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L IS T A  D E  A B R E V IA T U R A S

LV- Leishmaniose visceral 

Thl-“T helper T’

Th2- “T helper 2”

IFN-y- Interferon gama

TNF-a- Fator de necrose tumoral alfa

IL- Interleucina

TGF-P- Fator de crescimento tumoral beta 

APC- Células Apresentadoras de Antígenos 

NK- ‘Wtz/wra/ kille r^

R N A -  Ácido Ribonucléico

R N A m -  Ácido Ribonucléico mensageiro

D N A -  Ácido desoxirribonucléico

cDNA- Ácido desoxirribonucléico complementar

C D  4^- Co-receptor de linfócito T auxiliar

C D  8̂ - Co-receptor de linfócito T citolítico

H& E -  Hematoxilina &  Eosina

SBF- Soro Bovino Fetal

ELISA- Ensaio Imunoenzimático

DTH- do inglés “delayed type hipersensitivity”

rpm- rotações por minuto

L A C K -  Receptor para cinase C  ativada homóloga da Leishmania 

LJM- Lutzomyia Jacobina “Medium c D N A  library”

M H C -  Complexo principal de histocompatibilidade

K M P l  1- Proteína de membrana de cinetoplastídeos de 11 kilodáltons

PCR- Reação em cadeia da polimerase

SPl 5- Proteína salivar Phlebotomus papatasi 15

SGS- Sonicado de glândula salivar

Th- Linfócito T auxiliar

CN- Controles negativos

ID- Intradérmica

IM- Intramuscular

PV- Plasmídeos vazios
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R E S U M O

Imunização de hamsters com plasmídeos codifícantes para componentes salivares 
de Lutzomyia longipalpis (LJM19) e/ou antígeno parasitário (KM Pll) protege 
parcialmente contra a infecção com Leishmania chagasL ROBSON AM ARO 
A U G U STO  DA SILVA. Hamsters têm sido utilizados como modelos experimentais visando 
compreender os mecanismos de respostas imunes contra espécies de L eish m a n ia  do complexo 
donovani. Estes modelos são capazes de reproduzir muitas das manifestações clínicas da 
leishmaniose visceral humana. Estudos recentes demonstraram que a imunização de hamsters 
com plasmídeos codificantes para proteínas salivares (LJM19) de L u tzom yia  lo n g ip a lp is , vetor 
de L. c h a g a s i, bem como antígenos parasitários ( K M P l l )  protege hamsters contra um desafio 
letal com L eish m a n ia  c h a g a si. Neste trabalho, hamsters foram utilizados para avaliar o efeito 
protetor contra uma infecção por L. c h a g a s i  utilizando imunização com os plasmídeos que 
codificam as proteínas LJM19 e K M P ll  administrados em conjunto. A imunização com os 
plasmídeos induziu a produção de IFN-y nos linfonodos drenantes do local das imunizações 
quando os animais foram avaliados 7, 14 e 21 dias após a última imunização. Uma vez 
imunizados e desafiados com L. c h a g a s i  mais saliva do vetor, os animais mostraram maiores 
relações IFN- y/IL-10 e IFN- y/TGF-(3 nos linfonodos drenantes quando mensuradas 7 e 14 dias 
após o desafio. Quando avaliados 2 e 5 meses após o desafio, os animais imunizados mostraram 
menores cargas parasitárias no baço e no fígado e maiores relações IFN- y/IL-10 e IFN- y/TGF- 
P no baço 2 meses após o desafio. Além disso, os hamsters imunizados apresentaram maior 
conservação da arquitetura histológica do baço e do fígado nos tempos avaliados e não 
desenvolveram distúrbios hematológicos quando comparados com animais controles sadios. 
Contudo, efeito protetor adicional pela imunização com os diferentes plasmídeos administrados 
em conjunto não foi observado em relação às imunizações com os plasmídeos separados. 
Comparações entre rotas de administração de plasmídeos foram estudadas utilizando as vias 
intradérmica e intramuscular. Os grupos de animais que receberam a imunização intradérmica 
apresentaram uma proteção mais prolongada quando comparados aos animais imunizados 
intramuscularmente. Estes resultados mostram que apesar da combinação de plasmídeos não 
induzir maior proteção que os plasmídeos separados, a via de imunização intradérmica pode 
conferir uma proteção mais duradoura quando comparada com a imunização pela via 
intramuscular.
Palavras chaves: Hamster, L eish m a n ia  c h a g a s i. Leishmaniose visceral, saliva, plasmídeos de 
cDNA, proteção.



A B S T R A C T

Plasmids encoding for Lutzomyia longipalpis salivaty compounds and kinetoplastid 
membrane protein 11 partially protects hamsters against Leishmania chagasi 
infection. ROBSON A M A R O  A U G U STO  DA SILVA. Hamsters are able to reproduce many 
clinical features observed in human visceral leishmaniasis. This model has been largely used 
aiming to understand the immune responses against L eish m a n ia  d o n o v a n i  complex species. 
Recent reports have shown that hamster immunization with plasmids encoding for L. 
lo n g ip a lp is  salivary gland proteins (LJM19) and plasmids encoding for L eish m a n ia  parasite 
antigens (K M Pl I) can protect these animals against a mortal challenge with L eish m a n ia . In this 
study, hamsters were used to evaluate the existence o f  additional protection by immunization 
with these two plasmids administrated together. Plasmids induced IFN-y production in draining 
lymph nodes o f  immunization site 7, 14 and 21 days after the last immunization. Evaluation of  
immunized and challenged hamsters with L. c h a g a s i  plus SGS from vector 7 and 14 days after 
the challenge showed an enhancement o f  IFN- y/IL-IO and IFN- y/TGF-P in draining lymph 
nodes. Two and five months after challenge, immunized animals showed lower parasite loads in 
liver and spleen and higher IFN- 7 /IL-IO and IFN- y/TGF-P relations in the spleen two months 
after challenge. Moreover, immunized hamsters showed higher liver and spleen morphological 
preservation and did not develop hematological changes five months after the challenge when 
compared to healthy control animals. Additional protection was not observed in immunization 
with plasmids administrated together. Comparison between intradermal and intramuscular route 
o f  administration o f  plasmids was evaluated. Intradermally immunized animals showed a longer 
protection than intramuscular immunized hamsters. These results show that although plasmids 
injected togheter do not induce higher protection than plasmids administrated separately, the 
intradermal route produce a longer protection than intramuscular route o f  immunization.
Key words: Hamster, L eish m a n ia  c h a g a s i, visceral leishmaniasis, saliva, DNA plasmids, 
protection.
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1. IN T R O D U Ç Ã O

1.1. Leishmaniose

A  leishmaniose afeta 12 milhões de indivíduos em todo o mundo constituindo 

u m  problema de saúde pública. Aproximadamente 350 milhões de pessoas estão 

expostas ao risco desta infecção, principalmente aquelas residentes em áreas tropicais e 

subtropicais do planeta (www.who.int/emc/disease/leish\leih.html). Mais de dois 

milhões de novas infecções são relatadas anualmente, sendo que na última década o 

número de casos nas áreas endêmicas tem aumentado significantemente. Esta doença se 

caracteriza por ter u m  amplo espectro de formas clínicas, variando desde uma infecção 

assintomática até a forma tegumentar (cutânea d  ou mucosa) ou visceral. A  forma e a 

severidade da doença dependem da espécie de Leishmania e do estado imunológico do 

organismo ( C U N N I N G H A M ,  2002). Atualmente, acredita-se que, a disseminação da 

leishmaniose para algumas áreas não endêmicas do mundo pode está relacionada com a 

co-infecção pelo HIV (CRUZ et al., 2006; M A R Q U E S  et al., 2007).

A  leishmaniose é transmitida pela picada de insetos dos gêneros Lutzomyia 

(Novo Mundo) e Phleholomus (Velho Mundo) (NEVES et a i, 2000) infectados com o 

parasito durante o repasto sanguíneo em hospedeiros mamíferos e outros animais. N o  

momento do repasto sanguíneo, promastigotas metacíclicas são inoculadas na pele do 

hospedeiro juntamente com produtos da glândula salivar (revisto em TITUS E 

RIBEIRO, 1998). Há aproximadamente 21 espécies de Leishmanias, transmitidas por 

aproximadamente 30 espécies de flebótomos ( C U N N I N G H A M ,  2002).

O  gênero Leishmania, u m  grupo de protozoários flagelados da família 

Triponosomatidae, ordem Kinetoplastida, apresenta formas morfológicas diferentes nas 

várias etapas do seu ciclo de vida - a amastigota, a promastigota. A  amastigota possui 

forma redonda ou oval com ausência de flagelo, podendo ser encontrada dentro dos 

vacúolos lisossomais presentes nas células fagocitárias do organismo vertebrado. Estas 

células, que podem ser monócitos e/ou macrófagos, são ingeridas pelas fêmeas dos 

flebotomíneos quando se alimentam de sangue contaminado (revisto em A N D R A D E  et 

al.. 2007). As formas promastigotas são extracelulares, móveis, estando presente no 

trato digestivo do inseto flebotomíneo podendo ser inoculadas juntamente com saliva no 

momento do repasto sanguíneo (Figura 1).

http://www.who.int/emc/disease/leish/leih.html
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As formas promastigotas são fagocitadas por macrófagos e se instalam no 

interior de í'agolisossomos, onde se diferenciam em formas amastigotas, sobrevivendo e 

multiplicando-se rapidamente (revisto em V O N  STEBUT, 2007). A  Leishmania tem 

desenvolvido uma variedade de mecanismos de adaptação, não somente para sobreviver 

no interior do inseto, mas também, para evadir da resposta imune do hospedeiro 

vertebrado. Estas adaptações permitem a sua sobrevivência dentro do macrófago (DE 

A L M E I D A  et al., 2003, C U N N I N G H A M ,  2002).

