosagem de enzimas como um método de
diagnéstico de distarbios hepaticos (HENRY, 2008). Dentre as enzimas dosadas
estdo a Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotrasferase (ALT),
relacionadas com a integridade dos hepatécitos, e a Fosfatase Alcalina (FA),
indicativa de colestase (THRALL et al., 2007).

As aminotransferases (ALT e AST) estdo presentes em diversas ceélulas do
Nnosso organismo, sendo mais abundante nas células do figado. A ALT é encontrada
principalmente no citoplasma dos hepatécitos, enquanto que a AST esta presente
em maiores concentracbes na mitocondria. Por ser considerada enzima de
extravasamento e hepato-especifica, somente uma lesdo hepatocelular acarretaria
na elevacao dos niveis séricos de ALT. No caso da AST, que também esta presente

nas musculaturas esquelética e cardiaca, um aumento da sua atividade sérica so
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pode ser considerado indicativo de leséo hepatica, caso se elimine as possibilidades
de lesdes musculares e cardiaca (TENNANT, 1997; THRALL et al., 2007).

Conforme mostra a Figura 9, a dosagem de AST no sangue dos hamsters foi
de 108,00+27,22 UI/L para o grupo controle, 106,40+57,97 UI/L para o grupo ISA e
83,35+29,58 UI/L para o grupo Lm-ISA, enquanto que 0s niveis séricos de ALT
foram de 68,63+27,22 UI/L para o grupo controle, 57,67+25,63 UI/L para o grupo ISA
e 57,531£9,90 UI/L para o grupo Lm-ISA. De forma geral, pdde-se observar que ndo
houve diferengas significativas (P>0,05) entre os grupos experimentais. Além disso,
todos os resultados obtidos se apresentaram dentro da faixa de referéncia
mencionada por CARPENTER, (2005) e SUCKOW et al., (2012) (Tabela 1),
indicando que nao ocorreu hepatotoxicidade em decorréncia da formulacao
proposta. Estes achados corroboram ainda com os estudos de MOREIRA e
colaboradores (2016), o qual apresenta dados semelhantes para o grupo de animais
saudaveis, com valores de 60-120UI/L para AST e 70-120UI/L para ALT.
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Figura 9 - Niveis séricos das enzimas AST e ALT. As dosagens dos niveis de
AST (Aspartato Aminotrasnferase) e ALT (Alanina Aminotransferase) em UI/L
foram efetuadas em hamsters (Mesocricetus auratus) inoculados com solucéo
salina (C), adjuvante Montanide ISA-61VG (ISA) e imunizados com o peptideo
sintético de L. major associado ao adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-ISA).
Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Valores de
p<0,05 foram consideradas significativos.

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima encontrada em diversos tecidos do
corpo, principalmente tecido 6sseo, figado e rins. No figado, é localizada na borda
das células que se unem para formar canais biliares. Um aumento da sua

concentracdo quando associada a outros testes hepaticos, tais como AST e ALT,
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pode estar diretamente relacionado a disturbios hepatocelulares, como no caso da
colestase (TENNANT, 1997; LOPES et al., 2007).

No presente trabalho, a dosagem de FA encontrada nos animais foram de
81,55+18,78 UI/L para o grupo controle, 63,43+12,30 UI/L para o grupo ISA e
65,66+21,34 UI/L para o grupo Lm-ISA (Figura 10). Por meio desses resultados
nota-se que nao houve diferencas significativas (P>0,05) entre os grupos e que
todos os valores obtidos se mantiveram dentro dos limites de normalidade descrito
na literatura (Tabela 1), o que sugere que as formula¢des foram inécuas e nao

toxicas.
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Figura 10 - Niveis séricos de FA. As
dosagens dos niveis de FA (Fofasfatase
Alcalina), em UI/L foram efetuadas em
hamsters (Mesocricetus auratus) inoculados
com solucéo salina (C), adjuvante Montanide
ISA-61VG (ISA) e imunizados com o
peptideo sintético de L. major associado ao
adjuvante Montanide ISA-61VG (Lm-ISA).
Os resultados estdo expressos como média
+ desvio padréo. Valores de p<0,05 foram
consideradas significativos.

