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I.p. — via intraperitoneal

IFN-y — Interferon gamma

HE — Hematoxilina-Eosina

HTAB — Brometo de
Hexadeciltrimetilamonio

lg — Imunoglobulina

IgE — Imunoglobulina da classe E
IgG — Imunoglobulina da classe G
lgG1- Imunoglobulina da subclasse
Gl

IgG2a — Imunoglobulina da
subclasse G2

lgG2b — Imunoglobulina da
subclasse G2

IgM — Imunoglobulina da classe M
IL — Interleucina

I.p. — Via Intraperitoneal

INOS — Enzima 0Oxido nitrico sintase
indutivel

ISCOM — Immune Stimulating

Complex



LBSap — antigeno de Leishmania
braziliensis + saponina

LC — Leishmaniose cutéanea

LDU — Leishman Donovan Unit
LIT — Liver Infusion Tryptose

LT — Linfcitos T

LV — Leishmaniose visceral

LVC — Leishmaniose visceral canina
LVH — Leishmaniose visceral
humana

MAPA — Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento
MHC-1l — complexo de
histocompatibilidade principal de
classe

MPL-A — Monofosforil Lipideo-A
MPO — Mieloperoxidase

MS — Ministério da Saude do Brasil
NaCl — Cloreto de Sodio

NAG — N-Acetil B-D
Glicosaminidase

NK — Células Natural Killer

OD - Densidade Optica

OMS - Organizacao Mundial da
Saude

PAgl — Grupo Particula de 10mg
com Antigeno de L. braziliensis
PAg2 — Grupo Particula de 50mg
com Antigeno de L. braziliensis
PB1 — Grupo Particula Branca de
10mg

PB2 — Gripo Particula Branca de
50mg

PBS — Tampao Fosfato Salinico

PBS-P — Tampéao Fosfato Salinico
com 5% de Saponina

PBS-W — Tampéo Fosfato Salinico
com 0,5% de BSA e 0,1% de Azida
Sodica

PCR — Polymerase Chain Reaction
PLA — Acido Polilatico

PSM! - Grupo Nanoparticula
Polimérica de 10mg

PSMz2 - Grupo Nanoparticula
Polimérica de 50mg

rpm — rotacao por minuto

S.C. — via subcutanea

Sb5+ — N-metil glucamina
pentavalente

TO — Tempo antes da imunizacao
T1 — Tempo 15 dias apds a 3° dose
de imunizacéo

T2 — Tempo 30 dias ap6s a infecgcéo
TGF-B — Fator de Crescimento
Tumoral-beta

Thl —T helper 1

Th1l7 — T helper 17

Th2 — T helper 2

Th9 — T helper 9

TLR2 — Toll-like receptor 2

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral-
alfa

Treg — Células T regulagoras

WHO - World Health Organization
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A leishmaniose visceral € causada pela Leishmania chagasi (sinonimia
Leishmania infantum) e para se evitar a transmissdo da doenca, o
desenvolvimento da vacina anti-leishmaniose visceral canina (LVC) é
considerada a principal estratégia racional. Neste contexto, diferentes estudos
propdem que seria possivel um incremento na imunogenicidade vacinal anti-
Leishmania ao se realizar o encapsulamento do antigeno. O objetivo deste
estudo foi produzir particulas sub-micrométricas (SMP), com potencial para
encapsular antigenos candidatos contra Leishmania em modelo murino e
analisar o perfil inflamatério e toxicidade. Neste contexto foi realizada a
producdo de particulas a partir da reacdo entre a fase oleosa, contendo
diferentes concentraces de Acido Polilatico (PLA) e acetona, e a fase aquosa,
contendo diferentes concentracbes de quitosana, antigeno de Leishmania
braziliensis e agua. ApGs evaporacao do solvente, o tamanho das particulas foi
analisado por espectroscopia de correlagdo de fétons, apéds diluicdo das
amostras em &gua ultra-pura. O tamanho das SMPs obtidas variou entre
200nm e 1200um, demonstrando variagao dependente da concentracdo dos
constituintes utilizados. Além disso, foi obtido potencial zeta variando entre
+57,0 e +71,6, apresentando 64% de eficiéncia de encapsulamento antigénico,
0 que demonstrou a elevada plasticidade dos materiais usados na producéo
das particulas. Desta maneira, foi realizada andlise da toxicidade e pefrfil
inflamatorio. Nesta etapa, foram analisados trés grupos (n=5/tempo) de
camundongos BALB/c, que foram acompanhados por até 72 horas apds o
in6culo intradérmico. Vale destacar que os diferentes indculos foram realizados
na regiao dorso-lombar, em volume de 100uL, sendo avaliados os seguintes
grupos experimentais: (i) grupo controle (C) inoculado com de solugéo salina
estéril 0,85%, (ii) grupo particula branca 1 (PB1l) composto pelo indculo
correspondente a solugdo de SMP capazes de encapsular 60ug de antigeno de
L. braziliensis, medindo em torno de 800nm, e, (iii) grupo particula branca 2
(PB2) composto pelo indculo correspondente a solugdo de SMP capazes de
encapsular 60ug de antigeno de L. braziliensis, medindo em torno de 400nm.

As analises, apds os diferentes inoculos, foram realizadas em cinco tempos



distintos (1/6/24/48/72 horas). Assim, apds cada um dos tempos 0s animais
foram submetidos a eutandsia para coleta de material bioldgico. Neste sentido,
o soro foi coletado antes e apds 72 horas dos diferentes indculos para andlise
da funcdo hepatica (ALT, AST) e renal (ureia e creatinina). Além disto, apos os
diferentes tempos avaliados, um fragmento de pele da regido do indculo foi
destinado a histopatologia, andlise de ativacdo celular por NAG e MPO, e
dosagem de citocinas. Ndo foram observadas alteracdes locais (nédulo ou
ulceracao), clinicas e comportamentais, bem como na fungcédo hepética e renal.
Em relacdo as analises histopatologicas, a cinética inflamatoria revelou
infiltrado polimorfonuclear moderado no grupo C, com reducgéo da inflamacéao
local, em 24 horas. Para as PB1 e PB2, ap6s 48 horas do inéculo, foi
observado um infiltrado polimorfonuclear variando de moderado a intenso, com
hiperemia, macrofagos e linfocitos distribuidos em toda a derme. Apés 72 horas
do in6culo houve resolucdo da inflamacdo no grupo PB1. Por outro lado, o
grupo PB2 apresentou manutencao do infiltrado inflamatério, com reducéo de
polimorfonucleares e aumento de células mononucleares, confirmados pela
analise dos niveis NAG e MPO (macrofagos e neutrofilos, respectivamente) e
presenca das citocinas IL-6 e TNF-a. Diante do exposto, neste estudo foi
possivel concluir que ambas as PSM avaliadas (PB1 e PB2) sdo potenciais
indutoras de inflamacé&o local, sem causar alteracdes locais e sistémicas aos
animais. Deste modo, estas particulas poderiam ser utilizadas em formulacdes
vacinais anti-Leishmania apresentando a vantagem de desencadear reacdo
inflamatoria local (efeito adjuvante), além de serem capazes de encapsular

antigenos de L. braziliensis.



Abstract

Visceral leishmaniasis is caused by Leishmania chagasi (synonym Leishmania
infantum) and to prevent the transmission of this disease, the development of
anti-canine visceral leishmaniasis (CVL) vaccine is considered the main rational
strategy. In this context, several studies suggest that it would be possible an
increase in anti-Leishmania vaccine immunogenicity when performing
encapsulation of the antigen. The aim of this study was to produce and analyze
the inflammatory profile and toxicity of sub-micrometer particles (SMP) with the
potential to encapsulate candidate antigens against Leishmania in a murine
model. In this context, particle production was carried out from the reaction
between the oily phase, containing different concentrations of polylactic acid
(PLA) and acetone, and the aqueous phase, containing different concentrations
of chitosan, Leishmania braziliensis antigen and water. After evaporation of
solvent, the particle size was analyzed by photon correlation spectroscopy after
diluting the samples in ultra-pure water. The size of SMPs obtained varied
between 200nm and 1200um, demonstrating variation dependent of
concentration of constituents used. In addition, the zeta potential was obtained
ranging between +57.0 and +71.6, with 64% efficiency of antigen encapsulation,
which demonstrated the high plasticity of the materials used in the production of
the particles. Thus, analysis of the toxicity and inflammatory profile was
performed. At this stage, three groups (n=5/time) of BALB/c mice, who were
followed for up to 72 hours after intradermal inoculation were analyzed. The
different inoculations were performed in the dorsal-lumbar region (volume
100uL). The following experimental groups studied were: control group (C)
inoculated with sterile saline 0.85% (i), (ii) white particle group 1 (PB1)
comprises the corresponding inoculum solution SMP capable of encapsulating
60ug antigen of L. braziliensis measuring about 800nm, and (iii) white particle
group 2 (PB2) comprises the corresponding inoculum solution SMP capable of
encapsulating 60ug of the L. braziliensis antigen, measuring around 400nm.
The analysis after the different inocula were made at five different times
(1/6/24/48/72 hours). Thus, after each time the animals were euthanized for

collection of biological material. In this sense, serum was collected before and



72 hours after the different inocula for analysis of liver function (ALT, AST) and
kidney (urea, creatinine). In addition, after the different time periods studied, a
fragment of the skin region of the inoculum was intended for histopathology
analysis of cell activation by NAG and MPO, and measurement of cytokines.
Nonlocal (lump or ulceration), clinical and behavioral changes were observed,
as well as liver and kidney function was regular. Regarding the histopathological
analysis, the inflammatory infiltrate  kinetics revealed moderate
polymorphonuclear in group C, with reduced local inflammation in 24 hours.
PB1 and PB2 showed 48 hours after inoculation a polymorphonuclear infiltrate
ranging from moderate to intense, with hyperemia, macrophages and
lymphocytes distributed throughout the dermis. After 72 hours it was observed
resolution of inflammation in PB1 group. On the other hand, the PB2 group
showed maintenance of the inflammatory infiltrate, with reduction of
polymorphonuclear and increase of mononuclear cells, as confirmed by
analysis of NAG and MPO levels (macrophages and neutrophils, respectively)
and the presence of IL-6 and TNF-a. Given the above, in this study it was
concluded that both the evaluated SMPs (PB1 and PB2) are potential inducers
of local inflammation without causing local and systemic changes to animals.
Thus, these particles could be used in vaccine formulations against Leishmania
and have the advantage of eliciting a local inflammatory response (adjuvant

effect), and are able to encapsulate antigens of L. braziliensis.
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1.1. Consideracfes gerais arespeito das leishmanioses
Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais

de 12 milhGes de pessoas apresentam-se infectadas pelas leishmanioses e a
cada ano ocorrem aproximadamente 2 milhdes de novos casos em todo o
mundo. Ainda, segundo o indice DALY (Disability-Adjusted Life Years),
expresso em anos de vida perdidos devido a incapacidade, perdem-se dois
milhdes de anos na totalidade de vida devido as leishmanioses (Antinori et al.,
2012; WHO, 2011). Neste contexto, a leishmaniose é considerada a segunda
mais importante protozoose do mundo, estando entre as seis endemias de
maior relevancia e apresentando em torno de 350 milhdes de pessoas com
risco de contrair a doenca. Outra caracteristica importante é o aspecto global
da doenca, ja que ela apresenta prevaléncia em 88 paises, sendo 72 paises
em desenvolvimento (Desjeux, 2004; WHO, 2012).

As leishmanioses sédo causadas por protozodrios tripanossomatideos
do género Leishmania (Ross, 1903). O género Leishmania engloba vérias
espécies de organismos unicelulares cujo ciclo de vida heteroxeno envolve
basicamente dois estagios. O primeiro estagio ocorre no hospedeiro
invertebrado, no qual se encontram as formas promastigotas flageladas. Por
sua vez, no segundo estagio, a forma amastigota € encontrada nos
hospedeiros vertebrados que, além do homem, incluem uma grande variedade
de mamiferos (Lainson & Shaw, 1987)

A transmisséo das espécies causadoras das leishmanioses se da por
insetos pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e ao
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Neste
contexto, as fémeas infectadas por Leishmania spp. fazem o repasto
sanguineo em hospedeiros vertebrados inoculando, desta forma, as formas
infectantes promastigotas metaciclicas (Sacks, 1989). As formas infectantes
séo, entdo, fagocitadas por células no sitio da infecgcdo, como os macréfagos.
No entanto, em macrofagos estes parasitos conseguem sobreviver, 0 que
permite que haja diferenciagdo em formas amastigotas dentro dos vacuolos
parasitéforos. ApoOs sucessivas divisdbes binarias, ocorre a ruptura do
macrofago e as formas amastigotas, que invadem novos fagdécitos, podem a
partir da pele, ser ingeridas por fémeas dos flebotomineos. No intestino médio

destes insetos, as formas amastigotas sofrem diferenciagcdo em promastigotas,



seguida de metaciclogénese, sendo novamente capaz de transmitir o parasito
ao hospedeiro vertebrado (Lainson & Shaw, 1987; Sacks, 1989; Kaye et al.,
2011).

A OMS divide as leishmanioses em quatro formas clinicas distintas:
forma cutanea, forma mucocutanea, forma cutaneo-difusa e a forma visceral
(Croft et al., 2001). Em relacdo a LV, Lainson & Shaw (1987) agruparam as 3
espécies causadoras no subgénero Leishmania, sendo estas pertencentes ao
complexo Donovani. Entre as espécies causadoras presentes neste complexo
estdo: Leishmania (L.) donovani (Laveran & Mesnil, 1903), Leishmania (L.)
infantum (Nicolle, 1908) presentes no Velho Mundo e Leishmania (L.) chagasi
(Cunha & Chagas, 1937) no Novo Mundo. Atualmente, mesmo apresentando
nomes e localizagbes geograficas distintas, as espécies Leishmania (L.)
chagasi e Leishmania (L.) infantum s&o consideradas a mesma espécie em
funcdo de estudos em Biologia Molecular (Mauricio et al., 2000).

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca endémica em 65 paises e
apresenta incidéncia anual de aproximadamente 500.000 novos casos. Destes
casos, 90% apresentam-se concentrados em paises como Bangladesh, Brasil,
india e Nepal, sendo que o Brasil concentra aproximadamente 90% das
ocorréncias no continente americano com incidéncia em 21 estados, sendo a
regido nordeste responsavel por 70% dos casos (Desjeux, 2004; Harhay et al.,
2011). Em 2011 foi relatada a incidéncia de 3.894 casos de LV no Brasil, sendo
que 262 individuos evoluiram a oObito (SINAN/SVS/MS, 2011).

Em humanos, a LV apresenta um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, o que ratifica a doenca ser considerada multifacetada. Neste contexto,
a doenca apresenta-se em guadros que evoluem de assintomaticos a formas
sintométicas com sinais sistémicos como febre, anemia, trombocitopenia,
neutropenia, hepato e esplenomegalia, perda de peso e hipergamaglobulinemia
(Ashford, 2000; Griesven & Diro, 2012). Os pacientes também apresentam
elevado risco de apresentarem infecgBes intercorrentes, como otite média,
infecgbes gastrointestinais e pneumonia, tendo o0s pacientes portadores do
virus HIV, risco 10 vezes maior de desenvolver a doenca (Alvar et al., 2008).