As ieishmanioses apresentam u m  amplo espectro de formas clínicas. A  

leishmaniose visceral (LV) ou calazar é uma das formas mais grave, pois, quando não 

tratada adequadamente determina elevados índices de letalidade. Embora amplamente 

distribuída no mundo, ocorre principalmente nas regiões tropicais e subtropicais da 

Ásia, Oriente Médio, África e Américas (www.who.int/emc/disease/leish\leih.html). 

Espécies que podem causar leishmaniose visceral pertencem ao subgénero L. 

(Leishmania) sendo L. donovani e L. infantum atuantes no Velho Mundo e L. chagasi 

no Novo Mundo. Embora diferentes no nome e origem geográfica, estudos moleculares 

mostram que L. infantum e L. chagasi são a mesma espécie (MAURICIO et a i, 2000). 

A  maioria dos casos de leishmaniose visceral pode ser atribuída a L. donovani e a L. 

infantum/chagasi. Contudo, existe considerável sobreposição das manifestações clínicas 

causadas pelo gênero Leishmania existindo casos de lesões cutâneas causadas por L. 

chagü.si e casos de leishmaniose visceral causadas por L. amazonensis (BARRAL, 

1991) e I. tropica (DE A L M E I D A  et a l , 2003).

Leishmaniose visceral (LV) causada por L. chagasi é endêmica em algumas 

áreas do Brasil, no entanto, a maioria das infecções nestas regiões é subclínica 

(assintomática). A  L V  é caracterizada por grande multiplicação do parasito na medula 

óssea, fígado e baço conduzindo a uma severa perda de peso, hepatoesplenomegalia, 

anemia, leucopenia, e trombocitopenia. O  desenvolvimento da doença clínica está 

possivelmente relacionado com o estado nutricional, idade entre outros fatores (revisado 

em B A R R A L  et al., 2000).

http://www.who.int/emc/disease/leish/leih.html
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Figura 1 - Ciclo biológico de Leishmania spp. (modificado de www.wehi.edu.au).

1.2. Resposta Imune contra a Leishmania
A  Infecção por L. major e m  camundongos é, talvez, u m  dos modelos mais 

estudado de infecção e envolve a ativação de células CD4^ do tipol (Thl) e do tipo2 

(Th2). Células Thl e Th2 produzem tipos de citocinas diferentes, células Thl secretam 

citocinas ativadoras da imunidade celular como o interferon gama (IFN-y), enquanto 

que células Th2 secretam citocinas como a interleucina 4 (IL-4), promovendo a 

produção de anticorpos de isotipos específicos ( C O F F M A M M  &  M O S S M O N ,  1986). 

Linhagens de camundongos que desenvolvem lesões cutâneas auto-limitadas, 

(C57BL/6, C3H, CBA), mostram uma resposta mediada por células Thl. IFN-y e TNF-

http://www.wehi.edu.au
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a secretados por células Fhl induzem a produção de óxido nítrico por células 

fagocitárias infectadas por Leishmania sp., principalmente macrófagos, levando à 

destruição do parasita (revisado em S A C K S  et a i, 2002; R O G E R S  e/ al., 2002). Por 

outro lado, linhagens de camundongos (principalmente BALB/C) mostram uma 

resposta mediada por células Th2 produtoras de citocinas como IL-4, IL-5 e lL-13 que 

inibem as respostas celulares do tipo Thl, promovendo dessa forma a sobrevivência do 

parasita (revisto em S A C K S  eí al., 2002; R O G E R S  eí al., 2002). Os passos iniciais da 

infecção são essenciais na determinação do desenvolvimento de uma resposta 

predominantemente Thl ou Th2 (MILON et al., 1995).

Embora esta polarização da resposta seja bastante evidenciada no modelo 

murino para a leishmaniose tegumentar, vários trabalhos na literatura vêm 

demonstrando que na leishmaniose visceral existe u m  padrão misto de resposta, com a 

participação tanto de células Thl e Th2 tanto em seres humanos como em modelos 

experimentais ( G O M E S  et al., 2000; B A S U  et al, 2005; B A S U  et al, 2007b).

Fagocitos mononucleares constituem uma população heterogênea de células com 

uma grande variação de fenotipos e diferenciações funcionais ( M O N T O V A N l  et al.,

2002). Essas células estão envolvidas em uma variedade de processos patológicos e 

atuam como uma ponte importante entre a resposta inflamatória aguda e a resposta 

inume adaptativa. Macrófagos e células dendríticas exercem u m  papel crítico na gênese 

e progresso das lesões causadas por parasitas intracelulares produzindo grandes 

quantidades de interleucina-12 (IL-12) que por sua vez atuam na diferenciação dos 

linfócitos Thl ( E N G W E R D A  et al., 2004; D J A L M A  et al., 2004).

As citocinas são fatores críticos que regulam a diferenciação de células T CD4^, 

sendo a IL-12 u m  fator chave para a polarização Thl. Esta citocina é u m  heterodímero 

(p70) composto por p40 e p35. A  sinalização pelo receptor de IL-12 induz pela 

fosforilação da serina e respostas biológicas mediadas por STAT4. A  IL-12 induz a 

produção de IFN-y principalmente por linfócitos T e por células N K  (“Natural Killer” - 

NK) (revisto em B A S T O S  et al., 2004; U DEY, 2004).

1.3. Modelos experimentais na Leishmaniose Visceral
Muitos modelos para a leishmaniose visceral (LV) têm sido testados. N o  

entanto, nenhum deles reproduz totalmente o que acontece em seres humanos. 

Geralmente cada modelo será capaz de reproduzir parte ou determinada característica da 

forma clínica encontrada em seres humanos. Os modelos experimentais mais
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importantes para a L V  são camundongos BALB/c, hamsters, cachorros e macacos. Para 

cada animal de laboratorio utilizado, o desfecho da infecção irá depender de urna 

combinação de fatores como a espécie de Leishmania injetada, a virulência do parasito, 

o tamanho do inoculo e a rota de infecção. A  seguir discutiremos os principais modelos 

animais utilizados para estudar a infecção experimental por Leishmania sp. que leva a 

forma visceralizante.

1.3.1. Camundongos
Roedores têm sido extensivamente utilizados no estudo de infecções com L. 

donovani. No entanto, a infecção por Leishmania chagasi/infantum tem sido explorada 

discretamente. Camundongos não isogênicos são resistentes à infecção por L. donovani. 

Diferentes linhagens de camundongo apresentam u m  padrão de resistência ou 

susceptibilidade à infecção por esta apresentação de Leishmania. Entretanto, mesmo as 

linhagens susceptíveis são capazes de controlar a infecção ( B A R B O S A  et al., 1987). 

Assim, camundongos constituem bons modelos para o estudo de formas subclínicas ou 

auto-limitantes da doença.

Embora alguns artigos tenham subestimado as semelhanças e diferenças 

existentes entre infecções causadas por L. major e L. donovani/chagasi/infantum, as 

avaliações realizadas em camundongos conduziram a caracterização de mecanismos 

imunológicos importantes contra estes parasitas (WILSON et al., 2005; G A R G  et al.,

2006). Assim, o desenvolvimento de respostas imunes órgão-específícas capazes de 

levar ao depuramento dos parasitas no fígado porém não no baço, foram observados 

neste modelo ( K A Y E  et al., 1995).

E m  camundongos, a infecção é obtida pela inoculação de parasitas por vias 

como a intradérmica, subcutânea ou intravenosa ( A H M E D  et al., 2003; OLIVEIRA et 

al., 2004). N o  entanto, u m  fato marcante na leishmaniose visceral murina é a taxa de 

crescimento de parasitas nos órgãos infectados. Durante a infecção por L. chagasi, as 

formas amastigotas proliferam rapidamente no fígado pelas quatro primeiras semanas 

pós-infecção, mas são destruídas na oitava semana ( W ILSON et al., 1996). A  resolução 

e o crescimento parasitário no fígado é mais acelerado em camundongos infectados com 

amastigostas de L. donovani, mas o padrão de crescimento acelerado e de cura hepática 

espontânea é similar (SQUIRES et al., 1989). Contudo, a replicação parasitária começa 

mais tardiamente e permanece no baço, onde as amastigotas podem persistir por toda a 

vida do animal ( E N G W E R D A  et al., 2000).
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Resistência e susceptibilidade estão diretamente relacionadas com o 

desenvolvimento de respostas mediadas por células T. Camundongos deficientes em 

linfócitos T manifestam formas sistêmicas da doença conduzindo à morte ( H O W A R D  

et al., 1980). A  resolução da doença no fígado está correlacionada com a produção de 

granulomas (SQUIRES et al., 1989; W I L S O N  et al., 1996; E N G W E R D A  et al., 2000). 

A  replicação parasitária inicial no fígado e no baço ocorre devido à baixa produção de 

IFN-y e lL-12 ( M E L B Y  et al., 2001). No entanto, o aumento no número de células 

produzindo IFN-y, 1L-I2p40 e expressão de iNOS correlaciona-se ao início do controle 

do crescimento parasitário (BELKAID et al., 2000). Diferentes estudos têm mostrado 

que o desenvolvimento de granulomas no fígado de camundongos infectados requer a 

presença de linfócitos T CD4^ e CD8^, lL-12, IFN-y e lL-2. A  morte de parasitas dentro 

dos granulomas depende da presença de monócitos oriundos da corrente sanguínea e da 

produção de TNF-a. C o m  a resolução da patologia, o fígado se mostra refratário à 

reinfecção com o parasita. Após u m  desafio posterior, granulomas se formam 

rapidamente com a presença de numerosos linfócitos T CD8"^ (SQUIRES et al., 1989; 

M U R R A Y  et al., 1992; M U R R A Y  et al., 2001; G O M E S - P E R E I R A  et al., 2004).

