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Resumo

A leishmaniose visceral é causada pelo parasito Leishmania chagasi (sinonimia L.
infantum) e tem como medidas de controle preconizada pelo Ministério da Saude/Brasil
a eutanésia do cdo doente, principal reservatorio do parasito. Diante do impacto social
que este procedimento causa perante a sociedade, o desenvolvimento de uma vacina anti-
LVC faz-se necessario e torna uma importante medida de controle da transmissdao do
parasito ao homem. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de
particulas submicrémicas do polimero acido poli-D,L-lactico (PLA) e quitosana de baixo
peso molecular, como carreadoras de antigenos vacinais contra leishmaniose visceral em
modelo hamster. Neste contexto, foi realizado um ensaio pré-clinico vacinal com
diferentes grupos experimentais, entre os quais: (i) Controle (solucdo salina estéril a
0,85%); (ii) Saponina (SAP; 100 ug/dose); (iii) Particula Submicrométrica Pequena vazia
(PSmP); (iv) Particula Submicrométrica Grande vazia (PSmG); (v) Antigeno bruto de
Leishmania amazonensis (LA); (v) Antigeno bruto L. amazonensis associado ao
adjuvante saponina (LASAP); (vi) Particula Submicrométrica Pequena contendo antigeno
bruto de L. amazonensis (LAPSmP); e (vii) Particula Submicrométrica Grande contendo
antigeno bruto de L. amazonensis (LAPSmG). Dessa maneira, hamsters (Mesocricetus
auratus) machos foram inoculados com trés doses, por via subcutanea, em intervalo de
21 dias. O desafio experimental foi realizado com 10’ promastigotas em fase estacionaria
de L. chagasi (cepa C46), apds 30 dias da ultima dose. Nos tempos TO (Antes da 1° dose),
T3 (30 dias ap6s o terceiro indculo) e T180 (180 dias apds desafio experimental com L.
chagasi, e imediatamente antes da eutanasia), foram feitas coletas de sangue dos animais
por puncdo cardiaca, para realizacdo de teste de funcdo hepatica e renal, hemograma e
analise dos niveis de 1gG anti-Leishmania. Ap6s a eutanasia dos animais, foram coletados
baco e figado para analise da carga parasitaria pela técnica de diluicdo limitante. Os dados
obtidos no presente trabalho mostraram que o emprego do polimero poli-D,L-lactico
(PLA) de quitosana formulado em particulas submicrométricas associado ao antigeno
bruto de L. amazonensis (formulacdes LAPSmMP e LAPSmMG) foram inGcuos e seguros
para administracdo em hamsters, além de serem imunogénicos e reduzirem drasticamente
0 parasitismo tecidual. Esta afirmacdo é baseada nos seguintes achados: (i) alteracdes
locais e clinicas compativeis com a manutencgdo dos animais; (i) testes de funcgéo hepatica
e renal sem alteracdes; (iii) auséncia de anemia e hemdlise induzida durante o protocolo
vacinal; (iv) indugéo de linfocitose ap0s o término do protocolo vacinal, particularmente
relacionada a formulagdo LAPSMG; (v) antigenicidade relacionada a producdo de IgG
total anti-Leishmania apds o termino do protocolo vacinal; (vi) reducédo do tamanho do
baco, ap6s o desafio experimental por L. chagasi, particularmente relacionada a
formulacdo LAPSMG; (vii) reducédo da carga parasitaria superior a 97% no baco e no
figado. Estes resultados indicam que o encapsulamento de antigeno bruto de Leishmania
é uma estratégia que favorece o estabelecimento de imunogenicidade e a obtencdo de
elevados niveis de protecdo contraa LV.

XV



Gonzalez, M.A.C Abstract

Abstract

Visceral leishmaniasis is caused by the parasite Leishmania chagasi (synonymous with
L. infantum) and the euthanasia of the infected dog is the recommended method for
preventing the spread of the disease according to the Brazilian Ministry of Health. Due
to the social impacts that euthanasia has in society, the development of an anti-canine
visceral leishmaniasis (CVL) vaccine becomes a necessary means of controlling the
transmission of the parasite to humans. As such, the aim of this study was to evaluate the
antigen-carrying potential of submicrometric particles composed of poly-D,L lactic acid
(PLA) and chitosan with a low molecular weight, utilizing hamsters as the experimental
model. In this context, we performed a preclinical study of potential vaccines applied in
different experimental groups: (i) Control group (sterile saline solution at 0,85%); (ii)
saponin (SAP; 100 pg/dose); (iii) small, empty submicrometric particles (PSmP); (iv)
large, empty submicrometric particles (PSmG); (v) crude L. amazonensis antigen
associated with saponin adjuvant (LASAP); (vi) small submicrometric particles
containing crude L. amazonensis antigen (LAPSmP) and (vii) large submicrometric
particles containing the crude L. amazonensis antigen (LAPSmG). Male hamsters
(Mesocricetus auratus) were inoculated with three subcutaneous doses of the vaccines in
intervals of 21 days. The experimental injections were performed with 107 L. chagasi
promastigotes (C46 strain) in stationary phase, 30 days following the first dose of the
vaccine. In the time points TO (prior to the first dose of the vaccine), T3 (21 days
following the third inoculation of the promastigotes) and T180 (180 days following the
experimental injection and right before euthanasia), blood samples were collected from
the animals straight from within the heart. The blood samples were used for performing
tests on renal and hepatic function, hemograms and for analyzing the levels of anti-
Leishmania IgG. After animals euthanasia, spleen and liver samples were collected for
analyzing the parasitic load through the limiting dilution technique. The data showed that
the utilization of the poly-D,L lactic acid polymer (PLA) and chitosan formulated into
submicrometric particles associated with the crude antigen of L. amazonensis (LAPSmMP
and LAPSmG formulations) were innocuous and safe for administration in hamsters in
addition to being immunogenic and drastically reducing the parasite load. This results is
based on the following statements: (i) local and clinical alterations compatible with the
maintenance of the animals; (ii) tests showing unaltered hepatic and renal function; (iii)
the lack of anemia and hemolysis induced during the vaccination protocol; (iv)
lymphocyte induction following the end of the vaccination protocol; (v) antigenicity
related to the total anti-Leishmania 1gG; (vi) reduction in spleen size, particularly
associated with the LAPSmG formulation; and (vii) a reduction of more than 97% of the
parasitic load in the liver and spleen. These findings indicate that the encapsulated
Leishmania crude antigens were able to stablish a prominent immunogenicity inducing a
high protection levels against visceral leishmaniasis.
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1.1 Aspectos gerais associados a infeccdo pelo género Leishmania e leishmanioses

A leishmaniose é uma protozoose causada por espécies pertencentes ao género
Leishmania. Com base nos principais sintomas e sinais clinicos apresentados por
pacientes humanos infectados, a doenca pode ser classificada em trés grupos:
leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea
(LMC).

A LV é a forma mais grave da doenca, é causada pela Leishmania (Leishmania)
donovani, (LAVERAM e MESNIL, 1903), Leishmania (L.) infantum, (NICOLLE, 1908)
ambas do Velho Mundo, e Leishmania (L.) chagasi do Novo Mundo. Embora as espécies
Leishmania (L.) chagasi e Leishmania (L.) infantum apresentem nomes e localizagbes
geograficas distintas, sdo consideradas a mesma espécie (MAURICIO et al., 2000).
Atualmente observa-se que cerca de 350 milhdes de pessoas estdo sob o risco de contrair
leishmaniose e que 1,6 milhdes de novos casos sdo passiveis de ocorrer por ano, no
mundo. No Brasil, a forma visceral est4 presente em 21 estados (HARHAY et al. 2011),
e, desde a década de 70, observa-se uma crescente tendéncia a urbanizacdo da
enfermidade, devido a maior adaptacdo dos vetores em se desenvolver nos grandes
centros. Além disso, existe uma alta prevaléncia de cdes infectados que séo considerados
como hospedeiros vertebrados, de maior importancia epidemioldgica na transmisséo da
doencga (MINISTERIO DE SAUDE BRASIL, 2006).

A LC pode ser causada por L. tropica, L. aethiopica no velho mundo, e por L.
mexicana, L. major, L. guyanensis, L. amazonensis e L. braziliensis, entre as mais
estudadas, no Novo Mundo. O nimero de casos de LC é de cerca de 1-1.500.000 anuais,
e 90% dos casos ocorrem principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, como: Afeganistdo, Argélia, Siria, Ird, Perd, Arabia Saudita e Brasil
(ALVAR et al., 2012; REITHINGER et al., 2007).

No Brasil, as principais espécies de Leishmania spp. associadas a esta doenca
sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, e L.
(Leishmania) amazonensis. Destas, L. braziliensis e L. amazonensis podem causar
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), relatada em todas as regides do pais, com
uma média de 28, 568 casos anuais (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2007).
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As espécies causadoras da forma visceral sdo transmitidas por insetos do género
Phlebotomus no velho mundo (Africa, Asia e Europa) e pelo género Lutzomyia no novo
mundo (Ameéricas). As fémeas infectadas por Leishmania destes insetos fazem o repasto
sanguineo nos hospedeiros vertebrados e, dessa forma, regurgitam formas promastigotas
metaciclicas em sua pele (SACKS, 1989). Estas formas promastigotas sdo fagocitadas
por células residentes ou por células que sdo recrutadas para o local da infecgéo.
Entretanto, nos macrofagos os parasitos conseguem sobreviver, diferenciando-se de
promastigotas para amastigotas dentro do vacutolo parasitéforo. As formas amastigotas
sofrem sucessivas divisdes binarias simples longitudinal até ocorrer a ruptura do
macréfago, quando estas formas sdo liberadas para o sangue ou fluido intersticial,
podendo ser ingeridos pelas fémeas de flebotomineos durante o repasto sanguineo. No
intestino médio do hospedeiro invertebrado, as formas amastigotas sdo diferenciadas em
formas promastigotas e através da metaciclogénese se transformam em promastigotas
metaciclicas que ao serem regurgitadas no hospedeiro vertebrado, durante o repasto
sanguineo, podem infectar um novo hospedeiro vertebrado (SACKS, 1989; KAYE et al.,
2011). As espécies da forma visceral se propagam sistemicamente em macréfagos de
6rgdos internos como figado, baco, linfonodo e medula 6ssea, causando uma série de
alteracdes sistémicas e locais (KUMAR e NYLEN, 2012).

Considerando a crescente expansdo da LV no Brasil e as caracteristicas
epidemioldgicas da doenca, é necessario o desenvolvimento de medidas que limitem a
transmissdo da doenca. Embora muitos compostos recentemente propostos apresentem
efeito positivo no combate a leishmaniose, o tratamento atualmente preconizado no Brasil
é a utilizacdo de multiplas injecGes de antimoniais pentavalentes, que invariavelmente
produzem graves efeitos secundarios e toxicos. O problema é ainda agravado pelo
fracasso terapéutico juntamente com o surgimento de resisténcia ao antimonial (CROFT
et al., 2006).

Muitos aspectos imunologicos da doenca tém sido estudados em modelos
experimentais, tais como camundongos, hamsters, cdes e primatas ndo-humanos
(HANDMAN, 2001). A maioria dos modelos experimentais empregados no estudo da
leishmaniose sdo utilizados em estudos destinados ao desenvolvimento de medicamentos

e vacinas contra as leishmanioses (HANDMAN, 2001). Neste contexto, cabe ressaltar
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que o hamster dourado (Mesocricetus auratus) e altamente susceptivel a infeccdo por
cepas de Leishmania spp. e tem sido amplamente utilizado como um modelo para o estudo
da LV (GOTO et al., 2004; DE OLIVEIRA GOMES et al., 2011, MOREIRA et al.,
2012). Estas caracteristicas justificam o uso deste modelo em estudos associados a clinica,
a vacinacdo e a quimioterapia de protocolos experimentais (GOMES-SILVA et al., 2013;
RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).

O desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose € um objetivo de longo
prazo, tanto na medicina humana, quanto na veterinaria (LIEW et al., 1987). Apesar dos
recentes avangos em imunologia molecular e a no campo farmacéutico, ndo existe
nenhuma vacina disponivel para atuar no combate a transmissdo da leishmaniose,
preconizada pelo Ministério da Saude (MINISTERIO DE SAUDE BRASIL, 2006). O
encapsulamento de antigenos em nanoparticulas tem sido proposto para direcionar
seletivamente antigenos vacinas para as células apresentadoras de antigenos (APC), de
modo que aumente a imunogenicidade vacinal (AMIDI et al., 2009). Esta estratégia seria
particularmente interessante em vacinas contra patdgenos que ainda ndo sdo capazes de
conferirem elevados niveis de protecdo, como € o0 caso das vacinas contra a leishmaniose
visceral canina (LVC) (REIS et al., 2010).
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2.1  Aresposta imune anti-Leishmania

De forma interessante, durante o estabelecimento da infeccdo por parasitos do
género Leishmania, as formas promastigotas metaciclicas localizadas no local do repasto
sanguineo, estimulam o recrutamento de mais células do sistema fagocitico mononuclear
(SFM) para este local, favorecendo a etapa inicial do ciclo biologico deste protozoario
(RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Nesta direcdo, uma vez que os neutrofilos sdo as
primeiras células a migrarem para o local da infecgdo, sugere-se que possam atuar como
células hospedeiras intermediarias, e que sejam utilizados pelos parasitos para entrar
silenciosamente nos macrofagos, evitando assim uma possivel ativacao celular (VAN
ZANDBERGEN et al., 2004).

O mecanismo pelo qual os parasitos evitam o processo de fagocitose envolve
processo de modulagdo da resposta imune inata e adaptativa, que culmina na diminuicao
da funcdo microbicida do macréfago (anergia). Desta forma, os macréfagos ao
apresentarem capacidade fagocitica comprometida, podem ser utilizados como abrigo
seguro para o crescimento dos parasitos (ALl et al., 2014).