O diagnostico da leishmaniose visceral humana (LVH) é de dificil
realizacdo em funcdo do amplo espectro de manifestacbes da doenca, pela

semelhanca dos sintomas com doencas como maléria e tuberculose, da



possibilidade de ocorréncia de co-infec¢des e da dificuldade de localizacdo do
parasito por meétodos parasitologicos diretos (Singh et al., 2006). Neste
contexto, o conjunto de etapas a serem realizadas para que se conclua o
diagnéstico baseia-se principalmente em caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas (Singh et al., 2006), achados parasitolégicos (Chappuis et al.,
2007; Srivastava et al., 2011), métodos imunolégicos (Srivastava et al., 2011) e
métodos moleculares (Bastrenta et al., 2003; Rassi et al., 2007; Reithinger &
Dujardin, 2007; Silva et al., 2012). A associacdo dos métodos laboratoriais €
necessaria para se chegar a um diagnéstico final, mas nem sempre conclusivo,
devido a problemas relacionados a sensibilidade e/ou reatividade cruzada
(Silva et al., 2012).

Em relacdo ao tratamento da LVH, as opcdes existentes ainda sdo
consideradas limitadas e apresentam desempenho considerado néo
satisfatério. A dose de tratamento recomendada para uso no Brasil é de
20mg/Kg/dia do antimoniato de N-metil glucaminapentavalente (Sb°*) por via
endovenosa ou intramuscular por, no minimo, 20 dias e, no maximo, 40 dias.
Neste contexto, 0s principais problemas relacionados ao tratamento da LVH se
dao pelo fato de que as drogas sdo consideradas muito téxicas, 0 que ocasiona
efeitos colaterais como pancreatite, hepato, nefro e cardiotoxicidade,
principalmente (Sundar et al., 2001; Alvar et al., 2006; Ministério da Saude,
2006).

Do ponto de vista epidemiologico, os cdes exercem importante papel
na manutencdo do parasito, sendo considerados 0s principais reservatorios
domésticos de Leishmania chagasi (Deane & Deane, 1962). Quando
confirmada positividade sorolégica, a estratégia adotada por centros de
zoonose € o recolhimento do animal e a sua eutanasia, ja que diferentes
estudos demonstram que este procedimento pode reduzir a incidéncia de LV
(Magalh&es et al., 1980; Ashford et al., 1993).

Diante do exposto, medidas de controle sdo imprescindiveis para
contengcdo do avanco da doenca. Neste contexto, o Ministério da Saude do
Brasil (MS) preconiza um tripé de atividades com o objetivo de controlar os
casos de LVH através da interrupcdo na cadeia de transmissdo do parasito.
Este tripé inclui o diagndstico precoce e tratamento de casos humanos de LV, a

eliminacdo do inseto vetor através da utilizacdo de inseticidas residuais em



areas urbanas e periurbanas e, por fim, a eutanasia de cédes soropositivos para
Leishmania (MS, 2006). Estas medidas, no entanto sdo caras e ainda nao
apresentaram resultado efetivo na reducao de novos casos da doenca.

Considerando toda a probleméatica envolvendo o tripé de atividades
preconizado pelo MS para conter o avanco da doenca, uma vacina anti-
leishmaniose visceral canina (LVC) que fosse efetiva e pudesse contribuir em
programas de controle seria considerada a melhor estratégia a ser utilizada.
Esta estratégia seria capaz de boquear o ciclo do parasito, resultando no
controle da LV. Neste sentido, diversos pesquisadores vém buscando
respostas para a prevencdo da LVC. No entanto, até 0 momento, ainda ndo ha
relatos em literatura de uma vacina comprovadamente eficaz para uso nestes
programas, 0 gue torna importante o estabelecimento de plataformas de testes
pré-clinicos e clinicos, bem como a pesquisa e o desenvolvimento de novos
candidatos vacinais que sejam seguros e efetivos (Gradoni, 2001; MS, 2006;
Costa et al., 2011).
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2.2 Arespostaimune anti-Leishmania
A resposta imune contra parasitos do género Leishmania envolve

mecanismos inatos e adaptativos. Neste contexto, na década de 1980 foram
identificados dois tipos de respostas dicotdmicas, em camundongos infectados
por Leishmania major (Mossman et al., 1986; Heinzel et al., 1989). Neste
estudo, a resposta de resisténcia foi caracterizada por um perfil imunolégico
com a presenca de LT CD4*, denominados T helperl (Thl), produtores de
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e IL-12. Por outro lado, a resposta
relacionada a susceptibilidade apresentaria um perfil imunolégico com
presenca de LT CD4*, denominados T helper2 (Th2), produtores de citocinas
anti-inflamatoérias como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Mossman et al., 1986; Heinzel
et al., 1989; Webb et al., 1998).

Sabe-se, no entanto, que atualmente existem diferentes tipos celulares
gue podem estar envolvidos no processo relacionado ao balanco de citocinas
responsaveis pelo mecanismo resisténcia/susceptibilidade, sendo estes
compostos por células NK, diversas populacdes de LT CD4* (Thl, Treg, Th9),
LT CD8* e LB. Neste contexto, a resposta protetora contra L. chagasi e L.
donovani, causadoras da LV, é considerada dependente da ativacdo e
desenvolvimento de uma resposta imune predominantemente do tipo |
(McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Alexander & Brombacher, 2012).

Em modelo murino, no entanto, ja foi observado que a producéo de IL-
12 por células apresentadoras de antigeno (APCs), macrofagos e células
dendriticas (DC) induz a diferenciacédo de células Thl e producdo de IFN-y, o
qgue auxilia na ativacdo de macréfagos e, consequentemente, na producdo de
oxido nitrico (NO), ocasionando a morte do parasito nestas células (Barbi et al.,
2009). Ja foi observado também que a producdo de IL-4 por LT modula a
resposta imune regulando a secrecéo ou inibindo efeitos protetores de citocinas
do tipo I, o que ocasiona susceptibilidade ao parasito por parte do hospedeiro
(Miralles et al., 1994).

Neste contexto, em camundongos vacinados com o0 antigeno
recombinante A2 e desafiados por L. donovani foi observada a indugédo de um
perfil misto de resposta imunolégica, com producdo de IFN-y e IL-4, e
consequente reducdo da carga parasitaria (Ghosh et al., 2002). Neste sentido,

uma resposta baseada no balanco de um perfil misto de citocinas pode induzir
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a reducéo da carga parasitaria e também os danos teciduais causados por uma
resposta exacerbada exclusivamente do tipo | (Ghosh et al., 2002).

Por fim, em relacdo a resposta imune humoral, observou-se que a
presenca de LB e anticorpos foram fatores que contribuiram para a
susceptibilidade dos modelos estudados a infeccdo pelo parasito, sendo
constatada relacéo entre a producao de IL-10, IgM e IgG (Deak et al., 2010;
Ronet et al.,, 2010). Destaca-se que alguns estudos procuram associar a
presenca de determinados subtipos de IgG aos perfis de respostas baseados
em citocinas do tipo | ou Il e, consequentemente, a protecdo ou
susceptibilidade, respectivamente. Neste contexto, Alexander & Brombacher
(2012) sugerem a ocorréncia de uma associagao entre a resposta do tipo | e a
producado de IgG2a e IgG2b, e a resposta do tipo Il com a producéo de IgG1 e
IgE.

Desta maneira, espera-se que um candidato vacinal anti-Leishmania
seja capaz de induzir mecanismos inatos e adaptativos da resposta imune,
sendo que é de fundamental importancia que haja um balanco entre as
respostas baseadas em citocinas Thl e Th2, bem como a producdo de

imunoglobulinas relacionadas ao perfil pré-inflamatério de citocinas.

2.3. Modelos experimentais utilizados em vacinas anti-Leishmaniose
Visceral

No contexto de estudo de vacinas, o planejamento bem executado de
um desenho experimental e a escolha correta do modelo sdo fundamentais.
Neste sentido, Reis et al (2010) apresentam diversos modelos que vém sendo
utilizados em ensaios para o desenvolvimento e teste de candidatos vacinais
anti-LV. Desta maneira, o0 modelo murino é amplamente utilizado, j& que
apresenta caracteristicas como a facilidade de manejo, o baixo custo, curto
tempo de experimentacéo e a flexibilidade de utilizacdo para uma ampla gama
de reagentes imunologicos (Garg & Dube, 2006). Estas caracteristicas
contrapbem a utilizacdo do cdo como modelo experimental em estudos iniciais
clinicos e pré-clinicos, ja que apresenta elevado custo de manutencao, longo
periodo de experimentacao e, assim como o hamster, pouca disponibilidade de
reagentes (Garg & Dube, 2006).
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No entanto, o0 modelo murino também apresenta algumas limitacdes.
Neste contexto, vale ressaltar a dificuldade da visceralizagao do parasito. Desta
maneira, diferentes trabalhos vém relatando a utilizacdo de altas doses do
parasito (100 a 1000 vezes maior do que a infeccdo natural) por via
endovenosa (e.v.) ou intraperitoneal (i.p.), pois a infeccdo natural ou
subcutanea/intradérmica podem néo resultar na progressao da infeccao (Melby
et al., 1998; Roléo et al., 2004; Maia et al., 2011).

No contexto da utilizacdo de camundongos, diversas linhagens tém
sido utilizadas na pesquisa de imunoprofilaticos anti-LV, como o camundongo
Suico Albino (Swiss), uma linhagem resultante de acasalamentos randémicos
e, consequentemente, com grande variabilidade genética; e as linhagens
isogénicas BALB/c e C57BL/6, resultantes de acasalamentos entre irmaos, o
gue permite que estas linhagens apresentem uniformidade genética (Andrade
et al., 2002).

Mais ainda, a linhagem BALB/c é a mais utilizada em estudos de
candidatos vacinais anti-LV, ja que apresentam background genético para uma
resposta imune do tipo Il, diferente dos animais da linhagem C57BL/6, que
apresenta um perfil de resposta imune do tipo | (Leclercq et al., 1996). Este fato
torna os camundongos BALB/c mais susceptiveis a infeccdo na LV, sendo
controlada apenas em fases mais tardias da doenca através da resposta imune
adaptativa (Leclercq et al., 1996).

Desta maneira, em estudos utilizando-se camundongos BALB/c e
infeccdo intravenosa com L. chagasi, observou-se nestes animais o
desenvolvimento de hepatoesplenomegalia, caracteristica resultante da
manutencdo de alta carga parasitaria nestes 6érgdos por longo periodo de
tempo (Leclercq et al., 1996; Smelt et al., 1997). As citocinas IL-12 e IFN-y,
secretadas por células T CD4* e células T CD8* sdo considerados como
fatores determinantes para o controle da forma visceral no modelo murino,
demonstrando a importancia da indu¢do de mecanismos efetores da imunidade
adaptativa em estudos de candidatos vacinais anti-LV (Murray et al., 2005).

Neste sentido, com base nas caracteristicas acima mencionadas, a
utilizagdo do modelo murino BALB/c no estudo de candidatos anti-LVC é

interessante haja vista a uniformidade genética da linhagem e o perfil de
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desenvolvimento da doenca, compativel com o estudo de candidatos vacinais

contra a LV.

2.3. Adjuvantes em vacinas anti-leishmaniose visceral
Segundo a OMS, a imunoprofilaxia é a melhor estratégia para o

combate e controle de doencas infecciosas por meio da eliminacdo do agente
infeccioso e de seus produtos toxicos, bem como a ativacdo do sistema imune
(O’Hagan & Valiante, 2003).

Em relacdo ao funcionamento vacinal, a inducdo de resposta
adaptativa e geracdo de memoria imunoldgica, e a apresentacdo antigénica
para LT virgens, de ocorréncia nos linfonodos, é de grande importancia. Neste
contexto, a interacdo de moléculas de superficie celular entre LT e APCs
desencadeia uma cascata de eventos de sinalizagao intracelular e estimula a
proliferacdo e expansdo clonal de LT e LB de memoria com diferentes
fendtipos funcionais, o que permite uma inducdo mais rapida e efetiva do
sistema imune em contatos subsequentes com o0 mesmo antigeno, somando-
se 0 auxilio dos mecanismos inatos de defesa imunoldgica (Meheus et al.,
2010).

Neste contexto, os adjuvantes (do latim — adjuvare — ajudar)
apresentam papel fundamental no aumento da magnitude da resposta imune
frente a uma vacina, ja que, em sua maioria, estimulam a captacdo antigénica
pelas APCs e tém se tornado cada vez mais importantes para guiar o tipo de
resposta adaptativa a fim de se produzirem as formas mais eficazes de
imunidade para cada tipo de patéogeno (O’Hagan & Valiante, 2003; Coffman et
al., 2010). O que se espera de um adjuvante é que ele seja capaz de induzir
resposta efetiva de modo que seja pouco toxico e seja capaz de reduzir a
guantidade de doses vacinais, bem como a quantidade de antigeno utilizado na
formulacdo, com consequente reducgao de custos.

A classificacdo dos adjuvantes baseia-se no modo de acao, sendo que
estes podem agir como veiculos de entrega, liberando o antigeno lentamente e
permitindo maior tempo de fagocitose e contato com as células do sistema
imune; outros aumentam e induzem um determinado tipo de resposta

imunoldgica ou sdo agonistas de receptores do tipo Toll. Atualmente, alguns
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adjuvantes estdo regulamentados e liberados para utilizacdo em vacinas de
humanos, sendo estes o hidroxido de aluminio (Alumen), o fosfato de aluminio,
o Monofosforil Lipideo A (MPL) e a saponina (Storni et al., 2005; Cluff, 2010;
Raqupathi et al., 2011). Entretanto, para uso animal e experimental existem
diversos tipos, como o0 hidroxido de aluminio, emulsdes (agua/dleo,
agua/dleo/dgua, Oleo mineral e O6leo vegetal), cipsulas e particulas sub-
micrdmicas, proteinas carreadoras, saponina, entre outros (Spickler & Roth,
2003; Storni et al., 2005; Baumgartner & Malherbe, 2010; Coffman et al., 2010;
Danesh-Bahreini et al., 2011).

Um adjuvante ideal para utilizacdo em testes de candidatos vacinais
anti-Leishmania seria aquele que induzisse resposta imune com ativacdo de
células T CD4* e CD8*, bem como um perfil predominante de citocinas do tipo
I. Neste contexto, a saponina € um adjuvante veterinario licenciado e que
apresenta estas caracteristicas. As saponinas pertencem a um grupo de
glicosideos triterpénicos obtidos da casca de arvores da espécie Quillaja
saponaria, encontradas na América do Sul (Andes), com propriedades
farmacoldgicas (Cox & Coulter, 1997; Sparg et al., 2004). A saponina pode ser
usada na forma de extrato bruto, parcialmente purificada (Quil A) ou altamente
purificada (QS-21). A inducao de resposta imune do tipo | (Linfécitos T CD4*
Thl, citotoxicidade mediada por LT CD8* e producdo de IgG2a) esta
provavelmente ligada a presenca do radical Acil presente na saponina, o que
possibilita seu uso frequente como adjuvante em formulacdes veterinarias (Cox
& Coulter, 1997; Liu et al.,, 2002). Possivelmente, as saponinas S80 0s
adjuvantes ideais para serem utilizados em ensaios vacinais contra Leishmania
spp (Ravindran & Ali, 2004; Giunchetti et al., 2007; Vitoriano-Souza et al.,
2012). Neste contexto, foi observado por Vitoriano-Souza et al. (2012) que a
saponina é capaz de aumentar o infiltrado celular local além de induzir aumento
dos niveis de IL-2, IL-6 e IL-4. Apesar de relatos de que este adjuvante causa
hemdlise, neste estudo néo foi observado nenhum tipo de alteragéo no local do
in6culo, bem como nos parametros hematoldgicos dos modelos experimentais
utilizados. Além disto, a saponina apresenta baixo custo, formulacdo simples e

elevado indice de inocuidade (Cox & Coulter, 1997).
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Desta maneira, além da pesquisa do candidato vacinal a analise e
escolha do adjuvante adequado também sdo importantes, haja vista seu papel

fundamental no recrutamento celular.