Apesar de diferentes linhagens de camundongo infectadas com L. donovani ou 

L. chagasi serem amplamente utilizadas como modelo de estudo da leishmaniose 

visceral estes animais controlam a infecção (SQUIRES et al., 1989; W I L S O N  et al., 

1996; E N G W E R D A  et al., 2000). E m  humanos, a L V  apresenta uma ampla gama de 

manisfestações clínicas indo desde formas controladas ou assintomáticas da patologia 

até a doença progressiva. O  modelo utilizando camundongos é comparável às formas 

controladas da doença ou oligossintomáticas e desta forma é útil para o entendimento de 

como respostas imunes protetoras são geradas. N o  entanto, quando se almeja o 

desenvolvimento de vacinas, modelos que desenvolvam a forma progressiva da 

patologia são úteis por apresentarem muitas das características clínicas apresentadas em 

seres humanos infectados.

1.3.2. Cães
O  cão tem sido considerado como a parte mais susceptível no ciclo de 

transmissão da Leishmania infantum. O  desenvolvimento de L V  em cães é muito 

variável. Alguns animais podem desenvolver infecção sintomática resultando em morte, 

enquanto outros permanecem assintomáticos ou desenvolvem sintomas menos graves 

sendo chamados de oligossintomáticos (revisto em BARBIERI, 2006). Cães infectados.
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oriundos da mesma área endêmica podem desenvolver diferentes tipos de respostas 

como avaliado por hipersensibilidade tardia (DTH) em reação ao teste cutáneo com 

antígeno de Leishmaniu ( C A R D O S O  et al., 1998). Após u m  período de incubação de 2- 

4 meses, cachorros com doença progressiva desenvolvem linfadenopatia, dermatite, 

onicogrifose, perda de peso, problemas de locomoção, conjuntivite, epistaxe, 

hipergamaglobulinemia e deficiência na resposta imune mediada por células 

( C I A R A M E L L A  et al., 1997). Os mecanismos que conduzem a proteção ou 

susceptibilidade à doença não são totalmente conhecidos. N o  entanto, a imunidade 

celular, mediada principalmente por células Thl. é capaz de controlar a infecção e os 

animais permanecem assintomáticos (PINELLE et al., 1994).

Cães com manifestações clínicas de leishmaniose são tratados ou eutanasiados. 

Entretanto, a eliminação de cães infectados não se correlaciona com a diminuição do 

número de casos humanos, sugerindo que outras medidas de controle devem ser 

implementadas (VIEIRA &  C O E L H O ,  1998; C O S T A  &  VIEIRA, 2001). O  tratamento 

da leishmaniose canina é de baixa eficiência, independente se antimoniais ou 

anfotericina são utilizados. Embora a maioria dos cães aparente resolver a doença 

clinicamente, não ocorre cura esterilizante. Recindivas ocorrem em até 80% dos cães 

tratados em u m  ano ( M O R E N O  &  A L V A R ,  2002). Interessante é que u m  número 

significante (30%) dos cachorros tratados, mesmo quando não exibem qualquer 

sintomatologia clínica, podem se reinfectar pela picada de flebótomos 3 a 5 meses após 

o último tratamento ( A L V A R  et al., 1994). Os fármacos podem conduzir ao 

depuramento dos parasitas circulantes e consequentemente restaurar os níveis de 

linfócitos T CD4*^ . A  redução da carga parasitária reduz o risco de transmissão da 

doença. C o m  a parada do tratamento, os parasitas retomam o crescimento permitindo a 

propagação de amastigotas e a infecção de flebotomíneos ( G U A R G A  et al., 2002). O  

desenvolvimento de resistência aos fármacos utilizados, bem como a recorrência do 

risco de transmissão se constituem, desta forma, duas implicações epidemiológicas 

conseqüentes.

Cães constituem u m  excelente modelo de estudo para a leishmaniose. Estes 

animais são u m  bom modelo, pelo fato de reproduzirem muitos os sintomas observados 

em humanos, com exceção da alopécia e onicogrifose ( C I A R A M E L L A  et al., 1997). 

Assim, progressos no conhecimento da leishmaniose canina podem ajudar a prevenir a 

doença em humanos ( H O M M E L  et al., 1995). Desta forma, a recente clonagem de 

vários genes caninos codificantes para citocinas e outros marcadores celulares
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importantes imunologicamente, bem como o desenvolvimento de anticorpos 

monoclonais para estas moléculas, têm estimulado a continuidade com os estudos 

utilizando este modelo ( B U E N O  et al.. 2005; G A R G  et al., 2006). Contudo, o elevado 

custo de manutenção associado à dificuldade de obtenção de animais em grande escala 

são fortes desvantagens para a utilização do cão como modelo experimental para a 

leishmaniose visceral.

1.3.3. Hamsters
O  hamster sírio tem mostrado ser u m  excelente modelo experimental para uma 

série de patologias humanas, incluindo sífilis, leishmaniose, micobatérias, micoses e 

arboviroses. Para vários deste patógenos, como o Treponema pallidum, não existe outro 

modelo experimental disponível. O  motivo para esta extrema susceptibilidade ainda não 

está esclarecida. No entanto, relatos recentes reportam que uma reduzida atividade da 

óxido nítrico sintetase (iNOS) destes animais pode torná-los incapazes de controlar 

infecções por patógenos intracelulares (PEREZ et al., 2006).

U m a  vez infectados com formas visceralizantes de Leishmania, hamsters 

desenvolvem uma doença progressiva em que o parasita se replica amplamente no 

fígado, baço e medula óssea o que pode eventualmente conduzir à morte ( G O S H  et al., 

1987). Surpreendentemente há uma quantidade significante de citocinas do tipo Thl 

como IFN-y, IL-2 e TNF-a sendo expressas por esplenócitos de hamsters infectados 

com L. donovani. Embora possuindo baixa ou nenhuma expressão de IL-4, quantidades 

substanciais de m R N A  para TGF-P e IL-10 estão presentes. Além do mais, há uma 

expressão diminuída de m R N A  codificante para N 0 S 2  e uma baixa geração de N O  em 

hamsters infectados ( M E L B Y  et al., 2001; P E R E Z  et al., 2006). Assim, a incapacidade 

em controlar a infecção ser relaciona com falhas nas funções efetoras dos macrófagos 

infectados (PEREZ et al., 2006).

Hamsters apresentam uma infecção progressiva por L. donovani ou L. 

chagasi/infanium e apresentam muitas das manifestações clínicas desenvolvidas por 

humanos. Semelhante aos seres humanos, estes animais desenvolvem anemia, 

leucopenia, trombocitopenia, caquexia associada com o acúmulo de parasitas nos 

vísceras, hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia e se nenhuma medida 

terapêutica for iniciada sucumbem e morrem (GOSEI et al., 1987; P E A R S O N  et al., 

1990; M E L B Y  et al., 2001). Contudo, muitos hamsters desenvolvem ascite severa antes 

de sucumbirem e estudos histológicos têm revelado a presença de glomerulonefrite
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mediada por imunocomplexo e amiloidose disseminada, que podem conduzir ao 

desenvolvimento de síndrome nefrótica (SARTORI et al., 1991). Embora 

glomerulonefrite mediada por imunocomplexos tenha sido observada histológicamente 

em seres humanos e em cães com leishmaniose visceral, falência renal e síndrome 

nefrótica são achados raros ( P E A R S O N  et al., 1996).

O  baço é u m  órgão extremamente atingido por deposições amilóides ocupando 

praticamente toda a polpa vermelha (RIÇA-CAPELA et al., 2003). Na fase inicial da 

infecção, a estrutura do baço apresenta-se normal e o fígado mostra uma discreta 

inflamação caracterizada por u m  infiltrado periportal com predomínio de células 

mononucleares. N o  entanto, durante o pico parasitário ocorre uma desorganização das 

arquiteturas esplénica e hepática. Morfologicamente é possível observar uma 

desorganização com hipoplasia da polpa branca esplénica com u m  infiltrado 

eosinofílico na polpa vermelha. Granulomas hepáticos com progressivo parasitismo de 

macrófagos são observados no fígado. U m  infiltrado plasmocitário periportal aumenta 

de intensidade à medida que a infecção se cronifica (RIÇA-CAPELA et al., 2003). A  

presença de imunocomplexos da doença visceral em hamsters também tem sido 

observada no pulmão e no fígado destes animais ( M A T H I A S  et al., 2001).

Assim como em camundongos, hamsters têm sido utilizados para estudar 

diversas formas de leishmaniose causadas por parasitas variados (NEAL &  HALE, 

1981; C H ILDS et al., 1984; G I F A W E S E N  et al., 1989; L I N D O S O  et al., 2004). 

Diferentes rotas de infecção têm sido utilizadas sendo as mais comuns a intradérmica, a 

intracardíaca, a intraperitoneal ( V I R M O D E S  et al., 1998; M A T H I A S  et al., 2001; 

S H A R M A  et al., 2004; IÑIGUEZ et al., 2006). Por serem altamente susceptíveis têm 

sido utilizados em estudos de fármacos, vacinas e mecanismos de imunossupressão 

( S H A R M A  et al., 2004; SINGH et al., 2005; B A S U  et al., 2005; G A R G  et al., 2006). 

