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Resumo

Os cdes representam o reservatorio doméstico mais importante de L. chagasi (sin. L.
infantum), e uma vacina contra leishmaniose visceral canina (LVC) pode ser uma
importante ferramenta para o controle da leishmaniose visceral humana (LV). Além disso,
para a obtencdo de uma vacina efetiva, é fundamental o entendimento de eventos
relacionados a imunogenicidade apos a vacinacdo e desafio com o agente etioldgico para
que seja definida a resposta imune associada a protecéo contra a infec¢do por Leishmania.
Assim, neste trabalho foi verificada a imunogenicidade e protecdo conferida pela
vacinacdo de cdes contra LVC com os imunobioldgicos LBSap e LBSapSal. Desta forma,
trinta e cinco cdes sem raca definida foram distribuidos em sete grupos experimentais,
entre os quais: (i) grupo controle C (n = 5) que recebeu 1 mL de salina estéril a 0,9%; (ii)
grupo LB (n = 5) que recebeu 600 ug de proteina de Leishmania braziliensis em 1 mL de
salina estéril a 0,9%; (iii) grupo Sap (n = 5) que recebeu 1 mg de saponina em 1 mL de
salina estéril a 0,9%; (iv) grupo LBSap (n = 5) que recebeu 600 pg de proteina de L.
braziliensis associado a 1 mg de saponina em 1 mL de salina estéril a 0,9%; (v) grupo Sal
(n = 5) que recebeu extrato de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis (SGE)
equivalente ao conteudo de 5 acinos da glandula salivar em 1 mL de salina estéril a 0,9%;
(vi) grupo LBSal (n = 5) que recebeu 600 pg de promastigotas de L. braziliensis associado
ao SGE em 1 mL de salina esteril a 0,9%; (vii) grupo LBSapSal (n = 5) que recebeu 600 ug
de promastigotas de L. braziliensis associado a 1 mg de saponina e a0 SGE em 1 mL de
salina estéril a 0,9%. Cada animal recebeu trés aplicacfes subcutaneas no flanco esquerdo
em intervalos de quatro semanas. Posteriormente, os cdes foram infectados por via
intradérmica com 1x10’ promastigotas de Leishmania (Leishmania) chagasi na presenca
de saliva de L. longipalpis, sendo avaliados 90 e 885 dias pos desafio. Os niveis de 6xido
nitrico (NO) e citocinas (IL-4, IL-10, TGF-B, TNF-a, IL-12, IFN-y) foram avaliados em
sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) ap0s
estimulo com antigeno soldvel vacinal (VSA) ou antigeno solivel de L. chagasi (SLcA). O
grupo LBSap apresentou altos niveis de IL-4 (T3 e T90dpd), IL-10 (885dpd) e baixos
niveis de TGF-B (885dpd) apos estimulo com antigenos de Leishmania. Além disso, o
grupo LBSapSal apresentou baixos niveis de IL-4 (90dpd) e TGF-f (90 e 885dpd) apds
estimulo com antigeno de Leishmania. Adicionalmente, altos niveis de IL-12 foram
observados nos grupos LBSap e LBSapSal (T3, 90dpd e 885dpd). Da mesma forma,
aumento dos niveis de IFN-y foram observados nos grupos LBSap (T3, 90dpd e 885dpd) e
LBSapSal (T3, 90dpd e 885dpd). O perfil de citocinas sugere gque as vacinas LBSap e
LBSapSal podem conferir imunidade protetora contra a infeccdo por Leishmania. Os
resultados obtidos a partir da analise dos niveis de NO confirmaram a hipoOtese de que as
estas vacinas induzem um perfil de resisténcia contra a infeccdo por Leishmania. Os
principais resultados do presente estudo apontam para uma forte imunogenicidade induzida
pela vacinacdo de cdes com LBSap e LBSapSal e submetidos ao desafio experimental com
L. chagasi, indicando uma acdo destes imunobioldgicos compativel com controle do
parasito em cdes. Novos estudos de avaliacdo da carga parasitaria em medula 6ssea através
da PCR em tempo real podem fornecer importantes informacdes para um melhor
entendimento da eficicia das vacinas LBSap e LBSapSal.
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Abstract

Dogs represent the most important domestic reservoirs of L. chagasi (syn. L. infantum),
and a vaccine against canine visceral leishmaniasis (CVL) would be an important tool in
the control of human visceral leishmaniasis (VL) by decreasing dramatically the infection
pressure of L. chagasi/L. infantum. Moreover, to obtain a successful vaccine, the
understanding of immunogenicity mechanisms involved after vaccination and challenge is
crucial to define the protective responses associated against Leishmania infection. Thus, in
this work it was investigated the immunogenicity and protective effect of LBSap and
LBSapSal vaccination in dogs. In this sense, thirty five mongrel dogs were treated within
seven experimental groups as follow: (i) control group C (n = 5) received 1 mL of sterile
0.9% saline; (ii) LB group (n = 5) received 600 pg of Leishmania braziliensis promastigote
protein in 1 mL sterile 0.9% saline; (iii) Sap group (n = 5) received 1 mg of saponin in 1
mL sterile 0.9% saline; (iv) LBSap group (n = 5) received 600 pg of L. braziliensis
promastigote protein and 1 mg of saponin in 1 mL sterile 0.9% saline; (v) Sal group (n =5)
received sand fly gland extract (SGE) prepared from 5 acini of salivary glands of
Lutzomyia longipalpis in 1 mL sterile 0.9% saline; (vi) LBSal group (n = 5) received 600
Mg of L. braziliensis promastigote protein plus SGE in 1 mL sterile 0.9% saline; and (vii)
the LBSapSal group (n = 5) received 600 pg of L. braziliensis promastigote protein plus 1
mg of saponin together with SGE in 1 mL sterile 0.9% saline. Each animal received three
subcutaneous injections in the right flank at intervals of 4 weeks. Afterwards, the dogs
were intradermally infected with 1x10’ late-log-phase promastigotes of Leishmania
(Leishmania) chagasi in the presence of sand fly saliva of L. longipalpis and follow-up at
90 and 885 days post challenge (dpc). Nitric oxide (NO) levels (determined as nitrite) and
cytokines (IL-4, IL-10, TGF-B, TNF-a, IL-12, IFN-y) were evaluated in culture
supernatants of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated by vaccine soluble
antigen (VSA) or soluble Leishmania chagasi antigen (SLcA). LBSap group displayed
higher levels of 1L-4 (T3 and 90dpi), IL-10 (885dpi) and lower levels of TGF-$ (885dpi)
following Leishmania stimulation. Moreover, LBSapSal group presented lower levels of
IL-4 (90dpi) and TGF-B (90 and 885dpi) after Leishmania stimulation. In addition, higher
levels of IL-12 were observed in LBSap and LBSapSal groups (T3, 90 and 885dpi).
Likewise, increased levels of IFN-y were related to LBSap (T3, 90 and 885dpi) and
LBSapSal (T3, 90 and 885dpi) groups. The cytokines profile suggest that LBSap and
LBSapSal vaccine have potential protective immunity against Leishmania infection. The
results obtained from the analysis of NO levels confirmed the hypothesis that these
vaccines induce a potential resistance profile against Leishmania infection. In conclusion,
the major findings in the present study point to a strong immunogenicity elicited when
dogs were vaccinated with LBSap or LBSapSal and submitted to experimental challenge
indicating a compatible action of this immunobiological with the effective control of the
parasitism in dogs. Further studies on bone marrow parasitism using real time PCR may
provide important information that will lead to a better understanding on LBSap and
LBSapSal efficacies.
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As leishmanioses compreendem um grupo de doencas causadas por diferentes
espécies de protozoarios flagelados do género Leishmania (Desjeux, 2004; Schriefer et al.,
2008), que sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo de
fémeas hematd6fagas dos géneros Phlebotomus ou Lutzomyia. No hospedeiro vertebrado, os
parasitos invadem os fagocitos e, dependendo da espécie de Leishmania, induzem um
espectro de doencas, variando de lesdes cutdneas que podem ser auto-resolutivas até a
forma visceral grave que pode ser letal, caso ndo tratada (Lainson & Shaw, 1987; WHO,
2011).

Anualmente, cerca de dois milhdes de pessoas adquirem Leishmaniose em diferentes
regides do mundo (WHO, 2011). No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV), que tem como
agente etioldgico a Leishmania chagasi (sinonimia Leishmania infantum), é amplamente
distribuida e tem sido notificada em, pelo menos, 12 estados, sendo que os focos mais
endémicos ocorrem na regido Nordeste (MS, 2006). E interessante observar que, com a
urbanizacdo, tem ocorrido uma adaptacdo do ciclo de transmissdéo no ambiente
peridomiciliar, levando a um aumento do numero de casos relatados de LV em todo o
mundo. Sendo assim, ressalta-se 0 importante papel dos cdes como reservatdrio no ciclo
epidemiologico, favorecendo a transmissao do protozoario a humanos e a outros caes, visto
que animais infectados (Deane & Deane, 1955), mesmo sem qualquer sinal clinico da
doenca, podem infectar flebotomineos (Molina et al., 1994; da Costa-Val et al., 2007).

Diante do exposto, o controle da LV preconizado pela Organizacdo Mundial de
Satde (OMS), baseia-se em um tripé de acBes cujos pilares sdo a eutanasia dos cées
infectados, o tratamento de individuos doentes e o uso de piretroides no domicilio e peri-
domicilio para combate do inseto vetor (Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Entretanto, uma
vigilancia epidemioldgica intensa e permanente deve ser mantida para que essas medidas
de controle possam lograr sucesso. Um grande problema no programa de controle da LV
estd no uso de farmacos destinados ao tratamento de casos humanos para tratamento da
doenca canina, ja que independentemente do protocolo terapéutico, ndo € possivel obter
cura parasitologica nestes animais (Noli & Auxilia, 2005; MS, 2006). Além disso, 0
tratamento incorreto na LVC pode possibilitar o surgimento de cepas resistentes a
farmacos utilizados para o tratamento humano e por isto 0 emprego da terapéutica anti-
LVC néo tem sido indicado, conforme parecer n° 0299/2004 da Advocacia Geral da Uniéo
e de acordo com a portaria interministerial do Ministério da Sadde (n° 1.426, de 11 de

julho de 2008) que proibe o tratamento da LVC com produtos de uso humanos ou ndo
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registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Por outro
lado, com a proximidade entre homem e cdo na sociedade atual, o recolhimento e a
eutanasia dos animais soropositivos, muitas vezes assintomaticos, torna-se cada vez mais
complicado (Palatnik-de-Sousa et al., 2001).

Considerando que a quimioterapia em cées ainda nao proporciona cura parasitologica
(Noli & Auxilia, 2005), o desenvolvimento de uma vacina anti-LVC seria a melhor
alternativa para combater a crescente expansdo da doenca podendo contribuir de forma
efetiva nos programas de controle da LV (Hommel et al., 1995, Gradoni, 2001, Mauel,
2002, Desjeux et al., 2004, Ravindran & Ali, 2004, Reis et al., 2010). Entretanto, até o
momento ainda ndo existem vacinas aprovadas pelo Ministério da Salde que sejam
comprovadamente eficazes e que possam ser empregadas no ambito nacional do programa

de controle da leishmaniose visceral canina (PCLV) (MS, 2006).

Neste sentido, diversos pesquisadores tém se empenhado no estudo de vacinas contra
a LVC. Nosso grupo desenvolveu dois novos imunobiolégicos contra leishmaniose
visceral canina: as vacinas LBSap (composta por antigenos de Leishmania braziliensis
acrescido do adjuvante saponina) e LBSapSal (composta por antigenos de Leishmania
braziliensis acrescido do adjuvante saponina e saliva de Lutzomyia longipalpis). Desta
forma, nosso grupo de pesquisa tem concentrado esforcos em estudos para favorecer a
identificacdo de eventos relacionados a imunogenicidade pds-vacinal e/ou pos desafio com
L. chagasi, para triagem de candidatos vacinais contra LVC (Roatt, 2010; Aguiar-Soares,
2010).
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2.1- Estratégias imunoprofilaticas anti-Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Os imunobiolégicos empregados em intervengbes vacinais na LVC podem ser
agrupados em trés classes, no que se refere ao processo de producdo. A primeira geragao
teve inicio com os primeiros estudos de vacinagdo contra a leishmaniose tegumentar
humana por Salles-Gomes (1939) e Pessoa & Pestana (1940) e se estende até os dias
atuais, sendo incorporada em ensaios clinicos vacinais anti-LVVC (Mayrink et al., 1996;
Lasri, et al., 1999; Giunchetti et al., 2007; Aradjo et al., 2008; Giunchetti et al., 2008a,b;
Aradjo et al., 2009). Em vacinas de primeira geracdo, as preparacdes antigénicas sdo
tipicamente constituidas por antigenos brutos, obtidos através de técnicas de atenuacao ou
fixacdo dos agentes etiologicos de interesse. ApOs 0s avancos gerados pelas técnicas
bioguimicas de purificacdo de proteinas e técnicas de biologia molecular, a partir dos anos
90, iniciaram-se 0s estudos de vacinas de segunda geracdo, constituidas por subunidades
definidas, denominadas antigenos recombinantes. As vacinas de segunda geragéo incluem
bactérias ou virus recombinantes, além de utilizacdo de vacinas vivas, com Leishmania
geneticamente modificada (Santos et al. 2002). Com o avan¢o dos estudos genémicos e
p0Os-gendmicos surgiram as vacinas de terceira geracao (vacinas de DNA), constituidas de
genes que codificam antigenos protetores, clonados em vetores contendo promotores
eucarioticos (Palatnik-de-Sousa, 2008).

Dentre os inumeros trabalhos que buscam o desenvolvimento de uma vacina de
primeira geracdo contra a LVC no Brasil, pode ser destacado o desenvolvimento da
Leishvacin por Mayrink e colaboradores nas décadas de 1970 e 1980. Esta vacina,
composta por antigeno de promastigotas sonicadas, era inicialmente composta por 5 cepas
de Leishmania, sendo mais tarde simplificada para apenas uma cepa com a finalidade de
padronizar a producdo do antigeno vacinal (Mayrink et al.,1985; Mayrink et al., 1986). Em
1996, foi realizado um estudo onde cdes mantidos em canil foram imunizados com
antigeno bruto de L. braziliensis associado ao adjuvante BCG (Bacillus Calmette-Guérin) e
desafiados com L. chagasi. Os resultados mostraram protecdo de 90% dos animais
vacinados, ap0s 470 dias de acompanhamento (Mayrink et al., 1996). Considerando estes
promissores resultados, um novo ensaio clinico vacinal duplo-cego randomizado (fase 111)
foi realizado em cédes de area endémica para LV, no municipio de Montes Claros-MG.
Porém, os resultados do teste de eficacia da vacinacdo ndo demonstraram o0

estabelecimento de mecanismos protetores contra a infec¢do por Leishmania na populagéo
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vacinada em relacdo ao grupo controle (Genaro et al.,, 1996). Em outro estudo
supervisionado pelo professor Genaro, uma nova composi¢do vacinal, agora bivalente,
constituida por extrato bruto de cepas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e L.
braziliensis (MCAN/BR/1972/C348) associado ao BCG como adjuvante foi testada em
cées imunizados e desafiados com L. chagasi. Os resultados mostraram que ndo houve
protecdo dos animais vacinados frente ao desafio com L. chagasi (Fujiwara et al., 2005).
Posteriormente, o Prof. Alexandre Reis e seu grupo de pesquisa, prosseguiram nestes
estudos buscando o aprimoramento da composi¢do vacinal destes imunobioldgicos, pois
ficou evidente a necessidade de se realizar ajustes, visando o aumento da imunogenicidade,
favorecendo a protecdo dos animais. E importante salientar que os imunobiolégicos
estudados neste trabalho, LBSap e LBSapSal, séo vacinas de primeira geragdo compostas
por antigenos brutos de L. braziliensis. Este tipo de antigeno apresenta como vantagens a
estabilidade, a antigenicidade, a seguranca e o0 baixo custo para producdo (Giunchetti,
2007). Estudos que buscam avaliar biomarcadores de imunogenicidade nessas vacinas tém
demonstrando que esses imunobioldgicos sdo capazes de induzir aumento de linfocitos T
(CD5", CD4" e CD8") e linfocitos B (CD21") circulantes, bem como de linfécitos T CD8"
e T CD4" Leishmania-especificos (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008a; Roatt,
2010; Aguiar-Soares, 2010). Além disto, as vacinas LBSap e LBSapSal apresentam-se
indcuas e seguras para a administracdo sem causar lesdes ulcerativas no local do inoculo
(Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008; Moreira et al., 2009; Vitoriano-Souza,
2008).

Em relacdo aos candidatos a vacinas contra LVC de segunda geracdo, podem ser
citados aqueles constituidos por antigenos recombinantes. Em 2005, Fujiwara et al.,
avaliaram aspectos da imunidade celular de cdes submetidos a diferentes esquemas de
vacinacdo empregando os imundgenos compostos pelas proteinas LmSTI1 descrito por
Webb et al. (1996), MAPS/TSA descrito por Webb et al. (1998) e LelF descrito por
Skeiky et al. (1998). Foi demonstrado que embora estes antigenos tenham sido capazes de
induzir um estado de imunogenicidade em cées vacinados, eles ndo ofereceram protecdo
ap6s o desafio experimental com 10° promastigotas de L. chagasi por via endovenosa.

Outro candidato vacinal contra LVC, composto por antigenos secretados/excretados
de L. infantum (LIESAp) associado ao adjuvante Dipeptideo Muramilico (MDP), foi
desenvolvido na Franga. Foram feitos estudos em canil, onde os animais foram imunizados

e desafiados com promastigotas de L. infantum apresentaram aumento dos niveis de
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proliferagdo de células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno
vacinal, bem como aumento dos niveis de Oxido nitrico e IFN-y em cées vacinados
(Lemesre et al., 2005). Esta vacina prosseguiu para um ensaio de campo de fase Il
evidenciando envolvimento de resposta celular e eficacia de 92% em cdes vacinados apds
2 anos de avaliacdo (Lemesre et al., 2007).

Também merece destaque a vacina de segunda geracdo contra a LV C, conhecida por
Leishmune®, sendo esta ja licenciada pelo Ministério da Agricultura e disponivel para
comercializacdo. Esta vacina foi desenvolvida pelo grupo de pesquisas da Dra. Clarisa
Palatnik de Sousa, pesquisadora da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A vacina
Leishmune® é composta pelo antigeno complexo glicoprotéico ligante de fucose e manose
(FML) de L. donovani associado ao adjuvante saponina. O antigeno de FML foi descrito
em 1989 e isolado de promastigotas de L. donovani (Palatnik et al., 1989). Essa fracao
glicoprotéica, que contém fucose e manose, foi denominada FML. Trata-se de um
complexo glicoprotéico que inibe fortemente a penetracdo de promastigotas e amastigotas
em macrdéfagos murinos in vitro (Palatnik et al., 1989; Palatnik-de-Sousa et al., 1993) de
forma espécie-especifica (Palatnik et al, 1990). O potencial protetor do FML como vacina
em associacdo com adjuvante saponina foi testado em ensaios de fase | e Il em
camundongos BALB/c, Swiss e hamsters CB (Palatnik-de-Sousa et al., 1994a; Palatnik-de-
Sousa et al., 1994b). Em hamsters, foi observado aumento de anticorpos anti-FML de 97%,
aumento da proliferacdo de esplendcitos in vitro de 76% e reducdo de 90% da carga
parasitaria no baco (Palatnik-de-Sousa et al., 1994b). J& o estudo em camundongos
BALB/c demonstrou aumento de anticorpos anti-FML de 89,1%, aumento da proliferacédo
de esplendcitos in vitro de 79,1% e reducdo de 84% da carga parasitaria no figado
(Palatnik-de-Sousa et al., 1994a). O FML foi também usado em combinacdo com
saponinas, IL-12 e BCG, na vacinacdo de camundongos Swiss (Santos et al., 2002). Foi
observado aumento significativo e especifico dos anticorpos anti-FML, IgG e IgM, apés
utilizacdo de todos os adjuvantes. Além disso, a utilizacdo como adjuvante de saponinas ou
IL-12 induziu aumento de IgG1, 1gG2a, IgG2b e hipersensibilidade tardia contra o lisado
de L. donovani (Intradermorreacdo-IDR). Provavelmente, a intensa resposta produzida pela
administracdo da saponina, induzindo protecdo especifica, orientou o uso das saponinas
como promissores adjuvantes em vacinas contra LV.