A resposta imune inata desempenha papel critico na resposta a infeccdo por
Leishmania spp. do hospedeiro, contra patdgenos. Neste sentido, a resposta inata participa
do controle de infeccBes causadas por patdgenos, tais como Leishmania spp., utilizando
receptores celulares de reconhecimento tipo Toll (TLRs) e de receptores de padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) tais como, glicolipidios, peptideoglicanos
e lipopeptideos, comuns a um grande grupo de microrganismos. TLR é responsavel por
mediar o padréo de resposta que leva ao aumento do fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
da IL-12 e do oxido nitrico, que sdo mediadores associados a resposta protetora na
leishmaniose. Dentre os 11 membros da familia TLR, os receptores do tipo TLR4 e TLR9
contribuem de forma substancial na resposta imunolégica contra a infeccdo por
Leishmania spp. Sendo assim, sugere-se que estes receptores também possam
desempenhar um importante papel como alvo de candidatos vacinais contra a infecgédo
por Leishmania spp., bem como durante a acdo de farmacos que visam causar a destruicdo
do parasito (MUKHERJEE et al., 2012). Além disto, os receptores do complemento

(CR1, CR3), o receptor de fibronectina, e o receptor de fucose-manose (MR) na superficie
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de macréfagos desempenham papéis de ligacdo/fixacdo de promastigotas (KANE e
MOSSER, 2000). As promastigotas metaciclicas de L. infantum usam CR3 para entrar
nos macrofagos e, desta forma, ndo desencadeiam a ativacdo da NADPH-oxidase e
subsequente colapso respiratério na membrana do fagossoma, contrariamente ao
observado caso utilizassem o receptor MR, o qual é capaz de desencadear a resposta
inflamatoria (LINEHAN et al., 2000).

Nas promastigotas, os lipofosfoglicanos (LPG), gp63 e o proteofosfoglicano
(PPG) presentes na superficie do parasito sdo determinantes para a sobrevivéncia do
parasito (MCCONVILLE et al., 1991). Estes receptores constituem as moléculas alvo no
processo de opsonizacdo, que consequentemente levaria a destruicdo do parasito. No
entanto, interessantemente, estes receptores sdo utilizados no processo de entrada do
parasito na célula hospedeira (fagocitose) (GREEN et al., 1994; BRITTINGHAM e
MOSSER, 1996; KAMHAW!I et al., 2004).

A resposta celular polarizada do tipo Thl, descrita em modelo murino, protege
0s animais contra a infeccdo por Leishmania, enquanto a resposta imune Th2 favorece a
manutencdo da infeccdo (SACKS et al. 2002). Esta informacdo esta de acordo com a
resposta imune observada em varios estudos experimentais e clinicos, nos quais foram
observados que a producdo das citocinas 1L-12, IFN-y, IL-2 e TNF-a (resposta polarizada
Th1) conferem protecdo contra a leishmaniose (ROBERTS et al., 2005). Por outro lado,
as citocinas 1L-4, IL-5, IL-10 e I1L-13, bem como o fator de crescimento transformante-f3
(TGF-B), estdo relacionadas com a susceptibilidade a infeccdo por Leishmania
(CHOUDHURY et al., 2013). Os estudos sobre a polarizacdo da resposta imune celular e
a associacdo com a patogénese da leishmaniose vém subsidiando a identificacdo de
biomarcadores relacionados a resisténcia/susceptibilidade, sendo utilizados nas avaliagdes
de candidatos vacinais anti-Leishmania (CHOUDHURY et al., 2013; ARAUJO et al.,
2011).

A maioria dos estudos experimentais sdo baseados em modelos de animais tais
como camundongos, hamsters e cdes, que sdo capazes de reproduzir, mesmo que
parcialmente, a infeccdo humana por Leishmania spp. (HANDMAN, 2001). Dentre os
modelos experimentais adotados para a infeccdo experimental, o hamster dourado
(Mesocricetus auratus) apresenta-se altamente susceptivel a infeccdo por Leishmania,

além de mimetizar os sinais clinicos apresentados na infeccdo humana (LT e LV) e canina
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(LV) (De OLIVEIRA-GOMES et al., 2011, MOREIRA et al., 2012). Neste sentido,
recentemente, foi demonstrado que o hamster dourado é também um modelo apropriado
para estudos relacionados a imunopatogénese causada por L. (V.) braziliensis, pois
desenvolve lesdes cronicas na pele que se assemelham clinica e histopatologicamente as
dos seres humanos (GOMES SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).
Entretanto, a utilizacdo de hamsters ainda é limitada devido a escassez de reagentes (por
exemplo, anticorpos, citocinas e marcadores de células) disponiveis para estudar a
resposta imune na leishmaniose (GUPTA, 2011).

Buscando superar a dificuldade de reagentes imunobiol6gicos para hamsters,
MELBY et al. (1998) avaliaram a resposta imune na LV empregando-se genes
codificantes para citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérios/reguladores (IL-2, 1L-4,
IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-12 e TGF-B). Neste trabalho observou-se acentuada expressao
dos RNAm das citocinas associadas a resposta Thl (IL-2 e IFN-y) uma semana apds a
infeccdo. Surpreendentemente, a expressao de IL-4 ndo aumentou em resposta a infecgdo
com L. donovani como seria esperado. Além disto, os niveis de IL-12 apresentaram
expressdo em niveis baixos a partir de sete dias pds-infeccdo, assim como o observado
para IFN-y (MELBY et al., 1998). Além disso, 0 RNAm associado a transcri¢do de TNF-
o aumentou apos uma semana de infec¢do, mantendo-se estavel ao longo do primeiro més
de infeccdo. Observou-se ainda que a expressao de 1L-10, um potente inibidor da atividade
funcional de macréfagos, aumentou localmente no baco ao longo das primeiras quatro
semanas apods a infeccdo. Esta citocina foi associada a progressao da doenca em hamsters
e este estudo constitui 0 primeiro estudo descritivo sobre a imunopatogénese molecular da
leishmaniose em hamsters (MELBY et al., 1998).

Do ponto de vista parasitoldgico, a progressao da leishmaniose visceral em
hamsters é acompanhada pelo aumento da carga parasitaria no figado, baco, e na medula
0ssea (GOTO et al., 2009). O fracasso em controlar o parasitismo na LV pode ser
parcialmente explicado pelo processo de supressdo linfoproliferativa atribuido a
incapacidade das células apresentadoras de antigeno (APC) em estimular as células T
especificas durante a progressdo da doenca (MOOKERJEE et al., 2003; GOTO et al.,
2009). Alem disto, a producdo de TGF-p na LV estimula a apoptose de linfocitos e a
diminuicdo da atividade de proteina quinase C (MOOKERJEE et al., 2003). Assim sendo,

a progressédo da doencga em hamster tem sido relacionada com a perda de funcGes efetoras
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de macréfagos (McMAHOM-PRATT, et al., 2004). De fato, ao longo do curso da
infeccdo, 0 INOS e NOS: no figado e no bago ndo foi detectada. Estudos complementares
mostraram que a falta de producdo de NO esta relacionada a inativacao da transcricdo de
NOS;, IFN-y a niveis basais (PEREZ et al., 2006).

2.2 O modelo hamster utilizado em vacinas anti-Leishmaniose

A infeccdo experimental por Leishmania spp. no modelo hamster auxilia em
muitos aspectos o entendimento da leishmaniose Visceral (LV) canina e humana.
Observou-se que algumas caracteristicas da infeccdo tais como pancitopenia
caracterizada por leucopenia, anemia, caquexia, hipergamaglobulinemia, e incapacidade
das células apresentadoras de antigeno infectados (APC) em estimular as células T
especificas sdo comuns a estes hospedeiros (MATHIAS et al.,, 2001). Esta ultima
disfuncédo tem sido atribuida a incapacidade das células apresentadoras de antigeno (APC)
em estimular as células T (FRUTH et al., 1993). Varios pesquisadores tém considerado
essa disfuncdo fundamental na progressao da LV no modelo hamster e consideram que
este fato também poderia desempenhar um papel importante na doenga humana e canina
(NIETO et al., 2011; VASCONCELLOS et al., 1996). Estes fatos tornam o hamster o
modelo experimental para triagem de candidatos vacinais extremante interessante, em
virtude da elevada susceptibilidade a infeccdo por Leishmania.

Nesse sentido, diferentes autores tém realizado ensaios pré-clinicos vacinais
anti-Leishmania utilizando o hamster como modelo experimental (GOMES et al. 2008;
BAHARIA et al., 2015; PEREIRA et al., 2015; JAISWAL et al., 2015; JAISWAL et al.,
2014; GUPTA et al., 2014; KUSHAWAHA et al., 2012; SHARMA et al., (2006);
MAZUMDAR et al., 2005; TONUI et al., 2003).

Os principais desafios no desenvolvimento de vacina contra a leishmaniose
visceral sdo: custos dos medicamentos e surgimento de resisténcia aos mesmos, pelo que
muitos cientistas estdo fazendo esforgos para investigar vacinas capazes de gerar
imunidade de longa duragdo. Ainda ndo ha um candidato a vacina capaz de fornecer o
nivel de protecdo necessario para controle da doengca. No entanto, o aumento do

conhecimento adquirido nos ultimos anos em todas as areas para renovar os esforcos para
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fazer e testar novas vacinas e adjuvantes destinadas a prevenir ou tratar a doenca. Neste
sentido, é importante mencionar os trabalhos feitos em modelo hamster.

Dentre os estudos para teste de candidatos vacinais anti-Leishmania em hamsters
destaca-se 0 de GOMES et al. (2008), que avaliou um plasmideo de DNA codificante
para uma proteina salivar de L. longipalpis (LJIM19). Os resultados sugerem que o
candidato vacinal apresentou eficacia parcial, embora os animais tenham apresentado
reducdo na carga parasitaria e perfil hematoldgico normal, houve elevada mortalidade
entre dois e cinco meses apos o desafio experimental com L. chagasi (GOMES et al.,
2008).

Também ¢ importante mencionar o trabalho realizado por BAHARIA et al.,
(2015) no desenvolvimento de uma vacina que confira imunidade de longa duracéo contra
a leishmaniose visceral (VL). Foi identificado através de imunoprotedmica o LdSir2RP
de lisado soluvel de Leishmania donovani como um estimulador de uma resposta Thl. O
Sir2 (sirtuinas) sdo dependentes de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD),
importante na sobrevivéncia celular, envelhecimento e apoptose. Foi avaliada em
hamsters (Mesocricetus auratus) onde foi observado uma estimulacdo da producdo de
IFN-y, IL-12 e TNF- a, mas ndo de IL-4 e IL-10. Os hamsters vacinados com a proteina
recombinante rLdSir2RP associada ao adjuvante BCG resistiram ao desafio L. donovani
em 75% e gerou forte resposta tipo Th1 mediada por IL-12 e IFN-y. Além disso, a eficécia
foi ainda apoiada por um aumento notavel no nivel de anticorpo IgG2, que é indicativo
de uma resposta protetora do tipo Thl (BAHARIA et al., 2015).

Neste sentido varios antigenos intracelulares de Leishmania foram identificados
a fim de encontrar uma potencial vacina capaz de conferir protecdo duradoura contra a
infeccdo, como as proteinas histonas e &cido ribossomal, que ja foram testadas no modelo
camundongo contra leishmaniose cutanea, e induziram uma resposta imune eficaz e com
sucesso (PEREIRA et al., 2015). Foi também avaliada a capacidade protetora de histonas
(HIS) e proteina &cida ribossomal (LiPO) contra a infecgdo de L. infantum no modelo
hamster onde os resultados sugerem que a vacinagao com o antigeno de L. infantum LiPO
administrada numa formulagdo de DNA pode ser considerado um componente potencial
de uma formulacdo de vacina com um perfil de citocinas equilibrada pré-inflamatorias

contra a leishmaniose visceral (PEREIRA et al., 2015).
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Também é importante mencionar os estudos de caracterizagcdo protedmica em
fragbes localizadas no citosol de amastigotas de L. donovani no baco, em individuos
curados de Leishmania, que levou a identificacdo de tryparedoxin peroxidase (LdcTryP)
e chaperoninas-TCP20 (LdTCP20) como proteinas estimuladoras de resposta tipo
Th1. Quando avaliadas em hamsters as proteinas recombinantes purificadas (rLdcTryP e
rLdTCP20) induziram a produgdo de 6xido nitrico. Do mesmo modo geraram citocinas
do tipo Thl (IFN-y / IL-12). Além disso, a vacina¢do com rLdcTryP provocou resposta
de hipersensibilidade do tipo retardado e mostrou boa eficacia profilatica (78%) contra
desafio de L. donovani em hamsters. No entanto, os animais vacinados com rLdTCP20
exibiram menor eficécia profilatica (55%). Os resultados indicam o potencial da proteina
rLdcTryP como uma vacina anti-leishmaniose (JAISWAL et al., 2015).

Outro estudo realizado por JAISWAL et al., (2014) identificou proteinas
estimuladoras da resposta tipo Thl como triose-fosfato isomerase (TPI), proteina
dissulfeto isomerase (PDI) e do fator-2 de alongamento (EL-2) incluindo proteina de
choque térmico 70 (HSP70) de L. donovani para induzir resposta Thl em hamster. A
proteina recombinante rLdHSP70 sozinha provocou fortes respostas celulares e regulacao
positiva do IFN-y e IL-12, e niveis mais baixos de IL-4 e IL-10. Além disso, entre as
varias combinac6es a rLdHSP70 + rLdPDI mostrou melhora na resposta celular, seguidas
por rLdHSP70 + rLdEL-2. Estas combinagdes foram avaliadas quanto ao seu potencial
de protecdo, onde a associacdo rLdHSP70 + rLdPDI conferiu protecdo maxima (80%),
seguido por rLdHSP70 + rLdEL-2 (75%) com aumento significativo nos niveis de
transcri¢do de iINOS, IFN-y, IL-12 e anticorpo IgG2 em animais vacinados (JAISWAL et
al., 2014).

GUPTA et al., (2014) analiso as proteinas recombinante enolase (LdEno) e
aldolase (LdAIld) clonadas e purificadas com sucesso. A avaliacdo dos potenciais
profilaticos revelou 90% de diminui¢do na carga parasitaria em hamsters vacinados com
rLdEno contra o desafio por Leishmania, por um aumento nos niveis de iNOS, IFN-y,
TNF-a e IL-12 e de expressdo de transcritos de RNAm junto com extrema regulacdo de
TGF-B, IL-4 e IL-10. No entanto, os animais vacinados com rLdAld mostraram menor
eficacia (65%).

KUSHAWAHA et al., (2012), realizou um estudo com uma enzima glicolitica
(triose fosfato-TPI) identificada através de protedmica de uma fraccdo do antigeno
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soltvel de L. donovani com 89,9 - 97,1 kDa. Foi avaliada a proteina TPI (LdTPI) de L
donovani, onde esta foi clonada, expressa e purificada (rLdTPI) e exibiu homologia de
99% com TPI de L. infantum. Ele induziu a producdo de NO em hamsters e estimulou
respostas celulares do tipo Thi, incluindo IFN-y e IL-12, baixos niveis de IL-10, IL4 e
aumento do anticorpo IgG2 anti-Leishmania (KUSHAWAHA et al., (2012).