Por serem animais de fácil manipulação, de manutenção prática e relativamente barata, 

a possibilidade de obtenção destes animais em grande escala em curtos períodos de 

tempo e o tipo de resposta observada frente a estas infecções têm tornado estes 

vertebrados cada vez mais úteis em pesquisas. Entretanto, a carência de muitos 

reagentes e anticorpos é u m  obstáculo que ainda vem sendo enfrentado, limitando muito 

as respostas obtidas planejadas em desenhos experimentais. Alguns destes obstáculos 

têm sido superados utilizando novas abordagens moleculares para a avaliação 

imunológica destes animais ( M E L B Y  et al., 1998; M E L B Y  et al., 2001).
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1.4. O papel da saliva de flebótomos na infecção por Leishmania
Durante o repasto sanguíneo os vetores inoculam parasitas juntamente com 

pequenas quantidades de saliva. A  saliva destes insetos possui uma variedade de 

componentes com atividade farmacológica que ajudam o ílebotomíneos a vencer os 

processos homeostásicos dos hospedeiros vertebrados (RIBEIRO et al., 1987; RIBEIRO 

et al., 1995). A  hemostasia do hospedeiro vertebrado é altamente eficiente e inclui uma 

variedade redundante de vias geradas para evitar a perda sanguínea nos sítios de lesão, 

sendo estas vasoconstricção, agregação plaquetária e formação de coágulo (RIBEIRO et 

al., 1987; RIBEIRO et al., 1995). Para superar estes obstáculos, artrópodos hematófagos 

desenvolveram uma variedade de moléculas anti-coagulante, vasodilatadoras e de 

atividade anti-agregante plaquetária que são encontradas em suas secreções salivares 

( C H A M P A G N E ,  1994; RIBEIRO et al., 1995; S T A R K  &  JAMES, 1996; K A M H A W I ,  

2000). Muitas destas moléculas são imunogênicas e induzem a produção de anticorpos 

e/ou respostas celulares pró-inflamatórias que reduzem a eficiência do repasto dos 

vetores artrópodos bem como .sua capacidade de transmitir patógenos (WIKEL, 1999). 

N o  entanto, algumas outras substâncias presentes na saliva têm mostrado inibir 

parcialmente tanto a imunidade inata como a adquirida e aumentar a capacidade de 

patógenos em estabelecer a infecção no hospedeiro vertebrado ( C H A M P A G N E ,  1994; 

RIBEIRO, 1989).

As diferentes moléculas presentes na saliva foram capazes de inibir a ativação de 

células T ( T H E O D O S  &T1TUS, 1993; TITUS, 1998), de macrófagos ( T H E O D O S  

&TITUS, 1993), da produção de óxido nítrico e água oxigenada por macrófagos e a 

destruição intracelular de L. major (HALL &  TITUS, 1995, W A I T U M B I  &  

W A R B U R G ,  1998; GILLESPIE et al., 2000; K A T Z  et al., 2000; N O R S W O R T H Y  et 

al., 2004). Além disso, observou-se também aumento da quimiotaxia e da fagocitose de 

L. major por macrófagos (ANJILI et al., 1995; Z E R  et al., 2001), inibição da produção 

de IFN-y, IL-12 e iNOS ( M B O W  et al., 1998) e aumento da produção de IL-4, IL-5 e 

IL-10 ( M B O W  et al., 1998; B E L K A I D  et al., 1998; N O R S W O R T H Y  et al., 2004). 

Desta forma, para as mais diferentes espécies de Leishmania, a co-inoculação de 

parasitas com sonicado de glândula salivar (SGS), tanto de L. longipalpis como de 

Phlehotomus papatasi, leva a u m  aumento substancial no tamanho das lesões e/ou 

cargas parasitárias quando comparadas com os controles inoculados apenas com o 

parasita ( S A M U E L S O N  et al., 1991; T H E O D O S  et al., 1991; L I M A  &  TITUS, 1996; 

B E L K A I D  et al., 1998; D O N N E L L Y  et al., 1998; M B O W  et al., 1998).
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Entre as moléculas de saliva de flebótomos, o maxadilan recebeu bastante 

atenção. Esta molécula é u m  potente vasodilator encontrado na saliva de L. longipalpis 

(LERNER et al., 1991). O  maxadilan demonstrou ter vários efeitos sobre diferentes 

células do sistema imune bem como no desenvolvimento de respostas imunológicas. Os 

efeitos do maxadilan se manifestam primariamente sobre células fagocitárias 

(macrófagos e células dendríticas) e conduzem a efeitos inibitórios sobre linfócitos T 

(TITUS &  RIBEIRO, 1990; T H E O D O S  &  TITUS. 1993; TITUS, 1998). Assim, atua 

sobre várias funções dos macrófagos, e contribui para o exacerbamento da infecção 

permitindo maior sobrevida da Leishmania. Por exemplo, esta molécula inibe a 

produção de lL-12, N O  e TNF-a por macrófagos impedindo a morte dos parasitas 

(SOARES et al., 1998; R O G E R S  &  TITUS, 2003). Além disso, o maxadilan pode 

aumentar a produção de lE-6, lL-10 e P G E 2, moléculas que estão relacionadas com o 

desenvolvimento de respostas do tipo Th2, inibição de macrófagos, aumento da 

hematopoiese e diminuição da expressão do receptor de IL-12 (RINCON et al., 1997; 

B O Z Z A  et al., 1998; WIJ et al., 1998; GUILPIN et al.. 2002; R O G E R S  &  TITUS,

2003). Outras moléculas, como apirase e a hialuronidase, também têm mostrado ter 

papéis imunomodulatórios e suas funções foram amplamente revisadas pela literatura 

(GILLESPIE et al., 2000; S A C K S  &  K A M H A W I ,  2001; R O H O U S O V Á  &  VOLF,

2006).

Apesar da Leishmania ser transmitida pela picada do flebotomíneo, muitos 

trabalhos não têm levado em consideração esta via de infecção. U m  modelo de infecção 

por Leishmania que utilize a picada do vetor pode superar fatores que ainda são 

desconhecidos, mas que são importantes na transmissão natural da doença. Estes fatores 

incluem o desenvolvimento do parasita no interior do artrópodo, o inóculo natural 

injetado no sítio da picada, a quantidade e a razão correta de componentes salivares 

liberados no local da picada durante o repasto sanguíneo e o mecanismo, bem como 0  

local exato de inoculação com parasita. Recentemente, foi demonstrado que 0  

desenvolvimento da infecção, bem como da resposta imune em camundongos é 

diferente quando estes animais recebem o parasita através da picada ou por inóculo 

realizado com agulhas ( K A M H A W I  et al., 2000). O  fenótipo resistente de 

camundongos C57BL/6 foi mantido e o mesmo grau de severidade foi observado em 

animais selvagens ou deficientes em IL-4. E m  contraste com a co-inoculação de parasita 

mais saliva realizada por agulhas, a resposta de células epidérmicas a picadas de
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ílebótomos infectados mostrou uma expressão menor de lL-4 e a ausência de lL-5 

( K A M H A W I  et al., 2000).

Vários trabalhos têm demonstrado que humanos podem responder a 

componentes salivares ( B A R R A L  et al„ 2000; G O M E S  et al., 2002; R O H O U S O V Á  et 

al.. 2005). A  atuação de SGS sobre células apresentadoras humanas sugere que a saliva 

pode influenciar a resposta imune no homem (COSTA et al., 2004). A  produção de 

anticorpos anti-saliva tem sido demonstrada, e esta se relacionada com o 

desenvolvimento de D T H  anú-Leishmania por moradores de áreas endêmicas ( G O M E S  

et al., 2002). Embora o desenvolvimento de anticorpos anti-saliva seja espécie- 

especifico. a resposta imune humana contra antígenos salivares tem sido sugerida como 

marcador epidemiológico ( B A R R A L  et al., 2000; R O H O U S O V Á  et al., 2005). Assim, 

se a saliva pode inlluenciar o desenvolvimento da infecção favorecendo o parasita, a 

indução de resposta imune contra componentes salivares poderia neutralizar seus efeitos 

exacerbadores e desta forma servir como mecanismo protetor favorecendo o hospedeiro 

vertebrado (LIMA &  T H  US, 1996; B E L K A I D  et al., 1998; SACKS, 2001; M O R R I S  et 

al., 2001; 'fHlAKAKI et al., 2005; TITUS et al., 2006; A N D R A D E  et al., 2007).

1.5. Saliva de Flebótomos X Vacinas conta Leishmaniose
Habitantes de áreas endêmicas para leishmaniose são conhecidos por mostrarem 

infecções atenuadas, enquanto que novos moradores ou visitantes destas áreas 

endêmicas desenvolvem doenças mais agressivas. Relatos recentes sugerem que a 

história de exposição a picadas de flebótomos, e assim o contato com sua saliva, pode 

influenciar o comportamento da infecção. Alguns investigadores mostraram que a 

imunidade desenvolvida contra componentes salivares permite que o hospedeiro 

vertebrado desenvolva uma proteção contra a infecção por Leishmania (BELKAID et 

al., 1998; K A M H A W I  et al., 2000; V A L E N Z U E L A  et al., 2001). Este fato conduziu à 

possibilidade de que a vacinação com componentes salivares do vetor inibiria a 

transmissão de Leishmania. Realmente, a pré-exposição a componentes salivares de 

flebótomos diminuiu o risco de desenvolver formas mais grave da doença em 

camundongos (BELKAID et al., 1998; K A M H A W I  et al., 2000). Estes dados indicam 

que medidas alternativas de imunização com componentes salivares podem oferecer u m  

novo método para o controle da leishmaniose.
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Morris e colaboradores, 2001, mostraram que camundongos imunizados com 

maxadilan recombinante são protegidos contra u m  desafío posterior realizados com L  

major mais saliva de L. longipalpis. Da mesma forma, outros trabalhos mostraram que 

uma proteína da saliva de P. papalasi, SP15, foi capaz de ser reconhecida por 

anticorpos produzidos por camundongos. U m a  vez imunizados com plasmídeos de 

D N A  codifícantes para esta proteína, camundongos foram protegidos contra u m  desafío 

com L. majar ( V A L E N Z U E L A  et al., 2001). Esta proteção foi observada mesmo em 

linhagens deficientes em linfócitos B, demonstrando que anticorpos não foram 

requeridos para a proteção e que a resposta imune celular foi suficiente para evitar o 

desenvolvimento da doença ( V A L E N Z U E L A  et al., 2001). Assim, embora anticorpos 

humanos específicos anti-saliva tenham correlacionado com o aparecimento de 

imunidade protetora contra a infecção por Leishmania, u m  maior conhecimento sobre o 

papel de anticorpos anti-saliva na infecção por Leishmania é importante para o pleno 

entendimento dos eventos que acontecem durante a infecção ( G O M E S  et al., 2002).