5.2 Avaliagdo da série branca

5.2.1 Leucograma

O leucograma € um parametro fundamental para avaliar a resposta imune

contra um agente infeccioso. Ao considerar o modelo hamster, a analise desta
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variavel se torna ainda mais importante devido a caréncia de reagentes
disponiveis para o estudo da imunidade destes animais (AMORIM, 2015). Neste
sentido, foi realizada a avaliacdo do quadro leucocitario, cujos resultados
(leucdcitos totais, neutrdéfilos, eosindfilos, mondécitos e linfocitos) podem ser
visualizados na Tabela 2.

Comumente, na LV humana e canina ativa, € observado um quadro de
iImunossupressado, caracterizado principalmente por uma expressiva queda na
populacdo de mondcitos (monocitopenia), linfécitos (linfopenia) e eosinodfilos
(eosinopenia) (MOREIRA 2012b). Em uma analise preliminar, ndo foi observada
alteracdo em relacdo aos valores percentuais de normalidade descritos por
CARPENTER, (2005) e SUCKOW et al.,, (2012) (Tabela 3). Entretanto, uma
reducdo significativa na populagdo de mondcitos (monocitopenia), um aumento na
populacao de linfocitos (linfocitose) e eosindfilos (eosinofilia) foram os achados
marcantes nos animais submetidos a imunizacdo com a formulacdo vacinal

proposta.

Tabela 2 - Leucograma de hamsters do grupo controle, ISA e Lm-ISA, obtidos 6
dias ap0s a ultima dose vacinal.

Leucograma Controle ISA Lm-ISA
(/mms)
Global de
Leucdcitos 5131+1701 5289+2547 5699+1061
(mm3)
Neutréfilos 1175 £ 181 1117 £ 129 971 + 61
Totais 22,9% * 3,53% 21,12% + 2,44% 17,04% + 1,07%
Eosinéfilos 7+6 33+22 46 + 162
0,13% + 0,12% 0,62% *+ 0,41% 0,81% + 0,28%
Mondcitos 301 + 67 321 + 61 130 + 272b
5,87% + 1,30% 6,07% + 1,15% 2,28% + 0,47%
Linf6citos 3648 + 162 3818 + 169 4552 + 662P

71,10% = 3,12% 72,19% + 3,20%  79,87% + 1,16%

Nota: Valores absolutos (médiatdesvio padrdo) e percentuais do leucograma de hamsters
inoculados com solucdo salina (controle), adjuvante montanide ISA-61VG (ISA) e imunizados
com peptideo sintético de L. major associado ao adjuvante montanide ISA-61VG (Lm-ISA). As
diferencas significativas (p<0,05) estéo representadas pelas letras a e b, relacionadas ao grupo
controle e ao grupo ISA, repectivamente.
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Tabela 3 - Valores de referéncias de analises da série
branca no modelo hamster.

Parametro Leucocitario Valores (%)
Neutrofilos 17-35
Eosindfilos 0-5
Monacitos 0-5

Linfocitos 50-96

Fonte: CARPENTER, 2005; SUCKOW et al., 2012.

De forma geral, esperava-se que a populacdo de mondcitos no plasma se
mantivesse semelhante nos trés grupos, uma vez que a coleta de sangue foi
realizada 6 dias apds a Ultima dose vacinal e se tratando de mondcitos, espera-se
gue sua concentracdo sérica esteja reduzida somente nas primeiras 72 horas da
inflamacéo, periodo no qual migram para os tecidos, onde se transformam em
macréfagos, fagocitam o antigeno e o0 apresenta as células T via MHC
(GUIMARAES e FILHO, 2009). Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos
conduzidos por MOREIRA e colaboradores (2009), que ao inocularem hamsters com
componentes antigénicos de vacinas de leishmaniose visceral anti-canina
Leishmune® e antigeno de Leishmania braziliensis (LB) com e sem adicdo de
saponina (Sap), observaram que a vacina Leishmune® e LBSap promoveram uma
reducao tardia (7 dias) em mondcitos circulantes no sangue periférico.

Sabendo que a migracdo dos mondcitos para a area infectada é responsavel
pela inducdo de uma resposta imune, sugere-se que a baixa quantidade desta
populacdo no grupo Lm-ISA do presente estudo tenha sido por uma possivel acao
modulatéria do antigeno, ou seja, 0 antigeno associado ao adjuvante pode ter
estimulado maior recrutamento de células no local, degradado o antigeno,
apresentado aos linfocitos e depois migrado para os linfonodos, reduzindo assim sua
quantidade no sangue por um maior periodo (LEON et al., 2005; GUIMARAES e
FILHO, 2009). Este achado vai em concordancia com o descrito por MOREIRA et al.,
(2009) que ao avaliarem a porcentagem de mondcitos na derme, mostrou que a
migracéo celular é precoce e persistente quando € inoculado antigenos de espécies
dermatotrdpicas tais como L. major e L. braziliensis.