De acordo com estudos feitos por SHARMA et al. (2006), os antigenos soluveis
de promastigotas de L. donovani foram encapsulados em lipossomas de fosfatidilcolina
(escheriosomes) preparados a partir de lipidios de E. coli. A vacina a base de
escheriosome foi avaliada quanto ao seu potencial de desencadear uma resposta
imunitaria protetora experimental contra a leishmaniose visceral. A administracdo da
vacina induziu forte resposta humoral, assim como resposta imune mediadas por células
tanto em hamsters quanto em camundongos BALB/c (SHARMA et al., 2006).

Em um estudo, feito por MAZUMDAR et al., (2005) foram avaliados o efeito
de fosfolipidios como adjuvante e a eficacia protetora de lipossomas como veiculos,
contra a leishmaniose visceral (LV) no modelo hamster. Foram avaliados lipossomas
preparados com disteariol derivado de L-alfa-fosfatidilcolina (DSPC), dipalmitoil
(DPPC) e dimiristoil (DMPC). Os lipossomas DPPC e DMPC estimularam respostas de
hipersensibilidade retardada (DTH) e foi observada forte DTH em lipossomas DSPC
(95% de protecdo) e nenhuma protecdo em lipossomas DPPC e DMPC 4 meses ap6s 0
desafio com L. donovani (MAZUMDAR et al., 2005).

Adicionalmente, outros estudos avaliaram a eficacia do lipofosfoglicano (GLP)
derivado de L. donovani, associado ao adjuvante Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) como
candidato a vacina contra a leishmaniose visceral em camundongos BALB/c e hamster
(Mesocricetus auratus). No estudo, utilizaram uma dose total de BCG (150uL) mais
60uL ou 30uL de GLP para hamsters e camundongos BALB/c, respectivamente. N&do
foram observados efeitos colaterais visiveis no local de inoculacdo e sistemicamente; o
que implica que a molécula era segura a esta de dosagem. Os animais vacinados
apresentaram ativacdo de resposta humoral, mediada por células para o GPL, que se
correlacionava com a resisténcia contra a doenga. Além disso, a protecdo por GLP mais
BCG, foi, no entanto, ruim para o restante dos animais imunizados, que apresentaram

progressdo da doenca, ilustrado por emagrecimento, perda de massa e a parasitemia
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esplénica elevada em hamsters. Estes dados sugerem que pode-se avaliar o potencial de
GPL como uma vacina candidata contra a leishmaniose, associado a outros adjuvantes

que podem aumentar a sua imunogenicidade (TONUI et al., 2003).

2.3 Adjuvantes em vacinas contra as leishmanioses e nanoformulagdes

O desenvolvimento de uma vacina eficaz requer informacéo precisa sobre o
adjuvante para ser utilizado e a formulacdo especifica que a torne estavel, segura e
imunogénica (MUTISO et al., 2010). Os adjuvantes sdo compostos que servem para
aumentar a magnitude e a qualidade da resposta imune contra antigenos especificos que
sdo co-inoculados (DUBENSKY et al., 2010; AGUILAR et al., 2007).

Os adjuvantes utilizados na vacinacao contra a leishmaniose séo divididos em
duas categorias (MUTISO et al., 2010):

(i) Adjuvante n&o-particulado ou imunoestimulante, incluindo micro-organismos
inteiros ou de suas partes como produtos bacterianos naturais/artificiais (monofosforil-
lipidio A (MPL), muramil di- ou tripeptideos e derivados (MDP, MTP), RC-529,
saponinas (QuilA, QS21), citocinas (IL-2, IL-12, GM-CSF), os oligonucleotideos CpG,
glicano, imiquimod, e combinagdes dos mesmos.

(if) Adjuvantes particulados que consistem em sistemas de entrega baseados em
particulas, tais como emulsdes, lipossomas e microesferas poliméricas, que favorecem o
enderecamento dos antigenos de Leishmania para as APC.

Vale ressaltar que os adjuvantes particulados, além de favorecer a fagocitose de
antigenos pelas APC (AMIDI et al., 2009; GUPTA et al., 2009), também podem
aumentar a estabilidade de peptideos, proteinas e oligonucleotideos (PALIWAL et al.,
2008).

Ao se optar pelo uso do encapsulamento antigénico formulado em micro ou
nanoparticulas, propriedades fisico-quimicas como o tamanho e carga superficial sdo
fundamentais no direcionamento da vacina para as APC. Neste sentido, nanoparticulas
com didametro de 100nm ou menores sao ideais para a formulagéo vacinal, pois favorecem
0 estabelecimento de imunogenicidade (OYEWUMI et al., 2010). Assim, estudos
indicam que o tamanho do adjuvante entre o intervalo de 200-600nm favorece o
estabelecimento de resposta imune Thl (KANCHAN et al., 2007). Por outro lado, a
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imunizacdo com particulas entre 2-8um induz uma resposta Th2 (MANN, et al., 2009).
O tamanho das nanoparticulas para o estabelecimento de uma resposta imune compativel
com a protecdo, utilizando antigenos de Leishmania, foi descrito como ideal quando
estiver com dimensdes entre 100nm a 500nm (DOROUD et al., 2012). Além disto, as
nanoparticulas responsaveis por tornar a fagocitose mais eficiente tem sua acao
potencializada quando carregadas positivamente e apresentarem forma esférica ou
cilindrica (CHAMPION et al., 2006).

Cabe ainda ressaltar que as nanoparticulas poliméricas, especialmente as mais
biodegradaveis e biocompativeis sdo aprovadas para uso em seres humanos e amplamente
estudadas para formulagdes de vacinas. As vantagens da utilizacdo de polimeros
biodegradaveis incluem seguranca, disponibilidade e biocompatibilidade. Além disso, a
capacidade de controlar o tempo de liberagdo do antigeno e a taxa de degradacdo do
polimero também favorecem uma melhor resposta imune quando o objetivo é a vacinacao
(KERSTEN et al., 2004).

Neste contexto, as nanoesferas PLGA (poli é&cido lactico-co-glicélico)
encapsuladas com antigeno isolado de L. major em combinacéo com adjuvante saponina
(Quillaja saponina; QS) foram utilizados para imunizar camundongos BALB/C contra a
infeccdo por L. major (TAFAGHODI et al., 2010). Foi observado neste estudo maior taxa
de protecdo nos camundongos imunizados com as nanoesferas associadas ao antigeno de
L. major [(ALM+QS) PLGA]. Diferentes estudos tém mostrado resultados promissores
associados ao uso do poli (acido lactico - PLA) na formulacdo de vacinas (DIWAN, et
al., 2002; TAFAGHODI, et al., 2010).

As saponinas sdo os adjuvantes mais amplamente utilizados em ensaios vacinais
contra LV (RAVINDRAN e ALI, 2004; GIUNCHETTI et al., 2007; VITORIANO-
SOUZA et al., 2012). Este adjuvante é capaz de aumentar o recrutamento de células para
o local do indculo e, além disto, é capaz de induzir aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias (IL-2, 1L-6 e 1L-4). Além disso, a saponina apresenta
baixo custo, requer pouca manipulacdo ao ser formulada, sendo licenciada para uso
veterinario (COX e COULTER, 1997).
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2.4 Candidatos vacinais contra a leishmaniose visceral

Tradicionalmente as vacinas apresentam grande impacto para a melhoria da
salde humana. Por esta razdo, diferentes grupos de pesquisa em todo o mundo tém
concentrado esforcos em caracterizar diferentes candidatos vacinais contra 0s mais
distintos patdgenos que assolam a satde humana. Nesta direcdo, ao se considerar toda a
epidemiologia da leishmaniose no Brasil e no mundo, considera-se urgente o
desenvolvimento e o entendimento dos mecanismos de acdo dos diferentes candidatos
vacinais. De um modo geral, os imunobiolégicos contra a leishmaniose sdo divididos em
vacinas de primeira, segunda e terceira geragdes, como descritos a seguir.

As vacinas de primeira geracdo sdo compostas por parasitos mortos ou vivos
atenuados (MODABBER, 1995). Assim a primeira vacina contra a leishmaniose,
popularmente conhecido como "leishmanizacdo”, foi desenvolvida no inicio dos anos
1940 e tem sido usado por mais de 60 anos em varios paises (Ird, Uzbequistdo),
(GAVRON, 1997). O processo de leishmanizacdo foi interrompido devido a questdes de
seguranca, e seu uso no momento é limitado a uma vacina registada no Uzbequistao e a
ensaios em seres humanos no Ird (TABBARA et al., 2005; KHAMESIPOUR et al.,
2006).

A vacinagdo com parasitos que séo atenuados, tem grandes vantagens pois séo
geralmente absorvidos pelas células hospedeiras de um modo semelhante aos parasitos
virulentos, e persistem durante algum tempo sem replicar. Isso permite que o hospedeiro
tenha respostas imunes robustas contra os antigenos do parasita (KEDZIERSKI et al.,
2006). As primeiras tentativas de desenvolvimento de atenuagdo com cepas de
Leishmania foram realizadas in vitro utilizando diferentes processos nos quais 0s
parasitos foram submetidos a irradiacdo, a mutagénese quimica, a diferenca de
temperatura ou presséo de selecdo, ao acrescentar mutagOes geneticamente poderia levar
a perda de eficacia (STREIT et al., 2001).

Outra abordagem € a introducao de “genes™ mutantes no genoma de Leishmania,
incluindo genes sensiveis a drogas para controlar a infeccdo (MUYOMBWE et al., 1998).
Recentemente, a vacinacdo de hamsters com mutantes de L. amazonensis resultou em
reducdo de 99% na carga de parasitos e suprimiu o desenvolvimento da doenca

acompanhada por um aumento de hipersensibilidade do tipo retardada, aumento dos
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niveis NOS, IFN-y e IL-12 (KUMARI et al., 2009).

A vacinacdo com antigenos brutos de parasitos remonta ao inicio da década de
40 e foi iniciada por cientistas brasileiros. Nesta direcio MAYRINK et al. (1985)
desenvolveram uma vacina utilizando antigenos brutos de parasitos, composta por cinco
isolados de Leishmania. Esta vacina mostrou ser segura e imunogénica, entanto,
apresentou pequeno grau de protecdo (50%) contra a leishmaniose tegumentar humana
(MAYRINK et al., 1985).

ARAUJO et al. (2008) e ARAUJO et al. (2011) descreveram a resposta imune
em caes induzida pela vacina “Leishvaccine” pelo grupo do Prof. Mayrink. Nestes
estudos foram observadas alteracfes na imunidade inata, mediada por neutrofilos e
eosinofilos, além de ativacao de células T CD4+ e CD8+, com a presenca de um perfil
misto de citocinas (IFN-y e IL-4).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando formulagfes vacinais anti-LVC, e
desenvolveu o imunobiolégico LBSap, que possui em sua composi¢do antigenos de L.
braziliensis associado ao adjuvante saponina (GIUNCHETTI et al., 2007). Esta vacina
foi patenteada e esta inscrita no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) com
a identificacdo Pl 0601225-6. A vacina LBSap é capaz de controlar a carga parasitaria
apos infeccdo por L. chagasi em diferentes modelos experimentais (ROATT, 2010;
MOTTA, 2011; MENDONCGCA, 2011; RESENDE, 2011; ROATT etal., 2012). Em caes,
a reducdo da carga parasitaria atingiu 54% no baco (ROATT et al., 2012), enquanto em
camundongos BALB/c a reducdo foi de 62% no baco apods desafio com L. chagasi
(MENDONCGA, 2013). Estes resultados demonstram que cepas dermatotropicas de
Leishmania apresentam alto potencial em induzir imunogenicidade e de promover o
controle do parasitismo em diferentes 6rgédos (GIUNCHETTI et al., 2007, MENDONCA,
2013).

E importante destacar ainda que vacinas de 1° geragdo, como a vacina LBSap,
apresentam maior estabilidade e seguranca com relacdo as vacinas de subunidades
purificadas (2° geragdo) e de DNA (3° geracdo), tornando o seu custo mais acessivel aos
paises em desenvolvimento (GIUNCHETTI et al., 2007, GIUNCHETTI et al., 2008a,
GIUNCHETTI et al., 2008b).

Considerando a experiéncia prévia de nosso grupo de pesquisa, que tem se

dedicado a triagem de novas formulacfes vacinais contra a LVC, este trabalho se prop0s
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a ampliar os estudos de cepas dermatotropicas, como racional para o desenvolvimento de
uma vacina imunoprotetora contra a forma visceral. Neste sentido, o presente estudo
buscou avaliar em hamsters sirios dourados da espécie Mesocricetus auratus,
formulagbes vacinais contendo antigeno de L. amazonensis encapsulado em particulas
submicromeétricas, frente & infeccdo experimental por L. chagasi.

A segunda geragdo de vacinas foi baseada em subunidade recombinantes
utilizando bactérias e virus modificados geneticamente transportando genes codificantes
de antigenos de Leishmania, bem como fracdes purificadas do parasito
(GURUNATHAN et al., 1997). Neste grupo de vacinas esté incluido o candidato vacinal
composto pela proteina recombinante da gp63 expressa em E. coli. A eficacia desta
proteina foi avaliada em varios modelos experimentais (RIVIER et al., 1999), sem
induzir protecdo contra a infeccéo por L. major (HADMAN et al., 1990).

A glicoproteina de membrana gp46/H2 pertence a uma familia de genes
expressos na maioria das espécies de Leishmania (SYMONS et al., 1994) e foi avaliada
em camundongos, onde induziu a producdo de IgG1 e IgG2 anti-Leishmania (CHAMPSI
et al., 1988) e protecdo entre 28-50%, ap6s o desafio por L. amazonensis (MCMAHON-
PRATT et al., 1992).

As cisteino proteinases como catepsina L (CPs) sdo importantes candidatos
vacinais, uma vez que sdo predominantemente expressos e sao ativos nos lisossomos de
amastigotas. Estas proteinases pertencem a superfamilia papaina e constituem alvos
atraentes de drogas capazes de diminuir a sobrevivéncia e a replicacdo do parasito,
(MCKERROW et al., 1999). As CPs tém uma grande importancia biol6gica, como
potenciais candidatos a vacinas contra Leishmania donovani (AMRITA et al., 2014). As
CPs do tipo I, Il e 111, presentes em lipossomas catidnicos com receptor tipo Toll (TLR)
mostraram-se eficazes contra infeccdo por L. donovani no modelo hamster, com
protecdo entre 93 - 98% (AMRITA et al., 2014). Neste estudo, ficou documentado que
0 mecanismo de protecdo esteve associado a producéo de IFN-y, IL-12 e TNF-a, com
regulacdo negativa de TGF-, IL-10 e IL-4 (AMRITA et al., 2014).