A  proteção conferida pela pré-exposição de camundongos à saliva foi associada 

a uma forte D T H  contra a saliva desenvolvida no local de inóculo de parasitas. A  reação 

de D T H  é conhecida por ser induzida pelas picadas de P. papaíasi em humanos 

(SACKS &  K A M H A W l ,  2001). A  proteção de camundongos contra L. major 

utilizando a pré-exposição a picadas também foi associada a uma forte produção de 

IFN-y e lL-12 no local da picada, o que sugere que dentro deste ambiente inflamatório, 

macrófagos infectados podem ser ativados e assim são capazes de destruir os parasitas 

intracelulares. A  promoção de uma resposta do tipo Thl também pode estar implicada. 

Assim, a proteção contra infecção por Leishmania conferida por picadas de flebótomos 

não infectados e m  áreas endêmicas, poderia, a princípio, explicar porque moradores 

destas regiões desenvolvem quadros menos graves que visitantes.

Sabendo deste comportamento do sistema imune em resposta aos componentes 

salivares de flebótomos, u m  grande esforço tem sido realizado na intenção de se 

identificar quais os componentes mais abundantes na saliva destes vetores e, quais 

seriam responsáveis por fornecer respostas imunes protetoras contra a infecção por 

Leishmania ( V A L E N Z U E L A  et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006). N o  entanto, muito 

cuidado deve ser tomado ao se eleger u m  candidato, pois, o antígeno salivar que induz 

resposta imune protetora em modelos animais nem sempre é o mesmo que induzirá 

resposta em humanos ( R O H O S O U V Á  et al., 2005). Outro fator importante é a grande 

variação antigênica presente na saliva dos diferentes tipos de flebótomos presentes nas



29

mais diversas regiões geográficas o que pode suscitar padrões de respostas também 

diferenciados ( R O H O S O U V Á  et al., 2005; T H I A K A K I  et al., 2005; R O H O S O U V Á  &  

VOLF, 2006).

Os componentes salivares diferem em sua capacidade de induzir uma resposta 

imune eficiente contra a infecção. Eles podem induzir geração de anticorpos ou D T H  ou 

as duas formas de respostas (OLIVEIRA et al., 2006). Recentemente foi demonstrado 

que plasmídeos de c D N A  que codificam proteínas salivares capazes de induzir grande 

produção de anticorpos não foram capazes de proteger hamsters contra infecção por L. 

chagüsi ( G O M E S  et al., 2008). N o  entanto, plasmídeos codificantes para proteínas 

indutoras de forte D T H  (LJM19) foram capaz de proteger hamsters por mais de 5 meses 

após terem sido desafiados com L. chagasi mais SGS de L. longipalpis ( G O M E S  et al., 

2008). Baseando-se nestes dados, notamos que a proteção induzida por proteínas 

salivares está mais relacionada com uma resposta imune mediada por células 

( V A L E N Z U E L A  et al., 2001).

1.6. Desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose
O  fato de seres humanos desenvolverem uma imunidade protetora e de longa 

durabilidade após terem sido curados de lesões cutâneas causadas por parasitas do 

gênero Leishmania demonstra que a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina 

contra esta patologia é factível. Para prevenir o desenvolvimento de lesões cutâneas em 

partes expostas do corpo, alguns países passaram a adotar a leishmanização como u m  

método profilático nas décadas de 70 e 80. Embora este método de imunização tenha 

caído em desuso, alguns países, como o Uzbekistão, continuam a usar esta medida 

profilática atualmente ( K H A M E S I P O U R  et al., 2006). Neste processo, utilizam-se 

formas vivas virulentas extraídas de lesões ativas com Leishmania major. Misturadas 

com parasitas mortos, esta formulação é administrada à população poucos meses antes 

das épocas de maior incidência da doença (GAFUROV, 1999). A  falta de padronização 

e qualidade de controle são problemas constantemente associados a este tipo de 

imunização.

Usando formas de L  major não mutadas para a leishmanização, a lesão deve se 

desenvolver antes do aparecimento de uma imunidade protetora. N o  entanto, a 

existência de relatos que mostram a possibilidade de geração de uma imunidade 

protetora em camundongos vacinados com formas mutantes de parasitas incapazes de 

produzir lesões tem chamado a atenção da comunidade científica ( D A N E S H V A R  et al.,
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2003; P O L O C K  el al., 2003). Diferentes trabalhos têm mostrado que cepas de 

Leishmania deficientes em algum fator de virulência podem causar patologias menos 

agressivas e gerar respostas imunes favoráveis ao hospedeiro vertebrado (DA C R U Z  et 

al., 1991; M O T T R A N  et al., 1996; A L E X A N D E R  et ai., 1998; P A P A D O P O U L O U  et 

al., 2002; P O L O C K  et al., 2003).

1.6.1 Vacinas de DNA
A  imunização com D N A  foi introduzida em 1990 por um estudo que 

demonstrava a indução de expressão de proteínas, após injeção intradérmica de 

plasmídeos de DNA, em miócitos ( W O L F F  et al., 1990). Plasmídeos de D N A  permitem 

a expressão de proteínas em células de mamíferos após a introdução das construções de 

D N A  codificando o antígeno protetor. Imunidade protetora conferida por imunização 

com plasmídeos de D N A  tem sido observada em vários modelos de patologias 

incluindo HIV, tuberculose, câncer e Leishmania (LEE et al., 2004; T A R A C H A  et al., 

2003; P A V L E N K O  et al., 2004; I B O R R A  et al., 2005). O  uso de plasmídeos de D N A  

codificando genes candidatos à vacina possui uma grande variedade de vantagens 

quando comparados com os efeitos indesejáveis da administração de patógenos ou de 

proteínas recombinantes.

Neste contexto, o uso de plasmídeos de D N A  objetivando a vacinação possui 

várias vantagens em relação às formulações tradicionais que são aplicadas para o 

desenvolvimento de vacinas. Vacinas de DNA, também conhecidas como vacinas 

“genéticas”, “de ácidos nucléicos” ou “de polinucleotídeo” capacitam a produção de 

antígenos in vivo. Conseqüentemente, tanto uma resposta imune humoral como uma 

resposta celular são geradas ( A Z E V E D O  et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; 

O ’H A G A N  &  RAPPUOLl, 2004; G A R M O R Y  et al., 2005). Além do mais, a 

possibilidade de manipular geneticamente o D N A  oferece a vantagem de criar vacinas 

desenhadas para a geração de moléculas co-estimulatórias, citocinas ou de direcionar a 

produção das proteínas alvo em compartimentos celulares desejados. Estes fatores 

podem direcionar o tipo de resposta imune a ser desenvolvida. Também é possível gerar 

vacinas de D N A  multicompetentes, capazes de codificar diferentes antígenos e 

estimular a geração de imunidade contra uma variedade de patógenos ou fases do ciclo 

celular de u m  mesmo agressor. A  velocidade com que a manipulação gênica pode ser 

conduzida pode oferecer uma produção rápida de diferentes tipos de vacinas. E m  

comparação, a produção de formas mutantes atenuadas para propósitos vacinais é muito
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mais prolongado e complicado. Outras vantagens oferecidas pelos plasmídeos de D N A  

em relação às formulações com proteínas são facilidades para estoque sem perda de 

potência e possibilidade de produção em larga escala com custo relativo baixo 

( A Z E V E D O  et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; 0 ’H A G A N  &  RAPPUOLl, 2004; 

G A R M O R Y  et al., 2005).

Diferentes antígenos têm sido testados almejando uma proteção contra a 

leishmaniose visceral ( C A R T E R  et al., 2007; M O R E N O  et al., 2007; G O M E S  et al.,

2007). A  imunização de hamsters com plasmídeos codificantes para KMPll, uma 

proteína altamente conservada em tripanosomatídeos, foi capaz de proteger estes 

animais contra desafios realizados com leishmanias resistentes ou sensíveis ao 

glucantime ( M R D I M  et al., 1995; B A S U  et al., 2005). Todos os animais imunizados 

com este plasmídeo sobreviveram ao desafio mostrando cargas parasitárias muito 

reduzidas no fígado e no baço quando comparadas com as dos grupos controles. Além 

disso, os hamsters apresentaram produção elevada tanto de citocinas relacionadas com o 

padrão Thl como Th2. Assim, altas concentrações de IFN-y e IL-4 e baixa produção de 

IL-10 apontam para proteção contra o parasita (BASU et al., 2005). Da mesma forma, o 

tratamento de camundongos com células híbridas expressando K M P l ]  curou 

camundongos infectados com L. donovani pela geração de uma forte resposta mediada 

por células T CD8^ (BASU et al., 2007b). O  reconhecimento destes antígenos por 

células citolíticas humanas pelo M H C  classe I torna o K M P l  1 u m  forte candidato para 

desenhos experimentais visando o desenvolvimento de vacinas em humanos ( T OLSON 

et al., 1994; B A S U  et al., 2007a). Por outro lado, a imunização de cachorros com 

plasmídeos codificando KMP-11, TSA, L A C K  e GP63 não foi capaz de conferir 

proteção contra u m  desafio experimental com Leishmania infantum (RODRÍGUES- 

C O R T É S  et al., 2007).