Finalmente, também se encontra entre os antigenos que tém sido avaliados, a proteina

recombinante A2, constituinte da vacina Leish-Tec®, associado ao adjuvante saponina.
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Essa vacina, desenvolvida por pesquisadores da UFMG, foi licenciada pelo MAPA, e
encontra-se disponivel no mercado brasileiro. As propriedades imunogénicas do antigeno
A2 foram demonstradas em testes de fase | e II. Em camundongos BALB/c, foi observada
capacidade de conferir protecdo contra a infeccdo experimental com L. donovani, L.
chagasi e L. amazonensis, onde a protecdo foi associada a elevada resposta imune Thi,
especifica ao parasito e caracterizada pela grande producdo de IFN-y (Coelho et al., 2003;
Zanin et al., 2007). Em cées, foi observado que a vacinacdo induziu a producéo de altos
niveis de IgG total e 1gG2 anti-A2, com aumento na producdo de IFN-y em sobrenadante
de CMSP (Fernandes et al., 2008).

Como alternativa inovadora na busca de imunobioldgicos anti-LVC estdo os
candidatos vacinais de terceira geragdo. Os antigenos mais estudados foram aqueles
anteriormente testados como proteinas recombinantes, sendo que a maioria deles foi
testada como vacinas individuais e alguns, como a combinagdo de genes ou como prime-
boost heterdlogo (HPB), que envolve uma injecdo da vacina de DNA seguido pela injecao
da proteina recombinante ou virus expressando a proteina recombinante. A maioria dos
estudos foi realizada utilizando camundongos como modelo experimental e em alguns, o
hamster e cdes (Palatnik-de-Sousa, 2008). Entre os estudos com vacinas de DNA que
utilizaram o cdo como modelo experimental pode ser citado o trabalho de Rafati et al.
(2005), onde foi utilizada uma combinacgédo para imunizacdo com DNA e proteinas cisteina
proteinases tipo | (CPB) e tipo Il (CPA) de L. infantum. Os animais apresentaram
proliferacdo celular antigeno-especifica, altos niveis de anticorpos anti-Leishmania e
apenas 3 de 10 animais apresentaram resultados parasitoldgicos positivos ap6s um ano do
desafio experimental intravenoso com L. infantum. Em outro estudo, Rodriguez-Cortés et
al. (2007) utilizaram uma vacina de DNA expressando quatro proteinas de L. infantum
(KMP-11, TRYP,LACK e GP63), onde ndo foi observada protecdo contra o desafio
experimental por L. infantum em cdes. Ramos et al. (2008), em um estudo com vacina de
DNA, expressando apenas a proteina LACK de L. infantum, observaram, ap6s 290 dias do
desafio experimental intravenoso, parasitismo hepatico semelhante entre 0s grupos
imunizados e ndo imunizados. Sendo assim, observa-se que a imunizacdo com vacinas de
terceira geracdo oferece resultados promissores, porém novos estudos sdo fundamentais
para obtencdo de maiores taxas de protecdo para o0 modelo canino (Ramiro et al., 2003;
Rafati et al., 2005; Rodriguez-Cortes et al., 2007).
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2.2- Aspectos imunoldgicos na LVC e biomarcadores de imunogenicidade de

candidatos vacinais empregando-se o cdo como modelo experimental

Devido ao importante papel do cdo como o principal reservatério do protozoario na
LV (Moreno & Alvar, 2002), surgiu no ambiente cientifico um forte interesse em
compreender a resposta imune na LVC, visando encontrar antigenos de Leishmania
capazes de levar a protecdo e, consequentemente, ao controle da doencga. Dessa forma, o
entendimento dos mecanismos relacionados a resposta imune celular e humoral é de
fundamental importéncia para a compreensdo de eventos relacionados a resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo (Gradoni, 2001, Reis et al., 2010). Assim, o conhecimento
desses biomarcadores tem sido considerado como pre-requisito para o estudo de vacinas
contra LVC (Reis et al., 2010). Além disso, a busca por um padréo de resposta imune que
pudesse estar relacionado a resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por Leishmania,
como ja descrito no modelo murino (Mosmann et al., 1986), tem sido alvo de importantes
estudos utilizando como modelo as formas clinicas assintomatica, oligossintomatica e
sintomatica da LVC (Pinelli et al. 1994; Pinelli et al. 1995; Reis et al., 2006a, Reis et al.,
2006b; Giunchetti, 2004, Giunchetti et al., 2006, Giunchetti et al., 2008a, Giunchetti et al.,
2008b, Reis et al., 2009; Bourdoiseau et al., 1997; Lage et al., 2007; Alves et al., 2009).
Os resultados obtidos nestes estudos incentivaram, na atualidade, o desenvolvimento e a
avaliacdo de ensaios vacinais (Fase I, Il e Ill), buscando identificar biomarcadores de
imunogenicidade em cées vacinados.

Uma das estratégias na identificacdo de biomarcadores de imunogenicidade em
vacinas contra LVC consiste no estudo do perfil de citocinas do tipo 1, tipo 2, bem como
citocinas imunomodulatérias. Essa estratégia permite identificar de forma global o perfil de
citocinas buscando compreender a resposta imune em cées submetidos a imunizagdo com
imunobiolégicos anti-LVVC, favorecendo a busca mais racional de candidatos vacinais
(Reis et al., 2010).

Neste sentido, um importante imunomediador no estabelecimento de imunidade
protetora contra a LV € a citocina pro-inflamatoria classica da resposta tipo 1, o IFN-y.
Esta citocina é produzida por células T, dendriticas, macrofagos e “natural killer” (NK) e
tem a funcdo de induzir a sintese de Oxido nitrico, ativando funcGes microbicidas
(Trinchieri et al., 1993; Reiner et al., 1995). O Oxido nitrico produzido a partir do

precursor L-arginina, pela enzima éxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) em macré6fagos,
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é uma das moléculas mais importantes responsaveis pela morte de parasitos intracelulares
como os do género Leishmania (Bogdan, 2001; Sisto et al., 2001). Sendo assim, IFN-y
controla o crescimento de Leishmania sp. em macrofagos murinos e humanos, limitando a
progressdo da doenca (Murray et al., 1992). Em cdes, um estudo desenvolvido por
Andrade et al. (1999) com animais naturalmente infectados com L. chagasi demonstrou
que a producdo de IFN-y foi detectada no sobrenadante de CMSP apenas em animais
assintomaticos e oligossintomaticos, assim como a resposta linfoproliferativa para
Leishmania. Em outro estudo desenvolvido por Carrillo et al. (2007) em cdes
experimentalmente infectados por L. infantum, a expressdo de citocinas, verificada pela
PCR em tempo real, permitiu detectar altos niveis de IFN-y expressos por CMSP de cées
assintomaticos apos estimulo com antigeno soltvel de Leishmania quando comparados aos
animais sintomaticos e controle ndo infectados. Dessa forma, alguns dados obtidos no
modelo canino de LV sdo coerentes com o que ocorre no modelo murino, onde a expressdo
de IFN-y é associada ao controle da infeccdo (Heinzel et al., 1989; Squires et al., 1989).
Porém, Lage et al. (2007) verificaram correlacdo positiva na LVC entre a carga parasitaria
esplénica e os niveis MRNA de IFN-y desse tecido. Assim, o nivel de IFN-y, quando
analisado isoladamente, ndo representa um bom indicador de resisténcia a infeccao
conforme também ja verificado por outros autores (Karp et al., 1993; Chamizo; Lage et al.,
2007; Reis et al., 2010), e por este motivo ndo deve ser avaliado isoladamente em ensaios
vacinais contra LVC (Reis et al., 2010).

Juntamente com IFN-y, IL-12 tem sido apontada como importante citocina no
controle da infeccdo por Leishmania. A IL-12 é uma citocina produzida por células do
sistema fagocitario mononuclear que geralmente precede e induz a producdo de IFN-y
(Brunda, 1994). Na LVC, a relevancia da IL-12 foi demonstrada no trabalho desenvolvido
por Strauss-Ayali et al. (2005), com cées experimentalmente e naturalmente infectados por
L. infantum. Neste estudo, foi verificado que as CMSP estimuladas com IL-12 ex6geno,
eram capazes de reverter um estado de aparente anergia tipica da doenca, favorecendo o
aumento da expressao e producdo de IFN-y em todos os cées infectados com L. infantum.
Dessa forma, foi observado que a IL-12 favorece o estabelecimento de uma resposta imune
do tipo 1, induzindo a producéo de IFN-y (Strauss-Ayali et al. 2005).

Outra importante citocina pro-infamatéria (ou tipo 1) envolvida na resisténcia a

infeccdo por Leishmania é TNF-a. Esta citocina é produzida por macréfagos, células T e
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celulas NK e age, juntamente com o IFN-y, induzindo a producdo de 6xido nitrico e,
consequentemente, a morte de amastigotas no interior de macrdéfagos (Liew et al., 1993).
Dentre os estudos existentes em LVC, podem ser destacados os trabalhos pioneiros de
Pinelli et al. (1994a), Pinelli et al. (1994b), Pinelli et al. (1995) e Pinelli et al. (1999) onde
foi estabelecida uma associacdo da producgéo das citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-o. com um
perfil de resisténcia, sendo evidenciada a relagdo direta entre o grau de comprometimento
clinico e a alteracdo da resposta imune celular.

Dentre as citocinas associadas a progressdo da infeccdo, pode ser citada TGF-p. Esta
é uma citocina produzida por linfécitos B e T, além de células NK e macr6fagos ativados,
que suprime a capacidade microbicida de macréfagos, inibindo sua capacidade de controlar
0 crescimento do parasito intracelular (Barral et al., 1993). Neste sentido, foi descrito que
TGF-B inibe o desenvolvimento de resposta do tipo 1 pelas citocinas IL-12 e IFN-y,
favorecendo a infeccdo por Leishmania (Schimitt et al.;1994). Além disto, alguns estudos
mostram que TGF-f inibe a sintese de TNF-a, alterando a fun¢do dos macrofagos e a
producéo de oxido nitrico (Vodovotz, et al.,1993; Wahl, 1994; Omer, et al., 2000). Estudos
de infeccdo experimental por L. donovani em hamsters e L. chagasi em camundongos
mostraram aumento da producdo de TGF-B em cultura de macrofagos (Rodrigues et
al.,1998; Gantt et al., 2003). Corréa et al. (2007) ao avaliarem a producéo de TGF-p, IL-10
e IFN-y, em extratos de baco e figado de cdes assintomaticos e sintomaticos, verificaram
maior producdo de TGF-B no grupo de cdes assintomaticos, enquanto que IL-10 e IFN-y
apresentaram altos niveis em ambos os grupos de cdes. Em outro estudo realizado por
Alves et al. (2009) na LVC, avaliando a expressao de citocinas em linfonodos associado
com carga parasitaria e forma clinica da doenga em animais naturalmente infectados por L.
chagasi, foi observada a ocorréncia de alta expressdo de TGF-f e IL-10 associadas ao
aumento da carga parasitaria em cées sintomaticos, sugerindo o papel destas citocinas na
progressdo da doenca. Desta forma, estes resultados sugerem que TGF-f estaria
relacionada a progressdo da doenca na LVC.

Outra importante citocina € a IL-10. Esta apresenta atividade regulatéria e é
produzida por células T e B, macrofagos, células dendriticas e epiteliais. Sua producéo
pode ser induzida como parte de um mecanismo homeostatico para evitar danos teciduais
causados por inflamagéo excessiva (Moore et al., 2001; Mege, et al., 2006). Em humanos,

a associacdo entre aumento dos niveis de IL-10 e a gravidade da LV ¢é evidente. Neste
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sentido, na revisdo realizada por Nylén e Sacks (2007) os autores relatam diversas vias que
contribuem para a gravidade da doenca através das agdes de I1L-10. Provavelmente, um dos
efeitos mais danosos consiste na inibicdo da responsividade de macrofagos a sinais de
ativacdo (IFN-y), com consequente inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio,
culminando com a manutencao do parasitismo por espécies de Leishmania (Nylén e Sacks,
2007). Outra contribuicdo desta citocina para a patogénese da LV €é o fato dela
impossibilitar as funcdes de apresentacdo de antigenos por células dendriticas e
macrofagos, através da inibicdo da expressdao de MHC-1l1 e moléculas co-estimulatdrias.
Além disso, ocorre também inibicdo da producao de IL-12, o que pode resultar em inibicdo
de uma resposta antigeno-especifica do tipo 1. A IL-10 também pode inibir a maturacdo e
migracao de células dendriticas, além de contribuir para a apoptose de células T e aumento
da sobrevivéncia de células B, que podem ser fonte da geracdo de mais IL-10. O aumento
da producdo de anticorpos caracteristico da LV pode contribuir para a patogénese da
doenca, causando danos teciduais pela deposicdo de imunocomplexos, que por sua vez
podem estimular mondcitos e macréfagos a produzirem mais IL-10 (Nylén e Sacks, 2007).

Um dos primeiros trabalhos descritos na LVC abordando uma analise do perfil de
citocinas foi o de Pinelli et al. (1999). Neste estudo, foi avaliada a expressdo de mRNA de
IL-12, IFN-y, IL-4 e IL-10 em CMSP de cdes infectados por L. infantum. De forma
interessante, este estudo evidenciou que, na auséncia de sinais clinicos, todas as citocinas
avaliadas foram detectadas, enquanto, na presenca de sinais clinicos, apenas foi detectada
expressdo de IL-10 ou IL-4, sugerindo uma possivel participacdo destas citocinas no
desenvolvimento de sinais clinicos da LVC. Mais recentemente, Lage et al. (2007),
relataram aumento da expressdo de IL-10 em esplendcitos de cdes com alta carga
parasitaria comparados aos animais com baixo e médio parasitismo na infeccdo natural por
L. chagasi. Estes achados foram semelhantes aos relatados por Alves et al. (2009)
avaliando o linfonodo na LVC. Nesse sentido, estes trabalhos apontam para um possivel
efeito imunossupressor da IL-10 na LVC, o que favoreceria a manutencdo ou aumento do
parasitismo tecidual. Por outro lado, Quinnell et al. (2001) relataram, em cédes naturalmente
infectados por L. chagasi, maior expressdo de IFN-y, ndo sendo observado aumento da
expressdo de IL-18, IL-4 e IL-10. Dessa forma, neste estudo ndo foi constatado o papel
imunossupressor de IL-10. De forma semelhante, Santos-Gomes et al. (2002) ao avaliar
caes experimentalmente infectados por L. infantum, ndo observaram relacdo entre a

gravidade da doenca e a expressao de IL-10.
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A citocina IL-4 é produzida principalmente por linfocitos T e tem acdo moduladora
do sistema imune em modelo murino, regulando a secre¢do ou inibindo os efeitos
protetores de citocinas da resposta do tipo 1 como IFN-y e IL-12, sendo relacionada a
morbidade neste modelo (Miralles et al.,1994). Da mesma forma, IL-4 parece estar
relacionada a susceptibilidade na LVC. Chamizo et al. (2005), ao avaliarem a expressao de
citocinas em CMSP de cdes assintomaticos experimentalmente infectados por L. infantum
comparados a cdes nao infectados, observaram que IL-4 foi detectada em niveis inferiores
no grupo de cdes assintomaticos. Em outro estudo, onde foi pesquisada a expressao de
citocinas em pele de cées naturalmente infectados por L. infantum, foi observado que a
expressdo de IL-4, IFN-y e TNF-a foi significativamente superior em relagdo aos grupos
controles ndo infectados. Além disso, cdes com alta carga parasitaria apresentaram niveis
de expressdo de IL-4 significativamente superiores aos demais cdes em estudo
(Brachelente et al., 2005). J&a Quinnell et al., (2001), em um trabalho de analise do perfil de
citocinas em aspirado de medula dssea de cées naturalmente infectados por L. chagasi,
observaram que cdes sintomaticos apresentavam maiores niveis de IL-4. Desta forma, estes
estudos apontam para a importancia da IL-4 em favorecer o parasitismo na LVC,
contribuindo para a manutencao da morbidade.

E importante ressaltar que a resisténcia ou susceptibilidade a infecgdo, em modelo
murino, foi relacionada a producdo de citocinas por subgrupos de células Thl e Th2,
respectivamente (Mosmann et al., 1986). Porém, na LVC, essa dicotomia néo é téo clara,
como tem sido demonstrado em diferentes estudos, com a presenca simultanea de IFN-y e
IL-10 (Chamizo et al., 2005; Lage et al., 2007). Além disso, mais recentemente, foi
descrito na LVC ativa um perfil misto de citocinas, com altos niveis de IL-10 e TGF-,
concomitante com baixa expressao de IL-12 e maior carga parasitaria cutanea (Menezes-
Souza et al., 2010).

Além da avaliacdo dos niveis de citocinas, a imunofenotipagem celular também
constitui um importante biomarcador indicado para compor testes para se estudar a histéria
natural da LVC (Reis et al., 2006b) ou ainda para estudos de imunogenicidade vacinal
contra LVC (Reis et al., 2010). Em 1997, Bourdoiseau et al. ao avaliarem o fenétipo
celular do sangue periférico de cdes naturalmente infectados por L. infantum, verificaram
que c3es sintomaticos apresentavam queda no percentual de linfocitos T CD4" e linfocitos
B CD21" circulantes em relagdo aos animais assintomaticos. Ruitenberg et al., (2001)

observaram ativacdo de linfocitos T em CMSP de cdes assintomaticos apds estimulo
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especifico in vitro por antigeno de L. infantum, resultando na producdo de IFN-y e indugéo
da atividade citotoxica de linfocitos T CD8" com consequente lise de macréfagos
infectados por Leishmania. Por outro lado, cdes sintomaticos apresentaram queda na
populagdo de linfocitos T CD4", linfocitos B CD21", e reducdo na resposta
linfoproliferativa in vitro frente ao estimulo antigénico-especifico, sem producao
significativa de IFN-y e, consequentemente, menor capacidade da lise de macrofagos
infectados por linfocitos T CD8". Outro estudo de avaliagio do fendtipo de leucécitos do
sangue periférico na LVC sugere que o aumento de linfocitos T (CD5*, T CD4" e TCD8")
e da expressdo de MHC-II em linfécitos do sangue periférico consiste em importantes
biomarcadores associados ao controle do parasitismo (Reis et al., 2006b). Mais
recentemente, Alexandre-Pires et al. (2010) realizaram um estudo onde foi avaliada a
caracterizacdo fenotipica de linfocitos e a expressao de MHC-II no sangue periférico,
medula dssea e linfonodos de cdes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados
por L. infantum e cées tratados. Foi observada alta frequéncia de linfocitos MHC-I1" no
grupo de cdes assintomaticos e mondcitos MHC-I1" no grupo tratado. Estes resultados
reafirmam a importancia da analise da expressdo de MHC-11 como biomarcador indicativo
de ativacdo celular em cdes com LVC (Reis et al., 2006b) ou em estudos vacinais
empregando-se o cdo como modelo experimental (Reis et al., 2010).