O candidato a vacina de segunda geracdo mais estudado foi o ligante fucose-
manose (FML), isolado de L. donovani e descrito por PALATNIK et al. (1989). Este
antigeno foi descrito na superficie do parasito ao longo de todo o seu ciclo de vida, e se

destacou por inibir a internalizacdo dos parasitos em macrdéfagos in vitro de varias
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espécies de Leishmania (PALATNIK et al., 1989). O potencial profilatico da vacina
com FML foi testado juntamente com a saponina e com o hidréxido de aluminio como
adjuvantes. Os resultados mostraram que houve taxa de protecdo significativa
acompanhada de maior producdo de IgG em camundongos BALB/c e em hamsters
(PALATNIK DE SOUSA et al., 1994). O antigeno FML demonstrou seu potencial
imunoprofilatico contra a leishmaniose visceral em hamster com uma taxa de reducéo
da carga parasitaria de 87,7%, 84,4% em camundongos BALB/c e 85 - 93% em
camundongos albino Swiss (PALATNIK DE SOUSA et al., 1994). O antigeno FML foi
licenciado com o nome de Leishmune®, e esteve disponivel para comercializagdo no
Brasil em areas onde a LVC ¢é endémica até o inicio de setembro de 2014, quando sua
licenca para comercializagédo foi suspensa.

Outro antigeno amplamente estudado foi o LIESAP-MDP que é uma proteina
excretada_de 53Kda obtida de formas promastigotas L. infantum na formulacdo com
muramildipeptideo - MDP (LEMESRE et al., 2007). A imunizacdo de cées com
LIESAP-MDP conferiu alta taxa de protecdo em modelos experimentais contra a
infeccdo por L. infantum. A resposta imune ap0s a vacinac¢do foi correlacionada com ao
tipo de resposta celular Thl de longa duracdo como demonstrado por ensaios de
reatividade e proliferacdo de linfocitos anti-LIESAP 19gG2 (LEMESRE et al., 2007). Em
2011 este antigeno foi licenciado na Europa onde é comercializado com o nome de
CaniLeish® (Leishma News, 2011) para atuar contra a LVC. Essa vacina apresentou
resposta protetora e gerou reducdo efetiva de carga parasitaria em macréfagos infectados
(MORENO et al., 2012). Em estudo recente, confirmou-se o efeito imune eficiente
prolongado gerado pela vacina CaniLeish® um ano ap6s a imunizacio (MARTIN el al.,
2014; MORENO et al. 2012).

Os antigenos P4, P8 e A2, presente em amastigotas, também foram usados
como potenciais candidatos a vacinas anti-Leishmania (SOONG et al., 1995). A proteina
A2, expressa unicamente na fase amastigota de Leishmania, forma uma parte
multigénica de uma familia de pelo menos 11 genes sendo considerada como um fator
de viruléncia necessario a sobrevivéncia do parasito. GHOSH et al. (2001)
demonstraram que a imunizacdo de camundongos com 0 antigeno recombinante A2
reduziu a carga parasitaria no baco; sendo capaz de estimular a producdo de IFN-y e

IgG1 e 1gG2a anti-Leishmania, sugerindo uma resposta imune mista do tipo Thl e Th2.
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Outro estudo no qual o antigeno A2 foi utilizada em combinagdo com a saponina em cées
mostrou inducdo da producdo de IFN-y, que foi associado a protecdo frente ao desafio
experimental com L. chagasi (FERNANDES et al., 2008). Esta vacina foi licenciada em
2007 pelo MAPA (COELLO et al., 2003; ZANIN et al., 2007; FERNANDES et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2015) para uso no Brasil contraa LVC, sendo denominada de
Leish-Tech® (Hertape Calier, Juatuba, MG), sendo a Unica vacina disponivel atualmente
no Brasil.

A terceira geragdo de desenvolvimento de vacinas foi descrita com sendo
baseada na injecédo direta de DNA plasmidial codificante para antigenos vacinais e abriu
novas perspectivas para a area da imunizacdo. As vacinas de DNA apresentam vantagens,
tais como facilidade de producéo, alta estabilidade, facilidade de administragéo e elevada
imunogenicidade (LIU et al., 2006) com indugéo de resposta imune humoral e celular,
particularmente relacionada a linfocitos T CD4+ e CD8+ (RESTIFO et al., 2000).

A vacina de DNA mais estudada no modelo hamster utilizou a proteina de
membrana do cinetoplasto-11 (KMP-11) (BASU et al., 2005). Esta vacina conferiu
protecdo contra a infecgdo por L. donovani induzindo uma resposta mista Th1/Th2.
Adicionalmente, observou-se que a administracdo concomitante da proteina KMP-11
com a citocina IL-12 em camundongos reforcou o perfil de imunidade protetora contra

L. chagasi, no entanto suprimiu a protecdo contra L. donovani (BASU et al., 2005).

19



3. Justificativa



Gonzalez, M.A.C. Justificativa

A leishmaniose visceral é considerada pela Organizacdo Mundial de Satide como
uma das seis maiores endemias de origem parasitaria no mundo. Adicionalmente, a
doenca tem sido registrada em 12 paises da América Latina, observando-se que 90% dos
casos de leishmaniose visceral ocorrem no Brasil, constituindo um grave problema de
salde pablica. Neste cenario, a imunoprofilaxia surge como uma das alternativas mais
importantes para o controle da leishmaniose visceral considerando que até o0 momento
ainda ndo existe uma vacina que seja indicada pelo Ministério da Saude/Brasil para atuar
no controle desta doenca. Buscando a triagem racional de candidatos vacinais anti-
Leishmania, torna-se fundamental a escolha de um modelo experimental que possa
mimetizar a infeccdo humana e canina. Neste sentido, o hamster dourado apresenta-se
altamente susceptivel a infeccdo por Leishmania, apresentando alteracbes clinico-
patoldgicas semelhantes as doencas humana e canina, tornando-o um excelente modelo
para a realizacao de ensaios pré-clinicos vacinais anti-Leishmania. Destaca-se ainda que
nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem concentrado esfor¢os no desenvolvimento
e anélise de candidatos vacinais contra leishmaniose visceral canina utilizando antigenos
heter6logos de espécies dermatotrdpicas de Leishmania. Nesse sentido, recentemente
uma das formulacgdes vacinais desenvolvidas contra a leishmaniose visceral canina foi
transferida para empresa Ourofino Salude Animal. Assim, o presente estudo buscou o
desenvolvimento de uma nova vacina utilizando nanoparticulas para favorecer o
enderecamente antigénico as células apresentadoras de antigeno e, consequentemente,
permitir o estabelecimento de uma reposta imune protetora contra a leishmaniose visceral.
Diante do exposto, este estudo apresenta como hipdtese geral que o uso de particulas
submicrométricas de polimero biodegradavel de acido poli-D,L-latico (PLA) carregado
com antigenos de Leishmania amazonensis permitira a vetorizagdo do antigeno vacinal
para as células apresentadoras de antigenos, favorecendo o estabelecimento de uma

resposta imune compativel com o controle da leishmaniose visceral.
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4.1 Objetivo Geral

Realizar um ensaio pré-clinico vacinal em hamsters para analisar a

imunogenicidade de uma nanoformulacéo contra a leishmaniose visceral.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar em hamster vacinados com antigenos de L. amazonensis encapsulado
em particulas submicrométricas e desafiados com L. chagasi, 0s seguintes aspectos:

4.2.1. Avaliacdo de inocuidade, toxicidade e alteracfes locais pré-vacinais.

4.2.2. Avaliacdo dos aspectos clinicos, da sobrevivéncia e da massa corporal.

4.2.3. Analise da funcdo hepatica e renal.

4.2.4. Caracterizacdo de parametros hematoldgicos.

4.2.5. Estudo da resposta imune humoral anti-Leishmania.

4.2.6. Analise da carga parasitaria tecidual.

23



5. Animais, Materiais e Métodos



Gonzélez, M.A.C. Animais, Materiais e Métodos

5.1 Animais

Foram utilizados 64 hamster sirios dourados (Mesocricetus auratus), machos,
com aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério de Producéo do
Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz — MG. Estes animais foram mantidos em racks
ventiladas, instaladas em sala climatizada e controle claro/escuro de 12h. Este espaco
consiste no Biotério de Ensaios Pré-Clinicos, do Laboratorio de Biologia das Interacdes
Celulares, Departamento de Morfologia - Universidade Federal de Minas Gerais. Todos
0s animais passaram por um periodo de quarentena, assim que chegaram ao Biotério de
Ensaios Pré-Clinicos, permanecendo em sala separada, onde foi fornecido ivermectina
(0,2mg/kg, 100ul/animal) por via subcutdnea. Apds 10 dias os animais foram
encaminhados a sala de experimentacdo para inicio dos experimentos. Durante todo o
periodo do ensaio foi fornecido agua (coletada no biotério e submetida a um sistema de
dupla filtracio e remoc&o do cloro) e ragdo (Nuvilab®, S3o Paulo, Brasil) & vontade. E
importante ressaltar que o projeto referente a esta pesquisa foi avaliado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-
UFMG), através do protocolo n® 385/ 2013 (Anexo 1).

5.2  Obtencéo e producéo dos candidatos vacinais

5.2.1 Producdo do antigeno vacinal e preparo do adjuvante

Todo o antigeno vacinal utilizado neste estudo foi produzido a partir de mesma
partida de cultura, conforme descrito por GIUNCHETTI et al. (2007), com modificacdes.
A cultura de promastigotas empregou a cepa de Leishmania amazonensis (PHS),
cultivada em meio de cultura Minimum Essential Medium — Alpha Medium (GIBCO)
suplementado com Soro Fetal Bovino (CULTILAB), penicilina (SIGMA), HEPES
(SIGMA). A cultura axénica foi expandida a partir de um indculo inicial de 10mL de
meio alfa-mem contendo entre 107 a 10® promastigotas/mL de L. amazonensis em
crescimento logaritmico, sendo realizados repiques a cada trés dias de cultivo,
correspondendo a fase logaritmica de crescimento do parasito, em capela de fluxo laminar
(Veco, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e em garrafas de cultura de 250mL (Pyrex Corning,

EUA ), que foram mantidas em estufa biolégica refrigerada BOD (FANEM® modelo
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347), a temperatura de 23°C + 1°C. A cultura foi mantida por no maximo 8 repiques, sob
condices estéreis, sendo homogeneizadas diariamente.

Apo6s 5 dias do ultimo repique, com a cultura em fase estacionaria, contendo
cerca de 107 a 108 promastigotas/mL, foi iniciada a etapa de lavagem, procedendo-se a
remocao da cultura em capela de fluxo laminar seguida pela transferéncia para tubos
estéreis de polipropileno de 50mL (Falcon®, Becton Dickinson, EUA). Estes tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 1540 xg durante 15 minutos a 4°C, e ap0s descartar-se o
sobrenadante, o sedimento de promastigotas foi homogeneizado em solucéo salina estéril
(NaCl 0,9%). Em seguida, foi realizada a centrifugacdo nas mesmas condigdes. Este
procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes.

Uma vez obtida a massa de promastigotas, o antigeno bruto foi obtido pelo
rompimento do parasito em ultrassom (Sonifier Cell Disruptor®- Brason Sonic Power Co.
— EUA), por um minuto a 40 Watts em banho de gelo. O antigeno foi aliquotado, sendo
a concentracao proteica dosada pelo método de LOWRY et al. (1951) e congelado a -
70°C (Forma Scientific, EUA), até 0 momento do uso como antigeno bruto (4000ug de
proteina/mL), ou para ser submetido a nanoformulagdo, conforme descrito nos grupos
experimentais deste estudo.

Para obtencdo da solugdo adjuvante, cada dose foi preparada para conter 100ug
de saponina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. USA) diluida em solucéo salina estéril

0,85% no momento do indculo.

5.2.2 Obtengéo da nanoformulagéo vacinal

As particulas submicrometricas (PSm) foram preparadas pelo método de
deposicéo interfacial de um polimero pré-formado seguido de evaporacdo do solvente
(FESSI et al., 1989). Desta forma, foram preparadas PSm brancas (sem antigeno) e PSm
contendo 1mg/mL do antigeno de L. amazonensis, utilizando, para tal, o polimero acido
poli-D,L-lactico (PLA); peso molecular 75000-120000 g/mol (Sigma) e, quitosana de
baixo peso molecular (Sigma). Os antigenos foram homogeneizados durante 1min em
banho de gelo utilizando um sonicador (Vibra Cell™ VCX750). O processo de preparo
das PSm consiste da mistura de uma fase organica miscivel em agua em uma fase aquosa.

A fase organica foi constituida do PLA nas concentracBes de 5mg/mL e 50mg/mL,
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dissolvido em acetona. Essa solucdo orgénica foi vertida com uma seringa em uma
solugdo aquosa contendo o antigeno e a quitosana (previamente solubilizada em &cido
acetico 0,05M; Sigma), também nas concentracdes de 5 mg/mL e 50 mg/mL, e mantido
por agitacdo por 10 minutos, seguido da evaporacédo do solvente a pressdo reduzida como

apresentado pela Tabela 1.

Tabela 1 - Preparacdo das particulas submicrométricas (PSm) com as diferentes
concentragdes utilizadas.

Fome (PLA ) Quisne Ao Ao A o m) 1 PO
FA 5 5 - 6 11 350,6 + 15,3 0,159 +66,6 + 4,3
FB 50 50 - 14 8 613,4 + 16,8 0,133 +66,8 +4,4
FC 5 5 L. amazonensis 6 10 409,8 + 11,7 0,157 +42,2+58
FD 50 50 L. amazonensis 14 7 652,7+12,3 0,153  +56,3+4,3

IP = indice de polidispersdo; * diferentes formulagbes (FA, FB, FC e FD) em volume final de 1mL; PLA
= acido poli-D,L-lactico; Formula “A”, “B”, ”C”, ”D”.

Todo o procedimento de nanoformulacdo foi realizado pelo Laboratorio de
Desenvolvimento Galénico e Nanotecnologia da Escola de Farmécia da Universidade
Federal de Ouro Preto (EFAR-UFOP).