Melby e colaboradores, 2006, demonstraram que cães imunizados pela via 

intramuscular com plasmídeos codificantes para dez antígenos diferentes de Leishmania 

(Hl, H2A, H2B, H3, H4, LACK, PSA-2, TSA, STl 1 e ARP-1) tiveram 

linfoproliferação induzida por antígeno e produção de IFN-y, mas não de IL-4. Estas 

respostas não foram incrementadas com a co-administração de plasmídeos codificantes 

para IL-12 ou GM-CSF. Esta vacina multipotente foi capaz, também, de induzir uma 

resposta de hipersensibilidade tardia contra promastigotas viáveis de L. donovani e a 

redução das cargas parasitárias num modelo intracelular in vitro e nos linfonodos 

drenantes após desafio cutâneo.
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Estudos recentes, utilizando camundongos como modelo experimental, 

demonstraram que a imunização com plasmídeos codificantes para nucleotídeo 

hidroxilase (NH36), a porção mais imunogênica do complexo fucose-manose de L. 

donovani, foi capaz de induzir uma redução na carga parasitária de 88% em animais 

desafiados com Leishmania chagasi. No mesmo estudo, foi demonstrado que animais 

desafiados com Leishmania mexicana desenvolveram lesões 65% menores que as 

observadas nos animais controles (AGUILAR-BE et al., 2005). Estas proteções foram 

correlacionadas com u m  aumento de duas a cinco vezes na população de linfócitos T 

CD4^ produtores de IFN-y indicando u m  tipo de resposta do tipo Thl nos camundongos 

imunizados com o plasmídeo (AGUILAR-BE et al., 2005). Por outro lado, plasmídeos 

codificantes para a nucleotídeo hidroxilase mostraram menor eficiência na proteção 

contra A. amazonensis e L. chagasi quando comparado com a imunização com 

plasmídeos codificantes para a proteína A2 (ZANIN et al., 2007). Esta proteína é 

altamente conservada em espécies de L. donovani, L. chagasi, L. amazonensis e L. 

mexicana (GHEDIN et al., 1997). Diferentes estudos realizando a imunização com a 

proteína recombinante ou com plasmídeos de D N A  codificantes para A2 têm mostrado 

a capacidade de proteger camundongos BALB/c contra o desafio com L. amazonensis 

ou com L. donovani ( G H O S H  et al., 2001; G H O S H  et al. 2002; C O E L H O  et al., 2003).

Desta forma, na presença de diversos antígenos com capacidade de induzir 

respostas imunes relacionadas com proteção, bem como o potencial de plasmídeos de 

D N A  para o desenvolvimento de vacinas outro ponto vem chamando a atenção de 

diferentes pesquisadores: a diferença das respostas imunes observadas quando 

imunógenos são inoculados por vias diferentes.

1.7. Vias de imunização: Qual seria a ideal?
Muitos estudos mostram que diferentes desfechos da patologia envolvendo 

Leishmania estão diretamente relacionados com a virulência da cepa, a espécie de 

parasita utilizada, a natureza do inoculo e a rota de inoculação do patógeno. A  

influência da rota do inóculo no desencadeamento da doença é uma consideração 

importante e sendo assim, uma variedade de rotas têm sido utilizadas nos estudos 

experimentais. As vias intradérmica (i.d.), subcutânea (s.c.), intravenosa (i.v.) e a 

intracardíaca são as mais freqüentemente usadas ( S A M U E L S O N  et al., 1991; 

B E L K A I D  et al., 1998; AFRIN et al., 2000; S H A R M A  et al., 2004). Neste contexto, 

muito também tem sido questionado acerca das rotas de imunização com plasmídeos e
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qual seria aquela que traria os melhores parâmetros de proteção nos modelos estudados 

(0’H A G A N  &  RAPPUOLI, 2004; G A R M O R Y  et al„ 2005).

A  via pela a qual os plasmídeos de D N A  são inoculados tem efeitos na 

magnitude e no tipo de resposta imune gerada. Especificamente, o método e a rota de 

inoculação podem iníluenciar a imunogenicidade das vacinas ( G A R M O R Y  et al., 

2005). Neste contexto, a pele tem mostrado ser u m  bom alvo para estudos com vacinas 

( H U N S A K E R  &  PERINO, 2001; DONDJl et al., 2005). O  grande número de células 

apresentadoras de antígenos pode facilitar a interação dos plasmídeos com células 

efetoras da resposta imune e ativar mecanismos envolvidos na geração de respostas 

protetoras. Além disso, este contato pode induzir a produção de citocinas por linfócitos 

T CD4* e linfócitos T  CD8^. A  pele é rica em u m  grande número de mastócitos, 

macrófagos, células dendríticas. A  riqueza de vasos no tecido conjuntivo pode facilitar 

também o inlluxo de outras células, como neutrófilos. A  riqueza em células dendríticas 

é u m  fator crítico para geração de respostas imunes eficientes, uma vez que, estas 

células possuem papel fundamental na ligação das respostas imune inata e adaptativa 

(HARIZI &  G U A L D ,  2005; A S A H I N A  &  T A M A K I ,  2006; V O N  STEBUT, 2007). 

Possuindo uma grande capacidade de produção de IL-12 elas podem direcionar a 

resposta para u m  tipo protetor Thl ( Z I M M E R M A N N  et al., 2007). Por outro lado, as 

células dendríticas e as células de Langerhans podem ser diretamente transfectadas com 

os plasmídeos de D N A  injetados (CASA R E S  et al., 1997).

Tendo uma alta expressão de moléculas co-estimulatórias, estas células podem 

promover a ativação de linfócitos T virgens. U m a  vez com o antígeno estas células são 

capazes de realizar apresentação cruzada utilizando moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade I ( M H C  1) para induzir a ativação de linfócitos T CD8^ (ALBERT 

et al., 1998; J U N G  et al., 2002). Linfócitos T CD8"^ reativos a Leishmania têm sido 

associados à cura em pacientes com leishmaniose cutânea (DA C R U Z  et al., 1994). 

Diferentes autores têm demonstrado a importância da ativação de linfócitos T CD8'^ na 

geração de uma resposta imune protetora contra Leishmania (DA C R U Z  et al., 1994; 

B A S U  et al., 2007b). Além desta ativação, a imunidade contra patógenos intracelulares 

é dependente da geração de células T CD8^ de memória, o que pode prover uma 

proteção efetiva por longos períodos de tempo ( H USTER et al., 2006).

Baseados nestes fatos, muitos autores têm utilizado a via intradérmica para o 

desenvolvimento de vacinas (BELKAID et al., 1998; M É N D E Z  et al., 2002; DONDJl
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et al., 2005). Diferentes antígenos têm sido testados e a eficiência da via intradérmica de 

imunização tem sido comprovada e revisada (BABIUK et al., 2000; H U N S A K E R  et al., 

2001; I V O R Y  &  C H A D E E ,  2004; B A R O U C H  et al., 2004; C A M P O S - N E T O ,  2005; 

Dumonteil, 2007). Proteção contra a leishmaniose visceral tem sido demonstrada em 

diferentes modelos (DOND.II et al., 2005; M O R E N O  et al., 2007). Comparando a via 

subcutânea com a via intradérmica em camundongos utilizando L. major, foi 

demonstrado que os animais que foram imunizados intradermicamente com plasmídeos 

de D N A  apresentaram maiores índices de proteção que aqueles imunizados 

subcutáneamente. Os autores concluíram que a imunização era otimizada quando os 

plasmídeos eram inoculados intradermicamente. Além do mais, eles mostraram a 

capacidade dos plasmídeos de D N A  em induzir a resposta de células T 004"^ e CD8^ 

produtoras de IFN-y e que os dois tipos de populações são requeridos para uma proteção 

completa ( M É N D E Z  et al., 2002). No entanto, diferentes autores têm alcançado alguma 

forma de proteção quando a via subcutânea de imunização foi utilizada (AGUILAR-BE 

et al., 2005; I B O R R A  et al., 2005; C O L E R  at al., 2007; GIUNCHETTI et al., 2007). A  

imunização de cães pela via subcutânea foi capaz de proteger cães imunizados com 

plasmídeos expressando LACK. Esta proteção foi correlacionada com uma forte 

resposta do tipo Thl ( R A M O S  et al., 2007). Neste contexto, a eletroporação também 

tem sido associada às imunizações pelas vias intradérmica e subcutânea numa tentativa 

de aumentar a potência das imunizações realizadas com plasmídeos (HIRAO et al., 

2007; T S A N G  et al., 2007).

Na tentativa de alcançar uma resposta protetora ideal, diferentes tentativas 

utilizando diversas rotas de administração de plasmídeos de D N A  têm sido testadas. A  

imunização com plasmídeos de D N A  pela via parenteral e pelas mucosas já vem sendo 

estudada há mais de quinze anos ( F Y N A N  et al., 1993). A  possibilidade de utilização 

destas em ampla escala vem sido defendida por alguns autores ( M C C L U S K I E  &  

DAVIS, 1999). Utilizando a via nasal de imunização. Gomes e colaboradores, 2007, 

conseguiram demonstrar proteção contra a leishmaniose visceral murina com aumento 

da produção de IFN-y e IL-4 com concomitante redução da produção de IL-10 em 

camundongos imunizados com plasmídeos expressando LACK. Da mesma forma, a 

imunização de camundongos com seqüências de D N A  imunoestimulatórias 

encapsuladas em lipossomos foi capaz de elicitar uma proteção quase completa contra 

L. donovani em animais imunizados pela via intraperitoneal ( M A Z U M B E R  et al.,

2007). A  administração de plasmídeos pela via intraperitoneal pode ser efetiva devido
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ao grande número de células apresentadoras de antígenos na cavidade peritoneal, bem 

como ao elevado número de liníbnodos presentes nesta região. O  grande contato com 

estas estruturas e as células nela presente pode estar facilitando o desenvolvimento de 

respostas imunes protetoras (HATORl et al., 2006).