Quanto ao numero dos linfécitos, células associadas a imunidade adaptativa,

nossos resultados se assemelham ao obtido por GIUNCHETTI et al., (2007), que
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observaram um aumento desta populacdo em cées inoculados com LBSap, 15 dias
ap0s a primeira imunizacdo. Caracteristica desejavel em vacinas contra
leishmaniose visceral, cujo perfil de resisténcia é voltado a resposta imune celular.
Por se tratar de trabalhos cujos antigenos empregados foram de espécies
dermatotropicas, esta alteracdo pode ser um indicativo do efeito biologico
caracteristico da imunizacéo, além de atuar como um marcador de imunogenicidade
da vacina candidata (AMORIM, 2015).

De forma antagbnica, MOREIRA et al.,, (2009) apresentaram numeros
reduzidos de linfécitos circulantes no sangue em dois periodos diferentes (12 e
168h), para as vacinas LBSap e Leishmune®. Em seu estudo, estes dados
mostraram influenciar diretamente a resposta local na area inoculada. Dessa forma,
fica claro que a caracterizacdo das subpopulacdes destas células e o perfil de
citocinas devem ser levados em consideracdo para relacionar estes resultados de
forma mais segura com a existéncia de memdria imunologica (GIUNCHETTI et al.,
2007; MOREIRA et al., 2009).

Se tratando dos eosindfilos, comumente, esta populacdo esta relacionada a
eventos alérgicos, mas também pode ser influenciada por fatores como: reacao de
alarme, hormonios, adrenalina, stress, entre outros (NETO E LEVI, 1970). Assim,
como nao foi observado alteracfes clinicas aparentes, somente a dosagem de IgE
antigeno-especifico, poderia elucidar se a formulacdo proposta foi capaz de induzir

um processo alérgico.

5.3 Sorologia anti-Leishmania

O estudo da resposta imune humoral, € outra variavel importante a ser levada
em consideracdo quando se pretende avaliar a antigenicidade induzida pela vacina.
Os anticorpos anti-Leishmania sdo considerados um marcador essencial na LV, de
forma que sua alta titulagdo esta intimamente relacionada a ativagao policlonal de
células B, conduzindo a um quadro tipico de hipergamaglobulinemia, que por sua
vez se correlacionam com a progressdo da doenca em hamsters e ndo a protecédo
(MILES et al., 2005; SAHA et al., 2006; LARANGEIRA, 2008; NYLEN e GAUTAM,
2010; MOREIRA, 2012a; KUMAR, 2013a; DAS e ALI, 2014).

No presente estudo, assim como mostra a Figura 11, as médias da titulacdo
obtida no grupo controle (C) e no grupo que recebeu apenas o adjuvante (ISA)

apresentaram valores relativamente baixos e idénticos (0,024), corroborando com os
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estudos de MOREIRA, (2012a) que observou uma fraca resposta humoral no grupo
de hamsters ndo vacinados e nao infectados. Assim, a auséncia de producdo de
anticorpos IgG anti-Leishmania nos grupos acima citados n&o foi surpreendente,

pois como nao foram imunizados era esperado que os valores da titulacdo fossem

baixos.
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Figura 11 - Titulacdo de anticorpos IgG anti-
Leishmania nos diferentes grupos
experimentais: controle (C), adjuvante
montanide ISA-61VG (ISA) e peptideo
sintético de L. major associado ao adjuvante
montanide  ISA-61-VG  (Lm-ISA). Os
resultados estao expressos como
médiatdesvio padrdo de trés hamsters por
grupo, através de valores de densidade
optica (D.O). P<0.05 foram considerados
significativos.