5.3 Delineamento e protocolo experimental

Para a realizacdo dos testes de imunogenicidade e de protecdo vacinal, os
hamsters foram distribuidos em 8 grupos experimentais, € um grupo Pré-imune, com 8
animais cada, entre 0s quais:

Grupo Pré-imune (n=8) — os animais foram escolhidos aleatoriamente, um de

cada grupo de animais, para se ter um perfil inicial, representativo de todos os grupos, de
pardmetros da funcdo hepética, renal, hematologia, leucograma e sorologia anti-

Leishmania no tempo inicial.

(1) Grupo Controle (C) — os animais receberam uma aplicacdo de 200uL de
solucdo salina estéril a 0,85%, por via subcuténea.
(i)  Grupo Saponina (SAP) — os animais receberam aplicacdo de 200pL de

solucdo de saponina, por via subcutanea.
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(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

Grupo Particula Submicrométrica Pequena vazia (PSmP) - Os animais
receberam a aplicagdo de 200uL, contendo 68,96yl de particula
submicrométrica pequena sem antigeno e 131uL de solugdo salina estéril a
0,85%, por via subcutanea.

Grupo Particula Submicrométrica Grande vazia (PSmG) - os animais
receberam a aplicagdo de 200uL, contendo 68,96ul de particula
submicrométrica grande sem antigeno e 131uL de solugdo salina estéril a
0,85%, por via subcutanea.

Grupo Antigeno bruto de L. amazonensis (LA) - os animais receberam a
aplicacdo de 200uL de solucdo salina estéril a 0,85%, contendo uma
concentracdo antigénica de 13,39pL de antigeno bruto de L. amazonensis por
via subcutanea.

Grupo Antigeno bruto L. amazonensis mais Saponina (LASAP) - os
animais receberam a aplicagdo de 200ulL, contendo uma concentragdo
antigénica de 13,39uL de antigeno bruto de L. amazonensis e 186,61uL de
solucéo de saponina (100 pg/dose), por via subcutanea.

Grupo Particula Submicrométrica Pequena + L. amazonensis (LAPSmP)
- 0s animais receberam aplicag¢do de 200uL, contendo 68,96uL de particula
submicrométrica pequena e 13,39uL de antigeno bruto de L. amazonensis
associado a 117,65uL de solugao salina a 0,85%, por via subcutanea.

Grupo Particula Submicrométrica Grande + L. amazonensis
(LAPSMG) - o0s animais receberam a aplicagdo de 200uL, contendo
68,96uL de particula submicrométrica grande e 13,39uL de antigeno bruto
de L. amazonensis associado a 117,65uL de solugao salina 0,85%, por via

subcutanea.

Trés doses subcutaneas, dos respectivos candidatos vacinais, foram

administradas (200uL/hamster/dose) utilizando agulha hipodérmica curta (26G / %2). Vale

ressaltar que o intervalo entre cada dose foi de 21 dias. O desafio experimental foi

realizado com 107 promastigotas em fase estacionaria de L. chagasi (cepa C46) apds 51

dias da ultima dose. Nos tempos TO (Antes da 1° dose), T3 (30 dias apos a terceira dose)

e T180 (180 dias apos desafio experimental com L. chagasi, e imediatamente antes da

eutanésia), foram feitas coletas de sangue dos animais por puncao cardiaca para realizacdo
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de teste de funcdo hepatica e renal, hemograma e analise dos niveis de IgG anti-
Leishmania.
Ap0s a eutanasia dos animais, foram coletados baco e figado para analise da

carga parasitaria pela técnica de diluicao limitante.

/
&

N = 8 animais por grupo |

Y A 4 Y Y v Y A 4

C Sap PSmP PSmG LA LASAP LAPSmP | LAPSmG
Controle Saponina | Particula | Particula | Antigeno Saponina | Particula Particula
Sub- Sub- bruto L. N Sub- Sub-
micréomica | micromica [@magonensis micromica | micromica
Pequena Grande L. Pequena Grande
vazia vazia amazonensis
+ +
L. L.
amazonensis|amazonensis,

Avaliagoes antes e apos o desafio

!

Desafio Experimental:
107 promastigotas de

L. chagasi C46 - Via == Inocuidade
1° Dose 2°Dose 3°Dose Intraperitoneal .
Eutandsia | gy Imunogenicidade
21 di 21 di i 9 di 21 di H 1 i
as as 21 dias 9das 21 dias = Andlise da eficdcia vacinal

T0

T3

© T180
30dias 180 dias

Figura 1 - Esquema do desenho experimental para avaliacdo dos hamsters submetidos a diferentes
protocolos vacinais. TO = Pré-Imune (coleta de soro antes da primeira imunizacéo); T3 (30 dias ap6s a
terceira dose; T180 (180 dias ap0s o desafio experimental com L. chagasi).

5.4 Desafio experimental

O desafio experimental foi realizado com promastigotas de L. chagasi (cepa
C46), mantidas em meio Minimum Essential Medium — Alpha Medium (GIBCO)
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suplementado com Soro Fetal Bovino (CULTILAB), penicilina (SIGMA), HEPES
(SIGMA), em Erlenmeyers, e armazenadas em estufa bioldgica refrigerada BOD
(FADEM® modelo 347), a temperatura de 23°C+1°C. A cultura foi expandida e
submetida a repiques para producao do parasito, nas mesmas condic¢des descritas no item
5.2.1 Producéo do antigeno vacinal e preparo do adjuvante. Desta forma, a cultura foi
removida na fase estacionaria, para tubos Falcon® de 50mL, e submetidos a centrifugagio
a 1540 xg por 10 minutos, a 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
0 sedimento homogeneizado em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), e, em seguida,
realizada mais uma centrifugacdo. Este procedimento de lavagem foi repetido por mais
duas vezes. Posteriormente, as promastigotas foram contadas em camara de Neubauer e
o volume final ajustado para que cada 100uL de solugdo salina estéril a 0,9% apresentasse
107 parasitos. Os parasitos, foram inoculados por via intraperitoneal, em todos os animais,

com o auxilio de agulha hipodérmica curta (26G).

5.5 Avaliacéo dos aspectos relacionados a inocuidade e toxicidade

O local do in6culo e o comportamento dos animais foi observado nos dias das
imunizacOes e nos trés dias subsequentes. Neste contexto, foi realizada uma observacéo
criteriosa do local do in6culo, no qual o intuito foi avaliar macroscopicamente a presenca
de nodulos, papulas ou lesdes ulcerativas. Para avaliar possiveis alteracdes
comportamentais observou-se a presenca de sinais de dor local, alteracdes neuroldgicas e
agressividade, ericamento de pelos e apatia.

5.5.1 Andlise dos aspectos clinicos, da sobrevivéncia e da massa corporal

Durante o periodo experimental, os animais foram acompanhados semanalmente
por um periodo de 273 dias, que compreende o periodo durante as imunizacGes até a
eutandsia (180 dias apds o desafio com L. chagasi). Os animais passaram por inspecao
clinica, além de se avaliar a sobrevivéncia e o peso corporal para isso foi utilizada uma
balanca analitica. No dia da eutanasia, foi realizado um exame clinico minucioso, com
destaque para alteracdes como desidratacdo, astenia, caquexia, altera¢fes dermatologicas
(brilho da pelagem, alopecia, presenca de nddulos, ulceras), alteragBes viscerais e da

cavidade abdominal (esplenomegalia, hepatomegalia, ascite).
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5.6. Anélise da funcdo hepatica e renal

A dosagem de enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram utilizadas para o estudo da funcdo hepatica, enquanto que
0s niveis de ureia e creatinina, para analise da funcdo renal. Deste modo, 700 uL de
sangue foram colhidos por puncéo cardiaca e acondicionados em tubos com heparina. As
andlises bioguimicas foram realizadas a partir do plasma obtido ap6s a centrifugacéo do
sangue heparinizado em Analizador Bioguimico Cobas Mira Plus. Utilizou-se Kits
comerciais da Kovalent, incluindo os analitos creatinina pelo método cinético, ureia pelo
método UV enzimatico, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), ambos, pelo método UV otimizado, de acordo com IFCC (Federagdo internacional
de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial).

Desta maneira, foram obtidos e analisados os dados de atividade inflamatdria e
toxicidade das nanoparticulas. Os valores de referéncia utilizados estdo descritos na
Tabela abaixo:

Tabela 2 - Valores de referéncia de bioguimica sérica de hamster Sirio (Mesocricetus
auratus), linhagem B1015.16, idade entre 12 e 18 meses. Resultados expressos em
(mg/dL) e (IU/L), para machos e fémeas.

Machos Fémeas
Ureia (mg/dL) 16 24 16 25
Creatinina (mg/dL) 0,3 0,5 0,3 0,6
Aspartato Aminotransferase - AST (1U/L) 25 51 22 42
Alanina Aminotransferase - ALT (1U/L) 24 48 19 43

Fonte: Wolford et al. (1986)

5.7 Avaliacao dos parametros hematoldgicos

A avaliacdo dos parametros hematoldgicos dos hamsters foi feita em trés
diferentes tempos. Nos tempos TO (imediatamente antes da primeira dose), T3 (apds 30
dias do terceiro indculo) e T180 (180 dias apo6s o desafio experimental e imediatamente

antes da eutanasia).

Para cumprir com este objetivo, o sangue de cada um dos animais, de acordo
com o grupo experimental, foi coletado por puncdo cardiaca 700ul e adicionado a um

microtubo de 1,5mL contendo 10uL do anticoagulante heparina (5,000 Ul/ml). O
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hemograma foi realizado em Analisador Hematoldgico Veterinario 2800 Vet (Mindray®,
China), pelo método de impedancia que fornece a contagem automatica de leucdcitos
totais, hemacias, plaquetas, concentracdo de hemoglobina, dentre outros. O volume
globular foi avaliado, também, pelo método de micro-hematocrito, que consiste na coleta
do sangue em tubo microcapilar e na centrifugacdo por cinco minutos a 15,000 xg. A
contagem diferencial de leucdcitos foi realizada a partir da contagem de 100 células por
analise citomorfoldgica realizada em microscopia optica, em objetiva de 20X, 40X e
100X, utilizando esfregacos sanguineos corados por Giemsa. Os valores obtidos foram
comparados com os valores de referéncia, descritos por WOLFORD et al. (1986), e
apresentados a seguir:

Tabela 3 - Valores de referéncia de hematologia do hamster Sirio (Mesocricetus auratus),

linhagem BIO15.16, idade entre 12 e 18 meses. Resultados expressos em valores
absolutos e percentuais, para machos e fémeas.

Machos Fémeas
Hematocrito (%) 36,2 43,8 355 44,0
Hemoglobina (g/dL) 12,3 16,5 13,6 16,0
Hemacias (x10/mm°) 60 80 64 78
Reticulécitos (%) 02 30 06 36
Volume Corpuscular Médio (VCM) (um’) 53,9 56,3 544 3594
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) (pg) 201 215 204 221

Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (%) 36,4 39,2 359 39,0

Plaquetas (x10°/mm°) 697 968 723 1101
Leucécitos (x10°/mm’) 5500 9200 6700 11300
Neutrofilos (%) 1100 4968 1876 7232
Eosinofilos (%) 00 276 0,0 339
Basofilos (%) 00 00 00 00
Linfécitos (%0) 2200 7084 2010 7797
Mondcitos (%0) 00 368 0,0 452

Fonte: Wolford et al. (1986).
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5.8 Avaliacao do perfil humoral

5.8.1 Andlise dos niveis de 1gG total anti-Leishmania

Os diferentes grupos experimentais foram avaliados quanto & presenca de
anticorpos contra L. chagasi através do ensaio de ELISA, nos tempos TO, T3 e T180. O
ensaio de ELISA indireto para hamsters seguiu a metodologia descrita por MOREIRA et
al. (2012). Amostras de soro de hamsters comprovadamente negativos e positivos para
infeccdo por L. chagasi, foram utilizados como controles negativo e positivo da reagéo,
respectivamente. Microplacas de poliestireno (Perkin Elmer Spectra Plate™ - TC 96,
Waltham, EUA) foram sensibilizadas com antigeno bruto de L. chagasi, na concentracédo
de 1ug/mL por well, em solucdo de tampdo carbonato-bicarbonato a 0,05M, pH 9,6. Apds
12 horas de incubacgéo a 4°C, as placas foram lavadas com PBS1x a 0,05% de Tween 20
(PBS-T), pH 7.4. O bloqueio foi feito com 200uL/pogco de PBS1x, contendo 3% de BSA
(Albumina de Soro bovino), por 2h a temperatura ambiente (24° C), seguido de quatro
lavagens com PBS-T.

Em seguida, foram adicionadas as amostras de soros no volume de 100uL/pogo
diluidos 1:100 em PBS-T. Apo6s 12 horas de incubacao a 4°C, as placas foram lavadas com
PBS-T e, em seguida, adicionados 100 puL/po¢o de imunoglobulina de cabra anti-1gG de
hamster conjugada a peroxidase (Santa Cruz Biotechnology), diluida a 1:5000 em PBS-T.
Apos incubacdo por 2h, a temperatura ambiente, foram feitas quatro lavagens com PBS-T.

A revelagdo da reagdo foi feita com 100 pL/pogo de solucao contendo perdxido de
hidrogénio a 0,03% e orto-fenilenoldiamina (OPD) (Sigma, USA) em tampdao citrato-
fosfato (&cido citrico - C6H807 a 0.1 M; fosfato de sédio - NaH2PO4 a 0.2 M) pH 5,1, em
ambiente escuro, a temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com 30uLl de acido
sulfarico por pogo e a placa lida imediatamente em espectrofotémetro com filtro de 490nm.
Todas as amostras foram testadas em duplicata. Os resultados de 1gG total estdo
representados pela média dos valores de densidade Optica (DO) + dois desvios padrdo de

amostras de soro dos controles ndo infectados de hamsters.
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5.9 Quantificacdo da carga parasitaria no baco e no figado

A carga parasitaria foi avaliada por meio da técnica de diluicdo limitante,
conforme descrito por TITUS et al. (1985). No tempo T180 fragmentos obtidos do baco
e do figado foram macerados individualmente utilizando-se macerador manual esteéril e
as suspensdes obtidas do baco e do figado foram centrifugadas (616 xg por 10 minutos a
4°C) e ressuspendidas em 500ul de meio Minimum Essential Medium — Alpha Medium
(GIBCO) suplementado com Soro Fetal Bovino (CULTILAB), penicilina (SIGMA),
HEPES (SIGMA). Em placas de 96 pocos foram realizadas a diluicdo limitante de cada
uma das amostras dos animais de cada grupo, em duplicata. Nos dois primeiros pocos,
foram adicionados 200uL da suspensao de baco ou de figado; nos pogos restantes foram
adicionados 160uL de meio Alpha Medium. A diluicdo limitante seguiu retirando-se 40
pL da suspensdo de baco ou de figado do primeiro poco, e adicionando ao segundo, e
assim sucessivamente, até o Ultimo poco da placa, sendo que a cada poco a diluicéo foi
de 1:5. As ponteiras foram trocadas a cada dilui¢do. Ao término, as placas foram vedadas
com parafilme e acondicionadas em estufa bioldgica refrigerada BOD (FADEM® modelo
347), a temperatura de 23°C + 1°C.