2.4. Candidatos vacinais contra a Leishmaniose Visceral
Apesar da estimativa de 500.000 novos casos por ano, a LV ainda é

considerada uma doenca de pouco interesse para industrias de vacinas, ja que
acomete, principalmente, paises considerados emergentes (WHO, 2005).
Desta maneira, € importante que uma vacina destinada a prevencdo da LV
tenha baixo custo de producdo, favorecendo sua comercializacao,
especialmente em paises em desenvolvimento, permitindo assim seu uso em
campanhas de vacinacado (Khamesipour et al., 2006; Meheus et al., 2010).

Conforme descrito por Pereira (1995), os estudos em desenvolvimento
de vacinas devem seguir um desenvolvimento que vao desde a Fase I, que
visa pesquisar a dosagem, toxicidade e efeitos colaterais da vacina, até os
estudos avancados da Fase 1V, que foca a vigilancia apds a comercializacao
do produto. Durante este processo, vale ressaltar que a Fase Il visa demonstrar
os niveis de protecdo em condi¢Bes controladas (no caso de uma vacina, a
protecdo), enquanto a Fase lll, tem como principal objetivo verificar a eficacia
vacinal em condicbes de campo (area endémica para a doenca) (Pereira,
1995).

Uma vacina ideal contra a LV deve apresentar caracteristicas como: (i)
seguranca, (i) preco acessivel as populacdes carentes, (iii) inducdo de
memoria imunoldgica de longo prazo, minimizando o numero e a dose de
imunizacao, (iv) eficacia contra a LV e LC e (v) estabilidade (Coler & Reed,
2005; Kedzierski et al, 2006). Diversos tipos de candidatos vacinais tém sido
avaliados, como: vacinas utilizando antigeno bruto (Nadim et al., 1983;
Khamesipour et al., 2005; Giunchetti, 2007; Giunchetti et al., 2007; Vitoriano-
Souza et al., 2008) vacinas de antigenos recombinantes (Fernandes et al.,
2008), vacinas de DNA (Ramiro et al., 2003; Rafati et al., 2005; Rodriguez-
Cortés et al., 2010) e estratégias de encapsulamento antigénico (Danesh-
Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2012). No entanto, embora uma vacina

segura e eficaz ainda ndo tenha sido desenvolvida, estudos demonstram que
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muito esforco tem sido despendido nesta area e varios candidatos vacinais tém
sido extensivamente estudados a fim de que esse objetivo seja alcancado
(Lemesre et al., 2007; Roatt et al., 2012; Singh & Sundar, 2012).

As vacinas de antigeno bruto consistem em parasitos mortos ou
fracOes destes (Mayrink et al., 1996; Mohebali et al., 2004; Giunchetti et al.,
2007; Miré et al., 2008). A utilizacdo deste tipo de vacina associado a
adjuvantes como Bacilos Calmette-Guérin (BCG) ou Alimen apresentou boa
protecdo contra o parasito (Mayrink et al., 1996; Mohebali et al., 2004).
Entretanto, alguns estudos demonstraram ineficiéncia e limitacées no uso dos
candidatos com antigeno bruto (Noazin et al., 2008; Noazin et al., 2009). Por
outro lado, alguns estudos demonstraram maior estabilidade e seguranga nas
vacinas de antigeno bruto, com relacdo as vacinas de DNA e as de
subunidades purificadas, tornando o seu custo mais acessivel aos paises em
desenvolvimento (Giunchetti et al., 2007, Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et
al., 2008b).

Um estudo no contexto de vacinas de antigenos brutos ou de primeira
geracao foi desenvolvido na Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em
parceria com o Centro de Pesquisas René Rachou (CPgQRR-FIOCRUZ-MG). O
candidato em questdo emprega em sua composi¢cdo antigeno bruto de L.
braziliensis associado ao adjuvante saponina, o que conferiu a ele o nome de
LBSap. A vacina foi patenteada pela UFOP em parceria com pesquisadores do
CPgRR, estando inscrita no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI)
com a identificagcdo Pl 0601225-6. Recentemente, no ano de 2013, foi realizado
na cidade de Ouro Preto (MG) o estabelecimento de uma parceria publico-
privada, na qual aconteceu a transferéncia da patente da LBSap para a
empresa Ourofino Agronegdcios (Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

A idéia de se utilizar uma vacina composta de antigenos brutos de uma
cepa dermatotropica como a L. braziliensis, surgiu com a observacdo do Prof.
Odair Genaro (in memoriam) de que cdes com LV quando tinham células
estimuladas in vitro com antigeno de L. chagasi apresentavam atividade
linfoproliferativa inibida. Por outro lado, a utilizacdo de antigeno proveniente de
cepas dermatotropicas era capaz de causar aumento significativo da atividade
linfoproliferativa em caes imunizados com os mesmos antigenos (Genaro,

dados nao publicados). Neste contexto e levando-se em consideragcéo estas
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observacdes, realizou-se um ensaio pré-clinico de fases | e Il em céaes. Assim,
a composicdo vacinal compreendia promastigotas de L. braziliensis
(MCAN/BR/72/C348), na concentracao de proteina total de 600 pg/dose.

Para esta composicéo vacinal foi escolhido como adjuvante o BCG, na
concentracdo de 400 pg/dose. O protocolo vacinal consistiu de inoculacao
intra-dérmica, em trés doses intervaladas de 21 dias. Apés 26 meses de
acompanhamento, observou-se 90% de protecdo no grupo vacinado e 100%
de infeccdo no grupo controle. Entre os cées vacinados, 90% apresentaram
linfoproliferagcdo positiva enquanto o0 grupo controle permaneceu nao
responsivo. Além disto, o grupo vacinado nao produziu anticorpos anti-
Leishmania, diferentemente do grupo controle, em que alguns animais
apresentaram reacao soroldgica positiva a partir de 3 meses do desafio. Estes
resultados indicavam que o candidato apresentava bons resultados em
avaliacdes de inocuidade e toxicidade e, quando combinado com BCG, induzia
resposta imune celular, conferindo protecéo a 90% dos cées desafiados com L.
chagasi (Mayrink et al., 1996).

No entanto, apdés realizacdo de um ensaio clinico vacinal duplo-cego
randomizado (Fase Ill) na cidade de Montes Claros (MG), observou-se que 0s
resultados do teste de eficAcia de vacinacdo ndo demonstraram o
estabelecimento de mecanismos protetores contra a infecgdo por L. chagasi na
populacao vacinada quando os resultados foram comparados ao grupo controle
(Genaro et al., 1996).

A andlise da vacina LBSap demonstrou em hamsters e cdes um forte
infiltrado inflamatério no local do indculo, com intensa expressdo da enzima
Oxido Nitrico Sintase Indutivel (iNOS), ndo sendo observada a evolucdo do
local do in6culo para lesdes ulceradas. Além disso, vale ressaltar que este
imunobiolégico é in6cuo e seguro para administracdo (Giunchetti, 2007;
Giunchetti et al., 2008a; Vitoriano-Souza et al., 2008; Moreira et al., 2009). Esta
vacina foi capaz de induzir, em cées, o aumento dos niveis de IgG total, IgG1,
IgG2 anti-Leishmania bem como dos niveis de LT (CD4*, CD5%e CD8*), LB
(CD21*) circulantes e LT CD8*Leishmania-especificos (Giunchetti, 2007;
Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008b). As analises de imunoprotecao,
empregando-se o desafio experimental por L. chagasi, demonstraram em caes

a manutencdo do perfil de ativacdo linfocitaria relacionada ao fenotipo de
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resisténcia (aumento de LT CD5*e CD8*, bem como mondcitos CD14*) com
intensa atividade linfoproliferativa Leishmania-especifica (Roatt, 2010;
Mendonga, 2011). Além disso, foi observado aumento da expressdo de IFN-y
e reducédo niveis de IL-10 e TGF-B1 em esplendcitos estimulados com antigeno
soluvel de Leishmania, refletindo em um baixo parasitismo na medula éssea e
reducdo de 54% de parasitos no baco (Roatt, 2010; Motta, 2011; Mendonca,
2011; Resende, 2011; Roatt et al., 2012). Devido a estes resultados, a LBSap
tem sido considerada um promissor candidato vacinal contra a LVC.

No contexto de vacinas de segunda geracao, nas quais sdo utilizados,
principalmente, antigenos recombinantes de Leishmania, vale destacar a
existéncia de duas vacinas anti-LVC, sendo que uma delas esta disponivel
comercialmente no Brasil sendo aprovada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo conhecida por Leish-Tec®. A outra,
somente disponivel na Europa, € denominada CaniLeish® e é licenciada pela
Agéncia Nacional de Medicamentos.

A vacina Leish-Tec® (HertapeCalier, Juatuba, MG) é composta pela
proteina recombinante A2 associada ao adjuvante saponina (Fernandes et al.,
2008). A proteina A2 é abundante em L. donovani e relaciona-se a fatores de
viruléncia do parasito, essenciais para a sobrevivéncia no hospedeiro
vertebrado (Resende et al., 2008). Uma caracteristica importante de ser
ressaltada em relacdo ao antigeno A2 é o fato de ele ser obtido de
amastigotas, uma vez que antes a obtencdo de material proveniente dessa
forma era mais dificil, haja vista que era necessario cultivo de tecidos do
hospedeiro infectado. Desta maneira, 0s antigenos de amastigotas que
induzem resposta imune contra estas formas sao de extrema relevancia, ja que
poucas horas apés a infeccdo e durante a fase de infeccao ativa somente essa
forma esta presente nos tecidos do hospedeiro (Fernandes et al., 2012). Em
estudos experimentais utilizando-se a Leish-Tec®, cdes vacinados produziram
altos niveis de IgG total e 1gG2 anti-A2 e foi observado um aumento
significativo na producao de IFN-y apos incubagao de células mononucleares
de sangue periférico (CMSP) com antigeno de Leishmania (Fernandes et al.,
2008). A avaliacdo parasitologica revelou que cinco animais imunizados com a

vacina Leish-Tec® de um total de sete animais apresentaram resultados de
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isolamento positivos de medula éssea 9 meses apds o desafio experimental
com L. chagasi (Fernandes et al., 2008).

A Leishmune® (Zoetis, Brasil) € outro produto sendo caracterizado
como uma vacina inativada de subunidade, e contém o complexo glicoprotéico
purificado a partir de promastigotas de L. donovani, denominado por FML
(fucose mannose ligand) (da Silva et al., 2000; Borja-Cabrera et al., 2002;
Nogueira et al., 2005; Mir6 et al., 2008). A vacina utilizando FML foi licenciada
no MAPA e estava disponivel para comercializacdo em areas onde a LVC é
endémica até o inicio de setembro de 2014, quando sua licenca para
comercializacao foi suspensa. O adjuvante utilizado neste produto € a saponina
Riedel de Haen. O antigeno de FML € um complexo que inibe fortemente a
penetracdo de promastigotas e amastigotas em macréfagos murinos in vitro de
forma espécie-especifica (Palatnik et al., 1989; Palatnik et al., 1993; Palatnik et
al., 1994). Os ensaios em modelo canino para avaliar a eficacia da vacina FML
comecaram em 1996 em uma area endémica (Sao Gongalo do Amarante - RN)
e, apos dois anos de estudo, foi demonstrado 92% de protecdo contra a LVC
no grupo vacinado, o que corresponde a 76% de eficacia vacinal (da Silva et
al., 2000). Em um segundo estudo de fase Ill, também em area endémica, 25%
dos animais controle e 5% dos vacinados desenvolveram a doencga,
representando 95% de protecdo em cées vacinados com a Leishmune® (Borja-
Cabrera et al., 2002).

No entanto, a separacdo entre cdes naturalmente infectados e céaes
vacinados com FML ainda é dificil, o que leva a certa relutédncia por parte dos
veterinarios brasileiros em relacdo ao uso desta vacina. Porém, dados ainda
Sa0 necessarios para maior avaliacdo critica da Leishmune® na reducdo da
capacidade de infeccdo de flebotomineos por cées vacinados e na reducao da
doenca em humanos nas regides em que o0s caes sao vacinados (Mir6 et al.,
2008).

2.5. Encapsulamento de antigenos como forma de vetorizacdo vacinal
Estudos recentes demonstraram o0s efeitos do encapsulamento

antigénico em testes e desenvolvimento de novos candidatos vacinais, tanto

em Leishmania como para outros patégenos, como uma estratégia interessante
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para entrega do antigeno (Bracho et al., 2005; Campo et al., 2005; Danesh-
Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2011; Temmerman et al., 2011; Chua et
al., 2012).

Em relacdo as técnicas de encapsulamento antigénico, diversas
estruturas tém sido utilizadas na vetorizacdo do antigeno e buscando favorecer
respostas mais imunogénicas. Dentre as estruturas empregadas, podem ser
mencionados os lipossomos, as estruturas lipossomais, como 0s complexos
imunoestimulantes (Immune Stimulating Complexes- ISCOMS), os cocleatos e
as particulas derivadas de quitosana (Bracho et al., 2005; Danesh-Bahreini et
al., 2011; Salvador et al., 2011; Temmerman et al., 2011; Chua et al., 2012).

Lipossomos sdo esferas compostas por bicamadas lipidicas que
circundam um compartimento aquoso, apresentando composi¢do variavel e
gue podem ser utilizadas em dimensdes nano ou micrométricas na elaboracéo
de candidatos vacinais, principalmente devido ao elevado poder adjuvante
(Badiee et al., 2009; Salvador et al., 2011). Na elaboracdo de um candidato
vacinal, algumas variaveis séo levadas em consideracao, tais como a carga de
superficie das vesiculas, a densidade de epitopos, a rigidez da bicamada e o
tipo de associacdo do antigeno com a estrutura da bicamada (Badiee et al.,
2009; Demento et al., 2009).

Além do formato de lipossomos, as bicamadas lipidicas podem ser
utilizadas em outros arranjos, como 0s ISCOMs e os cocleatos. As matrizes de
ISCOMs sao vesiculas esféricas negativamente carregadas e compostas por
fosfolipideos, colesterol e o adjuvante saponina (Morein et al., 1984,
Temmerman et al., 2011; Chua et al.,, 2012). Pela utilizagdo de ISCOMs,
antigenos hidrofébicos podem ser internalizados ou ancorados aos dominios
lipidicos e antigenos hidrofilicos s&o utilizados através de modificacdes na
concentracdo dos componentes para sua internalizacdo. A utilizacdo de
ISCOMs permite entrega facilitada de antigenos as APCs (Temmerman et al.,
2011). Estas estruturas tém a vantagem de apresentar grande estabilidade sob
diferentes condicdes e permitem inducdo de resposta imune celular quando se
utilizam baixas doses de antigenos (Sanders et al., 2005; Chua et al., 2012).