Ao analisar a dosagem de anticorpos igG anti-Leishmania obtida no grupo de
animais que receberam a formulacdo proposta, foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significativa (0,289) em relacédo ao grupo C e ISA. Contudo, néo é
classificada como uma titulagao alta, considerando que no protocolo experimental a
diluic&o utilizada para o soro dos animais foi de 1:40. Achados semelhantes também
foram observados por CAMPOS et al., (2011), que ao utilizarem uma diluicdo de
1:40 consideraram negativo os caes que apresentaram D.O menor que o ponto de
corte (0,571). Da mesma forma, TEIXEIRA et al., (2011), utilizando o mesmo modelo

animal e uma diluicdo de 1:400 consideraram baixos valores de D.O inferiores a 0,4.
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Além destes autores, AGUIAR-SOARES e colaborados (2014) ao conduzirem
seus estudos com a vacina LBSapSal (antigenos de L. brasilienses, adjuvante
saponina e extrato salivar de fleb6tomo), a uma diluicdo de 1:80, apresentou valores
altamente estatisticos nos grupos imunizados (~0,310) em relacdo aos demais,
entretanto ndo foram considerados elevados o suficiente para serem positivos.

Em contrapartida DAS e ALI (2014), observaram em seu trabalho um rapido
aumento da IgG anti-Leishmania, aproximadamente 0,9-2,1, apds a imunizacdo dos
hamsters com o0s antigenos, o que se justifica pela utilizacdo do MPL-TDM,
conhecido por aumentar a resposta humoral e a imunidade mediada por célula.

Nossos resultados vao ainda em concordancia com o trabalho de PEREIRA
(2015), que avaliou a capacidade protetora das histonas nucleossomicas de L.
infantum (HIS) e a proteina &cida ribossémica PO (LiPO) através de duas estratégias
de imunizacdo, utilizando o hamster como modelo experimental. Em seu
experimento, antes do desafio, foi observado que os animais imunizados mostraram
titulos de anticorpos significativamente mais elevados para ambos os antigenos, em
relacdo aos outros grupos, todavia, os valores obtidos foram considerados baixos e
a vacinacdo com o antigeno Lip0 homdloga foi considerada um componente
potencial em uma formulacdo vacinal contra LV. Ainda em seu estudo, apds o
desafio, 0 autor demonstrou alta titulacdo de anticorpos nos hamsters imunizados,
sugerindo a participacdo do antigeno na inducéo da resposta humoral uma vez que
a dosagem de anticorpos foi feita alguns meses apés o desafio experimental
(ABBEHUSEN, 2011).

De fato GUPTA et al.,, (2012) ao conduzirem seus estudos com hamsters
tratados com miltefosina observou que os titulos de anticorpos IgG aumentam com a
carga de parasitos enquanto que niveis baixos é consistente com a diminuicdo

delas.

5.4 Andlise linfoproliferativa

A identificacdo da resposta antigeno-especifica de linfocitos T € caracterizada
principalmente por ensaios de linfoproliferagédo, um método baseado na manutengao
de células mononucleares “n vitro”, que auxilia no estudo da resposta imune celular
frente a um estimulo por mitdgenos ou antigenos (RUITENBERG et al., (2001);
LARANGEIRA, 2008). De acordo com GHOSE et al., (1980) a LV ativa induz a

imunossupressao celular no hospedeiro, com ativacéo policlonal de células B. Por
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outro lado, uma resposta imune protetora € manifestada por uma forte resposta
linfoproliferativa positiva aos antigenos (REIS et al., 2014).

H¥1H

in vitro

”

Neste contexto, para explorar a proliferagédo celular das células do
baco de hamsters nos diferentes grupos experimentais, foi utilizado dois estimulos
antigénicos diferentes: peptideo sintéticos de L. major (ASLm) e antigeno sollavel de
L. infantum (ASLi). O primeiro possibilitou avaliar a resposta linfoproliferativa de
memoria contra antigenos presentes na vacina e o segundo verificar possivel
homologia linfoproliferativa com o agente etioldégico da LV (L. infantum).

Em nosso estudo foi observado atividade linfoproliferativa em todos os grupos
do experimento, revelando similaridade entre aqueles que receberam apenas
solugdo salina (controle) e adjuvante montanide ISA-61VG (ISA), cujos valores
foram de 0,989 e 1,032 para a cultura controle (CC); 1,161 e 0,971 para ASLi e
1,040 e 0,701 para ASLm, respectivamente (Figura 12). Assim como nos trabalhos
conduzidos por TEIXEIRA et al., (2011), que observaram uma variacao de 1,25 - 0,4
em caes nao imunizados, esta baixa estimulacdo obtida nos grupos no presente
estudo é justificada pela auséncia do antigeno no momento da inoculagdo nos