Do ponto de vista da resposta humoral na LVC, alguns autores procuram associar a
presenca de determinado subtipo de 1gG aos diferentes quadros clinicos de LVC, visando
determinar marcadores soroldgicos de protecdo ou de progressdo da doenca. Dessa forma,
varios estudos da infeccdo natural ou experimental mostraram ocorréncia de ativacéo
policlonal de linfécitos B com elevagdo na producdo de imunoglobulinas (Abranches et al.,
1991; Genaro, 1993; Martinez-Moreno et al., 1993; Reis, 2001; Reis et al., 2006a,b;
Giunchetti et al., 2008c). Porém, a discussdo entre autores, sobre a presenca de uma
determinada subclasse que esteja relacionada a resisténcia ou susceptibilidade na LVC é
ainda controversa (Barbiéri, 2006; Day, 2007). Enquanto, alguns autores associam a
presenca de sinais clinicos de LVC a altos niveis de IgG1 (Deplazes et al., 1995; Quinnell
et al., 2003; Iniesta et al., 2005) outros relacionam o subtipo 1gG2 a manifestacdo clinica
da doenca (Leandro et al., 2001; Reis et al., 2006b; Costa-Val et al., 2007). Trabalhos do
nosso grupo de pesquisa relatam que cées assintomaticos apresentam menores niveis de
anticorpos circulantes, e predominio de IgG1l associado a uma menor quantidade de

parasitos em diversos tecidos (Reis et al., 2006a,b). Ja cdes sintomaticos apresentaram
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elevada producgéo de imunoglobulinas de diversas classes e subclasses (19G2, IgA, IgM e
IgE) (Reis et al., 2006a,b). Além disto, os altos niveis de 1gG2 e IgE na forma clinica
sintomética podem estar associados a uma resposta imune do tipo 2 (Reis et al., 2006b).

Os diferentes estudos citados acima fornecem importante subsidio para a melhor
compreensdo dos eventos imunoprotetores na LVC. Tais estudos comp8em os pilares que
sustentam as atuais abordagens de teste para andlise da imunogenicidade em ensaios
clinicos vacinais anti-LVC (Reis et al., 2010). Neste contexto, uma das primeiras
abordagens prop6s a andlise dos niveis de 6éxido nitrico sérico e em sobrenadante de
cultura, estudo do perfil de linfocitos T (CD5") e suas subpopulagdes (CD4" e CD8"),
linfocitos B (CD21%), mondcitos (CD14") circulantes, bem como de linfocitos T CD8" e T
CD4" Leishmania-especificos (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008a). Estudos
subsequentes como os de Araujo et al. (2009), propuseram outras abordagens como uma
anélise comparativa com as vacinas Leishmune® e Leishvaccine, avaliando os niveis de
citocinas intracitoplasmaticas em diferentes populaces de linfocitos. Neste estudo, foi
observado que a imunizacdo com Leishvaccine induz um perfil misto de resposta com um
aumento na producdo de IFN-y e de IL-4. Por outro lado, a imunizagdo com Leishmune®
induziria um aumento somente na sintese de IFN-y e, conseqiiente aumento na razio
linfocito T IFN-y*/ IL-4" (Aradjo et al., 2009; Araljo et al., 2011). A avaliacdo das
principais caracteristicas fenotipicas de leucocitos caninos apds vacinagdo com
Leishvaccine e Leishmune® mostrou que Leishvaccine induziu alteracdes associadas a
ativacdo de células T (CD4" e CD8") e linfocitos B (CD32%). Ja a vacinacdo com
Leishmune® levou & uma resposta seletiva, associada apenas & ativagéo de células T CD8*
(Araujo et al., 2011). Lima et al. (2010) realizaram uma avaliacdo da resposta imune em
cdes de Aracatuba, area endémica para LVC, antes e ap6s vacinagdo com Leishmune®.
Neste estudo foi observado que a vacinagéo induziu aumento dos niveis de IFN-y e
reducdo de células T CD4'/CD25", o que poderia favorecer o estabelecimento de
mecanismos associados a um padrdo de protecdo.

Em outro trabalho, Fernandes et al. (2008) avaliaram a imunogenicidade de uma
vacina composta pela proteina recombinante A2 associada ao adjuvante saponina (Leish-
Tec®). Neste trabalho, ficou documentado que cdes vacinados eram capazes de produzir
altos niveis de 1gG total e 1gG2 anti-A2, com aumento na producdo de IFN-y em
sobrenadante de CMSP. Em outro estudo, Holzmuller et al. (2005) mostraram que cédes

imunizados com antigeno purificado de promastigotas de L. infantum apresentaram uma
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eficiente resposta imune celular in vitro contra a infeccdo, caracterizada pela producéo de
IFN-y resultando na producéo de 0xido nitrico e morte do parasito.

Diante do exposto, torna-se evidente a necessidade de se empregar um conjunto de
biomarcadores para a triagem mais acurada de candidatos vacinas anti-LVC. Neste
contexto, estes estudos apontam para a importdncia das andlises de: (i) perfil
imunofenotipico de linfocitos caninos ex vivo e in vitro (linfocitos T CD5", CD4", CD§8",
linfocitos B CD21"* e mondcitos CD14"), (ii) analise dos niveis de 6xido nitrico sérico e em
sobrenadante de cultura, (iii) estudo do perfil de citocinas intracitoplasmatica de linfocitos
e mondcitos (IL-4 e IFN-y) ou em sobrenadante de CMSP e/ou de células de 6rgdos
linféides como o baco e linfonodo (TNF-a, IL-12, IFN-y, I1L-4, IL-10, TGF-B). Neste
sentido e tendo como base os resultados promissores das vacinas LBSap e LBSapSal
observados antes e ap0s o desafio experimental com L. chagasi, este trabalho propde a
ampliacdo dos estudos da avaliagdo de biomarcadores de imunogenicidade desses

imunobiologicos.
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A leishmaniose visceral é endémica em muitas regifes do Brasil, constituindo um
sério problema de salde publica. O controle dessa doenca é baseado em ac¢des que nem
sempre apresentam resultados satisfatorios, ja que o controle do vetor ndo tem obtido
sucesso e 0 numero de casos caninos e humanos aumentam consideravelmente a cada ano.
Além disso, a eutandsia de cdes infectados, que é uma medida necessaria devido a
impossibilidade de cura parasitoldgica, apresenta limitagdes considerando a proximidade
homem-cdo em nossa sociedade. Maior gravidade encontra-se na possibilidade de cées,
ainda assintomaticos, atuarem como reservatério do parasito, arriscando a salde das
pessoas ao seu redor. Sendo assim, a imunoprofilaxia aparece como uma importante
alternativa para interromper o ciclo biolégico do parasito, impedindo que outros cées e,
consequentemente, o homem sejam infectados. No entanto, até o momento, ainda néao
existem vacinas que sejam consideradas eficazes pelo Ministério da Saude de modo que
possam ser empregadas no programa oficial de controle da LVC. Tais fatos nos mostram a
importancia de estudos que busquem o desenvolvimento de novos antigenos e protocolos
vacinais, que poderdo ser utilizados em futuras campanhas de controle. Dessa forma, torna-
se altamente relevante o estudo de biomarcadores de imunogenicidade vacinal em cées
imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal, antes e ap0s o desafio com L. chagasi,
visando compreender o potencial imunoprotetor dessas vacinas. Assim, 0s resultados
obtidos com a realizacdo deste trabalho poderdo nortear ensaios clinicos vacinais de campo

com os imunobiologicos LBSap e LBSapSal.
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4.1- Objetivo geral
Avaliar o perfil de citocinas, 6xido nitrico e o parasitismo tecidual como potenciais

biomarcadores de imunogenicidade antes e ap6s o desafio intradémico com L. chagasi em

cées vacinados com LBSap e LBSapSal.

4.2- Objetivos especificos
Avaliar antes do protocolo vacinal (To), apds a terceira dose dos imunobioldgicos (Ts)
LBSap e LBSapSal e 90 (Tgy) e 885 dias (Tsss) apos o desafio intradérmico com L.

chagasi, 0s seguintes parametros:

(i) Producéo das citocinas (IL-4, IL-10, TGF-B, TNF-a, IL-12 e IFN-y) em sobrenadante de
culturas de CMSP (ELISA);

(i1) Correlacionar a resposta imune celular (imunofenotipagem in vitro por citometria de

fluxo) com os resultados obtidos através da avaliacdo do perfil de citocinas;

(iii) Niveis de 6xido nitrico em sobrenadante de cultura de CMSP;

(iv) Correlacionar a resposta imune celular (imunofenotipagem in vitro por citometria de

fluxo) com os resultados relativos a dosagem de NO;

(v) Parasitismo da medula 6ssea por “Leishman Donovan Units” (LDU).
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5.1- Animais

O material bioldgico deste estudo é proveniente de cées avaliados no trabalho
desenvolvido por Giunchetti (2007), Roatt (2010) e Aguiar-Soares (2010). Para
tanto, foram utilizados 35 cées sem raca definida (Canis familiaris) de ambos o0s
sexos, provenientes de 8 cadelas matrizes do canil do Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com idade média de 210 dias. Os cées
foram submetidos a um rigoroso manejo sanitario, sendo que os mesmos foram
vermifugados (Chemital plus®, Chemitec Agro-Veterinaria LTDA., Brasil) a partir
de 21 dias de idade, e vacinados contra cinomose, adenovirus tipo 2, coronavirus,
parainfluenza, parvovirus, leptospira (Vanguard® HTLP 5/CV-L, Pfizer) e raiva
(Vacina anti-rabica fuenzalida modificada®, Tecpar). E importante ressaltar que esse
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Federal de Ouro Preto (CEP 033/2008 — Projeto n° 2008/01).

Os animais foram mantidos no canil do Centro de Ciéncia Animal/UFOP, que é
totalmente telado com malha suficientemente fina capaz de impedir a entrada de
flebotomineos, apesar de a regido ser considerada area indene para leishmaniose
visceral. Todas as instalaces do canil foram submetidas a borrifacdo com inseticida

piretroide a cada trés meses, como medida auxiliar de combate a insetos.

5.2 — Producdo do antigeno vacinal, do adjuvante saponina e obtencdo de

glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis

Os imunobioldgicos desenvolvidos originalmente para o trabalho desenvolvido
por Giunchetti (2007), o qual foi dada continuidade nos trabalhos desenvolvidos por
Roatt (2010), Aguiar-Soares (2010) e no presente trabalho, foram elaborados a partir
de cultura da cepa padrdo de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) cultivada em meio de cultura agar-sangue, Nicolle-Novy-
Neal (NNN), associado ao Liver Infusion Tryptose (LIT). As culturas foram
armazenadas em estufa biolégica refrigerada BOD (FANEM® modelo 347), a
temperatura de 23°C +1°C, sendo homogeneizadas diariamente. A concentragdo do
antigeno utilizada em cada dose foi de 600mg/mL em solugdo salina estéril. A

producdo dos imunobioldgicos foi descrita de forma detalhada por Giunchetti (2007).
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A saponina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) utilizada neste estudo como
adjuvante foi diluida em solucdo salina estéril 0,85% no momento do in6culo (1
mg/dose), para evitar perda na estabilidade.

O extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis (SGE) utilizado neste estudo
como componente antigénico vacinal foi cedido pelo Laboratdrio de Fisiologia de
Insetos Hemat6fagos/ICB/UFMG. As glandulas salivares de fémeas de
Lutzomyia longipalpis, ndo alimentadas, com idade de quatro dias, foram dissecadas
em solucdo salina levemente hipoténica ndo tamponada a 0,8%. Apds a coleta, as
glandulas foram rompidas em sonicador por 10 segundos e centrifugadas a 10.000 g

por 2 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer -70°C até o uso.

5.3- Delineamento experimental

Os cées destinados aos experimentos foram distribuidos aleatoriamente em 7

grupos experimentais:

0] Grupo controle (C): cinco cées - receberam trés doses de
1mL de solucéo salina estéril a 0,85% por via subcutanea, em intervalos de
30 dias;

(i)  Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis
(LB): cinco cées - receberam trés doses subcutaneas de 600ug do
antigeno/dose, diluido em 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%, em
intervalos de 30 dias;

(iifi)  Grupo imunizado com adjuvante saponina (Sap): cinco
caes - receberam trés doses subcutaneas de 1mg de saponina/dose, diluida
em 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de 30 dias;

(iv)  Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis
(LB) associado ao adjuvante saponina (LBSap: Vacina 1): cinco caes -
receberam trés doses subcutaneas da formulacdo vacinal composta de
600ug do antigeno/dose e 1mg de saponina/dose, diluidos em 1mL de
solucdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de 30 dias;

(v)  Grupo imunizado com saliva de L. longipalpis (Sal): cinco

cdes - receberam trés doses subcutaneas de cinco acinos de extrato de
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glandula salivar/dose, diluidos em 1mL de solucéo salina estéril a 0,85%,
em intervalos de 30 dias;

(vi)  Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis
associado a saliva de L. longipalpis (LBSal): cinco cdes - receberam trés
doses subcutaneas de 600ug do antigeno/dose associado a cinco acinos de
extrato de glandula salivar de L. longipalpis/dose, diluidos em 1mL de
solucdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de 30 dias;

(vii) Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis
associado ao adjuvante saponina e a saliva de L. longipalpis (LBSapSal:
Vacina I1): cinco cées - receberam trés doses subcutaneas da formulacéo
vacinal 11 composta de 600ug do antigeno/dose, 1mg de saponina/dose e
cinco &cinos de extrato de glandula salivar de L. longipalpis/dose, diluidos

em 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de 30 dias.

Todo o protocolo de vacinacdo foi realizado no mesmo dia, para todos os
grupos avaliados. Os intervalos entre as doses foram divididos em cinco tempos
distintos de avaliacdo: T, (avaliacdo antes da primeira dose), T3 (avaliacdo apos 15
dias da terceira dose), Tgo (90 dias apds o desafio com L. chagasi) e Tggs (885 dias
apos o desafio com L. chagasi), conforme ilustrado pelo Diagrama 1.

O desafio experimental dos animais foi realizado ap6s 100 dias do término do
protocolo vacinal, onde todos os cies receberam 1,0x10’ promastigotas de L. chagasi
em fase estacionaria de cultivo, pela via intradérmica na face interna da orelha
esquerda, sendo inoculado junto com os parasitos, 5 acinos da glandula salivar de L.
longipalpis, conforme descrito por Roatt (2010) e Aguiar-Soares (2010).

Importantes metodologias utilizadas nesse trabalho s6 foram possiveis de serem
realizadas devido a realizacdo prévia de experimentos de imunofenotipagem in vitro
em CMSP (CD4", CD8") cultivadas sob estimulo do antigeno solivel vacinal (VSA)
e antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA). A realizacdo desses experimentos permitiu
a coleta de sobrenadantes das culturas para dosagem de Oxido nitrico e citocinas
(IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-10 e IL-4) que foram armazenados em freezer -80°C, nos
tempos To, T3, Too € Tggs. Além disso, os resultados de imunofenotipagem obtidos
previamente foram utilizados para analises de correlagio com os resultados de

citocinas e 6xido nitrico, como ilustrado no Diagrama 2.
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No tempo Tggs, foram coletadas amostras de medula dssea, por ocasido da
necropsia dos caes, para avaliacdo da carga parasitaria por “Leihsman Donovan
Units” (LDU). E importante salientar que a eutanasia de todos os cées foi realizada
no tempo Tggs, SOb supervisdo de um médico veterinario, empregando-se anestésico
barbiturico (35mg/Kg de Tiopental S6dico) seguido de solucdo saturada de cloreto de

potassio, aplicados por via endovenosa.
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5.4- Etapas realizadas previamente:

5.4.1- Obtencéo de amostras de sangue periférico

Amostras de sangue periférico foram coletadas, através de puncdo da veia jugular ou
radial, em seringas descartaveis estéreis de 20 mL. Em seguida, foram transferidos 5mL de
sangue para um tubo contendo EDTA (na propor¢do de 1mg/mL) destinados a
imunofenotipagem de leucdcitos por citometria de fluxo. Para realizagdo dos testes in vitro,
30 mL de sangue foram coletados em duas seringas descartaveis estéreis heparinizadas de
20 mL. O sangue permaneceu em temperatura ambiente, por até 3 horas, até 0 momento do

uso.

5.4.2- Cultura de células mononucleares do sangue periférico

Para obtencdo dos leucdcitos do sangue periférico no contexto in vitro, o sangue
coletado em seringas heparinizadas foi lentamente adicionado sobre 10mL de Ficoll-
hypaque (Histopaque® 1.077 - SIGMA Co., EUA) gelado em tubos de polipropileno, e
submetido a centrifugacdo a 1200rpm por 40 minutos em temperatura ambiente. Foi
removido o anel celular contendo células mononucleares, e lavadas por duas vezes em
centrifugacao a 1500rpm por 10 minutos a 4°C com RPMI 1640. Ao final, as células foram
ressuspensas em 1mL em RPMI 1640 e o volume final de PBMC ajustado para conter 10’
células/mL e submetidas a cultura conforme descrito por Giunchetti (2007).

Para as culturas de células mononucleares destinadas a coleta de sobrenadante para
dosagem de O&xido nitrico e citocinas e obtencdo de células estimuladas para
imunofenotipagem nos tempos Ty, T3, Too € Tsgs, foram utilizadas placas de 48 orificios
(Costar, Cambridge, USA), nas quais foram adicionados 650uL. de meio de cultura (10%
Soro fetal bovino/1% de Estreptavidina/Penicilina, 2 mM L-glutamina e 0,1% [I-
mercaptoetanol, em RPMI 1640), 50pl de CMSP (5.0 x 10° células/orificio) com 100uL
antigeno solavel vacinal (L. braziliensis, 200ug/mL) ou 100uL soluble L. chagasi
(200png/mL), que foram comparadas as culturas controle (ndo estimuladas) sendo
adicionado no lugar do estimulo antigénico 100uL de RPMI. Posteriormente, as placas

foram incubadas em estufa com 5% CO; a 37°C por cinco dias.
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Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a remocdo das celulas para fenotipagem,
conforme protocolo descrito por Giunchetti et al. (2007). Brevemente, as placas de cultura
foram centrifugadas a 1500rpm, por 10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
0 sobrenadante de cultura foi removido e armazenado em freezer -80°C, para dosagem de
citocinas e 6xido nitrico. Subsequentemente, os orificios da placa foram lavados com 1mL
de RPMI 1640 para retirada das células de cada estimulo avaliado (culturas: controle,
estimulada com antigeno vacinal ou com antigeno de L. chagasi). As células de cada
estimulo foram transferidas para tubos de poliestireno (Falcon® 2054, Becton Dickinson,
San Jose, E.U.A.) e submetidos a centrifugacdo a 1500rpm em temperatura ambiente. Apés
0s tubos serem vertidos para remog¢do do sobrenadante, as células foram fixadas com 3mL
de solucdo de lise (Facs lysing solution - Becton Dickinson, San Jose, E.U.A.), por 10
minutos. ApoOs este periodo, os tubos foram centrifugados a 1500rpm, e as células
ressuspensas em 300uL de solugdo fixadora para citometria - MaxFacsFix (10 g/L de
paraformaldeido, 10,2 g/L de cacodilato de sodio e 6,65 g/L de cloreto de sddio, pH 7,2).
Desta forma, as células obtidas foram submetidas a reacdo de imunofenotipagem de

leucocitos em microplacas.