Os cocleatos compdem um grupo atual de candidatos vacinais
estudados. Apesar de serem estruturas lipossomais, 0s cocleatos apresentam

diferencas significativas em composicdo, propriedades e formas de utilizagc&o

21



(Mannino et al.,, 1998; Zayas et al.,, 2006). A composi¢do dessas estruturas
baseia-se em materiais simples e de ocorréncia natural, como fosfatidilserina,
colesterol e calcio (Mannino et al., 1998; Bracho et al., 2005). A estrutura Unica
consiste em uma folha grande de bicamada lipidica enrolada na forma de
espiral, sem apresentar espago aquoso interno e que permite a ligacdo de
proteinas, glicolipideos e acidos nucléicos (Bracho et al., 2005; Campo et al.,
2005). Os ions calcio sao responsaveis pela manutencéo do formato (Bracho et
al., 2005). Desta maneira, 0os cocleatos sdo considerados meios simples,
seguros e veiculos altamente eficazes para entrega de antigeno in vivo
(Fogerite et al., 1998; Bracho et al., 2005; Zayas et al., 2006).

Por fim, um material amplamente utilizado em estudos de sistemas
particulados de entrega de antigeno € a quitosana (Amidi et al., 2010; Danesh-
Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2011). A quitosana, [a (1-4) 2-amino 2-
deoxy B-D glucana], um co-polimero da glicosamina e N-Acetilglicosamina, é
obtida da desacetilacdo da quitina, um polimero natural abundante na carapaca
de crustaceos (Amidi et al., 2010). Candidatos vacinais obtidos a partir de
quitosana sdo, geralmente, nano e microestruturados nos quais o0 antigeno
pode estar internalizado ou ancorado na superficie (Zaharoff et al., 2007;
Danesh-Bahreini et al., 2011). Estudos demostraram que formulacdes a base
de quitosana apresentam grande capacidade de bioabsorcdo e elevado poder
de inducdo de resposta imune. Além disso, a quitosana é considerada um
material pouco téxico e com grande biocompatibilidade, além de possibilitar
producdo de formulacdes de maneira rapida e com baixo custo (Zaharoff et al.,
2007; Salvador et al., 2011).

No contexto de aplicacdo destas metodologias em testes vacinais
contra Leishmania, diversos estudos foram realizados (Pérez et al., 2004;
Danesh-Bahreini et al., 2011; Mazunder et al., 2011; Shargh et al., 2012). A
aplicacao destas metodologias permitiu obtengcao de resposta imune com perfil
de citocinas do tipo | para particulas micrométricas e Il para nanométricas,
aumento da estabilidade durante o transporte do antigeno, entrega facilitada de
antigenos as APCs e possibilidade de uso com diferentes tamanhos e
combinacdes de ligantes - plasticidade, o que mostra que o encapsulamento

antigénico tem potencial para aplicagdo em testes de novos candidatos
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vacinais (Demento et al., 2009; Danesh-Bahreini et al., 2011; Temmerman et
al., 2011; Chua et al., 2012).

Considerando que ainda existem poucos dados na literatura a respeito
de testes preé-clinicos e clinicos utilizando-se particulas de quitosana e antigeno
de Leishmania e que também ndo existem dados a respeito da associacdo
entre antigeno bruto de L. braziliensis e particulas sub-micrométricas feitas a
base de quitosana, bem como do potencial de seu uso como adjuvante, foi
realizado um estudo para o desenvolvimento de um novo produto contendo
antigeno de L braziliensis.

Este estudo é de fundamental importancia, haja vista que foi
estabelecido um protocolo de producdo destas particulas, bem como foram

testados o seu perfil inflamatério e sua inocuidade.
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3. Justificativa
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O controle da LV € pautado na erradicacdo de caes soropositivos para
L. chagasi, ja que estes animais séo considerados reservatorios domésticos do
parasito e as estratégias terapéuticas contra a LVC sdo consideradas
ineficazes. Neste contexto, ha um grande desconforto social que envolve nao
apenas 0s proprietarios destes animais, mas também profissionais de saude,
tornando a eutanasia uma medida extremamente traumatica. Outro aspecto de
grande relevancia para o controle da LV é o fato de que cdes assintomaticos
também podem atuar como reservatérios do parasito, 0 que aumentaria o risco
para as populacdes humanas. Desta maneira, a imunoprofilaxia € considerada,
atualmente, como a principal estratégia para o controle e erradicacdo da LV, ja
que visa romper a cadeia de transmissdo do parasito e, consequentemente,
reduzir riscos tanto para animais como para os humanos. No entanto, ainda
nao existem vacinas consideradas eficazes pelo MS para o controle da LV,
para serem empregadas no programa oficial de controle da LV. Desta maneira,
€ importante que sejam desenvolvidos e testados novos antigenos e protocolos
vacinais contra a LV. Considerando a ampla utilizacdo do modelo murino em
ensaios pré-clinicos vacinais anti-Leishmania em funcdo da facilidade de
manutencdo dos animais, curto periodo de experimentagdo e ampla
disponibilidade de reagentes imunobioldgicos, torna-se interessante o emprego
deste modelo experimental para identificar candidatos vacinais. Além disto,
destaca-se que ainda nao foi realizada a andalise de antigenos que compde a
vacina LBSap em um protocolo de encapsulamento antigénico em particulas
sub-micrbmicas a base de quitosana, buscando verificar aspectos relacionados
a inocuidade e imunogenicidade vacinal. O encapsulamento de antigenos de
Leishmania tem o potencial de aumentar a imunogenicidade do candidato
vacinal em questado, e deve entdo ser avaliado, abrindo uma nova perspectiva

para o desenvolvimento de novas formulac¢des vacinais contra a LV.
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4. Objetivos
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4.1. Objetivo Geral

Produzir e analisar particulas sub-micrométricas poliméricas em

modelo murino visando aplicacdo em vacinas anti-Leishmania.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1 Preparar e caracterizar particulas sub-micrométricas poliméricas a
base de quitosana e avaliar os seguintes aspectos:
4.2.1.1 Tamanho das particulas e potencial zeta;

4.2.1.2 Eficiéncia de encapsulamento.

4.2.2 Realizar um ensaio para analise de aspectos relacionados a
inocuidade utilizando-se as particulas, sem o antigeno encapsulado, em
in6culo intradérmico, para analise, em diferentes tempos, dos seguintes
aspectos:

4.2.2.1 Infiltrado celular;
4.2.2.2 Perfil de citocinas;
4.2.2.3 Ativacao celular;
4.2.2.4 Toxicidade.
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5. Animais, Materiais e Metodologia
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5.1. Desenho experimental
O projeto em questdo foi desenvolvido em trés etapas especificas,

sendo estas: preparo e caracterizacdo das particulas sub-micrométricas
poliméricas, estudo de toxicidade e atividade inflamatdria e, por fim, testes de
imunogenicidade e protecao vacinal.

Neste contexto, na primeira etapa foi realizado o preparo de diversas
particulas a base de quitosana e antigeno bruto de L. braziliensis, seguido de
andlise de tamanho das particulas brancas e das particulas contendo antigeno
encapsulado para andlise do desempenho de cada tipo de particula, e, por fim,
foi realizado um estudo para se avaliar o percentual de encapsulamento do
antigeno. Todo o procedimento de preparo das particulas sub-micrométricas
poliméricas foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento Galénico e
Nanotecnologia da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto
(EFAR-UFOP).

ApoOs selecdo dos candidatos a serem utilizados na segunda etapa, foi
realizado o estudo inicial de toxicidade e atividade inflamatéria das particulas
brancas escolhidas em camundongos (Mus musculus) da linhagem BALB/c
com aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do biotério de

producdo do CPgRR.

5.2. Preparo e caracterizacdo das particulas de quitosana

5.2.1. Preparo das particulas
O preparo das particulas foi realizado utilizando-se massas de polimero

variando entre 5 e 50mg do polimero acido poli-D,L-Lactico (PLA) de peso
molecular (Mw 75.000-120.000 g/mol) com viscosidade inerente de 0,55-0,75
(Sigma, St. Louis, MO. EUA), as quais foram dissolvidas em 6mL de acetona
(Tedia, RJ, Brasil). Esta fase organica foi, entdo, adicionada a uma fase aquosa
contendo solucdo de quitosana de baixo peso molecular com grau de
desacetilacdo de 75-85% (Sigma, St. Louis, MO. EUA) diluida em solucéo
0,05M de &cido acético (Sigma, St. Louis, MO. EUA) com concentragcfes
variando entre 5 e 50mg/mL e 240mg de antigeno bruto de L. braziliensis,
obtido conforme descrito por Giunchetti et al. (2007) e armazenado em freezer -

80°C até o momento do uso. O antigeno foi homogeneizado em quantidade
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suficiente para obtencao de 12mL de suspenséao coloidal final. Apés 15 minutos
de agitacdo, os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida até a
obtencdo de suspensdao com volume final de 3mL em evaporador rotativo
acoplado a banho-maria a 40°C (Heidolph Rotary Evaporator, Alemanha),

conforme descrito por Oliveira et al. (2011).

5.2.2. Caracterizacdo das particulas

5.2.2.1. Analise de tamanho e do potencial Zeta
Para andlise do tamanho das particulas, 1uL de cada preparacao foi

diluido em 2mL de agua deionizada e as solucdes foram transferidas para
cubetas de quartzo a fim de ser realizada a analise do tamanho médio e da
dispersdo de tamanho por Espectroscopia de Correlacdo de Fétons (Nanosizer
N5 Plus, Beckmann Coulter Inc., Irving, TX. EUA). As analises foram
realizadas em angulo de 90° em agua. As medidas do potencial zéta (¢) foram
realizadas pelo método de anemometria do Laser Doppler acoplada a
microeletroforese (Zetasizer 3000 HS, Malvern Instruments, UK) apds diluicdo

em solugdo 1mM de NaCl (250 vezes).

5.2.2.2. Medida do percentual de encapsulamento e da eficiéncia do
processo

A avaliagéo do percentual de encapsulamento foi calculada a partir da
diferenca entre a quantidade total de antigeno na suspenséo final de particulas
e a quantidade presente na fase aquosa externa. A eficiéncia do processo (%)
mede a eficiéncia do processo de encapsulamento e leva em consideracao
todas as perdas. Portanto os dois parametros séo calculados pelas equacdes 1

e 2, respectivamente.

Eq 1:

% de encapsulamento = massa total de antigeno/ml nas NP (Ag total — Ag na fase aguosa externa)

massa total de antigeno na suspenséo final de NP/ml

Eq. 2:

Eficiéncia de encapsulamento (%) = massa total de antigeno/ml associado as NP

massa total de antigeno usado no preparo/ml
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Para analise da concentracdo de antigeno (expressa como proteina) na
suspensao final de particulas, volumes iguais da suspensdo e de
triclorometano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. EUA) foram misturados e
agitados em vortex por 5 minutos, seguido de centrifugacdo (20817xg 5min)
para ruptura das particulas e separacao do antigeno. A fase aguosa contendo
0 antigeno (sobrenadante) foi, entdo, retirada e submetida a dosagem de
Proteinas Totais pelo método do &cido bicincénico (Pierce® BCA Protein Assay
Kit, ThermoScientific, Rockford, IL. EUA), conforme orientacdo do fabricante,
seguida de leitura em espectrofotbmetro a 562nm, para concentracdes
variando entre 20 a 20000ug/mL

A andlise da concentracdo de antigeno presente na fase aquosa
externa foi realizada submetendo-se 3mL da suspensdao final de particulas a
centrifugacdo (20817xg, 5min), seguida de coleta de sobrenadante e
ressuspensdo do pellet em 3mL de agua deionizada. Este procedimento foi
repetido duas vezes e os sobrenadantes foram misturados e a mistura final foi,
entdo, submetida a dosagem de proteinas totais pelo mesmo método descrito
acima, nas mesmas condicdes citadas anteriormente para a analise de
concentracdo de antigeno na suspensao final de particulas.

Os resultados foram expressos em graficos cartesianos e as
concentracfes foram obtidas através da aplicacdo dos valores da ordenada
(eixo Y) na equacdo da reta obtida pela linearizacdo da curva do padrdo de

albumina sérica bovina (BSA).

5.3. Testes in vivo

5.3.1. Grupos experimentais
Para realizacdo deste projeto, 0s grupos experimentais avaliados na

segunda etapa (Diagrama 1) foram:

(i) Grupo Controle (sigla C, n=25 animais) — 0s animais receberam uma
aplicacdo de solucdo salina estéril 0,85% (100uL/animal) por via
intradérmica.

(i) Grupo inoculado com as nanoparticulas poliméricas brancas de 50mg
(Sigla: Psm?, n=25 animais) — cada animal recebeu uma aplicacdo

intradérmica de 100uL de solucao salina 0,85% contendo um volume
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de solucdo de particulas brancas de 50mg de quitosana suficientes
para encapsulamento de 60ug de antigeno de L. braziliensis,
conforme determinado na avaliacdo da eficiéncia do encapsulamento
de antigeno realizada na primeira etapa do projeto.

(i) Grupo inoculado com as nanoparticulas poliméricas brancas de 10mg
(Sigla: PSmz2, n=25 animais) — cada animal recebeu uma aplicacao
intradérmica de 100uL de solugdo salina 0,85% contendo volume
solucéo de particulas brancas de 10mg de quitosana suficientes para
encapsulamento de 60ug de antigeno de L. braziliensis, conforme
determinado na avaliagdo da eficiéncia do encapsulamento
antigénico realizada na primeira etapa do projeto.

Nos tempos TO (imediatamente antes da primeira dose) e 72 horas
apos inoéculo, foi feita coleta de sangue para dosagem de niveis séricos de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e
creatinina. Além disso, 1, 12, 24, 48 e 72 horas ap6s o inéculo, camundongos
de cada grupo (n=5) foram submetidos a eutanasia para coleta de fragmento
de pele da regido do inoculo para realizacdo de analise histologica, dosagem
de citocinas e andlise da ativagéo celular (Diagrama 1).

E importante ressaltar que este projeto foi avaliado e aprovado pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais sob o protocolo n® 2012/13 (Anexo).

5.3.2. Andlise dainocuidade
A fim de se avaliar a inocuidade dos candidatos empregados na

segunda etapa do projeto, o local do inéculo e o comportamento dos animais
foram observados nos tempos de 1, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculacao
das nanoparticulas poliméricas brancas. Da mesma maneira, na terceira etapa
do projeto foi realizado o mesmo tipo de andlise, no entanto, para esta etapa a
avaliacdo se deu no dia da imunizagéo e nos trés dias subsequentes.

Neste contexto, foi realizada uma analise macroscopica do local do
in6culo a fim de se observar a presenca ou auséncia de papulas, nédulos ou
feridas. Em relacdo ao comportamento, foram avaliados sinais clinicos de dor,

alteracGes comportamentais, ericamento de pelos e apatia.
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C PB1
Solugao 60ug de 60ug de
salina estéril particulas sub- particulas sub-

a 0,85% micromicas micromicas

Histologia
TO 1h 12h 24h 48h 72h = C|t0C|naS
NAG e MPO
=== - Funcdo Hepatica e Renal

Diagrama 1: Esquema do desenho experimental para avaliagdo da toxicidade e atividade inflamatéria das nanoparticulas poliméricas brancas a base de
quitosana: Controle (C), nanoparticulas poliméricas brancas de 50mg (PB1) e nanoparticulas poliméricas de 10mg (PB2). TO = Tempo antes da inoculacao.
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5.3.3. Estudo histoldgico e analise do infiltrado celular
A avaliacdo histolégica foi realizada em fragmentos de pele da regido

do in6culo coletados 1, 12, 24, 48 e 72 horas apds a inoculacéo da particula
nos experimentos da segunda etapa deste estudo. Desta maneira, a coleta foi
realizada utilizando-se pinga retas histolégicas, tesoura e bisturi, e destinadas
ao processamento histologico, no qual foram fixadas por 48 horas em solucéo
de formaldeido a 10% tamponado e, posteriormente, processadas para
inclusdo em Paraplast® (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. EUA). Os blocos
obtidos foram, entdo, cortados em espessura de 4um, que foram aderidas a
laminas lisas de vidro e submetidas ao processo de coloracdo com
hematoxilina-eosina (HE) para analise de alteracdes histopatolégicas do local
do in6culo, bem como avaliagcéo do infiltrado inflamatério, conforme descrito por
Moura et al. (2009).