animais.
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Figura 12 - Atividade linfoproliferativa de células
mononucleares do sangue de hamsters
(Mesocricetus auratus) obtido por ELISA apos
estimulacdo com antigeno soltvel de L. infantum
(ASLi) e peptideo sintético de L. major (ASLm).
Cada barra representa a média + desvio padrdo de
trés animais por grupo. Os resultados estédo
representados por valores de densidade O&ptica
(D.O). Foram considerados significativos p<005.
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Ao analisar os dados do grupo que foi imunizado com o peptideo sintético de
L. major associado ao adjuvante montanide ISA-61VG (Lm-ISA), foi observado
maiores niveis de proliferacéo celular, com destaque para a cultura estimulada com
0 peptideo de L. major (ASLm), que apresentou um aumento significativo em
comparacdo com a CC e ASLi (Figura 12). De certa forma, estas respostas
observadas, indicam que além da existéncia de memodria imunoloégica o antigeno
utilizado foi capaz de apresentar homologia com outra espécie do parasito (AGUIAR-
SOARES et al., 2014). Nossos resultados vao em acordo com os estudos de DAS e
ALI (2014), que ao avaliarem a eficiéncia das vacinas de CP contra LV, observaram
gue os esplendcitos de todos os hamsters vacinados proliferaram em resposta ao
antigeno correspondente, com niveis significativamente maiores para a cultura
estimulada com coquetel lisossdmico.

Neste mesmo contexto, LAKSHMI e colaboradores, em 2014, relataram as
propriedades imunogénicas da tuzin. Seus resultados demonstraram proliferacédo
altamente significativa (~14vezes) nos camundongos imunizados com DNA da
toxina, evidenciando a existéncia de memoria imunolédgica relacionada com o
antigeno da vacina.

De forma interessante KUMARI et al., (2012), testou a capacidade de fracdes
solliveis e de membrana do antigeno amastigota da Leishmania donovani para
induzir respostas celulares. Mediante seus dados observou que o grupo de hamster
curados com miltefosina (anteriormente infectados com L. donovani) apresentou
uma resposta imunologica linfoproliferativa de memoria altamente significativa,
dando suporte a utilizacdo de algumas das fracdes para testes vacinais. Resultados
semelhantes foram obtidos por GUPTA et al., (2012) e KUSHAWAHA et al., (2012).

No modelo canino, AGUIAR-SOARES et al., (2014), avaliou a proliferacao
celular frente a vacina LBSapSal, utilizando como estimulo: antigeno soltvel de L.
braziliensis (VSA-antigeno da vacina) e antigeno soluvel de L. infantum (SLiA).
Embora com um modelo experimental diferente, interessantemente o autor partiu da
mesma premissa, cujo objetivo era utilizar um antigeno de uma espécie causadora da
LT para conseguir resposta imunolégica contra LV.

Em parte, os resultados de AGUIAR-SOARES et al., (2014) estdo de acordo com
0s obtidos no presente estudo, em se tratando da atividade linfoproliferativa mais
elevada nos animais imunizados com a vacina. Contudo, em seu trabalho, a maior

proliferacdo foi observada na cultura estimulada com SLiA. A literatura também
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relata a supressdo da resposta linfoproliferativa especifica ao antigeno de
Leishmania durante a infec¢do e evolucdo da doenca (MASIH et al., 2011; REIS et
al., 2014).
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6 CONCLUSAO

A partir da realizacdo deste estudo que avaliou os eventos inicias da
resposta imune em hamsters, desencadeados pelo processo de imunizacdo com um
peptideo sintético da gp63 de Leishmania major, foi possivel concluir que a
formulacéo proposta (grupo Lm-ISA):

e Foi in6bcua e atdxica para os animais, visto que ndo foi observado alteracdes
da funcao renal e hepatica;
e Gerou memoaria imunoldgica, ratificado tanto pelo aumento da populagcédo de
linfécitos quanto pela alta atividade linfoproliferativa no grupo vacinal,
e Foi capaz de induzir uma resposta humoral anti-Leishmania (IgG total).
Os resultados obtidos dédo suporte para que mais estudos relacionados ao
candidato vacinal aqui avaliados, sejam desenvolvidos no modelo experimental céo,
levando em consideracdo sua caracteristica bioldgica de reservatorio de L. infantum

no ambiente urbano.
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