5.4.3- Imunofenotipagem por citometria de fluxo de leucdécitos circulantes e de

células mononucleadas do sangue periférico estimuladas in vitro

Para os ensaios de imunofenotipagem utilizando microplacas, apenas o anticorpo
monoclonal anti-CD21 utilizado na fenotipagem celular foi adquirido ja marcado com
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluoresceina: emitem fluorescéncia tipo 1 — FL1). Os
demais anticorpos (anti-CD5, anti-CD4 e anti-CD8) sdo puros, ndo sendo marcados com
fluorocromos. Nestes casos, foi empregado anticorpo secundario anti-rato marcados com
FITC para revelacdo da marcacdo. Para aquisicdo e armazenamento dos dados referentes a
resposta celular foi empregado um citdmetro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson, San
Diego, E.U.A.), equipado com um sistema de computador contendo o software - Cell
Quest, fornecido pelo fabricante do equipamento.

A partir dos leucocitos obtidos no contexto in vitro, foi realizada a reacdo de
imunofenotipagem em microplacas, de acordo com Reis et al. (2005). Brevemente, 0s

anticorpos priméarios foram diluidos em solugdo em solu¢do de PBS pH 7,2/20% SFB
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(FACS dil) e distribuidos em microplacas de 96 orificios, fundo em "U" (LIMBRO, INC
Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio). Em cada orificio foram colocados 30uL dos anticorpos
anti-CD5 (1:200), anti-CD4 (1:1000), anti-CD8 (1:200), e anti-CD21 (1:100). Cada fileira
horizontal de uma placa (12 orificios) compreendeu na marcagdo fenotipica de um dos
estimulos utilizados no contexto in vitro para os anticorpos citados anteriormente. O ensaio
de imunofenotipagem de leucdcitos em microplacas foi realizado adicionando-se em cada
orificio 30uL da suspensédo celular e deixada sob incubagdo por 30 minutos, ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 140uL de PBS 1X, e as
placas submetidas a centrifugacdo a 2500rpm por 10 minutos em temperatura ambiente.
Apobs remocado do sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspenso e adicionado 60uL do
anticorpo secundario anti-rato (1:400) e deixado em incubacdo por 30 minutos, ao abrigo
da luz a temperatura ambiente. Em seguida as células foram lavadas por 2 vezes, com
140uL de PBS pH 7,2, submetidas a centrifugacdo a 2500rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. As células foram ressuspensas e adicionados 170ulL da solugéo
fixadora (MaxFacsFix). Com o auxilio de uma pipeta multicanal, as células foram
transferidas para uma estante de tubos pequenos e procedida a leitura do material no
citdometro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson, San Jose, CA, E.U.A.). Os resultados
obtidos pela imunofenotipagem in vitro de leucocitos caninos foram analisados e

destinados as analises estatisticas de correlacdo com o perfil de citocinas.

5.5- Etapas realizadas por ocasido do presente estudo:

5.5.1- Avaliacéo parasitoldgica

A carga parasitaria foi avaliada empregando-se 0 método “Leishman Donovan Units”
(LDU). Dessa forma, a deteccdo do parasito foi realizada através da obtencdo de
esfregacos de medula 6ssea em laminas coradas pelo Giemsa. Esta estratégia permitiu a
avaliacdo da carga parasitaria empregando-se a técnica de LDU (Leishman Donovan
Units). Neste sentido, foi contado em cada lamina o nimero de amastigotas em 1.000
células nucleadas do esfregaco (Reis et al., 2006a). Esta metodologia permite, apos a
contagem, a obtencdo de um indice de carga parasitaria a partir dos esfregacos de medulas

6sseas dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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5.5.2- Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) anti-citocinas
5.5.2.1- Quantificacéo de TNF-o, /L-4, e IL-10

A determinacdo dos niveis de TNF-a, IL-4, e IL-10 foi realizada através de ensaios
imunoenziméticos (ELISA), utilizando-se o sobrenadante de culturas de células
mononucleares caninas estimuladas com antigeno soluvel vacinal (VSA) e antigeno
soluvel de L. chagasi (SLcA). Foram utilizados anticorpos e proteinas recombinantes R&D
Systms, Inc., Minneapolis, USA. A cada poco de uma placa de 96 pocos (COSTAR®,
USA) foram adicionados 25uL de anticorpo monoclonal anti-citocina a ser dosada, diluido
em PBS esteril. As placas foram cobertas e incubadas durante o periodo noturno a
temperatura ambiente. Anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados, por
inversdo e 4 sucessivas lavagens com 100uL da solucdo de PBS-Tween 20. A seguir, as
placas foram bloqueadas com 75uL/poco de uma solucdo contendo PBS-BSA 1% e 0,05%
de azida sddica (NaNs), durante uma hora, a temperatura ambiente, e lavadas conforme
descrito anteriormente. As amostras do sobrenadante de culturas foram aplicadas em um
volume de 25uL em cada poco da placa. Paralelamente, a citocina investigada foi diluida
em varias concentracfes para estabelecimento de uma curva padrdo, sendo que a dilui¢do
foi feita em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). As placas foram
vagarosamente homogeneizadas por um minuto e, em seguida, foram cobertas e incubadas
por uma hora e meia, a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo, as placas
foram novamente lavadas com 100uL de PBS-Tween 20. Em seguida, foi adicionado 25uL
do anticorpo biotinilado diluido apropriadamente em PBS contendo 0,1% de albumina de
soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3), em cada pocgo da placa. As placas foram mais
uma vez mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a temperatura ambiente, por uma hora e
meia, e, em seguida foram lavadas em PBS-Tween 20. Entdo, apds remocdo do
sobrenadante, foi adicionado em cada poco 25uL de estreptoavidina (R&D Systms, Inc.,
Minneapolis, USA., DY998) diluida em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino
(BSA) e 0,05% de azida (NaN3). As placas foram mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a
temperatura ambiente, por vinte minutos. Apos a incubacdo, foram novamente lavadas e,
em cada poco, foi adicionado 25uL da solucdo de substrato (mistura 1:1 de H,O, e
tetrametilbenzidina). Mais uma vez as placas foram incubadas, ao abrigo da luz e em

temperatura ambiente, por trinta minutos. Em seguida, foi adicionado 25uL por pogo da
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solucdo de parada (H,SO4 1M). A densidade Optica foi, entdo, determinada usando leitor

automatico de microplacas (Biotek, EL800) no comprimento de onda de 450 nm.

5.5.2.2- Quantificagdo de IL-12 e IFN-y

Para determinar os niveis de IL-12 e IFN-y, foram utilizados os kits DuoSets (R&D
Systms, Inc., Minneapolis, USA., DY1969, DY781) para realizacdo do ensaio ELISA de
captura em amostras de sobrenadante de culturas de células mononucleares caninas
estimuladas com antigeno vacinal e antigeno de L. chagasi. O ensaio foi desenvolvido de
acordo com instrucdes do fabricante dos anticorpos R&D Systems. Foram utilizadas placas
de 96 pocos (COSTAR, USA), onde foi feita a sensibilizacdo, por toda a noite, com 25uL
do anticorpo de captura (Part 842609) diluido em PBS estéril, na concentracdo de
0,8pg/mL. As placas foram lavadas 4 vezes com 100pL solucdo de lavagem PBS-Tween
20 e incubadas, em temperatura ambiente, com solucdo de blogueio (1% de BSA em PBS)
por 1 hora. Foi realizada uma nova etapa de lavagem com 100uL de PBS-Tween 20 e, em
seguida foi adicionado 25uL da amostra, sem diluicdo, em cada poco. Paralelamente, para
estabelecimento da curva padrdo, foi adicionado 25uL da proteina recombinante (Part
842611) diluida em PBS com 1% de BSA, em diluicdo seriada, comecando com a
concentracdo inicial de 4000 pg/mL. Apds 2 horas de incubacao, em temperatura ambiente,
foi repetido o processo de lavagem com 100uL de solucdo PBS-Tween 20 e aplicado 25
ML de Streptoavidina-HRP (Part 890803). Apos 20 minutos de incubacéo ao abrigo da luz,
em temperatura ambiente, foi repetido o processo de lavagem com 100uL da solucédo PBS-
Tween 20. Entdo foi adicionado 25uL da solucdo substrato, que corresponde a uma mistura
1:1 do reagente de cor A, H,O,, e reagente de cor B, tetrametilbenzidina, (R&D Systems,
DY999). Apo6s 20 minutos de incubacdo, em temperatura ambiente, foi adicionado 13uL
da solucdo de parada (R&D Systems, DY994). A determinacdo da densidade dptica foi
feita imediatamente, usando leitor automatico de microplacas (Biotek, EL800) no

comprimento de onda de 450 nm.

5.5.2.3- Quantificacéo de TGF-4

O nivel de TGF-B foi quantificado por ELISA, atravées do kit comercial Quantikine®
(R&D Systems, MB100B, SMB100B, PMB100B). Todo o procedimento foi realizado de
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acordo com instrugdes do fabricante. Dessa forma, foi feita a ativacdo das amostras de
sobrenadante de culturas de células mononucleares caninas estimuladas com antigeno
solivel de L. chagasi e das amostras controle. Em seguida, o procedimento foi efetuado em
placas ja sensibilizadas do kit. As solucbes utilizadas foram as mesmas descritas

anteriormente.

5.5.3- Avaliacdo da producao de éxido nitrico em sobrenadante de cultura de células

mononuclerares do sangue periférico

A quantificacdo dos niveis de 6xido nitrico por células mononucleares do sangue
periférico, apds estimulacdo antigeno-especifica in vitro foi realizada, indiretamente, pela
medida de nitrito no sobrenadante das culturas de CMSP, através da reacdo de Griess
(Green et al., 1982, Gutman & Hollywood, 1992). Os sobrenadantes foram coletados
conforme descrito no item 5.4 de Material e Métodos. As amostras foram descongeladas
do freezer -80°C e aliquotas de 100uL por pogo foram depositadas, em duplicata, em
placas de 96 pocgos de fundo plano (Nunc, Naperville, EUA). Em seguida, foram
adicionados 100puL do reagente de Griess (0.1% N-(1-Nafitiletilenodiamina, 1%
sulfanilamida, 5% é&cido fosforico) (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA) em cada
poco, e foi feita incubacdo, a temperatura ambiente, por 10 minutos, ao abrigo da luz. A
sequir, foi determinada a absorbancia em leitor automatico de microplacas (Multiskan®
MCC 340; Labsystems, Helsinki, Finland) com filtro de 570nm. Os resultados foram
determinados apds a extrapolacdo de valores obtidos de uma curva padréo realizada com
nitrito de sodio (NaNO,) nas concentragdes de 0,78uM a 100uM para cada placa. Estes
foram expressos considerando-se o valor da concentragdo de nitrito em uM obtido em cada

uma das culturas.

5.6- Analise estatistica dos dados

A realizacdo dos testes estatisticos foi feita com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi
demonstrada pelo teste Kolmogorov-Smirnoff. Os testes de analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey foram empregados para avaliagdo

entre 0s grupos vacinais relacionados aos resultados do perfil de citocinas e 6xido nitrico.
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As analises entre as culturas controle e as culturas estimuladas de cada grupo avaliado
foram realizadas com auxilio do Teste T ndo pareado. Foram empregadas correlagdes de
Pearson (r) para as avaliacGes entre o perfil imunofenotipico de leucdcitos circulantes e o
perfil de citocinas, bem como entre o perfil de citocinas e éxido nitrico. Os dados obtidos
foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de P foi <0,05.
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6.1- Avaliagédo da producdo das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- no sobrenadante de
celulas mononucleares do sangue periférico antes e apés o desafio com L. chagasi em

cées imunizados com LBSap e LBSapSal

Para verificar se os cées vacinados com LBSap e LBSapSal apresentaram um perfil
de resposta imune associado a susceptibilidade a LVC, foi realizada a dosagem das
citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B no sobrenadante de CMSP de cdes imunizados nos tempos
To (antes da primeira dose vacinal), T3 (apds a terceira dose vacinal), Tg (90 dias apds o
desafio com L. chagasi) e Tggs (885dias ap6s o desafio com L. chagasi). Neste sentido, 0s
resultados serdo descritos em pg/mL, para todas as citocinas avaliadas no presente estudo,
pela andlise comparativa entre as culturas controles (CC) e as culturas estimuladas (CE;
com antigeno soluvel vacinal - VSA; ou antigeno soltvel de L. chagasi - SLcA) de cada

grupo e entre as culturas estimuladas dos diferentes grupos avaliados.

6.1.1- Analise dos niveis de IL-4

As Figuras 1 e 2 representam a analise comparativa entre os nives de IL-4 em
sobrenadante de cultura de CMSP de cées imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. Os painéis A e B (Figura 1 ou 2) ilustram os niveis de IL-4 na presenca
dos estimulos VSA e SLcA, respectivamente.

No tempo T3, 0 grupo LBSap apresentou aumento significativo (P<0,05) dos niveis
de IL-4 na cultura estimulada com SLcA do grupo LBSap em relacédo a cultura controle e
em relacdo a cultura estimulada com VSA (Figura 1A/B).

No tempo Tgo, foi observado aumento significativo da quantidade de IL-4 na cultura
estimulada com VSA do grupo LBSap em relacdo a cultura controle (Figura 1A). O grupo
LBSap também apresentou aumento significativo (P<0,05) desta citocina na cultura
estimulada com VSA quando comparada a cultura com mesmo estimulo do grupo controle
(Figura 1A). Houve aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-4 na cultura
estimulada com SLcA do grupo LBSap em relacdo a cultura controle (Figura 1B). Foi
observado na cultura estimulada com SLcA do grupo LB aumento significativo (P<0,05)
de IL-4 quando comparada a cultura com mesmo estimulo do grupo C (Figura 1B). Ainda
em Tgp, a cultura estimulada com VSA do grupo LBSapSal apresentou aumento

significativo (P<0,05) desta citocina em relagdo a cultura estimulada com SLcA (Figura
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2A/B), bem como reducdo significativa (P<0,05) dos niveis de IL-4 em relagdo ao grupo
Sal (Figura 2B).

No tempo Taggs, foi observada reducdo significativa (P<0,05) dos niveis de IL-4 nas
culturas estimuladas com SLcA dos grupos C, Sap e LB em relagdo as respectivas culturas
controle (Figura 1B). Além disto, a cultura controle do grupo LBSap apresentou reducéo
significativa (P<0,05) dos niveis de IL-4 em relagdo & cultura controle do grupo LB
(Figura 1B).
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Figura 1: Perfil de IL-4 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno soltvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), saponina (Sap; D), inoculados com L. braziliensis (LB; I:|) e inoculados com L.
braziliensis associado & saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da
concentracdo em pg/mL de IL-4. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas
(VSA ou SLcA) representam diferencga significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa
(P<0,05) entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca
significativa (P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sap,
LB e LBSap, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa (P<0,05) entre
culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA
dos grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 2: Perfil de IL-4 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solGvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), inoculados com saliva de L. longipalpis (Sal; D), inoculados com L. braziliensis associado
a saliva de L. longipalpis (LBSal; I:|) e inoculados com L. braziliensis associado a saponina e saliva de L.
longipalpis (LBSapSal; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em
pg/mL de IL-4. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA)
representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa (P<0,05) entre
as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa (P<0,05)
entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal,
respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.1.2- Andlise dos niveis de IL-10

As Figuras 3 e 4 representam a analise comparativa entre 0s nives de IL-10 em
sobrenadante de cultura de CMSP de cdes imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. Os painéis A e B (Figura 3 ou 4) ilustram os niveis de I1L-10 na presenca
dos estimulos VSA e SLcA, respectivamente.

No tempo Ty, foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-10 na
cultura estimulada com SLcA do grupo C em relacdo a cultura controle (Figura 3B). Neste
mesmo tempo, o grupo LBSal apresentou aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-
10 na cultura estimulada com VSA em relacéo a respectiva cultura controle (Figura 4A).

De forma interessante, ao avaliar o tempo T3 foi observado redugdo significativa
(P<0,05) dos niveis de 1L-10 na cultura estimulada com VSA do grupo LBSap quando
comparada a cultura com mesmo estimulo do grupo LB (Figura 3A). No grupo LBSap, a
cultura estimulada com SLcA apresentou aumento significativo (P<0,05) da quantidade de
IL-10 em relacdo a cultura estimulada com VSA (Figura 3B). Ainda em T3, a cultura
estimulada com VSA do grupo LBSal apresentou reducao significativa (P<0,05) dos niveis
de IL-10 em relacdo a cultura com mesmo estimulo do grupo Sal (Figura 4A).

No tempo Tggs, foi observado aumento significativo dos niveis de IL-10 na cultura
estimulada com SLcA do grupo LBSap em relacdo a respectiva cultura controle (Figura
3B). No entanto, de forma interessante, a cultura controle do grupo LBSap apresentou
reducdo significativa (P<0,05) de IL-10 quando comparada a cultura controle do grupo LB
(Figura 3B). Além disto, a cultura controle do grupo LB apresentou aumento significativo
(P<0,05) da quantidade desta citocina em relacdo a cultura controle do grupo C (Figura
3B). No grupo LBSal, a cultura estimulada com VSA apresentou reducdo significativa
(P<0,05) dos niveis de IL-10 quando comparada a cultura com mesmo estimulo do grupo
Sal (Figura 4A). No grupo LBSal, a cultura estimulada com SLcA apresentou quantidades
significativamente superiores (P<0,05) de IL-10 em relacdo a respectiva cultura controle,

bem como em relacdo a cultura estimulada com VSA deste mesmo grupo (Figura 4A/B).
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Figura 3: Perfil de IL-10 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cédes submetidos a diferentes protocolos vacinais apés desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solGvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), saponina (Sap; D), inoculados com L. braziliensis (LB; I:|) e inoculados com L.
braziliensis associado & saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da
concentracdo em pg/mL de IL-10. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas
estimuladas (VSA ou SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca
significativa (P<0,05) entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam
diferenca significativa (P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos
grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenga significativa
(P<0,05) entre culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com
VSA ou SLcA dos grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 4: Perfil de IL-10 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno sollvel vacinal (VSA, painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), inoculados com saliva de L. longipalpis (Sal; D), inoculados com L. braziliensis associado
a saliva de L. longipalpis (LBSal; I:|) e inoculados com L. braziliensis associado a saponina e saliva de L.
longipalpis (LBSapSal; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em
pg/mL de IL-10. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA)
representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa (P<0,05) entre
as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa (P<0,05)
entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal,
respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenga significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.1.3- Andlise dos niveis de TGF-4

As Figuras 5 e 6 representam a andlise comparativa entre os nives de TGF- em
sobrenadante de cultura de CMSP de cdes imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. A avaliagdo dos niveis desta citocina foi realizada apenas na presenca ou
auséncia de estimulo com SLcA e entre os grupos vacinais (LBSap e LBSapSal) em
relagdo ao grupo controle.

De forma interessante, no tempo Tg foi observada reducdo significativa (P<0,05)
dos niveis de TGF- da cultura estimulada com SLcA do grupo LBSap (Figura 5) e
LBSapSal (Figura 6) em relagéo a cultura com mesmo estimulo do grupo C.