Muitos autores utilizam a via intramuscular de imunização em seus modelos 

experimentais. A  administração por esta via é fácil e segura. Os plasmídeos de D N A  

podem ser administrados ressuspensos em solução salina ou com a injeção de toxinas ou 

anestésicos para causar a necrose e regeneração do músculo injetado (OLIVEIRA et al., 

1999). Estes procedimentos amplificam a resposta imune. Entretanto, ainda não está 

bem estabelecido se este aumento da resposta é mediado pelo aumento da expressão do 

antígeno pelas células musculares em regeneração ou pela captação e expressão do gene 

de interesse pelas células apresentadoras de antígeno recrutadas pelo tecido lesado 

(OLIVEIRA et al., 1999). A  imunização pela via intramuscular pode induzir respostas 

imunes humoral e celular com forte ativação de células T CD8^ associada a u m  aumento 

da produção de IFN-y ( S A L D A R R I A G A  et al., 2006; C A R T E R  et al., 2007). E m  

diferentes modelos animais e utilizando diversos antígenos, a via de imunização 

intramuscular mostrou ser capaz de induzir a geração de respostas imunes protetoras 

com patógenos intracelulares, como, por exemplo, vírus e Leishmania (BASU et al., 

2005; S A L D A R R I A G A  et al., 2006; H U  et al., 2007). Utilizando cães como modelo 

experimental, foi demonstrado que a utilização de plasmídeos codificantes para 

múltiplas proteínas de Leishmania foi capaz de induzir respostas diferentes quando os 

plasmídeos eram administrados pela via intradérmica ou intramuscular 

( S A L D A R R I A G A  et al., 2006). A  via intramuscular foi capaz de induzir maior 

estimulação de células mononucleares do sangue periférico, bem como estimular a 

produção de níveis mais elevados de IFN-y nos cães imunizados.

Apesar de chamar a atenção pela importância dos tipos celulares que entram 

primeiramente em contato com plasmídeos injetados por diferentes rotas, animais 

diferentes podem responder de forma diversa aos mesmos plasmídeos e assim induzir a 

comportamentos diferentes com relação a padrões de respostas imunes (BASU et al., 

2005; R O D R Í G U E Z - C O R T É S  et al., 2007). Desta forma, este trabalho vem com a 

proposta de tentar entender melhor os mecanismos de proteção induzidos pela 

imunização com plasmídeos de D N A  codificante para antígenos que têm se mostrado 

protetores contra a infecção por Leishmania (BASU et al., 2005; G O M E S  et al., 2008).
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2. J U S T IF IC A T IV A
A  leishmaniose visceral acomete milhares de pessoas anualmente no Brasil. Por 

sua gravidade e importância em nosso meio, trabalhos na literatura têm estudado 

possíveis candidatos que possam ser utilizados como moléculas vacinais contra o 

parasita responsável por causar a doença no Novo Mundo, a Leishmania chagasi. 

Alguns trabalhos têm demonstrado que componentes salivares dos vetores flebomíneos 

podem ter u m  papel fundamental no desenvolvimento da infecção (TITUS et al., 1988). 

Estudos recentes mostraram que plasmídeos codificantes para a proteína salivar de L  

longipalpis ( U M  19) foram capaz de proteger hamsters contra uma infecção 

experimental causada por L. chagasi ( G O M E S  et al., 2008). Da mesma forma, foi 

demonstrado que o plasmídeo codificante para a proteína K M P l  1 foi capaz de proteger 

hamsters contra o desafio letal realizado com L. donovani. Embora muitos estudos 

sejam conduzidos com antígenos isolados, provavelmente, a conjugação de diferentes 

antígenos imunogênicos e com potencial de induzir respostas imunes protetoras 

prolongadas seja uma forma mais eficiente para o desenvolvimento de uma vacina ideal. 

Assim, neste trabalho pretendemos avaliar se a combinação destes plasmídeos (LJM19 

e K M P l  1) pode conferir maior proteção contra a infecção experimental com L  chagasi 

do que aquela observada com a imunização com os plasmídeos separados.

Além da multiplicidade de antígenos, a forma como eles são introduzidos no 

organismo e são mostrados às células do hospedeiro vertebrado pode ter u m  papel 

determinante na definição do tipo de resposta gerada. O  estabelecimento da infecção 

está diretamente ligado às respostas iniciais do hospedeiro. Pelo fato do 

desenvolvimento de vacina ser uma abordagem majoritária em nosso estudo, vias 

diferentes de inoculo foram testadas com o objetivo de entender melhor a influência 

destes modos de administração de antígenos na geração de repostas imunes protetoras. 

Outra questão importante a se pontuar é a influência destas imunizações nas populações 

celulares recrutadas para os sítios parasitados e o ambiente gerado no desenvolvimento 

destas respostas consideradas protetoras. A  derme é u m  sítio rico em células dendríticas 

e células T intraepitelias que devem desempenhar papéis relevantes no desenvolvimento 

de respostas imunes contra a infecção por Leishmania. Da mesma forma, miócitos 

podem também captar plasmídeos e participar em processos importantes para a geração 

de células responsivas a antígenos parasitários. O  maior conhecimento do 

microambiente envolvido após o inoculo do parasita pode, também, fornecer detalhes
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importantes para o entendimento dos eventos que ocorrem após a picada do flebótomo e 

conseqüente infecção por Leishmunia. Assim, neste trabalho pretendemos avaliar se os 

plasmídeos de c D N A  construídos a partir de componentes salivares de L. longipalpis, 

bem como plasmídeos codificantes para proteínas do parasito podem ter efeito sinérgico 

na proteção experimental contra a infecção por L. chagasi na presença do sonicado de 

glândula salivar do llebótomo responsável pela transmissão deste protozoário no Novo 

Mundo.
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A  imunização com plasmideos codificantes para LJM19 e KMPll confere uma 

proteção mais eficiente contra a infecção por Leishmania chagusi mais SGS de L. 

lon}>ipulpis. em hamster, que as respectivas imunizações com os plasmideos 

administrados isoladamente.

3. H ip ó tese

4. Objetivos

4.1 Objetivo geral
Avaliar a resposta imune e a proteção conferida pela imunização com 

plasmideos codillcantes para a proteína salivar de L. longipalpis (LJM19) e a proteína 

de membrana de cinetoplastídeos 11 (KMPll) contra u m  desafio constituído de 

Leishmania chagusi mais SGS de L. longipalpis.

4.2. Objetivos específicos

4.2.1. Avaliar a resposta imune inicial conferida pela imunização com plasmideos 

codificantes para L J M 19 e K M ?  11.

4.2.2. Avaliar a capacidade protetora e a indução de respostas imune celular e humoral 

geradas pelas imunizações com estes plasmideos contra a infecção por L. chagasi mais 

SGS.

4.2.3. Avaliar a influência de vias de administração destes plasmideos no 

desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra a infecção por L. chagasi mais 

SGS.
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5. D e se n h o  E x p e r im en ta l
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Avaliação da resposta imune inicial em hamsters imunizados e desafiados com 
Leishmania chagasi mais saliva.

5.2. Desenho Experimental II
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Avaliação da resposta imune tardia em hamsters imunizados e desafiados com 
Leishmania chagasi mais saliva.

5.3. Desenho Experimental III
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Influência da rota de administração de antígenos na proteção contra Leishmania 
chagasL

5.4. Desenho Experimental IV
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6 . M A T E R IA IS  E  M E T O D O S

6.1. Animais
Hamsters {Mesocriceius auratus) machos com 3 meses de idade foram 

fornecidos pelo Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz/FIOCRUZ. Os animais foram 

manipulados e utilizados de acordo com as normas de ética da Fundação Oswaldo Cruz 

para Experimentação Animal (CEUA). Projeto aprovado pelo C E U A  número 017/2007.

6.2. Flebótomos e obtenção do sonicado de glândula salivar (SGS)
Os flebótomos foram obtidos a partir das colónias de Lutzomyia longipalpis 

mantidas no insetário do Laboratório de Imunoparasitologia (LIP) do CPqGM. Os 

insetos foram coletados em Cavunge, município de Ipecaetá, no estado da Bahia. 

Utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC, os vetores foram conduzidos ao insetário 

em condições controladas de luz e umidade. Hamsters anestesiados foram utilizados 

para alimentar os flebótomos capturados. Após o repasto sanguíneo, as fêmeas foram 

transferidas para potes de ovipostura. As larvas foram alimentadas com ração à base de 

fezes de coelho após a eclosão. Os insetos adultos foram transferidos para uma gaiola e 

mantidos com alimentos açucarados até o momento da obtenção das glândulas salivares. 

Essas foram retiradas dos insetos com 5 a 7 dias após sua transformação em insetos 

adultos. Após extraídas, as glândulas foram colocadas em tubos eppendorfs de 1,5 ml 

contendo salina fosfatada (PBS), pH 7,4, e guardadas a -70 ”C até o momento do uso. 

Para sua utilização, as glândulas foram sonicadas (20X) por 40 segundos a uma 

freqüência de 1 Hertz e potência de 90 Watts (Branson Sonifíer, Danbury, CT, USA). 