As laminas foram, entdo submetidas a avaliagdo por microscopia Optica
e as imagens foram digitalizadas utilizando-se a microcamera Leica DFC340FX
associada ao microscopio Leica DM5000B utilizando-se o programa Leica
Application Suite (Versdo 2.4.0 R1, Leica Microsystems-Switzerland Ltd) e
todas as imagens foram analisadas com o auxilio do software de analise e
processamento de imagens Leica QwinV3 (Leica Microsystems-SwitzerlandLtd)
no Laboratério Multiusuérios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas
da UFOP (NUPEB-UFOP).

5.3.4. Obtencao de sobrenadante de macerado de pele para dosagem de
citocinas e de enzimas de ativacao celular

Para realizacdo de dosagem de citocinas e das enzimas N-acetil-3-D-
glicosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO), um terco do fragmento de
pele (25-50mg) do local do in6culo coletado ap6s a eutanasia dos
camundongos foi processado conforme descrito a seguir. Inicialmente, os
fragmentos foram pesados e armazenados em tubos cOnicos de 2mL
devidamente identificados. Desta maneira, procedeu-se a maceracdo dos
tecidos. Para dosagem de citocinas, foi utilizado tampédo especifico para
citocinas na maceracéo (Tampé&o Fosfato Salina - PBS) contendo inibidores de

proteases: 0,1mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil; 0,2mM de cloreto de
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benzetdnio; 10mM de EDTA; 20Kl de aprotinina A e 0,05% de Tween 20). Para
0 maceramento dos tecidos a fim de se dosar NAG e MPO, foi utilizado, para
cada fragmento de pele, 2,0mL de solucdo de NaCl a 0,9%p/v contendo
0,1%pl/v de Triton X-100 (Sigma Chemical CO, St. Louis, CO. EUA). Em todos
0s processos foi utilizado o homogeneizador de tecido (Polytron Homo Mix) em
banho de gelo, seguido de centrifugagcdo (12.000rpm, 10min, 4°C). O
sobrenadante foi, entdo, coletado e armazenado a -80°C para posterior

dosagem de citocinas e ensaio enzimatico.

5.3.5. Quantificacéo de citocinas por CBA (Cytometric Bead Assay)
Para quantificacdo de citocinas presentes em sobrenadante de

macerado de pele, foi utilizado o kit de quantificacdo de citocinas murinas (BD
Cytometric Bead Assay — CBA Mouse Th1l/Th2/Thl7 Cytokine Kit). Desta
maneira, foi possivel dosar as citocinas IL-6, IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-4 e
IL-10. Para a realizacdo desta quantificacdo, o0s experimentos foram
conduzidos conforme recomendacdes e protocolo de marcagdo proposto pelo
fabricante, com pequenas modificacbes (Becton, Dickinson and Company,
Catalog N°. 560485). Antes da execucdo da técnica, as amostras foram
descongeladas em banho-maria a 37°C e, posteriormente, centrifugadas a
20817xg por 10 minutos para a coleta do sobrenadante. A reconstituicdo do
padrao foi realizada 15 minutos antes, utilizando-se 2mL do reagente G
(solucdo tampéo) e, entdo, foram obtidas diluicbes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128 e 1/256. Uma mistura de beads foi, entdo, preparada antes do uso,
sendo cerca de 3L de cada suspensdo de beads para cada ensaio. Durante a
execugao do ensaio, 21uL das misturas de beads foram adicionados a 25uL
dos padrbes, nas respectivas diluicbes; além de 25uL das amostras nos
respectivos tubos para a realizacdo do ensaio. Logo em seguida, em todos os
tubos foram adicionados 18uL do reagente B (reagente de deteccdo marcado
com PE) e procedeu-se a incubacdo por 2h a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apds a incubagao, 500uL do reagente F (solucdo de lavagem)
foram adicionados em cada tubo, seguido de centrifugagéo a 306xg por 10 min
a 18°C. O sobrenadante foi aspirado com auxilio de bomba de vacuo, restando

aproximadamente 100uL em cada tubo e, novamente, 100uL do reagente F
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foram adicionados em cada tubo e procedeu-se a aquisicdo por citometria de
fluxo. Para a leitura das amostras foi utilizado o citobmetro de fluxo
(FACScan®Becton Dickinson, MoutainView, CA. EUA). Os dados obtidos foram
armazenados em midia eletrdnica e analisados utilizando-se o software FCAP

ArraySoftware™ (Soft Flow Hungary Ltd, BD Biosciences).

5.3.6. Dosagem da N-acertil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A N-acetil--D-glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossdbmica
produzida por macrofagos ativados. A dosagem do NAG é uma técnica
utilizada como indice da infiltracdo dessas células nos sitios inflamatoérios
(Moura et al., 2009).

ApoOs a obtencdo do sobrenadante do macerado de pele, conforme
descrito no item 5.3.4, foi realizado o seguinte ensaio enzimético: 100uL do
sobrenadante das amostras (diluicdo 1:5) foram adicionados em duplicata em
placas de 96 pocos com fundo chato (NUNC® Thermo Scientific
ThermoScientific, Rockford, IL. EUA). As amostras, foram adicionados 100pL
do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-B-D-glicosamina) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA) a 2,24mM diluido em tampéao citrato-fosfato 0,039M pH 4,5
(200mL de acidocitrico a 0,1M; 310mL de NazHPOa4 a 0,1M). Sobrenadante e
substrato foram, entéo, incubados a 37°C durante 80 minutos. A curva padréo
foi preparada em duplicata a partir de uma solugcdo estoque de 400nmol/mL de
p-nitrofenol. Paralisou-se a reacdo a partir da adicdo de 100uL de tampéo
glicina pH 10,6 (misturados volumes iguais de glicina a 0,8M; NaCl a 0,8M e
NaOH a 0,8M) em cada poco. A absorbéancia foi medida em espectrofotometro
a 400nm (Spectramax 340pc384, Molecular Devices, EUA). Os resultados foram

expressos como atividade NAG em densidade éptica (OD)/mg tecido.

5.3.7. Dosagem de Mieloperoxidase (MPO)
A mieloperoxidase (MPO) & uma enzima encontrada nos granulos

azurofilos de neutréfilos e sua dosagem é uma técnica que tem sido usada

como um marcador bioquimico de recrutamento de neutrofilos em lesbes e
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permite demonstrar o componente inflamatério de forma quantitativa (Moura et
al., 2009).

O sedimento obtido na maceracdo dos fragmentos de pele, conforme
descrito em 5.3.4, foi solubilizado em 2mL de tampéo fosfato de sédio a 80mM
(pH 6,0) e, destes, 300uL foram transferidos para um microtubo de fundo
conico no qual foram adicionados 600uL de HTAB (Brometo de
hexadeciltrimetilamonio — Sigma Chemical, St. Louis, MO. EUA) a 0,75%, em
tampéao fosfato de sodio a 80mM (pH 5,4). A mistura foi, entdo, sonicada (40
W) (Sonifier Cell Disruptor® - Brason Sonic Power Co. EUA) durante 10
segundos em banho de gelo e, depois, centrifugada a 2655xg, por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado no ensaio enzimatico.

O ensaio enzimético foi realizado da seguinte forma: em cada
microtubo devidamente identificado, foram adicionados 100uL de solucdo de
perdxido de hidrogénio (H202) a 1,2mM em tampéao fosfato de sédio 80mM (pH
5,4), 100uL de substrato TMB (3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina-SigmaChemical, St.
Louis, MO. EUA) a 6,4mM diluido em DMSO (Dimetilsulféxido-Merck) e 200uL
do sobrenadante das amostras. Estes reagentes foram incubados a
temperatura ambiente durante 1 minuto. Apés este periodo, 50uL de solucdo
de H2SOs (Acido Sulfurico) a 4M foram adicionados para paralisacdo da
reacdo. Entdo, 200uL do produto da reacdo foram transferidos em duplicata
para uma placa de 96 pocos com fundo chato, seguido de leiturada
absorbancia em espectrofotdmetro a 450nm (Spectramax 340pc384, Molecular
Devices, EUA). A atividade de MPO foi expressa em densidade 6ptica (OD)/mg

de tecido.

5.3.8. Andlise da funcdo hepatica e renal
Para dosagem de enzimas ALT e AST (funcdo hepdtica) e uréia e

creatinina (funcéo renal), amostras de sangue dos camundongos BALB/c foram
obtidas e acondicionadas em tubos sem anticoagulante. As coletas foram feitas
em todos os animais em TO (imediatamente antes da inoculacdo das particulas
brancas) e nos 5 animais restantes de cada grupo, 72 horas ap0s a inoculagéo

e imediatamente antes da eutanasia.
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Decorridos 20 minutos ap6s a coleta, os tubos foram centrifugados a
956xg por 10 minutos em temperatura e as amostras de soro foram coletadas,
aliquotadas em microtubos devidamente identificados e congeladas a -80°C até
0 momento da analise.

A dosagem enzimatica foi feita utilizando-se kits reacionais (Doles
Reagentes, Goiania, GO. Brasil) e método automatizado (Cobas C111, Roche
Diagnostic Ltd., Burgess Hill, West Sussex. UK), conforme orientacdo do
fabricante.

Desta maneira, foram obtidos e analisados os dados de atividade

inflamatdria e toxicidade das particulas brancas de quitosana.

5.4. Andélises estatisticas
Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do

software GraphPad Prism 6 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade
dos dados foi demonstrada pelo teste de Kolmogorov-Smirnoff. Os testes de
analise de variancia (ANOVA), seguidos pelo teste de comparacdes multiplas
de Tukey foram empregados para avaliacdo entre 0s grupos vacinais (analises
de citometria e de carga parasitologica). Os dados obtidos foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de P foi <0,05.
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6. Resultados
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6.1. Preparo e caracterizacao das particulas sub-micrométricas
No preparo das nanoparticulas poliméricas a base de acido polilatico e

quitosana, foi utilizado o método de precipitacdo de polimeros seguido de
evaporacao do solvente, descrito por Oliveira et al.,, 2011. Foram preparadas
diversas formulacdes brancas e formulagdes contendo o antigeno de L.
braziliensis encapsulado. Tendo como base o protocolo geral para producao de
particulas, foram realizados diferentes experimentos nos quais houve variacao
dos seguintes parametros: massa de &cido polilatico, massa de quitosana
(Figura 1) e concentragdo de antigeno. Apos a obtencéo de cada formulacéo,
1uL das mesmas foi diluido em 1mL de agua deionizada e a mistura foi
adicionada a cubetas de quartzo para que assim fosse possivel proceder-se a
andalise de tamanho e indice de polidispersao de cada formulacdo através do
método de espectroscopia de correlagcdo de fétons. Neste contexto, apds
variagao dos parametros acima mencionados, foram obtidos sete conjuntos de
formulacbes contendo tamanhos e indices de polidispersao diferentes (Tabela
1).

HO
_ - o ) )
HO__ OH 0
A1
00
OH NHy ) 0O
HO"] NH, CHs;
- =n A - =-Nn B

Figura 1: Estruturas quimicas do carboidrato de origem natural quitosana (A) e do polimero
biodegradavel do acido polilactico (B) utilizados no preparo das nanoparticulas. (Fonte:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/531162?lang=pt&region=BR)(Acesso em
05/09/2014)

Devido as condi¢cOes pré-estabelecidas no delineamento experimental
do projeto e a relagcdo tamanho versus tipo de resposta imunoldgica induzida
(Demento et al., 2009; Danesh-Bahreini et al., 2011), foram selecionados dois
conjuntos de formulacdes para que fosse possivel proceder-se a analise da

eficiéncia de encapsulamento antigénico. Tendo como base o tamanho e o
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indice de polidispersao, foram escolhidos o conjunto 2 e o conjunto 7, nos
quais as formulacdes brancas apresentaram tamanhos de 347,9 e 802,0nm,
respectivamente, e as formulagbes contendo antigeno encapsulado
apresentaram tamanhos de 416,2 e 938,4nm, respectivamente.

A avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento (percentual de
encapsulamento) foi calculada como a diferenca entre a quantidade total de
antigeno na suspenséao final de particulas e a quantidade presente na fase
aguosa externa. Desta maneira, conforme descrito em 5.2.2.2, a suspensao
total foi submetida a processo de ruptura de particulas por triclorometano e,
apos obtencao de duas fases, foi realizada dosagem da concentracdo proteica
na fase aquosa. ApGs trés etapas de centrifugacdo, lavagem, separacdo do
sobrenadante e ressuspensédo do pellet de particulas, foi realizado em seguida
o protocolo de ruptura com triclorometano e a fase aquosa também foi
submetida ao protocolo de dosagem de concentracdo protéica, junto com 0s
sobrenadantes obtidos.

41



Tabela 1: Caracterizagao fisico-quimica de formulacdes brancas e contendo antigeno de L. braziliensis, obtidas

apos variacdo nas massas de PLA e quitosana

. Ap',dp Quitosana Antigeno Tamanho indice de Potencial
Material Polilatico (mg) (mg/mL) (nm) Polidispersso zeta
(mg) 9 9 b (mV) + SD
Antigeno Total (-) (-) 14 423,9 0,354 -35,7 £ 0,6
Firgnn‘i'ig‘é?]% 1 5 5 5 227.8 0,592 ND
Formulacéo 1 5 5 ) 186,2 0,375 ND
SD
Firgnn‘i'ig‘éf]%z 10 10 14 416.2 0,521 +57,0£1,5
Formulacéo 2 10 10 ) 3479 0,556 +71,6 £2,2
Firgnn‘i'ig‘?e?]% 3 50 10 14 617.0 0.331 ND
Formulacéo 3 50 10 O] 718,9 0,382 ND
Fir/'?n“t'l,g‘é";‘]%“ 50 ) 14 3278 0,134 ND
Formulacéao 4 50 ) ) 268,7 0,459 ND
Fi?ﬂ‘i‘giﬁ% 5 50 50 18 1027,7 0,134 ND
Formulacéo 5 50 50 O] 1059,4 0,459 ND
Firan‘i'ig‘é?‘% 6 50 50 16 1060,1 1,02 ND
Formulacao 6 50 50 ) 901,7 0,553 ND
Firgnn‘i'ig‘é?]% ! 50 50 14 9384 0,226 +58,1+1,0
Formulacéo 7 50 50 ) 802,0 0,263 +68,4 +1,7

| -ND: N&o determinado devido & instabilidade.