No tempo Tggs, a cultura estimulada com SLcA do grupo LBSapSal apresentou
reducdo significativa (P<0,05) dos niveis de TGF- em relacdo a respectiva cultura
controle (Figura 6). Além disto, a cultura controle estimulada com SLcA do grupo
LBSapSal também apresentou reducdo significativa (P<0,05) da quantidade de TGF-3 em

relacdo a cultura com mesmo estimulo do grupo controle (Figura 6).
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Figura 5: Perfil de TGF-p em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L. chagasi. Os
resultados estdo apresentados considerando o estimulo com antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA) dos
grupos controle (C; I:|), e vacinados com L. braziliensis associada a saponina (LBSap; .). O eixo y
representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em pg/mL de TGF-B. A letra A representa
diferenca significativa (P<0,05) entre a culturas estimulada com SLcA do grupo LBSap em relagdo ao grupo
C. As anélises foram feitas nos tempos TO (antes da primeira dose vacinal), T3 (ap6s a terceira dose vacinal),
T90dpd (90 dias pds desafio com L. chagasi) e T885dpd (885 dias p6s desafio com L. chagasi).

44



RESENDE, L. A. Resultados

SLcA
4 4000 I
30007
1
T °
1500-
0
4000
T
T
2000 '
- 0
e
~
(o))
o 4000
1T A
k)
o
2000 -8
(o))
|_
0
4000
o
o
]
20001 —— I A £
\ &
-i al
0

cc CE cc CE
Cc LBSapSal

Figura 6: Perfil de TGF-p em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apés desafio com L. chagasi. Os
resultados estdo apresentados considerando o estimulo com antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA) dos
grupos controle (C; I:|), e vacinados com L. braziliensis associada a saponina e saliva de L. longipalpis
(LBSapSal; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentragdo em pg/mL de TGF-
B. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA) representam
diferenca significativa (P<0,05).A letra A representa diferenca significativa (P<0,05) entre a culturas
estimulada com SLcA do grupo LBSap em relacéo ao grupo C. As anélises foram feitas nos tempos TO (antes
da primeira dose vacinal), T3 (ap6s a terceira dose vacinal), T90dpd (90 dias p6s desafio com L. chagasi) e
T885dpd (885 dias pos desafio com L. chagasi).
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6.2- Avaliacdo dos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-12 no sobrenadante de
celulas mononucleares do sangue periférico antes e apés o desafio com L. chagasi em

cées imunizados com LBSap e LBSapSal

Com a finalidade de verificar se as vacinas LBSap e LBSapSal induziram a produgéo
de citocinas relacionadas a resisténcia contra a leishmaniose visceral canina, foi feita a
dosagem das citocinas TNF-o, IFN-y e IL-12 no sobrenadante de CMSP de cées dos
diferentes grupos experimentais nos tempos Ty (antes da primeira dose vacinal), T3 (ap6s a
terceira dose vacinal), Tgo (90 dias ap6s o desafio com L. chagasi) e Tggs (885 dias ap6s o
desafio com L. chagasi). A avaliagdo foi feita também apds estimulo antigénico com o
antigeno soluvel vacinal (VSA) ou com antigeno solivel de L. chagasi (SLcA), sendo 0s

resultados expressos em pg/mL.

6.2.1- Analise dos niveis de TNF-«

As Figuras 7 e 8 representam a analise comparativa entre os nives de TNF-a. em
sobrenadante de cultura de CMSP de cées imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. Os painéis A e B (Figura 7 ou 8) ilustram os niveis de TNF-a na presenca
dos estimulos VSA e SLcA, respectivamente.

No tempo T, (antes da primeira dose vacinal), foi observado aumento significativo
(P<0,05) dos niveis de TNF-a, nas culturas estimuladas com SLcA dos grupos C e LB
(Figura 7B) e do grupo LBSapSal (Figura 8B), em relagéo as respectivas culturas controle.
Além disso, as culturas estimuladas com SLcA destes grupos (C, LB e LBSapSal)
apresentaram aumento significativo (P<0,05) dos niveis de TNF-o. em relacdo as
respectivas culturas estimuladas com VSA (Figura 7 e 8, A/B).

No tempo Tgo foi observado aumento significativo (P < 0,05) dos niveis de TNF-a.
nas culturas estimuladas com SLcA dos grupos C e Sap em relacdo as respectivas culturas
controle e em relacdo as respectivas culturas estimuladas com VSA de cada grupo (Figura
7A/B). Neste mesmo tempo, também foi observado aumento significativo (P<0,05) desta
citocina na cultura estimulada com SLcA do grupo Sal em relacdo a respectiva cultura
controle. Além disto, tanto o grupo Sap (Figura 7B) como os grupos Sal e LBSal (Figura

8B) apresentaram aumento (P<0,05) dos niveis de TNF-a e em relacdo as respectivas
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culturas estimuladas com SLcA. De forma interessante, no tempo Tgy € na presenca de
VSA, apenas o grupo LBSapSal apresentou aumento significativo (P<0,05) de TNF-a. em
relacdo as culturas estimuladas (VSA) dos grupos Sal e LBSal (Figura 8A).

No tempo Tggs foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de TNF-a na
cultura estimulada com VSA em relacgéo a respectiva cultura controle do grupo C (Figura
7A). Também foi observado aumento significativo (P<0,05) desta citocina na cultura
controle do grupo LB em relacdo a cultura controle do grupo C, bem como aumento na
cultura estimulada com VSA do grupo LB em relacdo a cultura estimulada com VSA do
grupo C (Figura 7A). A cultura estimulada com VSA do grupo LBSapSal apresentou
aumento significativo (P<0,05) da producdo de TNF-o em relacdo a respectiva cultura
controle e em relagdo a cultura estimulada com VSA do grupo LBSal (Figura 8A). Houve
também aumento significativo (P<0,05) dos niveis desta citocina na cultura estimulada
com VSA do grupo LBSal em relagéo a cultura com o mesmo estimulo do grupo C (Figura
8A). Ainda no tempo Tggs, foi observado aumento significativo (P<0,05) da producéo de
TNF-a. em todas as culturas estimuladas com SLcA em relacdo as respectivas culturas
controle e em relagdo as respectivas culturas estimuladas com VSA dos grupos C, Sap, LB,
LBSap (Figura 7A/B) e Sal, LBSal, LBSapSal (Figura 8A/B).
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Figura 7: Perfil de TNF-a. em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solGvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soldvel de L. chagasi (SLcA,; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; ) saponina (Sap; D), inoculados com L. braziliensis (LB; ) e inoculados com L.
braziliensis associado & saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da
concentracdo em pg/mL de TNF-a. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas
estimuladas (VSA ou SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca
significativa (P<0,05) entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam
diferenca significativa (P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos
grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com
VSA ou SLcA dos grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 8: Perfil de TNF-a. em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solivel vacinal (VSA, painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), inoculados com saliva de L. longipalpis (Sal; D), inoculados com L. braziliensis associado
a saliva de L. longipalpis (LBSal; I:|) e inoculados com L. braziliensis associado a saponina e saliva de L.
longipalpis (LBSapSal; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em
pg/mL de TNF-a. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou
SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa (P<0,05)
entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e
LBSapSal, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.2.2- Analise dos niveis de IL-12

As Figuras 9 e 10 representam a analise comparativa entre 0s nives de IL-12 em
sobrenadante de cultura de CMSP de cdes imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. Os painéis A e B (Figura 9 ou 10) ilustram os niveis de IL-12 na presenca
dos estimulos VVSA e SLcA, respectivamente.

No tempo Ty, as culturas estimuladas com SLcA dos grupos Sap e LB apresentaram
aumento significativo dos niveis de IL-12 em relacdo as respectivas culturas controle e em
relacdo as respectivas culturas estimuladas com VSA (Figura 9A/B). De forma semelhante,
as culturas estimuladas com SLcA dos grupos LBSal e LBSapSal apresentaram aumento
significativo (P<0,05) de IL-12 quando comparadas as respectivas culturas controle e as
respectivas culturas estimuladas com VSA (Figura 10B).

No tempo T3, foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-12 na
cultura estimulada com VSA do grupo LBSap em relacdo a cultura controle e em relagéo
as culturas com mesmo estimulo dos grupos C e Sap (Figura 9A). De forma semelhante,
foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-12 na cultura estimulada
com VSA do grupo LBSapSal em relacdo a respectiva cultura controle e em relacdo as
culturas com mesmo estimulo dos grupos C, Sal e LBSal (Figura 10A). Ainda no tempo T3
foi observado aumento significativo (P<0,05) na producdo de IL-12 nas culturas
estimuladas com SLcA dos grupos C, Sap e LBSap (Figura 9B) e dos grupos Sal e
LBSapSal (Figura 10B) em relacdo as respectivas culturas controle. Além disso, foi
observado aumento significativo (P < 0,05) dos niveis desta citocina na cultura estimulada
com SLcA do grupo C (Figura 9A/B) e Sal (Figura 10A/B) em relacdo as respectivas
culturas estimuladas com VSA. O grupo LBSal apresentou ainda reducéo dos niveis de IL-
12 nas culturas estimuladas com SLcA em relacdo ao mesmo estimulo das culturas do
grupo C (Figura 10B).

No tempo Tgo, foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-12 nas
culturas estimuladas com SLcA dos grupos C, Sap, LB, LBSap (Figura 9B) e Sal, LBSal,
LBSapSal (Figura 10B) em relacdo as respectivas culturas controles. Além disso, houve
aumento significativo (P<0,05) nas culturas estimuladas com SLcA dos grupos C, LB,
LBSap (Figura 9A/B) e Sal, LBSal, LBSapSal (Figura 10A/B) em relacdo as respectivas
culturas estimuladas com VSA. Na cultura controle do grupo LBSap foi observado

aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-12 em relag&o a cultura controle do grupo
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C (Figura 9B). De forma interessante, apenas a cultura estimulada com SLcA do grupo
LBSap apresentou aumento significativo (P<0,05) de IL-12 em rela¢do as culturas com
mesmo estimulo dos grupos Sap e LB (Figura 9B).

A anélise do tempo Tggs revelou aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IL-12,
na presenca de VSA, para os grupos LB, LBSap (Figura 9A) e Sal, LBSapSal (Figura 10A)

quando comparadas as respectivas culturas controle.
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Figura 9: Perfil de IL-12 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais ap6s desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solGvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), saponina (Sap; D), inoculados com L. braziliensis (LB; I:|) e inoculados com L.
braziliensis associado & saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da
concentracdo em pg/mL de IL-12. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas
estimuladas (VSA ou SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca
significativa (P<0,05) entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, c e d representam
diferenca significativa (P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos
grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenga significativa
(P<0,05) entre culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com
VSA ou SLcA dos grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 10: Perfil de 1L-12 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno soldvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; ) inoculados com sallva de L. longipalpis (Sal; ) inoculados com L. braziliensis associado
a saliva de L. longipalpis (LBSal; ) e inoculados com L. braziliensis associado a saponina e saliva de L.
longipalpis (LBSapSal; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em
pg/mL de IL-12. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA)
representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa (P<0,05) entre
as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa (P<0,05)
entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal,
respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenga significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.2.3- Anélise dos niveis de IFN-y

As Figuras 11 e 12 representam a analise comparativa entre os nives de IFN-y em
sobrenadante de cultura de CMSP de cdes imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal,
respectivamente. Os painéis A e B (Figura 11 ou 12) ilustram os niveis de IFN-y na
presenca dos estimulos VSA e SLcA, respectivamente.

No tempo Ty, foi observado aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IFN-y na
cultura estimulada com SLcA do grupo LBSap (Figura 11B) e LBSapSal (Figura 12B) em
relacdo as respectivas culturas controles. Além disto, foi observado que a cultura controle
do grupo LBSal apresentou reducdo significativa (P<0,05) de IFN-y, na presenca do SLCA,
em relacdo a cultura controle do grupo Sal (Figura 12B).Tambem foi observado aumento
significativo (P<0,05) dos niveis de IFN-y na cultura estimulada com SLcA em relagéo a
cultura estimulada com VSA do grupo Sap (Figura 11B).

No tempo T3, as culturas estimuladas com VSA dos grupos LBSap (Figura 11A) e
LBSapSal (Figura 12A) apresentaram aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IFN-y
em relacdo as respectivas culturas controles. A cultura estimulada com VSA do grupo LB
apresentou aumento significativo da quantidade de IFN-y em relacdo a cultura com mesmo
estimulo do grupo C (Figura 11A). Além disto, foi observado aumento significativo dos
niveis de IFN-y na cultura estimulada com VSA do grupo LBSap em relagdo as culturas
estimuladas com VSA dos grupos C e Sap (Figura 11A). Resultados semelhantes foram
observados para o grupo LBSapSal, sendo encontrado aumento significativo (P<0,05) dos
niveis de IFN-y na cultura estimulada com VSA em relacdo aquelas com o mesmo
estimulo dos grupos C, Sal e LBSal (Figura 12A). Ainda em T3, mas na presenca do SLCA,
foi observado aumento significativo (P<0,05) da quantidade desta citocina no grupo
LBSap em relacdo a respectiva cultura controle e em relacdo a cultura estimulada com
VSA (Figura 11A/B). Resultados semelhantes foram observados para o grupo LBSapSal,
que, na presenca do SLcA, apresentou aumento significativo de IFN-y em relacdo a
respectivas culturas controle e estimulada com VSA e em relacdo as culturas com o0 mesmo
estimulo dos grupos Sal e LBSal (Figura 12A/B). Além disto, foi observado que a cultura
controle do grupo LBSapSal apresentou aumento significativo (P<0,05) da producdo de

IFN-y em relacéo a cultura controle do grupo C (Figura 12B).
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No tempo Tg, houve aumento significativo dos niveis de IFN-y nas culturas
estimuladas com VSA dos grupos C e LBSapSal em relacdo as respectivas culturas
controles (Figura 12A). No grupo LBSapSal houve aumento significativo (P<0,05) de
IFN-y nas culturas estimuladas com VSA em relagéo as culturas com mesmo estimulo dos
grupos C e LBSal (Figura 12A). J& na presenca do estimulo antigénico do SLcA, foi
observado aumento significativo dos niveis de IFN-y nos grupos C, Sap, LB, LBSap
(Figura 11B) e Sal, LBSapSal (Figura 12B) em relacéo as respectivas culturas controles em
Tgo. As culturas estimuladas com SLcA dos grupos Sap, LB e LBSap apresentaram
aumento significativo (P<0,05) de IFN-y em relacdo as respectivas culturas estimuladas
com VSA (Figura 11A/B) em Tg. Além disso, neste tempo, a cultura estimulada com
SLcA do grupo LBSap apresentou aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IFN-y em
relagéo as culturas com mesmo estimulo dos grupos C, Sap e LB (Figura 11B). De forma
semelhante, em Tgo, a cultura estimulada com SLcA do grupo LBSapSal apresentou
aumento significativo (P<0,05) desta citocina em relagdo a cultura com mesmo estimulo
do grupo LBSal (Figura 12B).

No tempo Tggs, foi observado aumento significativo (P<0,05) nos niveis de IFN-y das
culturas estimuladas com VSA em relacdo as respectivas culturas controle dos grupos C,
Sap, LB (Figura 11A) e Sal, LBSal, LBSapSal (Figura 12A). De forma interessante, apenas
0 grupo LBSapSal apresentou ao final da avaliagdo (Tsggs) aumento dos niveis de IFN-y nas
culturas estimuladas com VSA em relacdo as culturas com mesmo estimulo dos grupos C,
Sal e LBSal (Figura 12A). Nas culturas estimuladas com SLcA foi observado aumento
significativo (P<0,05) dos niveis dessa citocina nos grupos C, LBSap (Figura 11B) e Sal,
LBSal, LBSapSal (Figura 12B), em relacdo as respectivas culturas controles em Tggs. Além
disso, no grupo LBSal, a cultura estimulada com SLcA apresentou aumento significativo
(P<0,05) dos niveis de IFN-y em relacdo a respectiva cultura estimulada com VSA (Figura
12A/B). A analise entre as culturas estimuladas com SLcA revelou que no grupo LBSap
houve aumento dos niveis dessa citocina em relacdo aos grupos C, Sap e LB, considerando
as culturas com o mesmo tipo de estimulo (Figura 11B). Ainda no tempo T885, foi
observado aumento significativo (P<0,05) nos niveis de IFN-y nas culturas estimuladas
com SLcA dos grupos Sal e LBSal em relacdo as culturas com mesmo estimulo do grupo C
(Figura 12B).
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Figura 11: Perfil de IFN-y em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno sollvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soltvel de L. chagasi (SLcA; painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; I:|), saponina (Sap; D), inoculados com L. braziliensis (LB; I:|) e inoculados com L.
braziliensis associado & saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da
concentracdo em pg/mL de IFN-y. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas
estimuladas (VSA ou SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca
significativa (P<0,05) entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam
diferenca significativa (P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos
grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com
VSA ou SLcA dos grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 12: Perfil de IFN-y em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais ap6s desafio com L.
chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno soltvel vacinal (VSA; painel
esquerdo, A) ou estimulo com antigeno soldvel de L. chagasi (SLcA painel direito, B) dos diferentes grupos:
controle (C; ) inoculados com saliva de L. longipalpis (Sal; ) inoculados com L. braziliensis associado
a saliva de L. Ionglpalpls (LBSal; I:|) e inoculados com L. braziliensis associado a saponina e saliva de L.
longipalpis (LBSapSal; ) O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em
pg/mL de IFN-y. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou
SLcA) representam diferenca significativa (P<0,05). O simbolo = representa diferenca significativa (P<0,05)
entre as culturas estimuladas com VSA ou SLcA. As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e
LBSapSal, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.3- Correlacdes entre o perfil de citocinas e o perfil imunofenotipico de linfocitos T
(CD4", CD8") ou expressdo de MHC-11em linfocitos

Considerando as importantes alteracfes imunofenotipicas em linfocitos T e B
verificadas em trabalhos anteriores do grupo (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al.,
2008a; Roatt, 2010; Aguiar-Soares, 2010), foi utilizada uma estratégia de analise estatistica
que possibilitou investigar possiveis relacBes entre as populacbes e subpopulacbes
linfocitarias, bem como do perfil de ativacio de linfocitos pela expressdo de MHC-11" com
o perfil de citocinas em diferentes tempos do protocolo vacinal. Estas analises foram
realizadas em amostras submetidas a estimulacdo antigénica com antigeno soltvel vacinal
(VSA) ou antigeno soluvel de L. chagasi (SLcA) de CMSP de cées imunizados com as
vacinas LBSap e LBSapSal e seus constituintes vacinais. Desta forma, as analises de
correlagcbes entre o fenotipo de leucocitos versus perfil de citocinas foram realizadas
considerando os dados referentes a todos os tempos avaliados (To, T3, Tgo, Tsss) para cada
parametro, nos diferentes grupos avaliados. Os dados estdo representados na Tabela 2 e 3.