Para quantificacdo dos parasitos, foi avaliada a presenca dos mesmos no sétimo
dia de cultivo, foi feita a contagem em camara de Newbauer do nimero de parasitos na
duplicata de pogos. A média do nimero de parasitos presentes na duplicata, foi
multiplicada pelo fator de diluicdo do poco correspondente, e o valor encontrado
corresponde a quantidade de parasitos presente no fragmento de 6rgao macerado. A partir
do valor encontrado para o fragmento, pode-se calcular a quantidade de parasito

correspondente ao orgao inteiro, seguindo a seguinte relacao:

Numero de parasitos no fragmento x peso do orgao inteiro

Nimero de parasitos no 6rgio =
Peso do fragmento do orgio

O resultado da carga parasitaria foi expresso no grafico (11A e 11B): Grupo

experimental / carga parasitaria.
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5.10 Andlises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
Graph Pad Prism 5.00 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi
demonstrada pelo teste “Kolmogorov-Smirnoff”. Os testes de analise de variancia
(ANOVA), seguidos pelo teste de comparag6es multiplas de “Tukey” foram empregados
para avaliacdo entre 0s grupos vacinais (aspectos relacionados a inocuidade e toxicidade,
andlise de sinais clinicos, analise da funcdo hepatica e renal, avaliacdo dos parametros
hematoldgicos, quantificacdo de IgG total, avaliacdo da carga parasitaria). Os dados

obtidos foram considerados estatisticamente significativos (p<0,05).
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6.1 Avaliacdo de inocuidade e toxicidade vacinal

A avaliacdo das alteragdes no local do in6culo evidenciaram alteragcbes em hamster
inoculados com PSmG vazia e associado com antigeno de L. amazonensis (PSmG, LAPSMG).
Foi observada a presenca de nodulos ndo ulcerados, de consisténcia firme, em dois animais do
grupo PSmG, com dimens@es de 3mm x 4mm. Além disto, observou-se em um animal do grupo
LAPSmMG a presenca de n6dulos com dimens@es de 3mm x 3mm acompanhados de ulceragoes.
O grupo controle ndo apresentou alteragdes no local do indculo, conforme pode ser observado
na Figura 2.

As observacgoes clinicas e comportamentais realizadas ap6s a administracdo de cada
dose vacinal evidenciou que ndo houveram alteragdes toxicoldgicas nos grupos decorrentes do
indculo, tais como: astenia, alopecia, caquexia, desidratacdo, alteracdo no brilho da pelagem.
Cabe destacar que um unico animal do grupo LAPSmMG apresentou paralisia do lado esquerdo

do corpo, este animal foi eutanasiado.

Controle PSmG LAPSMG

Figura 2 - Alteracbes dermatolégicas nos animais dos grupos experimentais: Controle (a);
Particula Submicrométrica Grande (b); e Particula Submicrométrica Grande associada ao
antigeno bruto de L. amazonensis (c).

6.2 Aspectos clinicos e sobrevivéncia dos animais apos o desafio por L. chagasi

Em todos os grupos avaliados, o percentual de mortalidade apresentou variagéo, sendo
registrado auséncia de mortalidade nos grupos PSmP e PSmG, e um maior percentual de
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mortalidade nos grupos SAP, LA e LAPSMG (25%), conforme pode ser observado na Tabela
4,

Por meio da avaliacdo dos parametros clinicos apds o desafio experimental com L.
chagasi até o T180 foi possivel observar, em animais de grupos distintos, a presenca de alopecia
dorsal, alopecia da face, nddulos ndo ulcerativos, caquexia, ascite, pelagem opaca, caquexia,
congestdo, bem como hepatomegalia e esplenomegalia. Todas as alteragdes clinicas
apresentadas pelos animais, de cada um dos grupos experimentais, estéo ilustradas na Tabela 4
e na Figura 3. Conforme mostrado na Tabela 4, a analise estatistica mostrou que o0s animais do
grupo LAPSmMP apresentaram menos (p=0,0392) alopecia dorsal quando comparados ao grupo
controle. Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferenga estatistica significativa
(p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliacdo da frequéncia de alteragdes clinicas e da mortalidade, observadas em hamsters dourados, dos diferentes grupos experimentais,
até a data da eutanasia.

Grupos Mortalidade Alopecia Alopecia na Nodulos ndo Caquexia Ascite Pelo opaco Congestdo Congestdo Esplenomegalia Hepatomegalia
dorsal face ulcerativos hepéatica  esplénica

Controle 1/8 (10%) 6/7 (85,7%) 1/7 (14,2%) 1/7 (14,2%) 0/7 (0%)  0/7 (0%) 3/7 (42,8%) 0/7 (0%) 2/7 (28,5%)  1/7 (14,2%) 0/7 (0%)
SAP 2/8 (25%) 5/6 (83,3%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%)  0/6 (0%)  0/6 (0%) 4/6 (66,6%) 0/6 (0%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
PSmP 0/8 (0%) 5/8 (62,5%) 2/8 (25%) 0/8 (0%) 2/8(25%) 0/8(0%)  0/8(0%)  0/8(0%)  0/8(0%)  1/8 (12,5%) 0/8 (0%)
PSMG 0/8 (0%) 5/8 (62,5%) 0/8(0%) 0/8 (0%) 0/8 (0%)  0/8 (0%) 1/8 (12,5%) 1/8 (12,5%) 0/8 (0%)  1/8 (12,5%) 0/8 (0%)
LA 2/8 (25%) 5/6 (83,3%) 0/6 (0%) 1/6 (16,6%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 2/6 (33.3%) 0/6 (0%)  0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
LASAP 1/8 (10%) 5/7 (71,4%) 1/7 (14,2%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 1/7 (14,2%) 1/7 (14,2%) 1/7 (14,2%) 0/7 (0%) 1/7 (14,2%) 1/7 (14,2%)
LAPSmMP 1/8 (10%) *2/7(28,5%) 3/7 (42,8%) 1/7 (14,2%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 2/7 (28,5%) 0/7 (0%)
LAPSMG 2/8 (25%) 5/6 (83,3%) 2/6 (33,3%) 2/6 (33,3%) 0/6 (0%)  0/6 (0%) 1/6 (16,6%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)

* Diferenga estatistica observada entre os grupos controle e LAPSmP (p< 0,05). As analises foram realizadas comparando-se cada um dos sinais clinicos presentes
nos grupos. Os dados estdo apresentados em valores absolutos e percentuais (%).
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Figura 3 - AlteragcBes macroscopicas observadas na regido dorsal de hamsters dourados, até a data da eutanésia,
nos diferentes grupos experimentais, entre os quais: Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica
Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis
(LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena
associado a L. amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada a L. amazonensis

(LAPSMG).

6.3 Avaliacdo da massa corporal

A massa corporal dos animais dos diferentes grupos avaliados foi analisada de forma
comparativa nos tempos T3 e T180 (Figura 4). Na Figura 4A é possivel observar que 0s grupos
LA (160.16 £ 9.19) e LAPSMG (156 + 5.32) avaliados, no T180, apresentaram aumento
significativo (p<0,05) de peso quando comparado ao T3 (142.25 + 8.43; 136.83 + 3.86)

demonstrando que os hamsters ndo deixaram de ganhar peso nestes grupos experimentais.
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Figura 4 - Avaliacdo da massa corporal de hamsters dourados, até a data da eutanésia, nos diferentes grupos
experimentais, entre os quais: Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia (PSmP);
Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis (LA); Antigeno bruto L.
amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena associado a L. amazonensis
(LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada a L. amazonensis (LAPSmMG). Em (A) estdo ilustrados
os valores do peso (médiatdesvio padrdo) para cada grupo avaliado, nos tempos T3 e T180. Os pesos do bago (B)
e figado (C) foram mensurados imediatamente ap0s a eutanasia (T180), e estdo representados como média+desvio
padrdo. As linhas conectoras apresentadas acima das barras indicam a presenga de diferenca estatistica (p<0,05).

Na Figura 4B é possivel observar que, apds a eutanasia (T180), houve reducédo (p<0,05)
no peso do baco dos animais do grupo SAP (0.166 + 0.02) em relacdo aos grupos Controle
(0.281 +£0.31), LA (0.243 £ 0.05), LASAP (0.317 + 0.29) (Figura 4B). Cabe destacar ainda que
houve uma grande redugdo (p<0,05) no peso do bago do grupo LAPSmMG (0.155 £ 0.03) em
relagdo aos grupos Controle, SAP (0.166 + 0.02), PSmP (0.219 + 0.10), LASAP e LAPSmP
(0.235% 0.031). A andlise estatistica do peso do figado (Figura 4C) ndo mostrou diferenca
significativa entre os diferentes grupos avaliados. Isto evidencia que todos 0s grupos
apresentaram hepatomegalia, uma vez que o grupo controle, uma vez avaliado apos o desafio
experimental, apresentou aumento do figado, caracteristica associada a leishmaniose visceral.
A Figura 5 ilustra o aspecto macroscépico associados ao bago e ao figado, em cada um dos
grupos avaliados do presente estudo apresentando-se mais esplenomegalia no grupo LASAP
(k, I) em relacdo ao grupo Controle (a, b) observando-se 6rgdo congesto, areas de infarto e a

capsula espessada e mostram areas de inflamacao.
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Figura 5 - Alteragcbes macroscépicas no figado e no bago de hamsters dourados, até a data da eutandsia, nos
diferentes grupos experimentais, entre os quais: Controle (a, b); Saponina (SAP; c, d); Particula Submicrométrica
Pequena Vazia (PSmP; e, f); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG; g, h); Antigeno bruto de L.
amazonensis (LA; i, J); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP; k, I); Particula
Submicrométrica Pequena associado a L. amazonensis (LAPSmP; m, n); Particula Submicrométrica Grande
associada a L. amazonensis (LAPSmG; o, p).
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6.4. Andlise bioquimica - funcdo hepética

As avaliacdes da funcdo hepética (Figura 6) e renal (Figura 7) foram realizadas para
verificar uma possivel alteracdo sistémica, induzida pelas diferentes formulagdes avaliadas,
como pré-requisito dos testes de inocuidade e toxicidade.

A partir dos valores obtidos na dosagem de ALT, observou-se aumento (p<0,05) no
tempo T3 para os grupos SAP (50.58 £+ 14.52) e LA (48.43 £ 14.79) em relagdo ao grupo
LASAP (40.66 = 26.23) (Figura 6). Adicionalmente, o grupo LAPSmMP, apresentou aumento
dos niveis de ALT (p<0,05) quando comparado aos grupos PSmG (35.95 + 13.94), LASAP
(40.66 + 26.23) e LAPSMG (36.24 + 15.49) (Figura 6).

Em T180, houve aumento dos niveis de ALT nos grupos PSmP (105.01 + 69.41), PSmG
(88.60 + 26.58), LASAP (85.23 £ 41.96), e LAPSmP (77.08 £ 14.75) em relagdo ao grupo
LAPSMG (59.65 + 21.02) (Figura 6).

A andlise dos niveis de AST, em T3, revelou aumento (p<0,05) dos grupos Pré-imune
(122.58 + 53.88) e LAPSmMP (106.38 + 42.85) em relacdo ao grupo LASAP (56.47 + 18.09),
além de ter sido observado aumento no grupo LAPSmP (106.38 * 42.85) em relacdo ao grupo
Controle (62.08 + 36.60) (Figura 6). No tempo 180, os niveis de AST ficaram dentro dos limites

de normalidade para hamster nos diferentes grupos avaliados (Figura 6).

Fica claro nos graficos que alguns grupos apresentaram variacdo nos niveis de ALT e
AST, fora dos limites de normalidade. Deste modo, como a alteracdo hepatica poderia ser
definida pelo aumento simultaneo das enzimas ALT e AST, no tempo T3, em uma analise
preliminar, os seguintes grupos apresentaram esta alteracao: Pré-imune, Controle, SAP, PSmP,
LA e LAPSmP. Seguindo este critério, ndo € possivel constatar alteracdo da fungéo hepatica no

periodo apds o desafio (T180) para os diferentes grupos experimentais avaliados.
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Figura 6 - Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em hamsters
dourados, ap6s 30 dias da terceira imunizagdo (T3) e apds o desafio experimental com L. chagasi (T180),
considerando os diferentes grupos experimentais estdo representados pelas siglas Pré-imune, Controle; Saponina
(SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG);
Antigeno bruto de L. amazonensis (LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula
Submicrométrica Pequena associado a L. amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada
a L. amazonensis (LAPSmG). Os graficos ilustram a quantidade das enzimas ALT e AST (Ul/mL), pelos valores
da médiatdesvio padrdo, nos tempos T3 e T180. As linhas tracejadas, no intervalo contido pelo retangulo cinza
de cada grafico, representam os valores maximos e minimos considerados normais em hamsters, conforme descrito
por Wolford et al., (1986). As linhas conectoras apresentadas acima das barras indicam a presenca de diferenca
estatistica (p<0,05).

6.5. Analise bioquimica - funcéo renal

As concentracdes de ureia e creatinina foram mensuradas como forma de avaliar a
funcdo renal (Figura 7). A partir dos valores obtidos na avaliacdo da ureia em T3, foi possivel
demonstrar aumento (p<0,05) no grupo Pré-imune (60.81+27.05) em rela¢do aos grupos PSmG
(39.9 + 7.08) e LASAP (40.84 * 4.23) (Figura 7). Além disto, em T3, também foi observado
aumento (p<0,05) dos niveis de ureia no grupo Controle (49.70 + 3.52) em relagédo aos grupos
PSmG (39.9 £ 7.08) e LASAP (40.84 + 4.23), bem como aumento no grupo SAP (48.15 £ 6.90)
em relacdo aos grupos PSmG (39.9 + 7.08) e LASAP (40.84 + 4.23). Foi observado ainda
aumento dos niveis de ureia, em T3, no grupo PSmP (56.72 + 21.81) em relacdo ao grupo
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LASAP (40.84 £ 4.23). Ainda em T3, houve aumento (p<0,05) dos niveis de ureia no grupo
LAPSmMP (51.59 + 8.25) em relacéo aos grupos PSmG (39.9 + 7.08) e LASAP (40.84 £ 4.23),
bem como aumento nos grupos LAPSMG (48.23 + 5.06) em relacdo aos grupos PSmG (39.9 £
7.08) e LASAP (40.84 £ 4.23). Ap0s o desafio experimental (T180) foi observado aumento
(p<0,05) dos niveis de ureia no grupo pre-imune (60.81+27.05) em relacéo aos grupos Controle
(41.27 £7.69), SAP (36.61 + 6.55), PSmP (38.36 £ 2.98), LA (35.71 + 2.48) e LAPSMG (39.25
+ 3.81) (Figura 7).