Observa-se um aumento significativo do tamanho das particulas com o
aumento da concentracdo de quitosana na formulacdo, sendo que este
polimero de natureza policatibnica tem maior influéncia no tamanho das
particulas que o polimero do &cido lactico. Além disso, o antigeno também tem
natureza particulada, pois apresenta um tamanho médio elevado. Este
antigeno apds associacado com as particulas poliméricas resultou em estruturas

com tamanhos diferentes e inferiores ao tamanho original. Entretanto, no geral,

42



a associacao do antigeno com as particulas poliméricas resultou em aumento

do tamanho médio das estruturas, a excecao das formulacdes 3 e 4.
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Figura 2: Potencial zeta de formulagGes nanoparticulas contendo misturas dos polimeros PLA e
Quitosana na proporg¢do 10:10. Em A, potencial zeta do antigeno total que possui natureza

protéica e coloidal. Em B, Nanoparticulas sem antigeno e em C nanoparticulas com antigeno

de L. braziliensis associado.
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Figura 3: Potencial zeta de formulagBes nanoparticulas contendo misturas dos polimeros PLA e
Quitosana na propor¢cdo 50:50. Em A, Nanoparticulas sem antigeno e em B nanoparticulas com
antigeno de L. braziliensis associado.

A associacdo do antigeno resultou em reducdo significativa do
potencial zéta, em modulo, das nanoparticulas, devido a natureza negativa da

proteina (Figuras 2 e 3).
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A técnica utilizada para dosagem de proteinas totais foi 0 método do
Acido Bicincénico (Pierce® BCA Protein Assay Kit, ThermoScientific, Rockford,
IL. EUA), conforme orientacdo do fabricante, seguida de leitura em
espectrofotometro a 562nm. Este método permitiu 0 doseamento das proteinas
com maior sensibilidade e sem interferéncia dos excipientes das
nanoparticulas.

Os resultados foram expressos em graficos cartesianos e as
concentracbes foram obtidas através da aplicacdo dos valores da ordenada
(eixo Y) na equacdo da reta obtida pela linearizacdo da curva do padrdo de
BSA (Tabela 2).
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Tabela 2: Analise da concentragdo total de proteinas nos tubos-estoque de antigeno de L.
braziliensis e eficiéncia de encapsulamento antigénico das particulas através da dosagem de
proteinas totais pelo Acido Bicinconico. A: Eficiéncia de encapsulamento antigénico pelas
particulas do grupo 2. B: Eficiéncia de encapsulamento antigénico pelas particulas do grupo 7.
Média 1: Média das Leituras; média 2: Média dos valores de Média 1.

A
Amostra Leitural Leitura2 Leitura3 Médial Média2 Concentragdo (mg/ml)
Antigeno Total A 0,136 0,148 0,148 0,144 0,1605 239
Antigeno Total B 0,176 0,177 0,179 0,177
Particula Total A 0,35 0,33 0,32 0,333 0,321 14
Particula Total B 0,29 0,31 0,33 0,31
Sobrenadante 1 A 0,1 0,098 0,101 0,099 0,099 4,6
Sobrenadante1 B 0,105 0,1 0,096 0,1
Sobrenadante 2 A 0 0 0 0 0 0
Sobrenadante 2 B 0 0 0 0
Sobrenadante 3 A 0 0 0 0 0 0
Sobrenadante 3 B 0 0 0 0
Pellet A 0,061 0,059 0,064 0,061 0,063 9
Pellet B 0,068 0,062 0,065 0,065
%Encapsulagao Eficiéncia do processo
Equagao da Reta: y = 0,0011x + 0,0414 64,3% 5,9%
B
Amostra Leitural Leitura2 Leitura3 Médial Média2 Concentragdo (mg/ml)
Antigeno Total A 0,11 0,114 0,113 0,112 0,112 250
Antigeno Total B 0,111 0,113 0,112 0,112
Particula Total A 0,32 0,325 0,319 0,321 0,317 16,5
Particula Total B 0,315 0,307 0,317 0,313
Sobrenadante1 A 0,021 0,026 0,025 0,024 0,025 5,3
Sobrenadante 1B 0,026 0,029 0,023 0,026
Sobrenadante 2 A 0 0 0 0 0 0
Sobrenadante 2 B 0 0 0 0 0
Sobrenadante 3 A 0 0 0 0 0 0
Sobrenadante 3 B 0 0 0 0 0
Pellet A 0,012 0,015 0,012 0,016 0,013 10,6
Pellet B 0,009 0,014 0,007 0,01
Eficiéncia do processo
Equagdo da Reta: y = 0,0011x + 0,0132 %Encapsula¢ao 64,3% 6,6%

Vale ressaltar que as leituras foram realizadas em triplicata e, conforme
pode ser observado na Tabela 2, as formula¢cbes analisadas foram capazes de
encapsular 64% do antigeno de L. braziliensis adicionado ao meio reacional.
Por fim, foram feitas dosagens proteicas nas particulas brancas a fim de se
verificar se havia interferéncia na leitura espectrofotométrica em funcédo de

reacdo dos compostos do kit com os outros constituintes das particulas. O
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resultado nulo permitiu concluir que somente as proteinas do extrato de L.
braziliensis reagiram e foram detectadas pela técnica (dados ndo mostrados).

Devido ao tamanho elevado das particulas, acima de 300nm, o
processo de producdo mostrou que apenas um ciclo de centrifugacao foi
suficiente para a separacao das particulas do meio externo aquoso. Os valores
de porcentagem e eficiéncia do método de encapsulamento estédo relatados na
tabela 2.

6.2. Estudo datoxicidade e atividade inflamatoria
Para o cumprimento destas analises foi realizado o estudo da

toxicidade hepatica e renal. Deste modo, nos intervalos de 1, 12, 24, 48 e 72
horas ap6s cada in6culo, foi feita coleta de sangue e eutanasia de n=5
camundongos de cada grupo. Em seguida, fragmentos de pele do local do
in6culo foram coletados para analise histoldégica e dosagem de citocinas e

enzimas relacionadas a ativacao celular de neutréfilos e macrofagos.

6.2.1. Estudos de toxicidade
Conforme descrito em no item 5.3.8, foi realizada dosagem enzimatica

dos indices de ALT, AST, ureia e creatinina a fim de se verificar funcao
hepética e renal e, desta maneira, a toxicidade das particulas empregadas,
bem como da solucdo salina 0,85% que era o veiculo de inoculagdo. Os
resultados permitiram néo evidenciar dano hepéatico ou renal, ja que os valores
se mantiveram normais e dentro dos valores de referéncia para a linhagem de
camundongos BALB/c (dados ndo mostrados).

Foi também realizada uma avaliacao clinica dos animais e observacao
do local do in6culo durante o periodo experimental em todos 0s grupos
estudados. Neste contexto, nao foram observadas mudancas de
comportamento e, em relacdo a pele, ndo foram detectados nédulos, papulas

ou ulceracdes.

6.2.2. Andlise histoldgica
Amostras de pele foram submetidas ao histoprocessamento

convencional e entdo incluidas em Paraplast®. Assim, os blocos foram cortados
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com espessura de 4um, e montadas laminas que foram submetidas a

coloracéo utilizando-se Hematoxilina-Eosina.

A analise da Figura 4 permitiu observar diferentes alterages entre os

grupos e tempos avaliados, dentre as quais:

1 hora apos a inoculagdo das particulas, bem como da solugéo salina
para grupo controle, as alteracdes celulares e vasculares foram
discretas e a derme e epiderme estavam preservadas para todos 0s
grupos analisados tanto no aspecto vascular como no celular.

12 horas ap0s a inoculagéo, o grupo inoculado com PB1 exibiu infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear discreto e localizado na regido da derme
reticular e na hipoderme, com edema e espacamento de fibras
coldgenas. Neste mesmo tempo, no grupo inoculado com PB2, o
infiltrado inflamatério apresentou distribuicdo difusa e perfil misto,
composto por polimorfonucleares e macrofagos, na regido da derme
papilar e reticular, e hiperemia na regiao da hipoderme.

24 horas apds a inoculacdo, todos os achados se repetiram e
apresentaram progressivo aumento nas caracteristicas avaliadas.

48 horas ap6és a inoculacdo, ambos os grupos PB1 e PB2 apresentaram
infiltrado inflamatério difuso, variando de moderado a intenso, ao longo
de toda o compartimento dérmico, sendo 0 mesmo composto tanto por
células polimorfonucleares quanto por macréfagos, predominantemente.
A observacao no grupo PB2 permitiu também a identificacdo de alguns
linfécitos na regido da hipoderme.

72 horas ap0s a inoculacdo, observou-se uma diminuicdo do infiltrado
inflamatorio e inicio do processo de resolucdo em ambos os grupos PB1
e PB2, sendo neste Ultimo grupo menos evidente, ja que ainda era
perceptivel a manutencédo de um perfil inflamatoério discreto. O processo
de resolucdo apresentou caracteristicas como o restabelecimento do
perfil histoldgico da derme, proliferacéo fibroblastica e reconstituicdo dos

anexos cutaneos (foliculos pilosos e glandulas).
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PB2

Figura 4: Fotomicrografias de cortes (4um, HE) de pele de camundongos BALB/c inoculados com salina 0,85% (Ct) e particulas PB1 e PB2,nos tempos de
1h, 12h, 24h, 48h e 72h. As fotomicrografias sédo representativas da cinética da migracao leucocitaria ao longo do periodo experimental com progressivo e
intenso infiltrado inflamatério na derme reticular e resolucao ao final do tempo de 72h. Figuras A, B, C, D e E: grupo Ct nos tempos de 1h, 12h, 24h, 48h e
72h, respectivamente, pés-inéculo. Figuras F, G, H, | e J: grupo PB1 nos tempos de 1h, 12h, 24h, 48h e 72h, respectivamente, pds-indculo. Figuras L, M, N,
O e P: grupo PB2 nos tempo de 1h, 12h, 24h, 48h e 72h, respectivamente, pos-indculo. (*) espacamento das fibras; H: hiperemia ativa, V: brotos vasculares;
setas pontilhadas: infiltrado inflamatério. Barra= 25um (10x), 50um (20x). Inserto=zoom de 40x.
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6.2.3. Dosagem de citocinas em macerado de pele
Para realizacdo da dosagem de citocinas em macerado de pele, um

fragmento retirado do local do in6culo em cada camundongo foi processado
para dosagem conforme descrito em 5.3.4 e armazenado a -80°C até o
momento de uso. A dosagem de citocinas em macerado de pele foi feita
conforme descrito em 5.3.5, utilizando-se o kit Cytometric Bead Assay para
deteccdo de citocinas Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-4 e
IL10), utilizando-se citometria de fluxo.

Através da dosagem por kit CBA, foram encontrados niveis detectaveis
somente para as citocinas IL-6 (Figura 5A) e TNF-a (Figura 5B). Os resultados
foram expressos como pg/mL/peso de tecido em miligramas (eixo Y) em
relacdo ao tempo medido em horas (eixo X).

Para a citocina IL-6 (Figura 3A) foi observado no grupo C um aumento
significativo no tempo 12h (156,9456,8) em relagdo a 1h (14,7+7,6) e
diminuicao significativa no tempo 72h (5,3+£3,5) em relacdo a 12h (156,9+56,8).
No grupo PB1, foi observado aumento significativo no tempo 12h (191,2+47,5)
e diminuicdo em 24h (14,4+9,5) e 48h (1,3+1,3) em relagcdo a 1h (55,0£12,3).
Ainda para o grupo PB1, foi observada diminuigdo significativa em 24h
(14,4+9,5) e 48h (1,3+1,3) em relacdo a 12h (191,2+47,5). Para o grupo PB2,
foi possivel perceber uma diminuicdo significativa em 72h (18,7+18,7) em
relacdo a 1h (116,3+36,8).

A comparacdo entre 0s grupos permitiu observar em 1 hora apés a
inoculacdo das particulas niveis significativamente mais elevados de IL-6 em
PB1 (55,0+12,3) em relag¢éo ao grupo C (14,7+7,6).

Em relacdo a citocina TNF-a (Figura 3B), ndo foram observadas
alteracOes significativas nos grupos e tempos analisados. No entanto, foi
possivel perceber um grande aumento em 12h no grupo PB1, seguido de
drastica diminuicdo nos niveis apo0s este tempo. Por fim, no grupo PB2 foi
observado aumento gradual nos indices desta citocina até 24h, com
manutencdo de niveis detectaveis em 72 horas ap0s a inoculacdo das

particulas nos animais do grupo PB2.

51



Silva, J.G.L

>

f
(=]
[=]
1
*

&

200 -

pgfmLfpeso de tecido {mg)

. %ﬁf

—1

v

(=]
[ =]
1

pg/mL/peso de tecido (mg)
[ 43 ]
=]

1 12 24 48 72 12 24 48 72 1 12 24 48 72
C PB1 PB2
TNF-a
1 12 24 48 72 1 12 24 48 72 1 12 24 48 72
C PB1 PB2

Figura 5: Cinética de deteccao de IL-6 (A) e TNF-a (B) por citometria de fluxo através da
utilizac@o do kit CBA em macerado de pele obtida do local do in6culo de solugéo salina 0,85%
(C) e suspensdes de particulas sub-micrédmicas (PB1 e PB2) em camundongos BALB/c.
Valores relativos (médiatdesvio padrdo) da massa de citocina em relacdo ao volume de
solucao e peso do fragmento de pele: T1 = 1 hora apds a inoculacdo, T12 = 12 horas ap6s a
inoculacdo, T24 = 24 horas ap0s a inoculacéo, T48 = 48 horas apos a inoculagéo e T72 = 72
horas apdés a inoculagdo. As diferencas significativas (p<0,05 (*) e p<0,01 (**)) estdo
representadas através de linhas e asteriscos representantes de cada dimensao.
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6.2.4. Andlise enzimatica da ativacao celular
Para analise da ativacdo de macrofagos e neutréfilos no local do

inoculo, foi feita dosagem enzimatica de NAG e MPO em sobrenadantes de
macerado de pele obtidos conforme descrito de maneira geral em 5.3.4 e de
maneira especifica em 5.3.6 para NAG e 5.3.7 para MPO.

Os resultados obtidos foram expressos em nmol/mL de p-
nitrofenol/peso de tecido em miligramas (eixo Y), para NAG (Figura 6A), e
densidade 6ptica por peso de tecido em miligramas (eixo Y), para MPO (Figura
6B), ambos em relacéo ao tempo medido em horas (eixo X).

Neste contexto, para a enzima NAG, foi observada no grupo PB1
diminuicdo significativa dos niveis em 12h (0,0196+0,006), 48h (0,0201+0,001)
e 72h (0,0134+0,006) em relacdo a 1h (0,0296+0,005). Foi também possivel
identificar aumento significativo em 24h (0,0205+0,001) em relagdo a 12h
(0,0196+0,006) e, por fim, observou-se diminuicdo significativa em 72h
(0,0134+0,001) em relacdo a 24h (0,0205+0,001) e a 48h (0,0201+0,001).

Em relacdo ao grupo PB2, foi possivel observar uma diminuicdo
significativa nos niveis de NAG em 72h (0,0166+0,003) em relagdo a 12h
(0,0380+0,004). De um modo geral, os grupos de particulas apresentaram
reducdo de NAG em 72h em relacdo aos tempos anteriores. Quando foi
realizada comparacdo entre os grupos, foi possivel observar nivel maior e
significativo de NAG em 12h para o grupo PB2 (0,0380+0,004) em relacédo ao
grupo PB1 (0,0196+0,006) e também em 24h para o grupo PB2 (0,0247+0,003)
em relacdo ao grupo C (0,0150+0,003).