Foi observado que as culturas estimuladas com VSA do grupo C apresentaram
correlacdes positivas entre os niveis de IL-10 e a expressdo de MHC-II em linfocitos
(P=0,0064, r=0,6691). Ainda no grupo C, na presenca de SLcA foi observada correlacéo
positiva entre os niveis de TGF-B e a freqiiéncia de LT CD8" (P=0,0490, r=0,4991) ou
com a expressao de MHC-II em linfocitos (P=0,0332; r=0,4900) (Tabelas 1 e 2)

Ja nas culturas estimuladas com VSA do grupo Sap foram observadas correlacfes
positivas entre os niveis de 1L-10 e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0015; r=0,7083) e entre
IL-10 e a expressdo de MHC-II em linféctios (P =0,0403; r=0,5170). Na presenca de
SLcA, correlacBes positivas foram observadas no grupo Sap entre os niveis de IL-10 e a
frequéncia de LT CD4" (P=0,0385; r=0,4910) e entre TNF-a. e a expressdo de MHC-11 em
linfocitos (P=0,0007; r=0,7406). Entretanto, foram observadas correlagdes negativas entre
0s niveis de IL-12 e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0483; r=-0,4713)) (Tabela 1).

Nas culturas estimuladas com VSA do grupo LB, foram observadas correlacbes
positivas entre os niveis de IFN-y e a frequiéncia de LT CD8" (P=0,0222, r=0,5347), entre
0s niveis de IL-10 e a frequiéncia de linfocitos T CD8" (P=0,0309; r=0,4957) e entre o0s
niveis de IL-10 a expressdo de MHC-1I em linfocitos (P= 0,0084; r=0,6166). Ja na
presenca de SLcA, no grupo LB foram observadas correlagdes positivas entre IFN-y e LT

CD4" (P=0,0336; r=0,5169), IFN-y e linfocitos T CD8" (P=0,0330; r=0,5343) e entre
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TNF-a. e LT CD8" (P=0,0359; r=0,5113). Todavia, correlacdes negativas foram
encontradas entre os niveis de IL-12 e LT CD4" (P=0,0329; r=-0,5520) (Tabela 1).

No grupo imunizado com LBSap, na presenca de VSA, correlacbes positivas foram
detectadas entre os niveis de TNF-a e a freqiiéncia de LT CD4" (P=0,0332; r=0,5338),
TNF-o. e LT CD8" (P=0,0208; r=0,5712), IFN-y e LT CD8" (P=0,0135; r=0,6023), IL-12 ¢
LT CD8" (P=0,0498; r=0,4976) e entre os niveis de TNF-o e a expressdo de MHC-11 em
linfécitos (P=0,0309; r=0,5398). Entretanto, correlacdes negativas foram observadas entre
0s niveis de IL-4 e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0256; r=-0,5556), IL-4 e LT CD8"
(P=0,0275; r=-0,5185) e entre IL-4 e a expressao de MHC-II em linfocitos (P=0,0074; r=-
0,6083). Na presenca de SLcA, foram observadas correlagdes positivas entre o0s niveis de
IFN-y e a frequéncia de LT CD8" (P=0,0196; r=0,5756), IL-12 e expressio de MHC-1I1 em
linfocitos (P=0,0013; r=0,7485) e entre IFN-ye expresséo de MHC-II em linfécitos
(P=0,0168; r=0,5409). Por outro lado, correlacbes negativas foram observadas entre os
niveis de IL-4 e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0427; r=-0,5117), IL-4 ¢ LT CD8"
(P=0,0203; r=-0,5910), TGF-B e LT CD8" (P=0,0307; r=-0,5579) e entre os niveis de IL-4
e expressdo de MHC-I1 em linfdcitos (P=0,0088; r=-0,6494) (Tabela 1).

Ja no grupo Sal, quando as culturas receberam estimulo com VSA, foram observadas
correlacdes positivas entre os niveis de TNF-a. e a expressao de e expressdo de MHC-I1 em
linfocitos (P=0,0001; r=0,7696) assim como entre os niveis de IFN-y e a expressdo de
MHC-I1 em linfécitos (P=0,0140; r=0,5678). Quando na presenca de SLCcA, correlacdes
positivas foram observadas entre os niveis de I1L-10 e a freqiiéncia de LT CD8" (P=0,0224;
r=0,5343). Todavia, correlacbes negativas foram encontradas entre os niveis de IL-12 e a
frequéncia de LT CD4" (P=0,0161; r=-0,5580), IFN-y e LT CD4" (P=0,0361; r=-0,5115),
e entre os niveis de 1L-10 e a freqiéncia de LT CD4" (P=0,0475; r=-0,4601) (Tabela 2).

No grupo LBSal, quando as culturas foram estimuladas com VSA, houve correlacao
positiva entre a expressdao de MHC-II em linfécitos e os niveis de TNF-a (P=0,0082;
r=0,5869) ou de I1L-10 (P=0,0030; r=0,7300) (Tabela 2).

Finalmente, no grupo LBSapSal, na presenca de VSA, correlagbes positivas foram
observadas entre os niveis de IFN-y e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0295; r=0,5277),
IFN-y e LT CD8" (P=0,0476; r=0,4867), TNF-o. e LT CD8" (P=0,0461; r=0,4755), entre
TNF-a e a expressdo de MHC-11 em linfocitos (P=0,0038, r=0,6614) e entre os niveis de
IFN-y e a expressdo de MHC-1I" (P<0,0001; r=0,8434). Por outro lado, correlagGes
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negativas foram detectadas entre IL-4 e LT CD4" (P=0,0496; r=-0,4981), IL-10 e LT CD8"
(P=0,0148; r=-0,5793), IL-4 e a expressdao de MHC-II em linfécitos (P=0,0120; r=-
0,6108). Na presenca de SLcA, foram observadas correlagdes positivas entre IFN-y e LT
CD4" (P=0,0478; r=0,4863), IFN-y e LT CD8" (P=0,0465; r=0,4748) e entre os niveis de
IFN-y e a expressdo de MHC-II" (P=0,0008; r=0,7169). Entretanto, foram observadas
correlagdes negativas entre os niveis de 1L-12 e a frequéncia de LT CD4" (P=0,0097, r=-
0,5770), IL-4 e LT CD4" (P=0,0249; r=-0,5263), IL-10 e LT CD4" (P=0,0323; r=-0,4922),
IL-4 e LT CD8" (P=0,0113; r=-0,5671), TGF-B e LT CD8" (P=0,0427; r=-0,5288), e entre
os niveis de IL-4 e a expressdo de MHC-1I em linfécitos (P=0,0006; r=-0,7470). Na
auséncia de estimulo, nenhuma diferenca significativa foi observada (Tabela 2).
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Tabela 1: Correlagfes signigicativas entre o perfil de citocinas e o perfil imunofenotipico de linfocitos T
(CD4" e CD8") ou expressdo de MHC-II em linfécitos em sobrenadante de células mononucleares do sangue
periférico de cdes imunizados com a vacina LBSap e seus componentes na presen¢a de VSA ou SLcA

Marcador
Grupo Estimulo Citocina celular P R
C VSA IL-10 MHC-II 0,0064 0,6691
C SLcA TGF-B LT CD8 0,049 0,4991
C SLcA TGF-B8 MHC-II 0,0332 0,49
Sap VSA IL-10 LT CD4 0,0015 0,7083
Sap VSA IL-10 MHC-I1I 0,0403 0,517
Sap SLcA IL-12 LT CD4 0,0483 -0,4713
Sap SLcA IL-10 LT CD4 0,0385 0,491
Sap SLcA TNF-a MHC-II 0,0007 0,7406
LB VSA IFN-y LT CD8 0,0222 0,5347
LB VSA IL-10 LT CD8 0,0309 0,4957
LB VSA IL-10 MHC-II 0,0084 0,6166
LB SLcA IL-12 LT CD4 0,0329 -0,552
LB SLcA IFN-y LT CD4 0,0336 0,5169
LB SLcA IFN-y LT CD8 0,033 0,5343
LB SLcA TNF-a LT CD8 0,0359 0,5113
LBSap VSA TNF-a LT CD4 0,0332 0,5338
LBSap VSA TNF-a LT CD8 0,0208 0,5712
LBSap VSA IFN-y LT CD8 0,0135 0,6023
LBSap VSA IL-12 LT CD8 0,0498 0,4976
LBSap VSA IL-4 LT CD4 0,0206 -0,5556
LBSap VSA IL-4 LT CD8 0,0275 -0,5185
LBSap VSA TNF-a MHC-II 0,0309 0,5398
LBSap VSA IL-4 MHC-I1I 0,0074 -0,6083
LBSap SLcA IFN-y LT CD8 0,0196 0,5756
LBSap SLCA IL-4 LT CD4 0,0427 -0,5117
LBSap SLcA IL-4 LT CD8 0,0203 -0,591
LBSap SLcA TGF-B LT CD8 0,0307 -0,5579
LBSap SLcA IL-12 MHC-II 0,0013 0,7495
LBSap SLcA IFN-y MHC-I1I 0,0168 0,5409
LBSap SLCA IL-4 MHC-I1I 0,0088 -0,6494
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Tabela 2: CorrelagBes signigicativas entre o perfil de citocinas e o perfil imunofenotipico de linfécitos T
(CD4" e CD8") ou expressdo de MHC-II em linfécitos em sobrenadante de células mononucleares do sangue
periférico de cdes imunizados com a vacina LBSapSal e seus componentes na presenca de VSA ou SLcA

Marcador
Grupo Estimulo Citocina  celular P R
C VSA IL-10 MHC-II 0,0064 0,6691
C SLcA TGF-p LT CD8 0,049 0,4991
C SLcA TGF-B8 MHC-II 0,0332 0,49
Sal VSA TNF-o. ~ MHC-II 0,0001 0,7696
Sal VSA IFN-y MHC-II 0,014 0,5678
Sal SLcA IL-12 LT CD4  0,0161 -0,558
Sal SLcA IFN-y LT CD4  0,0361 -0,511
Sal SLcA IL-10 LT CD4 0,0475 -0,4601
Sal SLcA IL-10 LT CD8  0,0224 0,5343
LBSal VSA TNF-a MHC-II 0,0082 0,5869
LBSal VSA IL-10 MHC-II 0,003 0,73
LBSapSal  VSA IFN-y LT CD4  0,0295 0,5277
LBSapSal VSA TNF-a LT CD8 0,0461 0,4755
LBSapSal VSA IFN-y LT CD8 0,0476 0,4867
LBSapSal VSA IL-4 LT CD4 0,0496 -0,4981
LBSapSal VSA IL-10 LT CD8 0,0148 -0,5793
LBSapSal  VSA TNF-o. ~ MHC-II 0,0038 0,6614
LBSapSal  VSA IFN-y MHC-1I  <0,0001  0,8434
LBSapSal VSA IL-4 MHC-I1I 0,012 -0,6108
LBSapSal  SLcA IFN-y LT CD4 0,0478 0,4863
LBSapSal  SLcA IL-12 LT CD4 0,0097 -0,577
LBSapSal  SLcA IFN-y LT CD8 0,0465 0,4748
LBSapSal  SLcA IL-4 LT CD4 0,0249 -0,5263
LBSapSal  SLcA IL-10 LTCD4 0,0323  -0,4922
LBSapSal  SLcA IL-4 LT CD8 0,0113 -0,5671
LBSapSal  SLcA TGF-3 LTCD8 0,0427 -0,5288
LBSapSal  SLcA IFN-y MHC-II 0,0008 0,7169
LBSapSal  SLcA IL-4 MHC-I1I 0,0006 -0,747
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6.4- Avaliac&o dos Niveis de Oxido Nitrico

E consenso na literatura a relevancia do 6xido nitrico (NO) no controle de patdgenos
intracelulares. Sendo assim, foi feita uma analise indireta dos niveis de NO, através da
analise de nitrito, em sobrenadante de CMSP de cées imunizados com LBSap ou LBSapSal
nos tempos Ty € Tggs, Na presenca ou auséncia de estimulo com antigeno solGvel vacinal
(VSA) ou antigeno solavel de L. chagasi (SLcA) (Figuras 13-14, A/B).

No tempo Tgo foi observado reducédo significativa (P<0,05) dos niveis de NO nas
culturas estimuladas com VSA em relacdo as respectivas culturas controle dos grupos C,
Sap, LB e LBSap (Figura 13A). Nos grupos LBSal e LBSapSal, também houve reducao
significativa (P<0,05) dos niveis de NO nas culturas estimuladas com VSA em relagdo as
respectivas culturas controle (Figura 14A). A cultura estimulada com VSA do grupo Sal
apresentou niveis de NO significativamente (P<0,05) maiores que a cultura com mesmo
estimulo do grupo C e LBSal (Figura 14A). A cultura estimulada com VSA do grupo
LBSapSal apresentou niveis de NO significativamente (P<0,05) maiores que as culturas
com mesmo estimulo dos grupos C e LBSal (Figura 14A). Na cultura controle do grupo
LBSapSal houve aumento significativo dos niveis de NO em relacdo a cultura controle do
grupo Sal (Figura 14A).

No tempo Tggs foi observada reducdo dos niveis de NO, nas culturas estimuladas com
VSA dos grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal em relacdo as respectivas culturas controles
(Figura 14A). Neste mesmo tempo houve aumento significativo (P<0,05) dos niveis de
NO na cultura estimulada com VSA do grupo Sap em relagdo a cultura com mesmo
estimulo dos grupos C e LB (Figura 13A). Além disto, no grupo LBSap, a cultura
estimulada com VSA apresentou aumento significativo (P<0,05) de NO em relacdo as
culturas com mesmo estimulo dos grupos C e LB (Figura 13A). As culturas estimuladas
com SLcA dos grupos C e LB apresentaram reducdo significativa (P<0,05) dos niveis de
NO quando comparadas as respectivas culturas controle (Figura 13B). No grupo Sap, foi
observado aumento de NO na cultura estimulada com SLcA em relacdo as culturas com
mesmo estimulo dos grupos C e LB (Figura 13B). De forma interessante, no grupo LBSap
houve aumento significativo (P<0,05) de NO na cultura estimulada com SLcA em relacédo
as culturas com mesmo estimulo dos grupos C e LB (Figura 13B). No entanto, as culturas
estimuladas com SLcA dos grupos Sal, LBSal e LBSapSal também apresentaram reducdo

significativa de NO quando comparadas as respectivas culturas controle (Figura 14B). No
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grupo LBSapSal, a cultura estimulada com SLcA apresentou aumento significativo dos
niveis de NO em relagdo a cultura com mesmo estimulo do grupo C (Figura 14B).

A VSA -90dpd SLcA—-90dpd g
A 12 12
£ J Ml .
=
(@]
= VSA - 885dpd SLcA —885dpd
Z 12 12
I I
4+ 4-
B
A C
0 CC CE CC CE CC CE CC CE 0 CC CE CC CE CC CE CC CE
Sap LBSap Sap LBSap

Figura 13: Niveis de 6xido nitrico avaliado em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas com VSA ou SLcA em cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio
com L. chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno soltvel vacinal (VSA,;
painel A) ou estimulo com antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA; painel B) dos diferentes grupos: controle
(C; I:|), saponina (Sap; |:|), vacina de L. braziliensis (LB; I:|) e vacina de L. braziliensis associada a
saponina (LBSap; .). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em UM de
nitrito. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA)
representam diferenca significativa (P<0,05). As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sap, LB e LBSap,
respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenga significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sap, LB e LBSap, respectivamente.
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Figura 14: Niveis de 6xido nitrico avaliado em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas com VSA ou SLcA em cdes submetidos a diferentes protocolos vacinais apds desafio
com L. chagasi. Os resultados estdo apresentados considerando estimulo com antigeno solUvel vacinal (VSA;
painel A) ou estimulo com antigeno sollvel de L. chagasi (SLcA; painel B) dos diferentes grupos: controle
(C; I:|), saponina (Sap; |:|), vacina de L. braziliensis (LB; I:|) e vacina de L. braziliensis associada a
saponina (LBSap; ). O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo da concentracdo em pM de
nitrito. As linhas conectoras entre as culturas controles (CC) e culturas estimuladas (VSA ou SLcA)
representam diferenca significativa (P<0,05). As letras a, b, ¢ e d representam diferenca significativa
(P<0,05) entre culturas controle dos diferentes grupos com culturas controle dos grupos C, Sal, LBSal e
LBSapSal, respectivamente. As letras A, B, C e D representam diferenca significativa (P<0,05) entre culturas
estimuladas com VSA ou SLcA dos diferentes grupos com culturas estimuladas com VSA ou SLcA dos
grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal, respectivamente.
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6.5- Correlacbes entre os niveis de citocinas e oxido nitrico em sobrenadante de
celulas mononucleares do sangue periférico de cdes imunizados com as vacinas

LBSap e LBSapSal e seus componentes na presenca de VSA ou SLCA

A producdo de NO é um fator altamente relevante a ser considerado durante o
processo de infeccdo por Leishmania, tendo em vista seu papel na eliminagdo do parasito.
Buscando investigar a relacdo ente os niveis de Oxido nitrico com o perfil de citocinas
foram feitas correlagdes entre estes parametros. Os dados estdo representados na Tabela 3.

Assim, no grupo Sap, na presencga de VSA, foi observada correlacdo positiva entre os
niveis de 1L-10 e NO (P=0,0438, r=0,04940).

Ja nas culturas estimuladas com VSA do grupo LB, foram detectadas correlagdes
positivas entre os niveis de IFN-y e NO (P=0,0400; r=0,5022). Por outro lado, foi
detectada correlacdo negativa entre os niveis de IL-4 e NO (P=0,0457; r=-0,5057). Ja na
presenca de SLCA, houve correlagcdo positiva entre os niveis de IFN-y e NO (P=0,0082;
r=0,6537).

De maneira interessante foi detectada correlagdo positiva entre os niveis de IFN-y e
NO no grupo imunizado com LBSap, na presenca de SLcA (P=0,0304; r=0,5586). Alem
disso, houve correlacdo negativa entre 1L-4 e NO (P<0,0001; r=-0,8759).

De forma semelhante, no grupo LBSal, na presenca de SLcA, foi observada
correlacdo positiva entre os niveis de TNF-a. e NO (P=0,0008; r=0,7197).