A anélise dos niveis de creatinina, em T3 apresentou aumento (p<0,05) no grupo
LAPSMG (0.31 £ 0.08), em relacdo ao grupo Pré-imune (0.27 £ 0.10) (Figura 7); assim como
também em T180, apresentou aumento (p<0,05) no grupo LAPSmMG (0.34 + 0.067), em relacdo
ao grupo Pré-imune (0.27 £ 0.10) (Figura 7).

Considerando que a disfuncdo renal é caracterizada pela elevagdo, tanto dos niveis de
ureia, como de creatinina, a analise realizada no tempo T3 e T180, ndo indicou alteracdo da
funcao renal nos diferentes grupos experimentais avaliados (Figura 7).
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Figura 7 - Niveis séricos de ureia e creatinina em hamsters dourados, ap6s 30 dias da terceira imunizagédo (T3) e
ap6s o desafio experimental com L. chagasi (T180), considerando os diferentes grupos experimentais,
representados pelas siglas Pré-imune, Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia
(PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis (LA); Antigeno
bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena associado a L.
amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada a L. amazonensis (LAPSmMG). Os gréaficos
ilustram a quantidade de ureia e creatinina (mg/dL), pelos valores da médiatdesvio padrao, nos tempos T3 e T180.
As linhas tracejadas, no intervalo contido pelo retdngulo cinza de cada gréfico, representam os valores maximos e
minimos considerados normais em hamsters, conforme descrito por Wolford et al., (1986). As linhas conectoras
apresentadas acima das barras indicam a presenca de diferenca estatistica (p<0,05).

6.6 Eritrograma

As alteracOes relacionadas ao eritrograma (série vermelha) estéo apresentadas na Figura
8 os valores do numero de hemacias, plaquetas e niveis de hemoglobina foram os parametros
analisados associados a série vermelha do sangue.

A analise do numero de hemécias em T3 revelou reducédo (p<0,05) nos grupos Controle
(8.32 £ 0.34), SAP (8.07 + 0.33), LASAP (7.80 £ 0.80) e LAPSmP (8.3 + 0.26) em relacéo ao
grupo LA (8.58 £ 0.47) (Figura 8A).
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De forma semelhante, apos o desafio experimental (T180) os dados obtidos estdo dentro
dos limites de normalidade para hamster. Entretanto a analise estatistica entre 0s grupos
avaliados revelou reducédo (p<0,05) do numero de hemécias nos grupos Controle (6.92 + 0.65),
PSmP (6.96 + 0.76), PSmG (6.79 £ 0.43); LA (7.03 £ 0.27), LASAP (6.87 + 0.39), LAPSmP
(7.01 £ 0.61) e LAPSMG (6.7575 £ 0.54) em relacdo ao grupo Pré-imune (8.27 £ 1.12) (Figura
8A).

A andlise das plaquetas, em T3 e T180, revelou niveis abaixo da faixa considerada
normal (Figura 8).

A andlise da quantidade de hemoglobina revelou reducéo (p<0,05) nos grupos PSmP
(13.40 £ 1.16), PSmG (13.56 + 0.63) em relacdo ao grupo LA (14.5 £ 0.34) (Figura 8C).

Embora tenham sido identificadas alteracbes no nimero de hemécias e na quantidade

de hemoglobina, os valores descritos neste estudo estao dentro dos limites de normalidade para

hamsters.
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Figura 8 - Eritrograma de hamsters dourados, 30 ap0s a terceira imunizagdo (T3) e ap6s o desafio experimental
com L. chagasi (T180), considerando os diferentes grupos experimentais, representados pelas siglas Pré-imune,
Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande
Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis (LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina
(LASAP); Particula Submicrométrica Pequena associado a L. amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica
Grande associada a L. amazonensis (LAPSmMG). Os gréficos ilustram o nimero absoluto (ndmero de células/mm3)
de hemécias (A), plaquetas (B), bem como a quantidade de hemoglobina (g/dL; C), pelos valores da médiatdesvio
padrédo, nos tempos T3 e T180. As linhas tracejadas, no intervalo contido pelo retangulo cinza de cada grafico,
representam os valores maximos e minimos considerados normais em hamsters, conforme descrito por Wolford et
al., (1986). As linhas conectoras apresentadas acima das barras indicam a presenca de diferenca estatistica
(p<0,05).
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6.7 Leucograma

A avaliacdo do leucograma, 30 dias ap6s a terceira imunizagdo (T3) e 180 dias ap6s o
desafio experimental com L. chagasi (T180) esté ilustrado pela Figura 9, e descreve o nimero
absoluto da global de leucdcitos (A), e as populacdes de neutrofilos (B), mondcitos (C),
eosinofilos (D) e linfocitos (E).

No tempo T3, o grupo LASAP (9378 + 2287) apresentou aumento (p<0,05) da global
de leucocitos em relagdo ao grupo Controle (7566 + 2117). Este resultado foi caracterizado pelo
aumento (p<0,05) da populacédo de neutrofilos no grupo LASAP (3649 + 2407) em relacdo ao
grupo Controle (1956 + 801). Vale destacar ainda que houve a presenca de monaocitose (p<0,05)
nos grupos PSmG (129 £ 76) em relacdo aos grupos PSmP (47 £+ 45) e LA (36 + 39). Eosinofilia
(p<0,05) também foi observada no tempo T3 para os grupos SAP (142 + 53), PSmP (178 +
161), PSmG (115 + 87), LA (150 + 97), LAPSmMP (216 + 128) e LAPSMG (181 + 127), em
relacdo ao grupo Controle (74 + 93). De forma interessante, foi observada linfocitose (p<0,05)
no grupo LAPSmMG (5186 + 1071) ao se comparar com o periodo pré-imune (3975 + 1594).
Assim foram identificadas alteragcdes no T3 os valores descritos neste estudo estdo dentro dos

limites de normalidade para hamsters.

Além disso, no tempo T180 foi observado leucopenia os grupos SAP (4437 + 833), LA
(4558 + 564) e LAPSmMP (4975 £ 1903) eles apresentaram aumento (p<0,05) da global de
leucdcitos em relacdo ao grupo Controle (3693 + 1072). Assim também foi observado aumento
(p<0,05) da populacdo de neutrofilos no grupo SAP (2672 + 1157) e LA (2114 £ 725). Também
houve a presenca de monocitose (p<0,05) nos grupos SAP (246 + 122) e LAPSmP (228 + 157)
em relacdo ao grupo controle (161 + 83). Eosinofilia (p<0,05) também foi encontrada no tempo
T180 para os grupos LA (106 + 88) e LAPSmP (135 + 290) em relagédo ao grupo controle (35
+ 31). Além disso também foi observada linfocitose (p<0,05) no grupo LAPSmP (3483 + 1506)
em relacédo ao grupo controle (1924 + 668).
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Figura 9 - Leucograma de hamsters dourados, 30 dias apds a terceira imunizacao (T3) e ap6s o desafio experimental com L. chagasi (T180), considerando os diferentes grupos
experimentais, representados pelas siglas Pré-imune, Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia
(PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis (LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena associado a L.
amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada a L. amazonensis (LAPSmMG). Os gréaficos ilustram o nimero absoluto (ntimero de células/mm?) das
diferentes populaces analisadas, pelos valores da médiatdesvio padrdo, nos tempos T3 e T180. As linhas tracejadas, no intervalo contido pelo retangulo cinza de cada grafico,
representam os valores maximos e minimos considerados normais em hamsters, conforme descrito por Wolford et al., (1986). As linhas conectoras apresentadas acima das
barras indicam a presenga de diferenca estatistica (p<0,05)
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6.8 Avaliacdo da resposta imune humoral

A resposta imune humoral foi avaliada por meio da presenca de reatividade de

imunoglobulinas IgG-anti L. chagasi, utilizando o método de ELISA indireta. A avaliagéo foi
realizada nos tempos T3 (30 dias apos a terceira dose de vacinacao) e T180 (180 dias apos o
desafio experimental com L. chagasi).
Os resultados mostraram que apds a terceira imunizacdo houve aumento significativo da
reatividade de 1gG total anti-L. chagasi, ao se comparar todos os diferentes grupos
experimentais que foram imunizados com antigenos de L. amazonensis LA: (0.13 £ 0.04);
LASAP: (0.19 £ 0.03); LAPSmP: (0.12 £ 0.03); LAPSmG: (0.16 + 0.05) em relacéo ao grupo
Controle (0.05+ 0.05) (Figura 10). Vale ressaltar ainda a média das absorbancias de todos os
grupos imunizados com antigenos de L. amazonensis apresentaram-se acima do cut-off (Figura
10). De forma geral, 180 dias ap6s o desafio experimental com L. chagasi (T180), todos os
grupos (com excecdo do grupo pré-imune) apresentaram valores de absorbancia acima do cut-
off (Figura 10). Interessantemente, no T180, houve aumento (p<0,05) da reatividade sérica de
IgG total no grupo LAPSMG (1.92 £ 0.55) em relacéo ao grupo LAPSmP (1.04 £+ 1.51).
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Figura 10 - Reatividade de IgG total anti-L. chagasi obtida a partir de amostras de soros de hamster. Os grupos
experimentais foram representados pelas siglas Pré-imune, Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica
Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis
(LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena
associado a L. amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica Grande associada a L. amazonensis
(LAPSmG). O “cut-off “ ilustrado como linha pontilhada no grafico, e utilizado para avaliar a reatividade presente
nas amostras (no T3 e no T180) esté representado pela média dos valores das absorbancias da amostra de soro pré-
imune somada ao valor de duas vezes o desvio padrdo. As linhas conectoras apresentadas acima das barras indicam
a presenca de diferenca estatistica (p<0,05).
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6.9 Avaliacao da carga parasitaria no baco e figado

A andlise da carga parasitaria no baco (Figura 11A) e no figado (Figura 11B) foi
avaliada de forma comparativa entre os diferentes grupos apds o desafio com L. chagasi
(Controle, SAP, PSmP, PSmG, LA, LASAP, LAPSmP, LAPSMG), e os resultados estdo
ilustrados na Figura 11A. De forma interessante, a carga parasitaria no baco do grupo
experimental LAPSMG (2261 + 5108) foi significativamente menor (p<0,05) quando
comparado aos grupos controle (85012 + 189577) e LA (17590 + 19255). Estes dados mostram
que houve uma diminuicdo de 97.34% da carga parasitaria esplénica quando comparada ao
grupo controle infectado.

Além disto, ao se avaliar a carga parasitaria no figado (Figura 11B), foi observado
reducdo (p<0,05) do parasitismo hepatico nos animais dos grupos PSmP (10309 + 29157),
LAPSmMP (966 = 1702) e LAPSmMG (1020 + 2499) quando comparados ao grupo controle. Estes
resultados resultaram em redugdo na carga parasitaria de 98,14% no grupo LAPSmP e de
98,03% no grupo LAPSmMG (Figura 11B)

No presente estudo foi avaliado a possivel correlacdo entre a carga parasitaria no baco
e a reatividade de IgG total nos diferentes grupos experimentais. Os resultados obtidos
mostraram correlacdo positiva entre a carga parasitaria no baco e a reatividade de 1gG no grupo
Controle (p=0,011; r=0,488), SAP (p=0,006; r=0.876). Nos demais grupos nao se observou

correlacdo entre as variaveis analisadas (Figura 11C).
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Figura 11 - Carga parasitaria obtida a partir do bago (A), figado (B) e correlagdo entre os niveis de IgG total anti-L. chagasi e a carga parasitaria esplénica (C), empregando-se
0 método de dilui¢do limitante. Os graficos representam os resultados observados em hamsters dourados, até a data da eutanasia, nos diferentes grupos experimentais, entre 0s
quais: Controle; Saponina (SAP); Particula Submicrométrica Pequena Vazia (PSmP); Particula Submicrométrica Grande Vazia (PSmG); Antigeno bruto de L. amazonensis
(LA); Antigeno bruto L. amazonensis associado a Saponina (LASAP); Particula Submicrométrica Pequena associado a L. amazonensis (LAPSmP); Particula Submicrométrica
Grande associada a L. amazonensis (LAPSmMG). Os resultados estdo representados como médiatdesvio padrdo da carga parasitaria. As linhas conectoras apresentadas acima
das barras indicam a presenca de diferenca estatistica (p<0,05).
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A leishmaniose € uma doenca com um amplo espectro de manifestagdes clinicas com
alta morbidade e mortalidade em todo o mundo, apresentando 350 milhdes de pessoas em 98
paises em risco de contrair a infeccdo. Além disso, cerca de 1,0 a 1,5 milhGes de casos de
leishmaniose cutanea (LC) e 200,000 a 500,000 casos de leishmaniose visceral (LV) sdo
registrados anualmente no mundo (SWARTZ et al., 2012). O tratamento da leishmaniose
ainda € baseado no uso da administracdo parenteral de antimoniais pentavalentes. No entanto,
os efeitos adversos associados ao tratamento aliado ao aumento da resisténcia do parasito aos
antimoniais pentavalentes aponta para a necessidade e importancia do desenvolvimento de
estratégias imunoprofilaticas anti-LV (CROFT, 2003; REIS et al., 2010). Por conseguinte, 0
desenvolvimento de novas estratégias imunoprofilaticas contra as leishmanioses deve ser
considerado como prioridade (COSTA, 2011). Neste sentido, novas formulagdes vacinais
empregando-se biomateriais em nanoformulacdes com antigenos de Leishmania poderiam
compor uma estratégia interessante, a medida em que proporcionam libera¢do controlada e
direcionamento dos antigenos as APC (ANDORKO, et al., 2014; IRVINE et al., 2013).