Para a dosagem de MPO, os resultados obtidos permitiram observar,
no grupo C, aumento significativo em 24h (0,0058+0,001) em relacdo a 1h
(0,0031+0,001) e 12h (0,0022+0,001), em 48h (0,0190+0,005) em relagédo a 1h
(0,0031+0,001), 12h (0,0022+0,001) e 24h (0,0058+0,001) e em 72h
(0,0092+0,001) em relagédo a 1h (0,0031+0,001), 12h (0,0022+0,001) e 24h
(0,0058+0,001), e diminuicdo em relacéao a 48h (0,0190+0,005).

No grupo PB1, foi possivel observar em 24h (0,0065+0,001) aumento
significativo em relacdo a 1h (0,0033+0,001) e 12h (0,0024+0,001), em 48h
(0,0139+0,001) em relagédo a 1h (0,0033+0,001), 12h (0,0024+0,001) e 24h
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(0,0065+0,001), e em 72h (0,0065+0,001) em relagdo a 1h (0,0033+0,001), 12h
(0,0024+0,001) e 48h (0,0139+0,001).

Ainda nas comparacdes dentro dos grupos, para PB2 foi possivel
observar aumento em 24h (0,0069+0,001) significativo em relacdo a 1h
(0,0025+0,001) e a 12h (0,0035%0,001), 48h apds a inoculacdo das particulas
(0,0139+0,001), foi possivel observar aumento significativo em relacdo a 1h
(0,0025+0,001), 12h (0,0035+0,001) e 24h (0,0069+0,001). Por fim, em 72h
(0,0065+0,001), foi observado aumento significativo em relacdo a 1h
(0,0025+0,001) e 12h (0,0035+0,001), e diminuicdo em relacdo a 48h
(0,0139+0,001).

Através da comparacdo dos resultados entre os grupos analisados, foi
possivel perceber valores maiores de MPO no tempo de 72h apds o inéculo no
grupo C (0,0092+0,001) em comparacdo a PB1 (0,0065+0,001) e PB2
(0,0098+0,003).
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Figura 6: Cinética de detecgdo de NAG (A) e MPO (B) por espectrofotometria empregando-se
reacdo enzimética em macerado de pele obtida do local do in6culo de solugdo salina 0,85% (C)
e suspensdes de particulas sub-micrémicas (PB1 e PB2) em camundongos BALB/c. As barras
representam médiatdesvio padrédo dos diferentes parametros avaliados em relacdo ao volume
de solucéo e peso do fragmento de pele. Os nimeros 1, 12, 24, 48, 72 representam o tempo
em horas ap6s os diferentes indculos. As diferencas estatisticas, em cada um dos grupos, sédo
demonstradas acima da barra na forma de ndmeros que ilustram o tempo em que esta
diferenca foi significativa. As diferencas significativas [p<0,05 (*) e p<0,01 (**)], entre os grupos,
considerando o mesmo tempo da analise, estdo representadas através de linhas e asteriscos.
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7. Discussao
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A pesquisa por um candidato vacinal anti-LV é muito importante, haja
vista que diversos grupos ainda dispendem esforgos na busca de um candidato
seguro e que leve a cura parasitolégica do organismo vacinado. Até o
momento, o MS ainda nédo indica nenhuma vacina para emprego em
campanhas de controle da LVC no Brasil (MS, 2006). Além disto, a terapéutica
anti-LVC continua sendo proibida, jA& que o animal permanece como
reservatoério (MS, 2006). Desta maneira, é fundamental que estudos buscando
a analise de diferentes candidatos vacinais sejam realizados de modo a
identificar formulacbes que possam atuar efetivamente no controle da LV.
Neste contexto, diversos estudos e testes vem sendo realizados visando obter
candidatos vacinais que tenham baixo custo de producdo e induza
imunoprotecdo para que sejam empregados em campanhas de vacinacao
(Khamesipour et al., 2005; Meheus et al., 2010).

Dentre os diversos estudos para o desenvolvimento e teste de
candidatos vacinais, destacam-se aqueles utilizando antigeno bruto (Nadim et
al., 1983; Khamesipour et al., 2005; Giunchetti, 2007; Giunchetti et al., 2007;
Vitoriano-Souza et al., 2008; Roatt et al., 2012; Resende et al., 2013; Aguiar-
Soares et al., 2014; ), composi¢cdes com antigenos purificados (Palatnik et al.,
1989; Palatnik et al., 1993; Palatnik et al., 1994; Palatnik, 2008) vacinas de
antigenos recombinantes (Fernandes et al., 2008), vacinas de DNA (Ramiro et
al., 2003; Rafati et al., 2005; Rodriguez-Cortés et al., 2007) e, recentemente,
estratégias de encapsulamento antigénico (Danesh-Bahreini et al., 2011;
Salvador et al., 2012).

O presente estudo buscou desenvolver uma formulacao vacinal baseada
no encapsulamento de antigenos de L. braziliensis, conforme descrito por
Oliveira et al., (2011). Desta maneira, a partir da obtencdo de diferentes
particulas, contendo o antigeno encapsulado ou ndo, procederam-se as
analises de tamanho e também da eficiéncia de encapsulamento.

Deste modo, conforme observado na Tabela 3, foram obtidos sete
grupos de particulas, sendo que cada grupo era composto por uma particula
branca e uma particula contendo antigeno. Em relacéo as particulas brancas, a
faixa de tamanho das particulas variou entre 186,2nm e 1059,4nm, enquanto o
tamanho das particulas contendo o antigeno variou entre 227,8nm e 1060,1nm.

Neste sentido, devido as condicbes pré-estabelecidas no delineamento
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experimental do projeto e a relacdo tamanho versus tipo de resposta
imunologica induzida (Demento et al., 2009; Danesh-Bahreiniet al., 2011), a
qual associa uma resposta imunoldgica de perfil Thl a candidatos particulados
com dimensdes proximas ao micrometro e Th2 a candidatos com dimensdes
préximas ao nandémetro, foram selecionados dois conjuntos de formulacdes
para realizacdo da analise da eficiéncia de encapsulamento antigénico, visando
os futuros testes in vivo.

Tendo como base o tamanho e o indice de polidispersao, foram
escolhidos o conjunto 2 e o conjunto 7, nos quais as formulacdes brancas
apresentaram tamanhos de 347,9 e 802,0nm, respectivamente, e as
formulagbes contendo antigeno encapsulado apresentaram tamanhos de 416,2
e 938,4nm, respectivamente. O indice de polidispersdo fornece informacdes
sobre a homogeneidade da distribuicdo de tamanhos, sendo que quanto menor
o este indice, maior serd a monodispersdo dos tamanhos obtidos (Nemen &
Lemos-Senna, 2011). Desta maneira, a escolha do conjunto 2 (branca: 0,521;
contendo antigeno: 0,556) e do conjunto 7 (branca: 0,226; contendo antigeno:
0,263) também foi influenciada pela maior tendéncia a monodispersédo por
parte das particulas destes grupos. A ndo escolha das particulas do grupo 04
se deu pelo fato de ndo haver quitosana na composicdo das mesmas, apesar
de elevada tendéncia a monodispersdo por parte deste grupo e também pela
relacdo entre tamanho versus tipo de resposta imunoldgica induzida descrito
por Demento et al., 2009, mencionada acima. Observa-se também, que a
quitosana de natureza policatibnica em geral é mais eficiente na inducéo de
uma resposta imune adequada para um efeito adjuvante que nanocarreadores
de carga negativa (Firouzmand et al., 2013).

A quitosana induziu forte alteracdo do tamanho médio das particulas,
dependente da concentracdo deste polimero na amostra. Observou-se que o
antigeno tem natureza coloidal e que a associacao dele com as nanoparticulas
contendo quitosana gerou particulas de tamanho inferior ao do antigeno. Isso
se deve provavelmente ao efeito de compactacdo quando dois polimeros de
cargas contrarias se complexam, neste caso para a formacdo das
nanoparticulas na forma de coacervatos.

As formulacdes foram eficientes no processo de encapsulamento do

antigeno, pois encapsularam 64% do conteddo protéico com um quinto da
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guantidade de polimero, o que indica que as nanoparticulas de menor tamanho
tém maior potencial de carreamento. Este fato sugere que os antigenos devem
estar sendo associados por adsor¢ao a superficie das particulas devido & maior
area superficial que possuem particulas de menor tamanho. O aumento do
tamanho apés inclusdo do antigeno também é indicativo da efetiva associacéo
as particulas. Além disso a reducdo significativa do potencial zeta das
nanoparticulas recobertas de quitosana apds associacdo com 0 antigeno
indicam que o antigeno efetivamente interfere na superficie da particula e deve
portanto estar presente na superficie e ndo na matriz polimérica hidrofobica
constituida pincipalmente pelo PLA. Observa-se uma variagcdo de 15mV para
as nanoparticulas menores e de 10mV para as hanoparticulas maiores, o que
reforca a hipotese de adsorcéo superficial. Existe na literatura ampla discussao
sobre a influéncia do tamanho das particulas carreadoras de antigeno sobre o
sistema imune (Demento et al., 2009). Neste contexto, uma vantagem das
vacinas particuladas sobre os antigenos sollveis reside no fato de que os
mesmos sao facilmente capturados pelas APCs, ja que antigenos associados a
particulas mimetizam o tamanho comum dos patégenos (nano e micro)
(Burgdorf & Kurts, 2008). Desta maneira, foi relatado que a maior taxa de
fagocitose se da para particulas de até 1,2um, o que € uma vantagem
apresentada pelas particulas produzidas neste trabalho (Champion et al.,
2008). Ainda segundo Champion et al. (2008), acima deste tamanho a taxa de
fagocitose apresenta grande decréscimo.

Gan & Wang (2007), testando formulacdes de nanoparticulas a base de
quitosana e trifosfato de sdédio na tentativa de encapsular BSA, obtiveram 5
grupos de particulas tendo como base as variacbes na concentracdo de
quitosana, a presenca ou auséncia de BSA e, por fim, o método de
incorporacdo de BSA. Neste contexto, o tamanho das particulas variou entre
175,6nm e 226,6nm para particulas brancas, 203,7nm e 388,4nm para
particulas nas quais o BSA foi incorporado e, por fim, 361,7nm e 691,4nm para
0S grupos nos quais foi realizada incubacdo com BSA. O método de
incorporacao consistiu em misturar previamente BSA a solucdo de quitosana
utilizada no preparo das nanoparticulas. Em relacdo ao método de incubacéao,
0os coacervados foram obtidos primeiramente e entdo as particulas foram

adicionadas a solucdo de BSA e misturadas. Também foi visto pelos mesmos
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autores gque a quantidade de quitosana usada no preparo das formulacbes
influenciou fortemente no tamanho, bem como a presenca e o método de
incorporagao de BSA.

Em estudos com particulas de quitosana visando o preparo de
carreadores de insulina (Huang et al., 2007) e de fator de crescimento vaso-
endotelial (Sarmento et al., 2006) foram obtidas no primeiro estudo particulas
de tamanho médio de 500nm e eficiéncia de encapsulamento de 85%,
enguanto que as particulas do segundo grupo apresentaram meédia de tamanho
proxima a 250nm.

Através do uso de particulas de quitosana na tentativa de encapsular
candidatos vacinais tendo como base Leishmania spp, Danesh-Bahreini et al.,
(2011), através da utilizacdo do encapsulamento de superéxido dismutase de
Leishmania spp (SODB1) obtiveram 15 formulagbes em funcdo da variagdo na
concentragdo e volume de quitosana, bem como do volume de trifosfato de
sédio. Desta maneira, os tamanhos de particulas obtidos variaram entre 59nm
e 850nm, o que demonstra, novamente, que o tamanho da particula é
influenciado pela quantidade de polimero utilizado, bem como pelo tamanho do
candidato a ser encapsulado. Mais ainda, Ribeiro et al., (2014) obtiveram
particulas a base de quitosana encapsulando Anfotericina B no intuito de testar
um novo candidato terapéutico contra Leishmania. Os tamanhos obtidos foram
de 79,1nm para particulas com quitosana, 104nm a 135nm para particulas
contendo quitosana associada a condroitina e 136nm para particulas contendo
quitosana associada a condroitina e encapsulando a Anfotericina B. Para todas
estas particulas foram observados indices de polidispersdo abaixo de 0,2, o
gue demonstra grande tendéncia a monodispersao por parte do material obtido.

Pode-se considerar, entdo, que as particulas obtidas neste estudo néo
apresentaram tendéncia a monodisperséao, ja que tal situacdo somente ocorre
com valores de indice de polidispersdo proximos a zero e alguns grupos de
particula apresentaram valores maiores que 0,2. Entretanto, os tamanhos
foram satisfatérios para os objetivos propostos, quando comparados a dados
prévios da literatura, ja que os mesmos corroboraram os resultados obtidos.
Por fim, foi observado neste trabalho que também houve influéncia por parte da
concentracdo dos polimeros utilizados, bem como do tamanho do antigeno

presente na suspensao de preparo dos grupos.
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Conforme a tabela 4, tanto a formulacé&o do grupo 2, como a formulagéo
do grupo 7, apresentou eficiéncia de encapsulamento antigénico de 64%.
Também foi observado que n&o houve interferéncia no sinal das leituras por
parte dos componentes do sistema de encapsulamento, ja que o sinal foi nulo
para a reacdo entre 0 reagente analitico e os compostos utilizados,
principalmente a quitosana. A andlise da eficiéncia de encapsulamento é
importante, j& que é a partir dela que se pode saber se o sistema é eficiente no
aprisionamento do candidato em questdo, bem como permite que entdo seja
feito o célculo do volume de suspenséo utilizado para que se obtenha o valor
estabelecido para uma dose de candidato ou da vacina em si. Desta maneira,
foi obtido um bom percentual de encapsulamento, haja vista que em estudos
envolvendo nanoparticulas de quitosana como carreadores de candidatos
vacinais e farmacos contra Leishmania, foram encontrados valores entre 22% e
92% de eficiéncia (Danesh-Bahreini et al., 2011; Ribeiro et al., 2014).

Neste contexto, Danesh-Bahreini et al. (2011) utilizaram um método
baseado na ultracentrifugacdo dos candidatos produzidos, seguido da
separacdo do sobrenadante para analise do conteddo proteico por
espectrometria UV a 595nm usando o ensaio indireto de Bradford para
dosagem proteica em relacdo a uma curva padrao de BSA. A eficiéncia foi
calculada como a razdo entre a diferenca da concentracdo de SODBL1 total e a
presente no sobrenadante, e a concentracdo de SODB1 total. Desta maneira,
foi obtido o percentual de encapsulamento. Os resultados obtidos novamente
variaram em fungéo da concentracdo e volume dos materiais utilizados e se
apresentaram em uma faixa variando entre 22 e 75% de eficiéncia.

Mais ainda, Ribeiro et al. (2014), na avaliacdo de particulas a base de
quitosana para encapsulamento de Anfotericina B avaliaram a eficiéncia de
encapsulamento através da diferenca entre a concentracdo do antibiético antes
do preparo da particula e a concentracdo ndo incorporada apés o preparo. O
precipitado foi diluido em Dimetilsulfoxido (DMSO) e a dosagem se baseou em
espectroscopia UV-visivel. Os resultados obtidos variaram entre 89% e 92%, o
gue pode ser considerado um bom percentual.