Outra observacéo interessante foi a deteccdo de correlacdo positiva entre os niveis de
IFN-y e NO, nas culturas estimuladas com VSA do grupo imunizado com LBSapSal
(P=0,0052; r=0,6809). Alem disso, na presenca de SLcA, foi observada correlacdo positiva
entre os niveis de IFN-y e NO (P=0,0024; r=0,7207) e entre TNF-a. € NO (P=0,0014;
r=0,7464). Por outro lado, foi observada correlacdo negativa entre os niveis de IL-4 e NO
(P=0,0033; r=-0,6868).
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Tabela 3- CorrelacGes entre os niveis de citocinas e dxido nitrico em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico de cdes imunizados com as vacinas LBSap e LBSap Sal e seus componentes na presenca
de VSA ou SLcA

Grupo Estimulo Citocina P r

Sap VSA IL-10 0,0438 0,494
LB VSA IFN-y 0,04 0,5022
LBSapSal  VSA IFN-y 0,0052 0,6809
LB SLcA IFN-y 0,0082 0,6537
LBSap SLcA IFN-y 0,0334 0,5586
LBSap SLcA IL-4 <0,0001 -0,8759
LBSal SLcA TNF-a 0,0008 0,7197
LBSapSal SLcA TNF-a 0,014 0,7464
LBSapSal  SLcA IFN-y 0,0024 0,7207
LBSapSal  SLcA IL-4 0,0033 -0,6868

6.6- Determinacao da carga parasitaria em medula 0ssea através do método Leishman
Donovan Units (LDU)

Com o objetivo de verificar se as vacinas LBSap e LBSapSal conferiram protecédo
aos cdes imunizados, foi feita a determinacdo da carga parasitaria em todos 0s grupos
experimentais, através do método LDU, em medula 6ssea, no tempo 885 dias ap0os o
desafio com L. chagasi. A pesquisa de formas amastigotas em laminas coradas pelo

Giemsa revelou a auséncia de parasitismo na medula 6ssea (Tabela 4).
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Tabela 4- Avaliacdo parasitolégica de cées vacinados com LBSap e LBSapSal e desafiados com
L. chagasi através da técnica LDU realizada 885dpd

Grupos Esfregaco Medula Ossea
C (n=5) Negativo
Sap (n=5) Negativo
LB (n=5) Negativo
Sal (n=5) Negativo
LBSal (n=5) Negativo
LBSap (n=5) Negativo
LBSapSal (n=5) Negativo
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O aumento do nimero de casos de LV no mundo e, principalmente no Brasil, tem
motivado estudos e avaliagbes de vacinas anti-LVVC, tendo em vista a importancia
epidemioldgica do cdo no ciclo bioldgico do parasito. Para orientar a busca racional de
vacinas anti-LVC, tem sido desenvolvido estudos para identificar biomarcadores de
imunogenicidade antes e ap6ds desafio com agente etiologico (Reis et al., 2010). Neste
sentido, é altamente relevante o desenvolvimento de ferramentas metodoldgicas que
contribuam para estudos de imunogenicidade, tais como o uso da citometria de fluxo para
imunofenotipagem de leucdcitos caninos (Fujiwara et al., 2005, Reis et al., 2005). Esta
metodologia permitiu a identificacdo de biomarcadores de resisténcia e susceptibilidade
relacionados ao curso da histéria natural da LVC (Reis, 2001; Reis et al., 2006b;
Giunchetti et al., 2008a; Reis et al., 2009; Reis et al., 2010). Desta forma, as avaliagdes de
alteracdes imunopatoldgicas na LV C foram incorporadas como importantes estratégias que
determinaram o emprego de diferentes biomarcadores nas avaliacbes de imunogenicidade
vacinal anti- LVC (Reis et al., 2009; Reis et al., 2010). Estes estudos indicaram a presenca
de biomarcadores determinantes para conferir um padrdo de resisténcia frente a infeccao
por L. chagasi em cées, entre os quais: (i) aumento dos niveis de linfocitos T (CD5") e suas
subpopulagdes (CD4" e CD8"), linfocitos B (CD21%) e monocitos CD14" circulantes ou
submetidos ao cultivo com antigeno de Leishmania; (ii) baixos niveis de 1L-10, TGF-f, IL-
4 e aumento de IFN-y e TNF-a; (iii) baixos niveis de anticorpos Leishmania-especificos;
(iv) manutencdo de uma baixa carga parasitaria em diferentes tecidos (Pinelli et al., 1994;
Pinelli et al., 1999; Santos-Gomes et al., 2002; Giunchetti, 2004; Chamizo et al., 2005;
Giunchetti et al., 2006; Giunchetti et al., 2008a; Alves et al., 2009; Moreno et al., 2009;
Reis et al., 2009; Panaro et al., 2009; Reis et al., 2010; Boggiatto et al., 2010; Coura-Vital
et al., 2011; Menezes et al., 2011).

Mais recentemente, com a disponibilidade de reagentes especificos para analise do
perfil de citocinas do tipo 1, tipo 2 e imunomodulatdrias, tornou-se possivel a incorporacao
desta abordagem em ensaios clinicos vacinais anti-L\VC (Carrilo et al., 2007; Araujo et al.,
2009; Fernandes et al., 2008; de Lima et al., 2010).

Os estudos das vacinas desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa (LBSap e
LBSapSal) revelaram grande potencial imunogénico por induzirem aumento dos niveis de
linfocitos T (CD5", CD4" e CD8") e linfocitos B (CD21) circulantes, bem como de
linfocitos T CD4" e T CD8" Leishmania-especificos (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et
al., 2008a; Roatt, 2010; Aguiar-Soares, 2010). Além disto, as vacinas LBSap e LBSapSal
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apresentam-se indcuas e seguras para a administracdo sem causar lesdes ulcerativas no
local do inoculo (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008d; Moreira et al., 2008;
Vitoriano-Souza, 2008). Sendo assim, tornou-se fundamental a ampliacdo destes estudos
buscando avaliar o perfil de citocinas induzidas pelas imunizagdes antes e ap6s o desafio
com L. chagasi, o que constitui a principal abordagem deste trabalho.

Dessa forma, no presente estudo foi realizada a analise do perfil de citocinas do tipo
1, tipo 2 e imunomodulatdrias em sobrenadante de cultura de CMSP de cées antes e apds a
imunizacéo e desafio com L. chagasi.

Entre os principais resultados decorrentes da avaliagdo de citocinas do tipo 2 e
imunomodulatérias, foi observado que cdes imunizados com a vacina LBSap apresentaram
aumento dos niveis de IL-4 nas culturas estimuladas com SLcA em T3 (Figura 1B). Além
disto, este padréo de resposta foi mantido no periodo precoce pos desafio com L. chagasi
(T9o) na presenca de ambos os estimulos (VSA e SLcA) no grupo LBSap (Figura 1A/B).
No tempo tardio pos desafio (Tgss) houve uma reversdo na producdo de IL-4 das culturas
estimuladas do grupo LBSap, retornando a valores similares aos observados nas culturas
controles (Figura 1B). Estes resultados parecem indicar a presenca de IL-4 logo apés o
protocolo de imunizacdo, persistindo até o periodo precoce pos desafio (Tgo) induzidos
pela vacina LBSap. No entanto, as culturas ndo estimuladas do grupo LBSap apresentaram
niveis de IL-4 significativamente inferiores em relacdo as mesmas culturas do grupo LB no
periodo tardio pds desafio (Tggs). Este resultado poderia indicar que a manutencdo de
menores niveis de IL-4 estaria associada a presenca do adjuvante saponina durante o
protocolo de imunizacdo, permitindo com que mesmo ap0s 885 dias do desafio com L.
chagasi, a infeccdo experimental ndo fosse suficiente para induzir a producdo de IL-4 por
CMSP de cdes vacinados com LBSap. Considerando que o estabelecimento de imunidade
vacinal induzindo protecdo esta relacionada a uma complexa rede de interaces da resposta
imune, este trabalho prop6s estratégias de correlacbes entre as diferentes variaveis
analisadas. Neste sentido, foram realizadas analises de correlacdo entre os niveis de IL-4 e
o fend6tipo de CMSP cultivadas in vitro. Sendo assim, foi observado no grupo LBSap, que
na presenca de VSA, o percentual de LT CD4", bem como o percentual de LT CD8" e a
expressdo de MHC-II" em linfocitos foram negativamente correlacionados aos niveis de
IL-4 provenientes do sobrenadante de cultura de CMSP (Tabela 1). Adicionalmente,
também foi observada correlagdo negativa, na presenca SLCcA, entre os niveis de IL-4 e a

frequéncia de LT CD4" ou LT CD8", bem como a expressdo de MHC-II" em linfécitos
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(Tabela 1). Diante destes resultados, é possivel propor a hipdtese de que o aumento nos
niveis de LT CD4" ou LT CD8", bem como expressdo de MHC-II" em linfocitos ja
descritos na vacina LBSap (Giunchetti et al., 2007, Roatt, 2010) estariam relacionados com
0s niveis de IL-4, indicando a participacdo concomitante destes biomarcadores. De forma
interessante, Manna et al. (2008) propuseram que mesmo na presenca de IL-4, mas com
elevacdo de IFN-y, € possivel manter um padrdo de resisténcia na LVC com reducdo do
parasitismo. Além disso, foi observado por Reis et al. (2006b) que o aumento de linfocitos
T (CD5", T CD4" e TCD8") e da expressdo de MHC-I1 em linfécitos do sangue periférico
consiste em importantes biomarcadores associados ao controle do parasitismo. Dessa
forma, as correlagBes negativas encontradas entre os niveis de IL-4 e estes biomarcadores
de resisténcia permite sugerir a ocorréncia de um possivel estabelecimento de perfil de
resisténcia induzido pela vacinacdo com LBSap. Por outro lado, a imunizacdo com a
vacina LBSapSal induziu uma reducdo dos niveis de IL-4 no periodo precoce pos desafio
(Tgo) nas culturas de CMSP estimuladas com SLcA (Figura 2B). Além disto, foi observada
na vacina LBSapSal correlacdo negativa entre os niveis de 1L-4 e a frequéncia de LT CD4"
ou expressdo de MHC-II" em linfocitos na presenca de VSA ou de SLcA (Tabela 2), bem
como desta citocina e a frequéncia de LT CD8" na presenca de SLcA (Tabela 2). Roatt
(2010) e Aguiar-Soares (2010) descreveram em cdes imunizados com as vacinas LBSap e
LBSapSal e desafiados com L. chagasi, respectivamente, apresentam aumento dos niveis
de LT CD4" e LT CD8", bem como aumento da atividade linfoproliferativa, ambos, em
cultivo de CMSP na presenca de antigenos de Leishmania. Aradjo (2006), Aradjo et al.
(2008) e Araudjo et al. (2009) relataram que a imunizacdo de cdes com uma vacina
constituida por antigenos brutos de L. amazonensis associada ao BCG como adjuvante foi
capaz de induzir aumento da frequéncia de LT CD4’IL-4" em culturas de CMSP n&o
estimuladas. De forma interessante, quando foram feitas analise de correlagdo entre os
niveis de NO e IL-4, foram observadas correlacdes negativas nos grupos vacinados com
LBSap e LBSapSal, corroborando com a hipdtese de que estas vacinas poderiam induzir
resisténcia a infeccdo (Tabela 3). E importante ressaltar que estudos anteriores
identificaram a presenca de IL-4 em esplendcitos de cdes naturalmente infectados por L.
chagasi com ou sem sinais clinicos da doenca indicando que esta citocina seria um dos
biomarcadores presente durante o curso da infec¢cdo na LVC (Lage et al., 2007). Além

disto, Alves (2008) ao pesquisarem o papel de IL-4 em linfonodo e medula 6ssea ndo
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lograram éxito em relacionar esta citocina com um perfil de resisténcia ou susceptibilidade
a infeccdo na LVC.

A avaliagdo dos niveis de IL-10 mostrou tendéncia de aumento em T, nas culturas
estimuladas com SLcA (Sap, LB, Sal, LBSal e LBSap, LBSapSal) (Figuras 3B e 4B),
sendo esta alteracéo significativa apenas no grupo C (Figura 3B). Estes resultados parecem
indicar que o estimulo de SLcA em CMSP de cées induziria aumento dos niveis de 1L-10,
independente do protocolo de imunizacdo ou da infeccdo experimental. De fato, tem sido
relatado que o antigeno de L. chagasi ou L. infantum seria capaz de induzir a producédo
concomitante por CMSP de IL-10 e IFN-y tanto na LV humana ativa (Peruhype-Magalhaes
et al., 2006) como na LVC experimental (Travi et al., 2009). No entanto, em T3, estas
diferencas foram menos acentuadas, particularmente quando houve associagdo do antigeno
vacinal (L. braziliensis) nas diferentes composi¢fes (LBSal, LBSap, LBSapSal) (Figuras
3-4, B). Além disto, ap0s o término do protocolo vacinal (T3) do grupo LBSap foi
observado aumento dos niveis de IL-10 nas culturas estimuladas com SLcA em relagdo as
estimuladas com VSA (Figura 3A/B). Este resultado parece reforcar a hipdtese de inducéo
da producéo de IL-10 ser antigeno-especifico, com exacerbacéo da producédo desta citocina
na presenca do estimulo proveniente de L. chagasi. Por outro lado, neste mesmo tempo
(T3) foi observada reducdo dos niveis de IL-10 no grupo LBSap e LBSal na presenca de
VSA (Figura 3-4, A). Estes dados parecem indicar que na presenca do antigeno vacinal
(VSA), o antigeno de L. braziliensis em associacdo com adjuvante saponina (LBSap) ou
com saliva de flebotomineos (LBSal) seria capaz de reduzir a producdo de IL-10 em
relacdo a imunizagdo apenas com antigenos de L. braziliensis (LB). De forma semelhante,
no periodo tardio pos desafio (Tsgs) foi observado nas culturas ndo estimuladas aumento
dos niveis de IL-10 no grupo LB e queda dos niveis de IL-10 no grupo LBSap (Figura 3B).
Desta forma, estes dados sugerem que em culturas ndo estimuladas, o inéculo com o
componente vacinal LB isoladamente induz maiores niveis de 1L-10, que é revertido pela
associacdo com saponina (grupo LBSap). Tal fato poderia ser justificado neste periodo
(Tggs) pelo processo de infeccdo experimental por L. chagasi, estimulando os linfocitos
circulantes do grupo LB a produzirem IL-10, mesmo na auséncia de estimulo in vitro. De
forma interessante, no periodo tardio pds desafio (Tgss) todos 0s grupos experimentais
apresentaram tendéncia de aumento de IL-10 nas culturas estimuladas com SLcA em
relagdo as respectivas culturas controles, sendo significativo apenas para os grupos LBSal

e LBSap (Figura 3-4, B). Desta forma, é possivel especular que este resultado poderia
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refletir a na caracteristica do préprio SLcA de induzir niveis elevados de I1L-10, mesmo na
auséncia do protocolo vacinal e/ou desafio experimental, como observado em Ty, ou ainda
ser reflexo do processo da infecg@o experimental. Panaro et al. (2009) relataram em CMSP
estimuladas com L. infantum produziram elevados niveis de IL-10 em cées sintomaticos
comparados aos assintomaticos. De forma semelhante, CMSP de cées experimentalmente
infectados por L. chagasi e estimuladas com SLcA sdo capazes de produzir elevados niveis
de IL-10 (Fernandes et al., 2008). Estes resultados apontam para um importante papel da
IL-10 no estabelecimento ou progressao da doenca.

As andlises de correlacdo entre o perfil imunofenotipico de CMSP e os niveis de IL-
10 revelaram a presenca de correlagdes que podem contribuir para a identificacdo de
eventos relacionados a resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por L. chagasi. Neste
sentido, foram observadas correlagdes positivas entre os niveis de IL-10 e a frequéncia de
LT CD4" no grupo Sap (Tabela 1) e entre os niveis de IL-10 e a freqiiéncia de LT CD8" no
grupo Sal (Tabela 2). Estes resultados poderiam indicar a contribuicdo das populacbes de
LT CD4" e LT CD8" na producdo de IL-10, nos grupos Sap e Sal, respectivamente. Por
outro lado, no grupo Sal, na presenca de SLcA, foram observadas correlagcdes negativas
entre os niveis de IL-10 e LT CD4" (Tabela 2), reforcando a hipotese de participacio de
LT CD8" na producéo desta citocina para o grupo Sal. De fato, Holaday (2000) observou
em CMSP de pacientes com LV ativa intensa producéo de 1L-10 por LT CD8" associado a
baixos niveis de IFN-y. Desta forma, foi proposto que para a progressao da LV humana, a
populacio de LT CD8" apresentaria maior importancia que LT CD4" na producéo de I1L-10
com consequente evolucdo da infeccdo (Holaday, 2000). Além disto, foi observado no
grupo LBSapSal, correlacdo negativa entre os niveis de IL-10 tanto com a frequéncia de
LT CD4" como com a freqiiéncia de LT CD8" (Tabela 2). Considerando que a imunizagio
com LBSapSal induz o aumento de LT CD4" e CD8" (Giunchetti et al., 2008a; Aguiar-
Soares, 2010), os dados descritos acima parecem indicar que a imuniza¢do com LBSapSal
induziria uma menor producdo de IL-10 por estes tipos celulares. Por outro lado, é
importante ressaltar que foram observadas correlaces positivas entre os niveis de I1L-10
nos grupos C (em relacdo a expressdo de MHC-II em linfdcitos), Sap (em relacdo a
frequéncia de LT CD4" ou expressio de MHC-1I em linfcitos), LB (em relagdo a
frequéncia de LT CD8" ou expressido de MHC-1I em linfocitos) (Tabela 1) e LBSal (em
relacdo a expressdo de MHC-II em linfocitos) (Tabela 2). Adicionalmente, as anélises de

correlagdo entre os niveis de IL-10 e NO mostraram correlagdes negativas no grupo
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inoculado apenas com saponina (Sap) (Tabela 3). Estes resultados permitem propor a
hipotese da associacdo de IL-10 com populagdes celulares que tradicionalmente vem sendo
descritas como importantes no controle da infeccdo na LVC (Reis et al., 2009). Neste
sentido, é possivel especular que o grupo LBSapSal apresentaria um perfil associado a
resisténcia a infeccéo, de forma contraria ao observado nos grupos C, Sap, LB e LBSal. De
acordo com Lage et al. (2007), os niveis de IL-10 apresentam correlacdo positiva com a
progressdo da doenca na LVC. Além disso, cdes com elevado parasitismo esplénico
apresentam maiores niveis de IL-10 neste tecido que os animais com baixo e médio
parasitismo, bem como os ndo infectados. De forma semelhante, altos niveis de IL-10
foram detectados no figado (Alves, 2008) e linfonodo (Alves, 2008; Alves et al., 2009) de
caes naturalmente infectados por L. chagasi da forma sintomatica e com elevado
parasitismo nestes orgdos. Boggiatto et al., (2010) observaram que a progressdo da LVC
estd relacionada ao aumento de IL-10 e a reducdo de IFN-y. De fato, Fernandes et al.
(2008) propuseram que a presenca de IL-10 associada a baixos niveis de IFN-y poderia
representar um perfil mais relacionado a susceptibilidade a infeccdo por L. chagasi. Assim,
caes vacinados com antigeno recombinante A2 apresentaram aumento de IFN-y e baixos
niveis de IL-10, compativel com um perfil imune associado a resisténcia a infeccdo na
LVC (Fernandes et al., 2008). Estes resultados corroboram com a hipdtese de que a
citocina IL-10 tem um papel importante na morbidade durante a evolugédo da infeccédo por
L. chagasi em cées.

A analise dos niveis de TGF-p revelaram reducdo da producdo desta citocina nos
grupos imunizados com LBSap e LBSapSal no periodo precoce poés desafio com L.
chagasi (Tgo), nas culturas estimuladas com SLcA (Figuras 5-6). No grupo imunizado com
LBSapSal, esta reducdo foi mantida no tempo tardio pds desafio (Tgss) (Figura 6). Estes
resultados sugerem que apos desafio experimental com L. chagasi ha reducao dos niveis de
TGF-B tanto para LBSap (Tg) quanto para LBSapSal (Togo, Tsss). Além disso, no grupo C,
correlagdes positivas foram observadas entre os niveis de TGF-p e a frequéncia de LT
CD8", bem como entre os niveis desta citocina e a expressdo de MHC-11" (Tabela 1). De
forma interessante, a presenca de TGF-f tem sido determinante para induzir um estado de
imunossupressao durante o curso da leishmaniose visceral (Virmondes-Rodrigues et al.,
1998; Kaye et al., 2004). E importante ressaltar que a presenca de TGF-B in vitro tem

efeito protetor para amastigotas em macrdfagos, favorecendo a manutencdo do parasitismo

75



RESENDE, L. A. Discussao

(Gantt et al., 2003). Assim, é possivel especular que o grupo C apresente um perfil mais
relacionado a susceptibilidade a infeccdo por apresentar aumento dos niveis de TGF-§ e
por esta citocina estar diretamente correlacionada a biomarcadores considerados de
resisténcia na LVC (LT CD8" e expressio de MHC-II em linfocitos). Ja os grupos
vacinados, tanto com LBSap quanto LBSapSal, apresentaram correlagdes negativas entre
os niveis de TGF-B e a frequéncia de LT CD8" (Tabelas 1 e 2). Tem sido descrito a
imunizagdo com as vacinas LBSap e LBSapSal € capaz de induzir um aumento nos niveis
de LT CD8" ex vivo e in vitro Leishmania-especificos (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti
et al., 2008a), permanecendo elevados mesmo apos o desafio experimental com L. chagasi
(Roatt, 2010; Aguiar-Soares, 2010). Alves (2008) e Alves et al. (2009), relataram altos
niveis de TGF-f associados ao aumento da carga parasitaria na medula éssea, baco, pele e
linfonodos de cées sintomaticos, concluindo que TGF-B é uma citocina associada a
morbidade na LVC. Neste contexto, é possivel propor que as correlagdes negativas entre 0s
niveis de TGF-B e a frequéncia de LT CD8" poderiam indicar o estabelecimento de
mecanismos imunoprotetores nos grupos imunizados com as vacinas LBSap e LBSapSal.
Por outro lado, as correlagdes positivas entre estes parametros no grupo C poderiam indicar
uma maior susceptibilidade a infeccdo experimental por L. chagasi. De fato, tem sido
observado que os linfocitos T seriam importantes fontes produtoras de TGF-f favorecendo
a inibicdo de efeito microbicida por macrofagos (Kaye et al., 2004).