Neste contexto, o presente estudo buscou contribuir com uma nova formulagéo
contendo antigenos de Leishmania encapsulados em particulas submicrémicas. Deste modo,
os resultados obtidos revelaram, de um modo em geral, que as diferentes formulacdes foram
bem toleradas pelos animais. Entretanto, vale destacar a presenca de nddulos e pequenas
ulcerac@es, consideradas discretas, no local do in6culo de alguns animais que receberam a
Particula Submicrométrica Grande vazia (grupo PSmG) ou associada ao antigeno de L.
amazonensis (grupo LAPSMG). Alteracdes no local do indculo, ap6s administracdo de injecdo
cujo antigeno de L. amazonensis esta presente, ja foram observadas por OSORIO et al. (1998)
em hamsters inoculados experimentalmente. E possivel que o modelo hamster apresente maior
susceptibilidade aos antigenos deste parasito, manifestando mais facilmente alteracdes locais
apos inoculo vacinal, a semelhanca dos sinais clinicos observados em humanos com
leishmaniose, principalmente associado as lesfes ulcerativas. Outros estudos também tém
mencionado que o hamster desenvolve lesbes na pele quando sdo infectadas por L.
amazonensis em decorréncia do estabelecimento da infeccdo (FIGUEIREDO et al. 1999). A
despeito das alteragdes ocorridas no local do indculo, diferentes estudos demonstraram

também que as vacinas desenvolvidas a partir de antigeno bruto autoclavado de L.
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amazonensis, apresentam-se seguros para aplicacdo (KUMARI et al., 2009). Além disso, as
lesbes podem desenvolver como resposta inflamatoria devido a infiltrados celulares,
constituidas principalmente por linfocitos, células plasmaticas, e macréfagos infectados por
Leishmania, (KUMARI et al., 2009).

Além das alteracdes no local do in6culo, a analise de inocuidade e toxicidade das
diferentes formulacbes avaliadas neste estudo, contou com uma abordagem para avaliar
alteracdes sistémicas, como por exemplo a manutencdo do peso dos animais. Deste modo, foi
observado aumento da massa corporal dos hamsters dos grupos LA e LAPSmMG no periodo
pos-desafio (T180). Este resultado parecer indicar que a presenca do antigeno de L.
amazonensis, isoladamente ou formulado com a particula submicrométrica grande, foi capaz
manter o ganho de peso dos animais mesmo apds o desafio experimental. Este achado pode
ser considerado importante uma vez que outros estudos demonstraram haver diminui¢do no
ganho de peso de animais vacinados com antigenos de Leishmania spp. (TRAVI et al., 2002).
Além disso, diferentes estudos relataram haver diminui¢do no ganho de peso corporal e que
isto pode ser um indicador precoce de progressao da doenca (WYLLIE e FAIRLAMB, 2006).
Buscando ampliar o estudo do ganho de peso dos animais, foi avaliado ainda o peso do baco
e figado, que poderiam contribuir para o peso final dos animais, visto que a hepatomegalia e
esplenomegalia é uma caracteristica da LV (CUERVO-ESCOBAR et al., 2014). De fato, tem
sido descrito que a infeccdo em hamster com L. donovani resultou em um aumento
significativo no peso dos érgdos afetados como baco, figado, induzindo elevada carga
parasitaria nestes 6rgaos, desencadeando em uma progressdo fatal da doenca (MOREIRA et
al., 2012). No presente estudo foi observado que o peso do bago foi menor no grupo vacinado
com LAPSmG e maior nos grupos LA e LASAP. Estes resultados indicam que a vacinagéo
com LAPSmMG foi capaz de proteger contra a esplenomegalia, caracteristicamente relatada
como achado anatomopatoldgico da LV em hamsters (MOREIRA et al., 2012).

Buscando avaliar o impacto do desafio experimental nos diferentes grupos avaliados,
foi realizada a anéalise da funcdo hepatica e renal. Vale ressaltar grandes variagdes nos valores
hematologicos e bioquimicos podem ser induzidos em fungéo da idade, sexo, criacdo, dieta,
temperatura, além da excitacdo proveniente da contencéo do animal no momento da coleta de
sangue (WEISER, 2007). Neste sentido, as analises bioquimicas das enzimas AST e ALT
(teste de funcdo hepética). Assim as alteracbes encontradas na concentracdo das enzimas
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alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo importantes
indicadores de lesGes hepaticas e também os niveis de concentracdo das enzimas permitem
averiguar a presenca de alteragdes da permeabilidade dos hepatdcitos quando se observa
elevacdo simultanea dos niveis séricos de ALT e AST (KANEKO, 1997).

Estes dados fornecem subsidios de alteraces na funcéo hepatica e que a elevacédo da
atividade de ALT e AST em T3 poderia ser indicativa de alguma leséo hepéatica (QUEIROZ
et al., 2004). Entretanto, vale destacar que o grupo pré-imune (além dos grupos Controle,
SAP, PSmP, LA e LAPSmP) apresentou elevacdo a acima dos valores maximos de ALT e
AST. Este resultado parece indicar que poderia ter havido algum problema na realizacdo do
teste de fungdo hepatica, ja que o grupo pré-imune corresponde a animais saudaveis, e que
representam os diferentes grupos avaliados. Deste modo, ndo é possivel constatar que houve
alteracdo no teste de funcéo hepatica. Além disto, apds o desafio experimental, seria esperado
haver alguma alteracdo da funcdo hepética. Entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracédo
em T180, corroborando com a hip6tese de possivelmente ter havido algum problema no teste
de funcdo hepética realizado no tempo T3.

A avaliacdo da funcdo renal consiste principalmente na dosagem dos niveis séricos
de ureia e creatinina (teste de funcdo renal) mostraram alteracfes significativas apenas nos
niveis de ureia, em T3 e T180 e ndo houve alteracdo nos niveis de creatinina no tempo T3 e
T180. Como ndo houve alteragdo simultanea dos niveis de ureia, junto aos niveis de creatinina,
acima do limiar maximo considerado normal para hamsters, é possivel concluir que nédo
ocorreu alteracdo da funcéo renal entre os diferentes grupos avaliados em T3 e T180.

A série vermelha também foi avaliada com o intuito de se verificar a ocorréncia de
anemia e hemdlise, que poderiam estar associadas a toxicidade das formulagdes
(GIUNCHETTI et al., 2007) ou mesmo ser reflexo da infeccdo experimental (MOREIRA et
al., 2012). Assim, embora alteracdes tenham sido observadas na série vermelhaem T3 e T180,
estiveram dentro do limite de normalidade descrito para hamsters. Assim, o presente estudo
ndo observou anemia nos diferentes grupos, identificando que as formulacgdes utilizadas ndo
induziram alteragGes na série vermelha (anemia e hemolise). Da mesma forma, apos o desafio
experimental (T180), também n&o foi observado alteracdo na série vermelha. Entretanto, a
presenca de anemia foi demonstrada em 70-80% dos hamsters experimentalmente infectados
com diferentes formas de L. infantum (amastigotas e promastigotas) (RICA-CAPELA et al.
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2003). A anemia poderia ser induzida por perda de sangue, lise de hemacias e diminui¢édo da
eritropoiese, ou ainda em funcéo de hipoplasia e aplasia medular (FEITOSA et al., 2000).

A avaliagdo da resposta celular contou com a analise dos pardmetros do leucograma.
Os resultados classicamente esperados apos a infeccdo por L. chagasi, em animais nao
imunizados, sdo inicialmente aumento de leucdcitos totais (leucocitose) e de neutrofilia
seguido pela leucopenia e marcada diminuicdo do numero de linfocitos (PERSON e
QUEIROZ-SOUSA, 1996). Este perfil de resposta tem sido associado ao quadro clinico da
LV e aprogressdo da doenca (BOURDOISEAU et al. 1997). De forma geral, ap6s a vacinagdo
(T3), foram observadas alteraces no leucograma, dentro dos limites de normalidade para
hamsters. Entretanto, chamou a atencdo a linfocitose presente no grupo LAPSMG,
possivelmente induzida pelo processo de imunizacdo. Ap6s o desafio experimental (T180),
foi observado leucopenia (PERSON e QUEIROZ-SOUSA, 1996) em todos 0s grupos
avaliados, exceto o pré-imune. Além disso, foi observado que a populagéo de neutréfilos (LA,
SAP e LAPSmMG), mondcitos, eosinofilos estdo dentro dos limites de normalidade e 0s grupos
LAPSmMP e LAPSmMG apresentaram niveis basais de linfécitos; entretanto, houve
linfocitopenia nos grupos Controle, SAP, PSmP, PSmG, LA e LASAP. A linfocitose induzida
pelo processo de imunizacdo contra a LV tem sido descrito como evento importante
relacionado ao estabelecimento de imunogenicidade (GIUNCHETTI et al., 2007;
GIUNCHETTI et al., 2008) e imunoprotecdo (ROATT et al., 2012; AGUIAR-SOARES et al.
2014).

O estudo de antigenicidade vacinal foi realizado pela analise dos niveis de 1gG anti-
Leishmania nos diferentes grupos avaliados. Deste modo, foi demonstrado aumento dos niveis
de 1gG total em T3 nos grupos contendo antigeno de L. amazonensis na formulacéo vacinal
(LA, LASAP, LAPSmMP e LAPSMG). Este resultado demonstrou antigenicidade destas
formulacGes uma vez que apresentaram intensa resposta imune humoral. Apos o desafio
experimental (T180), todos os grupos avaliados apresentaram inducdo da resposta imune
humoral. Este resultado indica a influéncia do desafio experimental por L. chagasi na inducéo
de 1gG anti-Leishmania. Estes achados corroboram outros estudos os quais demonstram
aumento da resposta humoral em hamster infectados experimentalmente com L. infantum
(REQUENA et al., 2000; MELBY et al., 2001; RICA-CAPELA et al., 2003). Vale destacar
que a formulagéo contendo o polimero acido poli-D,L-lactico (PLA) foi utilizada no presente
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estudo com o objetivo de favorecer a resposta imune atraves da apresentacdo de antigeno via
APC (O’HAGAN e RAPPUOLI, 2006). Além disso o polimero tem propriedades
imunoestimulantes intrinsecas mesmo na auséncia de antigenos (ANDORKO et al., 2014). De
fato, ao se avaliar a resposta imune humoral, a formulacdo LAPSmMG induziu uma proeminente
producdo de IgG anti-Leishmania apds vacinacgéo (T3) e ap6s o desafio experimental (T180),
apontando para a capacidade de antigenicidade desta formulagdo vacinal.

Vale ressaltar que a hipdtese considerada no presente estudo € que o antigeno bruto
de L. amazonensis, utilizado nas diferentes formulagdes, seria capaz de induzir uma resposta
imune protetora contra o desafio experimental por L. chagasi em hamsters. Deste modo, esta
hipotese foi baseada na possibilidade de inducdo de uma resposta Thl, contribuindo desta
forma para controlar a replicagéo do parasito.

Com o objetivo de avaliar esta hipotese, os diferentes grupos vacinais foram
submetidos ao desafio experimental e avaliados durante 180 dias (T180). Assim, o baco e o
figado dos animais foi utilizado para analise da carga parasitaria, e verificacdo do potencial
imunoprotetor das diferentes formulag@es vacinais. E importante analisar a carga parasitaria
porque diferentes estudos demostram haver correlacdo entre maior carga parasitaria e
gravidade da doenca (LIMA, et al., 1997). Os resultados obtidos no presente estudo
demostraram que formulagdo LAPSmG foi a Unica capaz de reduzir simultaneamente a carga
parasitaria no baco e no figado, em relagdo ao grupo controle. Esta reducdo da carga parasitaria
foi de 97,34% no baco e 98,03% no figado para a formulacdo LAPSmMG em relacdo ao grupo
controle. Vale ressaltar ainda que a segunda formulacédo a apresentar melhor desempenho da
carga parasitaria foi a LAPSmP, induzindo reducdo de 97,43% do parasitismo esplénico e
98,14% do parasitismo hepético.

Destaca-se ainda que os dados da correlacdo entre os niveis de IgG anti-
Leishmania e a carga parasitaria esplénica mostrou correlagdo positiva nos grupos Controle,
SAP. Estes dados parecem corroborar resultados prévios da literatura indicando que a ativagédo
policlonal de células B esta associada a progressao da LV, com consequente aumento da carga
parasitaria (MOREIRA et al., 2012), que seriam marcantes nestes grupos que apresentaram
maior susceptibilidade a infeccdo experimental.

As formulacgdes baseadas nas particulas submicrométricas foram empregadas
neste trabalho com o intuito de se melhorar a resposta imune do antigeno encapsulado (L.
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amazonensis) e, desta forma, proporcionar maior resposta protetora ap6s o desafio com L.
chagasi. De fato, os resultados observados neste estudo estdo de acordo com outros estudos
0s quais demonstraram que a encapsulagdo antigénica aumenta a biodisponibilidade, a
dindmica celular e apresentam liberacdo controlada do principio ativo (KHANDARE et al.,
2010), além de aumentar sua interacdo com as APC, favorecendo o estabelecimento de uma
resposta imune Thl (NEWMAN et al., 2002). Estas caracteristicas sdo cruciais para induzir
aumento da imunogenicidade vacinal (CALDERON et al., 2010), caracteristicamente

observada nas formulacbes LAPSmMP e LAPSMG deste estudo.

60



8. Conclusoes



Gonzalez, M.A.C. Conclusoes

O os dados obtidos no presente trabalho mostraram que o emprego do polimero poli-
D,L-l&ctico (PLA) e quitosana formulado em particulas submicrométricas associado ao
antigeno bruto de L. amazonensis (formulagdes LAPSmMP e LAPSmG) foram in6cuos e
seguros para administracdo em hamsters, além de serem imunogénicos e reduzirem
drasticamente o parasitismo tecidual. Esta afirmacdo é baseada nos seguintes achados: (i)
alteraces locais e clinicas compativeis com a manutencao dos animais; (ii) testes de funcéo
hepética e renal sem alteracdes; (iii) auséncia de anemia e hemolise induzida durante o
protocolo vacinal; (iv) inducdo de linfocitose ap6s o término do protocolo vacinal,
particularmente relacionada a formulacdo LAPSmMG; (v) antigenicidade relacionada a
producdo de IgG total anti-Leishmania apés o término do protocolo vacinal; (vi) reducéo do
tamanho do baco, apds o desafio experimental por L. chagasi, particularmente relacionada a

formulacdo LAPSmG; (vii) reducdo da carga parasitaria superior a 97% no baco e no figado.
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