Desta maneira, considerando o tamanho do antigeno e das formulacdes
preparadas, pode-se perceber que houve grande eficiéncia tanto no preparo

das particulas como no encapsulamento, ja que os dados obtidos se
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apresentaram em faixas que ja foram descritas em literatura (Danesh-Bahreini
et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). Sendo assim, foi possivel iniciar os estudos in
vivo, sendo que o primeiro deles foi composto por testes de atividade
inflamatoria e toxicidade das particulas brancas e tinha o intuito de avaliar se
tais particulas eram seguras para serem utilizadas e capazes de induzir
resposta inflamatoria no local do inoculo, com recrutamento celular e presenca
de citocinas. A habilidade em induzir alguma alteracdo inflamatoria local é
desejavel pois a particula poderia atuar também como adjuvante. Neste
sentido, mais do que avaliar tais parametros, o objetivo desta etapa foi analisar
a possibilidade de uso da propria particula como adjuvante, o que poderia
aperfeicoar as preparacdes e minimizaria custos de producéo.

E importante considerar que uma resposta imune precoce e efetiva a
adjuvantes pode levar a melhoras significativas na imunogenicidade e eficacia
das vacinas, ja que ocorre ativacao do sistema inato para, consequentemente,
haver desenvolvimento de resposta adquirida (Singh, 2007; Coler et al., 2011).
Neste sentido, 0os adjuvantes sdo essenciais no aumento da imunogenicidade
através da inflamacéo local, recrutamento e ativacao de linfécitos e persisténcia
do antigeno no local do inéculo (Singh & O’Hagan, 1999). Além dessas
caracteristicas, os adjuvantes também desempenham papel na taxa de captura
de antigenos e na producéo de citocinas inflamatérias (Kensil et al., 2004).

Um ponto a se levar em consideracdo quando se trata de inducédo da
resposta imune é o local da imunizacéo que, assim como a dose do antigeno e
a escolha do adjuvante, pode influenciar no tipo de resposta induzida
(O’Hagan, 2000). Sendo assim, nesta etapa do presente estudo foi utilizada a
inoculacao intradérmica para compartimentalizacdo do in6culo (Becker, 1997,
Firestein, 2004). Além do mais, o ambiente imunol6gico da pele € composto
principalmente por células de Langerhans e APCs, que circulam entre a pele e
os linfonodos, além de macréfagos, queratinécitos e células endoteliais, que
também produzem citocinas e, por fim, os linfocitos (Champion et al., 1998;
Debenedictis et al., 2001).

Desta maneira, no presente estudo, os camundongos foram inoculados
por via intradérmica, com uma dose Unica de suspensdo de particulas na
regido dorso-lombar, sendo acompanhados nos tempos de 1, 12, 24, 48 e 72

horas. Neste sentido, os parametros avaliados foram a reacdo inflamatoria
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(migracdo e ativacdo de células inflamatérias para o local do inoculo), a
presenca de citocinas no micro-ambiente do indculo e a toxicidade hepética e
renal.

Considerando ensaios pré-clinicos vacinais, primeiramente devem ser
avaliada a seguranca e inocuidade do candidato empregado. Neste sentido, 0os
componentes de uma vacina ndo podem induzir efeitos colaterais que sejam
incompativeis com a administracdo do produto testado. A saponina €
amplamente utilizada como adjuvante em vacinas e estudos empregando esse
material demonstraram a presenca de alguns efeitos adversos em cées, como
perda de pelos, apatia, anorexia e diarreia, além da acgdo hemolitica
dependendo da dose administrada (Parra et al., 2007; Rajput et al., 2007).

Desta maneira, no intuito de se avaliar um possivel efeito adjuvante,
neste estudo, a quitosana foi escolhida para o preparo das formulacdes
considerando a possibilidade de induzir resposta inflamatoria no local do
in6culo, com presenca de citocinas como IL-6 e TNF-a (Liu et al., 2009; EI-
Sherbiny et al., 2011; Mura et al., 2011). Sendo assim, considerando a
importancia de se avaliar a inocuidade deste material, foi realizada inicialmente
uma avaliacdo macroscopica do local do in6culo, bem como o
acompanhamento do comportamento dos animais no periodo estipulado para
esta etapa. Nao foram observadas alteracdes nos animais inoculados, o que
corrobora a afirmacdo de que a quitosana é um material de elevada
biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo também considerada atoxica
(Salvador et al., 2011). E importante considerar também que em estudos de
Giunchetti et al.,, (2007) e Roatt et al., (2012) alguns cédes inoculados com
saponina apresentaram alteracdes discretas na pele, como edemas ou nédulos
nao ulcerados. No entanto, estas alterac6es ndo foram prejudiciais a saude dos
animais. Este resultado é muito importante, uma vez que a seguranca é um
fator primordial no licenciamento de formulagdes em vacinas humanas e novos
adjuvantes devem ser imunogénicos, mas nao ao ponto de causarem injarias
aos tecidos saudaveis (Gargon & Leo, 2010).

Em fungcdo somente do interesse em se avaliar qualitativamente o
infiltrado celular, ndo foi realizada a analise morfométrica nas imagens obtidas
pela microscopia. Desta maneira, a andlise histopatoldégica somente permitiu

observar que as particulas foram capazes de promover recrutamento celular
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para o local do inoculo. A capacidade de induzir resposta inflamatéria local é
uma caracteristica importante e é compartilhada pela maioria dos adjuvantes
conhecidos (Schijns, 2000).

Em relacdo as alteracfes histoldgicas, foi observado para o grupo C um
perfil rapido de inducdo de alteracbes e resposta inflamatoria, seguido de
resolucdo. A explicacdo para tal fato se da pelo efeito da tracdo da agulha na
pele dos animais durante a inoculacdo da solucdo salina. Desta maneira, nao
ha evidéncias para associacao entre o veiculo de inoculacédo do candidato e a
inducdo de infiltrado inflamatério no microambiente do in6culo. Para todos os
grupos, o processo inflamatdério foi evidente no tempo de 1 hora apds o indculo.
No entanto, numa viséo geral do processo, foi observado um perfil diferenciado
de resposta para os grupos de particulas, sendo que em PB1 houve inducdo
mais rapida de infiltrado celular, com completo processo de resolucao apos 72
horas. De forma semelhante, em PB2, o perfil de infiltrado foi similar ao de
PB1, entretanto, 72 horas ap0s a inoculacao da suspensao de particulas, ainda
havia persisténcia de um perfil inflamatorio discreto. Por fim, o processo de
resolucdo apresentou caracteristicas como o0 restabelecimento do perfil
histologico da derme, proliferacdo fibroblastica e reconstituicdo dos anexos
cutaneos (foliculos pilosos e glandulas).

N&o existem na literatura dados relacionados a utilizacdo de particulas
de quitosana como adjuvantes. Desta maneira, considerando a pesquisa e uso
de adjuvantes vacinais anti-LVC, o estudo de Vitoriano-Souza et al., (2012)
avaliou a cinética inflamatéria na pele de camundongos inoculados com
saponina, adjuvante incompleto de Freund (IFA) e monofosforil-lipideo A
(MPL), o que permitiu maior entendimento em relacdo ao que se espera de um
candidato adjuvante no contexto de uma vacina anti-LVC. Neste contexto, da
mesma maneira que neste estudo, a observacdo do infiltrado celular permitiu
observar recrutamento primario de neutréfilos e, em fases mais tardias, de
linfécitos e macrofagos, que pode ser considerado um infiltrado celular tipico.
Isto mostra que a quitosana apresentou uma propriedade que é dividida pela
maioria dos adjuvantes conhecidos e esta caracteristica esta de acordo com o
que foi descrito por outros autores que também descreveram a habilidade dos
adjuvantes na inducdo de reacdo inflamatéria local em sitios de inoculagdo
(Schijns, 2000; Didierlaurent et al., 2009; Calabro et al., 2011).
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E importante destacar a importancia de se estudar o perfil de células
migratérias, ja que este pode ser um indicador do processo inflamatorio local e
que esta diretamente relacionado ao perfil de citocinas presentes no
microambiente do inoculo (Stewart et al.,, 1984). Segundo Teixeira et al.,
(2005), o numero e composicdo das células do infiltrado inicial influenciardo no
direcionamento e da resposta imune adquirida.

Desta maneira, foram realizados estudos para avaliacdo da funcao
adjuvante das preparacdes a base de quitosana. Neste contexto, além de ser
avaliada a capacidade das formulacbes em promover 0 recrutamento
diferencial de células inflamatérias para a regido do in6culo, também foi
estudado a ativacdo celular através da dosagem da atividade enzimética de
NAG e MPO.

Sendo assim, foi observada migracdo diferencial de macrofagos e
neutréfilos nos grupos analisados, sendo que o perfil de ativacdo de neutrdfilos
se apresentou, de maneira interessante, semelhante para PB1 e PB2, o que
demonstra que as formulacdes foram capazes de induzir resposta imune com
consequente migracdo celular e estabelecimento de um infiltrado inflamatorio.
Mais ainda, em todos os grupos avaliados foram observados niveis detectaveis
de MPO em todos os tempos analisados, sendo que as atividades maximas
foram obtidas em momentos mais tardios (24h a 72h). O estudo da ativacao de
neutroéfilos é importante, ja que a presenca destas células poderia contribuir na
formacdo de microambiente inflamatério e polarizar a resposta imune, haja
vista que, assim como mondcitos e linfocitos, estas células também podem ser
polarizadas em direcéo a diferentes fenotipos da resposta imune (Fridlender et
al., 2009).

Em relagdo a macrofagos, niveis maiores de NAG foram observados
durante todo o tempo de experimento analisado, sendo que a avaliacao
permitiu observar em PB2 aumento significativo em relagéo a PB1 no tempo de
12 horas ap6s o inicio do experimento. Desta maneira, os resultados
permitiram inferir que houve ativagdo de macrofagos desde tempos iniciais do
experimento e que também existe a participacdo de diferentes populacdes e
subpopulacdes celulares no contexto de resposta local, o que corrobora dados
de Korsholm et al. (2009). Neste estudo, os autores propdéem que 0S
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adjuvantes vacinais podem estimular a migracao de diferentes popula¢cdes de
células no local da inoculacdo, o que recruta células rapida e seletivamente.

No contexto de adjuvantes vacinais, alguns estudos mostraram
resultados semelhantes aos obtidos neste experimento. Através do uso do
adjuvante MF59, Calabro et al., (2011) demonstraram o recrutamento inicial de
neutréfilos no tecido muscular, seguidos de mondcitos, eosindéfilos e células
dendriticas. No entanto, os autores ndo relacionaram a capacidade em atuar
como adjuvante do MF59 exclusivamente aos neutroéfilos, apontando também
para a redundancia do sistema imune inato ou para outros tipos celulares.
Através do uso de ISCOMs, Smith et al., (1999) relataram o recrutamento inicial
de neutréfilos e mastécitos, seguidos macrofagos, células dendriticas e
linfécitos, o que se aproxima mais dos resultados obtidos na analise
histopatoldgica realizada neste experimento.

Em geral, foi observado que PB1 e PB2 foram capazes de induzir
resposta imune, sendo que cada uma apresentou mecanismo de acdo com
variacdo na intensidade ou na duracdo da resposta. Desta maneira, foi
importante também investigar o perfil de citocinas presentes no micro-ambiente
do in6culo, uma vez que as citocinas sao fundamentais na polarizacdo da
resposta imune (Banchereau & Steinman, 1988; Iwasaki & Medzhitov, 2004).

O experimento realizado buscou quantificar as citocinas IL-2, IL-6, TNF-
a, IFN-y, IL-17A, IL-4 e IL10. Neste contexto, os resultados revelaram que
foram obtidos niveis detectaveis apenas das citocinas IL-6 e TNF-a. Em
relacdo a IL-6, uma citocina relacionada ao perfil Th17, foram observados em
todos os grupos niveis elevados no tempo de 12 horas, com reducao apoés este
tempo e niveis baixos de deteccdo até o final do experimento. No que diz
respeito ao TNF-a, uma citocina relacionada ao perfil Th1, foi observado um
pico no tempo de 12 horas em PBL1 e niveis baixos detectaveis durante todo o
experimento para PB2, como pequeno pico de produgao no tempo de 24 horas.
Esses resultados permitiram observar que as particulas de quitosana podem
induzir a produgéo de citocinas proé-inflamatoérias IL-6 e TNF-a nas primeiras
72h do inéculo, e infiltrado celular composto por macrofagos em tempos
iniciais, e, de neutrofilos, durante todo o tempo de experimento.

A auséncia na deteccédo das diferentes citocinas, especialmente as do

tipo Il (IL-4 e IL-10) € uma caracteristica interessante observada por estas

66



Silva, J.G.L

particulas, o que poderia favorecer o estabelecimento de uma resposta do tipo |
apos o indculo. Darrah et al. (2007) demonstraram que citocinas inflamatorias
como IL-2 e IFN-y, quando produzidas por células T CD4*, estdo intimamente
relacionadas a funcdes efetoras e de protecdo. Vale ressaltar que a
heterogeneidade na cinética de producéo de citocinas provavelmente reflete as
diferengcas na regulagdo da expressdo e/ou atividade de diferentes células
recrutadas (Morel et al., 2011).

Foram realizadas dosagens enzimaticas dos indices de ALT, AST, ureia
e creatinina a fim de se verificar a funcdo hepatica e renal e, desta maneira,
analisar uma possivel toxicidade das particulas empregadas. Os resultados
permitiram observar que ndo houve dano hepético e renal, ja que os valores se
mantiveram-se normais e dentro dos valores de referéncia para a linhagem de
camundongos BALB/c. Na intencdo de complementar a analise enzimatica, foi
também realizada uma avaliagdo comportamental dos animais e observacao do
local do in6culo durante o periodo experimental em todos os grupos estudados.
Neste contexto, ndo foram observadas alteracGes de comportamento e, em
relacdo a pele, ndo foram detectados nodulos, papulas e ulceragdes.

Neste contexto, os dados obtidos nesta anélise corroboram com estudos
que demostraram que formulacdes a base de quitosana apresentam grande
capacidade de biocompatibilidade e elevado poder de inducdo de resposta
imune, além de serem consideradas um material pouco toxico possibilitando a
producdo de formulacdes de maneira rapida e com baixo custo (Zaharoff et al.,
2007; Salvador et al., 2011).
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8. Conclusao
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O conjunto de dados obtidos neste trabalho mostra que a reacéo
envolvendo PLA, quitosana e antigeno de L. braziliensis foi capaz de produzir
diferentes formulacdes de nanoparticulas com tamanhos variando entre 186,2
e 1060,1nm, além de potencial zeta variando entre +57,0 e +71,6 e
porcentagem de encapsulamento antigénico de 64%, o que demonstrou a
elevada plasticidade dos materiais usados na producao das particulas, além do
perfil catibnico das mesmas. A estratégia de se avaliar o perfil inflamatério e a
toxicidade das nanoparticulas brancas permitiu observar que as duas particulas
estudadas foram capazes de induzir resposta inflamatéria, com ativacdo de
macréfagos e neutrdfilos e producédo de IL-6 e TNF-a apds indculo intradérmico
em camundongos BALB/c, sem induzir toxicidade hepatica e renal. Desta
maneira, estes resultados parecem estar relacionados ao estabelecimento de
técnicas para encapsulamento antigénico e de mecanismos indutores de
inflamacdo esperados para um adjuvante vacinal. A analise em ensaio pré-
clinico vacinal empregando-se as particulas brancas e as particulas associadas
ao antigeno de L. braziliensis esclarecera se ha diferencas na inducdo de

imunoprotecao das particulas.
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