A analise de citocinas do tipo 1 tem sido considerada como um pré-requisito para
compor andlises de imunogenicidade antes e apos o desafio experimental com L. chagasi
em ensaios clinicos vacinais anti-LVC (Reis et al., 2010). Neste sentido, o presente
trabalho buscou avaliar os niveis de TNF-a.. Foi observado em Ty, nas culturas estimuladas
com SLcA, aumento dos niveis de TNF-a. em relacdo as respectivas culturas néao
estimuladas, sendo este aumento significativo nos grupos C, LB e LBSapSal (Figuras 7-8,
B). Além disso, nestes grupos foi observado em Ty que as culturas estimuladas com SLcA
apresentaram aumento significativo dos niveis de TNF-o. em relagdo as culturas
estimuladas com VSA de cada grupo (Figuras 7-8, A/B). Estes resultados parecem indicar
que o estimulo com SLcA induz aumento dos niveis de TNF-a, apontando para uma
caracteristica inerente ao estimulo antigénico. Além disto, apos o protocolo vacinal (T3),
estas diferencas tornaram-se menos acentuadas. Por outro lado, no periodo precoce pds

desafio (Tgp) foi observado um aumento dos niveis de TNF-o em culturas estimuladas com
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SLcA nos grupos C, Sap, Sal e LBSal (Figuras 7-8, A/B). De forma interessante, no
periodo tardio pds desafio (Tggs), este aumento foi observado em todos 0s grupos
experimentais avaliados (C, Sap, LB, Sal, LBSal, LBSap e LBSapSal). Estes resultados
parecem indicar que o desafio com L. chagasi aliado ao estimulo in vitro do SLcA
favoreceria a producdo de TNF-a, aparentemente de forma inespecifica entre 0s grupos
avaliados (Figuras 7-8, A/B). Por outro lado, na presenca do estimulo VSA apenas o grupo
LBSapSal apresentou aumento dos niveis de TNF-o no periodo precoce (Tgo) € tardio pos
desafio (Tsgs), enquanto o grupo C este aumento foi significativo apenas no periodo tardio
pos desafio (Tsgs) (Figura 8A). De forma isolada, os resultados da avaliacdo de TNF-o ndo
indicaram associacdo de eventos relacionados com resisténcia ou susceptibilidade a
infeccdo por L. chagasi. De fato, alguns estudos relacionam esta citocina a um perfil de
resisténcia na LVC (Pinelli et al., 1994; Carrilo et al., 2007; Alves et al., 2009), ou ainda a
suceptibilidade quando associado a elevados niveis de IL-4 e IL-10 (Panaro et al., 2009),
enquanto Lage et al. (2007) ndo observaram qualquer relagdo com resisténcia ou
susceptibilidade na LVC. Desta forma, torna-se evidente com base nos resultados obtidos
aliados aos trabalhos em LVC que outros estudos sejam conduzidos para que esta citocina
possa ser considerada um biomarcador indicativo de resisténcia a infeccdo por L. chagasi
em cdes. As analises de correlacdo entre os niveis de TNF-o e o fenotipo de CMSP
cultivadas in vitro evidenciaram no grupo LBSap correlacdo positiva entre os niveis de
TNF-a. e a frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8" bem como com a expressio de MHC-II
em linfocitos (Tabela 1). Este resultado parece associar a presenca TNF-o com populacdes
celulares importantes no controle da progressao da LVC (Reis et al., 2009) ou como
biomarcador de imunogenicidade (Reis et al., 2010). Além disto, foram observadas
correlagdes positivas nos grupos Sal e LBSal (TNF-a versus expressdo de MHC-1I em
linfocitos; Tabela 2), Sap (TNF-a versus expressdo de MHC-1I em linfécitos; Tabela 1) e
LB (TNF-o. versus LT CD8"; Tabela 1). Embora estas correlagdes tenham sido observadas
em biomarcadores atribuidos a resisténcia a infeccdo por L. chagasi (expressdo de MHC-II
em linfocitos e LT CD8"), isoladamente, estes resultados ndo permitem indicar que
poderiam estar relacionados a uma resposta imune protetora.

Outra estratégia para avaliar a resposta imune nos diferentes grupos experimentais foi
a analise dos niveis de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante de CMSP estimuladas in vitro.

Neste sentido, foi observado reducdo dos niveis de NO no periodo precoce (Tg, estimulo
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VSA) nos grupos C, LBSal e LBSapSal e no periodo tardio pos desafio (Tggs, estimulo
VSA ou SLcA) nos grupos C, Sal, LBSal e LBSapSal (Tabela 3). No entanto, apenas as
culturas estimuladas com SLcA do grupo LBSapSal no periodo tardio p6s desafio (T885)
apresentaram aumento dos niveis de NO (Figura 14B). De maneira interessante, foram
observadas correlagdes positivas entre os niveis de TNF-o e NO nas culturas estimuladas
com SLcA do grupo LBSapSal bem como no grupo LBSal (Tabela 3). Considerando que
TNF-o atua induzindo a producdo de NO, responsavel pela morte de amastigotas no
interior de macréfagos (Liew et al., 1993), estes dados poderiam indicar o estabelecimento
de um perfil associado a resisténcia induzido pela vacinagdo com LBSapSal. De forma
semelhante, Araujo et al. (2009) também observaram aumento dos niveis de NO em CMSP
de cées imunizados com a vacina Leishmune®, associando este resultado a um perfil de
resisténcia. E importante ressaltar ainda que no grupo imunizado com LBSapSal foram
observadas correlagdes positivas entre os niveis de TNF-a. e a freqiiéncia de LT CD8",
assim como entre os niveis desta citocina e a expressdo de MHC-1I" (Tabela 2). Estes
dados sugerem a possivel contribuicdo de LT CD8" com a producio de TNF-o,, bem como
a participacdo desta citocina para induzir NO apds imunizagdo com a vacina LBSapSal.
Esta possivel participacdo de TNF-a na inducdo de NO também foi observada por Pinelli
et al. (2000), onde a incubacdo de macrofagos caninos com sobrenadante de células T
cultivadas com Leishmania contendo TNF-o, IFN-y e IL-2 resultou em aumento na
producdo de NO e aumento da atividade leishmanicida de macrofagos.

De forma semelhante ao observado no periodo precoce (Tgo) nas culturas estimuladas
com VSA dos grupos imunizados com LBSapSal e seus componentes isoladamente, foi
observado também reducdo dos niveis de NO dos grupos Sap, LB e LBSap (Figura 13A).
De forma interessante, embora tenha sido observada reducdo nos niveis de NO do grupo
LB na presenca de VSA e SLcA no periodo tardio (Tsgss), a associacdo deste componente
com o adjuvante saponina favoreceu a producdo de NO do grupo LBSap (Figura 13A/B).
A producdo de NO tem se mostrado aumentada durante as imunizagdes com as vacinas
LBSap e LBSapSal (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008a). Neste sentido,
mesmo apds o desafio experimental (Tggs) pode ser constatado niveis elevados de NO nos
grupos LBSap e LBSapSal, que poderiam contribuir para a manutencdo de um perfil imune
relacionado a resisténcia frente a infeccdo experimental por L. chagasi.

De forma semelhante ao observado para a citocina TNF-c, a anélise de IL-12 revelou

aumento dos niveis desta citocina nas culturas estimuladas com SLcA, em Ty, sendo
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significativo nos grupos Sap, LB, LBSal e LBSapSal (Figuras 9-10, A/B). Além disto,
comparativamente as culturas estimuladas com VSA foi observado de forma geral um
aumento dos niveis de IL-12 nas culturas estimuladas com SLcA. Este resultado parece
indicar que o estimulo antigénico proveniente de L. chagasi poderia induzir a producéo de
IL-12 por CMSP de cées, enquanto que na presenca de antigenos de L. braziliensis ndo
haveria qualquer estimulo para producdo desta citocina, na auséncia do protocolo vacinal
(Figura 9-10, A/B). De forma interessante, este padréo de resposta foi mantido durante
toda a avaliagdo, até o periodo tardio pés desafio (T885), com aumento dos niveis de I1L-12
nas culturas estimuladas com SLcA. No entanto, é importante ressaltar que o grupo LBSap
foi o Unico a apresentar niveis significativamente superiores de IL-12 nas culturas
estimuladas com SLcA, em comparacdo aos grupos Sap e LB, no periodo precoce pos
desafio (Tgo) (Figura 9B). Por outro lado, a analise dos niveis de IL-12 nas culturas
estimuladas com VSA evidenciou um perfil distinto entre os grupos avaliados. Neste
sentido, foi observado que apds o término do protocolo vacinal (T3), apenas as culturas
estimuladas com VSA dos grupos imunizados com LBSap e LBSapSal apresentaram
aumento significativo dos niveis de IL-12 (Figuras 9-10, A/B). Estes resultados permitem
inferir que a imunizacdo com as vacinas LBSap e LBSapSal sdo capazes de estimular
niveis elevados de IL-12 na presenca do antigeno vacinal, indicando a possibilidade de
inducdo de mecanismos imunoprotetores neste periodo de avaliacdo (T3). Este perfil foi
mantido no periodo tardio pos desafio (Tsgs) nos grupos LB, Sal, LBSal, LBSap e
LBSapSal. Resultados obtidos por Strauss-Ayali et al. (2005), mostraram que, ap0s
estimuladas com IL-12 exdgeno, CMSP de cdes infectados por L. infantum eram capazes
de reverter um aparente estado de anergia, resultando em aumento da producéo de IFN-y.
Menezes-Souza et al. (2011) verificaram que baixos niveis de IL-12 concomitante com
altos niveis de IL-10 e TGF-B representam condicdo favoravel para a persisténcia e
replicacdo do parasito na pele. De fato, € possivel especular que ao analisar em conjunto 0s
baixo niveis de TGF-p associado aos elevados niveis de IL-12 em avalia¢Bes pos desafio
(Too e Tggs), estes dados poderiam representar o estabelecimento de mecanismos
imunoprotetores induzidos pelas vacinas LBSap e LBSapSal. Em concordancia com esta
hipdtese, foram observadas, nas culturas estimuladas com VSA do grupo LBSap,
correlages positivas entre os niveis de IL-12 e a frequéncia de LT CD8" (Tabela 1) e, nas
culturas estimuladas com SLcA deste mesmo grupo, correlagdes positivas entre 0s niveis

de IL-12 e a expressdo de MHC-II" em linfocitos, sugerindo a presenca simultanea de
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biomarcadores importantes para o controle da infecgcdo por Leishmania (Ravindran & Ali,
2004). Os niveis de 1L-12 nas culturas estimuladas com SLcA foram negativamente
correlacionados a frequéncia de LT CD4" nos grupos Sap, LB (Tabela 1), Sal e LBSapSall
(Tabela 2). Estes resultados poderiam indicar que a populacdo de LT CD4", nestes grupos,
ndo apresentaria importancia para a produgdo de IL-12. Embora o papel de IL-12 na
resisténcia a LVC ainda ndo esteja claro (Lage et al., 2007; Alves, 2008; Alves et al.,
2009), os resultados obtidos neste trabalho sugerem o estabelecimento de mecanismos
imunoprotetores nos grupos vacinas (LBSap e LBSapSal). Esta hipbtese é sustentada ao
analisar os baixos niveis de TGF-B associado aos elevados niveis de IL-12 que foram
correlacionados aos elevados niveis de LT CD8".

De forma semelhante ao observado para as citocinas TNF-a e IL-12, as analises dos
niveis de IFN-y mostraram que antes da primeira dose vacinal (To), 0 estimulo com SLcA
induziu aumento dos niveis desta citocina em relagdo as culturas ndo estimuladas em todos
0S grupos experimentais, sendo significativo apenas nos grupos vacinais LBSap e
LBSapSal (Figuras 11-12, B). Este resultado parece indicar que o SLCA € capaz de induzir
também aumento dos niveis de IFN-y em CMSP de cées. De forma interessante, apos o
término do protocolo vacinal (T3), 0s grupos imunizados com LBSap e LBSapSal
apresentaram aumento bastante consideravel dos niveis de IFN-y nas culturas estimuladas
com VSA ou SLcA, seja em comparacdo as culturas ndo estimuladas ou em relacdo as
culturas estimuladas (VSA e SLcA) dos demais grupos (Figuras 11-12, A/B).
Considerando que esta citocina tem sido associada a um perfil de resisténcia em diferentes
modelos experimentais (Heinzel et al., 1989; Squires et al., 1989; Murray et al., 1992;
Andrade et al., 1999; Carrillo et al., 2007; Fernandes et al., 2008; Alves et al., 2009) os
dados obtidos parecem indicar que ap0s a imunizacdo com as vacinas LBSap e LBSapSal
ocorre uma forte inducdo da producdo de IFN-y Leishmania-especifica. Além disso, tanto
no periodo precoce (Tgp) quanto no periodo tardio (Tsgs) pos desafio, ambos 0s grupos
vacinais (LBSap e LBSapSal) mantiveram os niveis aumentados de IFN-y Leishmania-
especifico seja comparado as respectivas culturas controles ou as culturas estimuladas
(VSA ou SLcA) dos demais grupos (Figuras 11-12, A/B). Estes dados, aliados a ocorréncia
de correlacBes positivas entre os niveis de IFN-y e os niveis de NO nos grupos vacinados
com LBSap e LBSapSal (Tabela 3) parecem indicar uma forte imunogenicidade capaz de

manter um padrdo de resposta imune associado a resisténcia por longo periodo apds o
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desafio com o agente etioldgico. Panaro et al. (2001) também observaram aumento da
producdo de NO e da atividade leishmanicida de macréfagos de cdes imunizados com uma
vacina composta por antigenos brutos de L. infantum, bem como aumento dos niveis de
IFN-y em sobrenadante de CMSP (Panaro et al., 2001). De forma interessante, foram
observadas correlagdes positivas entre os niveis de IFN-y e a frequéncia de LT CD8" nos
grupos LBSap e LBSapSal (Tabelas 1 e 2), além de correlagdes positivas entre os niveis de
IFN-y e a frequéncia de LT CD4" no grupo LBSapSal (Tabela 2) ou expressdo de MHC-11*
em linfocitos nos grupos LBSap (Tabela 1) e LBSapSal (Tabela 2). Estes dados parecem
indicar a presenca simultdnea de importantes biomarcadores associados a resisténcia na
LVC (Reis et al., 2009) ou de imunogenicidade e eficiAcia em vacinas contra LVC (Reis et
al., 2010), tais como IFN-y, NO, LT CD4" e LT CD8", presentes nos grupos LBSap e
LBSapSal. Aradjo et al. (2008) e Aradjo et al. (2009) observaram que 0 processo de
vacinacdo com a Leishvacin ou com a Leishmune® induziu aumento do percentual de
linfocitos T IFN-y", sendo que a subpopulacdo de LT CD4" foi a principal fonte produtora
desta citocina. De fato, no grupo vacinado com LBSapSal, houve correlagéo positiva entre
os niveis de IFN-y tanto com a freqiiéncia de LT CD4" como com a expressdo de MHC-11"
(Tabela 2). Correlacdes positivas também foram observadas no grupo LB entre os niveis de
IFN-y e a frequéncia de LT CD8" ou de LT CD4" (Tabela 2). De forma interessante, neste
grupo também foi observada correlacdo positiva entre os niveis de IFN-y e NO (Tabela 3).
Estes dados podem ser um indicativo de que o antigeno empregado nas imunizacdes (LB)
seja importante induzir um perfil de resisténcia, com a presenca simultanea de IFN-y, NO,
LT CD4" e LT CD8". Ja no grupo Sal, correlagbes positivas foram observadas entre os
niveis de IFN-y e a expressdo de MHC-11" (Tabela 2). Nas culturas estimuladas com SLcA
deste grupo foram observadas correlacfes negativas entre os niveis de IFN-y e a frequéncia
de LT CD4" (Tabela 2). Estes resultados parecem indicar, de forma contraria ao observado
no grupo LB, que os linfocitos T ndo estdo presentes em associacdo com a producdo de
IFN-y no grupo inoculado apenas com saliva de L. longipalpis (Sal).

A avaliacdo parasitologica através de LDU ndo revelou a presenca de parasitos em
nenhum dos grupos experimentais. Possivelmente o baixo parasitismo aliado a baixa
sensibilidade da técnica tenham favorecido para este resultado. Desta forma, para analise
da carga parasitaria torna-se necessaria a analise por PCR em tempo real, atualmente em

fase de padronizagdo em nosso laboratorio.
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O conjunto de dados obtidos neste trabalho indicam que as imuniza¢Ges com as
vacinas LBSap e LBSapSal séo capazes de induzir um perfil de citocinas relacionado a
resisténcia frente a infeccdo experimental por L. chagasi. Esta hipdtese é sustentada pelos
achados referente aos: (i) baixos niveis de TGF-f no periodo pos desafio com L. chagasi,
(ii) aumento dos niveis de IL-12 apds o término do protocolo vacinal e pés desafio com L.
chagasi (apenas para a vacina LBSap), (iii) aumento dos niveis de IFN-y ap6s o término do
protocolo vacinal, mantido mesmo ap6s o desafio com L. chagasi e (iv) aumento dos niveis

de NO pos desafio com L. chagasi.
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Os resultados obtidos neste trabalho estimulam a continuidade dos estudos
relacionados aos eventos imunoprotetores apds a vacinacdo com LBSap e LBSapSal
seguido do desafio experimental com L. chagasi. Sendo assim, s&o propostas as seguintes

perspectivas:

(i) Avaliar o padrdo de citocinas (IL-4, IL-10, TGF-B, IL-12, TNF-o IFN-y) em
sobrenadante de cultura de células do baco e linfonodo estimuladas in vitro com antigeno
solivel vacinal (VSA) ou antigeno solGvel de Leishmania chagasi (SLcA). Estas anélises
permitirdo compreender melhor aspectos da resposta imune compartimentalizada de

importantes 6rgdos linféides;

(if) Analisar a carga parasitaria em medula ¢ssea atraves de PCR em tempo real com o

objetivo de aumentar a sensibilidade do diagndstico parasitologico.
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