C o m  o objetivo de separar as proteínas da saliva do tecido glândular, estas foram 

centrifugadas a 10000 rpm por 4 minutos a 4 “C e verificada no microscópio a ausência 

da carcaça de glândula.

6.3. Cultura de Leishmania chagasi

Formas promastigotas de L  chagasi, (MHOM/BROO/Ba262) foram obtidas pelo 

cultivo em meio Schineider's (Schineider insect medium, Sigma Chemical Co. St Louis, 

Missouri, USA) suplementado com 2 0 %  de soro bovino fetal inativado, L-glutamina 

(2mM), penicilina (lOOU/ml), estreptomicina (100|ig/ml), até a fase estacionária a 23°C. 

Os parasitas foram obtidos na fase estacionária sendo lavados três vezes com salina a 

3000 rpm por 10 minutos e foram ajustados para uma concentração de 5x10^- lOVml.
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6.4. Construção dos plasmídeos de DNA e descrição dos vetores
6.4.1. Plasmídeo codifícante para LMJ19 VR2001-TOPO

A  obtenção dos plasmídeos de D N A  contendo as seqüências das proteínas 

salivares foi realizada por nosso colaborador (Dr. Jesus G. Valensuela) no National 

Institute of Health em Bethesda, Maryland, EUA. Os cDNAs codificando diferentes 

proteínas salivares foram amplificados a partir de c D N A  de Lutzomyia longipalpis por 

P C R  utilizando Taq polymerase (Gibco, Carlsbad, CA, USA) e oligonucleotídeos 

específicos. O  produto da P C R  foi visualizado em gel de agarose 1,5% e imediatamente 

clonado no vetor de clonagem denominado VR2001-TOPO (Vical, Inc.). As células 

foram incubadas durante a noite a 37 "C. Oito colônias foram isoladas e misturadas com 

10 4̂.1 de água estéril. Cinco ¡.il de cada amostra foram transferidos para o meio de cultura 

Luria com canamicina (100 fig/ml) e crescidas a 37 "C. Os outros 5 |il foram utilizados 

como modelo para uma reação de PCR, utilizando dois oligonucleotídeos específicos 

para o vetor VR2001-TOPO com a finalidade de se confirmar a presença do inserto e 

para a análise seqüencial. Após a visualização do produto da P C R  em gel de agarose

1,1%, os dezesseis produtos de P C R  foram selecionados utilizando u m  sequenciador de 

D N A  CEQ2000 (Beckman Coulter). Foi escolhida a amostra que continha a seqüência 

que ia do N-terminal ate o códon de parada dos cDNAs das proteínas salivares do 

flebótomo. As células contendo o plasmídeo e carreando os genes de interesse foram 

cuhivadas em meio Luria durante à noite a 37 "C com canamicina e a purificação do 

plasmídeo foi realizada utilizando u m  kit de isolomento de plasmídeo “mega prep 

endofree” (Quiagen, Germany). O  plasmídeo VR2001 contém o gene resistente a 

canamicina, o promotor do citomegalovírus humano e o peptídeo sinal ativador do 

plasminogénio tecidual acima do sitio de clonagem. Após o isolamento do plasmídeo, a 

amostra e o plasmídeo controle (VR2001 sozinho) foram lavados 3 vezes com água 

ultrapura. As concentrações das amostras foram medidas por absorbância em UV.

6.4.2. pcDNA3 e Plasmídeo codifícante para KM Pll
Os plasmídeos codifícante para a proteína de membrana de cinetoplastídeos 11 

bem como a construção vazia (pcDNA3) foram gentilmente cedidas pelo Dr. Manoel 

Sotto, da Universidad Autónoma de Madri, Espanha (FUERTES et al, 2001). Bactérias 

{Escherichia coli) competentes foram transformadas com os plasmídeos e a purificação 

do plasmídeo foi realizada utilizando u m  kit de isolomento de plasmídeo “mega prep 

endofree” (Quiagen, Germany) de acordo com as recomendações do fabricante.
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6.5. Imunizações e Infecção

Os ensaios foram realizados em hamsters divididos, à principio, em cinco grupos 

experimentais. Os diferentes grupos receberam imunizações com diferentes plasmídeos 

obedecendo aos seguintes modelos: Modelo 1- I- grupo salina; II- grupo LJM19 (10 

^;g/animal); Ill-grupo K M P ll (100 ^g/animal); IV- grupo K M P ll (100 |Lig/animal) 

mais L.IIV119 (10 |jg/animal) e V-grupo recebendo plasmídeos vazios (pcDNA3 (100 

|ag/animal) e VR2001 (10 [ig/animal)). Os animais receberam três imunizações na 

derme da orelha direita com intervalos de 14 dias. Os hamsters imunizados foram 

eutanasiados 7, 14 e 21 dias após a última imunização, sendo retirados sangue para a 

avaliação da produção de anticorpos e linfonodos para a investigação da produção de 

citocinas (Vide desenho experimental 1). Modelo 2- Grupos semelhantes ao modelo 1. 

No entanto, duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados com 

1x10'̂  promastigotas de L. chagasi ressuspensas em salina mais o equivalente a 0.5 par 

sonicado de glândula salivar (SGS) de Luízomyia longipalpis. O desafio foi realizado na 

derme da orelha esquerda. Vinte e quatro e quarenta e oito horas após o desafio as 

espessuras das orelhas foram medidas com o auxílio de um paquímetro digital. As 

espessuras das orelhas desafiadas foram subtraídas das espessuras das orelhas laterais 

para medida do desenvolvimento de reação de hipersensibilidade. Os animais foram 

eutanasiados 7 e 14 dias após o desafio. As orelhas infectadas foram coletadas para a 

mensuração das cargas parasitárias e os linfonodos drenantes da orelha infectadas 

(retromandibulares) foram coletados para a mensuração das cargas parasitárias (Vide 

desenho experimental II). Modelo 3-Grupos semelhantes ao modelo 1. No entanto, duas 

semanas após a última imunização, os animais foram desafiados com IxlO^ 

promastigotas de L. chagasi ressuspensas em salina mais o equivalente a 0.5 par 

sonicado de glândula salivar (SGS) de Luízomyia longipalpis. O desafio foi realizado na 

derme da orelha esquerda e os animais foram sacrificados 2 meses e 5 meses após o 

desafio. Amostras de sangue foram coletadas para a realização de análises 

hematológicas e sorológicas, baço para a mensuração das cargas parasitárias, produção 

de citocinas e avaliação histopatológica (Vide desenho experimenta] III). Modelo 4- 

Neste modelo, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, com grupos 

recebendo imunizações por via diferentes. Foram utilizadas as via intradérmica (ID) e a 

via intramuscular (IM) como relatado a seguir; I- grupo salina via administrada pela via 

ID; II- grupo KMPl 1 (100 |jg/animal) mais LJM19 (10 ng/animal) administrados pela 

via IM; III- grupo KMPl 1(100 |j.g/animal) mais LJM19 (10 |ig/animal) administrados



46

pela via ID e IV- recebendo piasmídeos vazios (pcDNA3 (100 |ig/animal) e VR200I 

(10 ^g/animal)) administrada pela via ID. A administração intramuscular dos 

piasmídeos foi realizada no quadriceps da perna. Duas semanas após a última 

imunização os animais foram desafiados na derme da orelha esquerda e os animais 

foram eutanasiados 2 e 5 meses após o desafio. Amostras de sangue foram coletadas 

para a realização de análises hematológicas e sorológicas, baço e fígado para a 

mensuração das cargas parasitárias, produção de citocinas e avaliação histopatológica 

(Vide desenho experimental IV).

6.6. Avaliação da Carga Parasitária

A carga parasitária do baço, fígado, linfonodos e orelhas foi quantificada 

utilizando a técnica de diluição limitante descrita previamente (TITUS et al., 1991) e a 

quantificação parasitária foi estimada utilizando-se o programa ELIDA (LIMA et al.,

1997). Baço, fígado, linfonodos e orelhas foram coletados após a eutanásia dos animais. 

Estes foram homegeneizados em uma placa de Petri contendo 2 ml de meio Schneider 

(Sigma, St Louis, MO, USA). Os homogeineizados foram diluídos de maneira seriada 

com uma diluição inicial de 1:5 à 1:1000 em meio Schneider suplementado com 100 U 

de penicilina por ml, 100[ig/ml de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal (Gibco, 

Carlsbad, CA, USA) em placas de 96 poços contendo meio sólido NNN ágar-sangue. 

Seis replicações foram feitas para cada diluição. As placas foram analisadas em 

microscópio invertido para verificação do aparecimento de formas promastigotas de L 

(L) chagasi, a partir do terceiro até o décimo dia de cultura. Neste período, as placas 

foram incubadas numa estufa a 23 °C.

6.7. Dosagem de IgG total xaú-Leishm ania

As placas foram sensibilizadas com 10|ag/ml de antígeno de Leishmania durante 

a noite a uma temperatura de 4 “C. Após três lavagens com PBS Tween 0.05%, as 

placas foram bloqueadas com PBS Tween 0.1% mais 1% de albumina sérica bovina 

(BSA), durante 2 horas a temperatura ambiente. Após três lavagens, os soros diluídos 

(1/50) foram colocados na placa sensibilizada e esta foi incubada durante a noite a 4 ”C. 

Em seguida, após três lavagens o segundo anticorpo foi adicionado (Anti-lgG total 

hamster) conjugado a enzima fosfatase alcalina (Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, PA, USA) numa diluição de 1/1000 sendo a placa encubada por 1 hora a 37 °C. 

O substrato paranitrofenilfosfato foi utilizado para revelar a placa diluído numa
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concentração de 1 mg/ml (Sigma, St. Louis, MO, USA). A reação foi parada com NaOH 

3 M e a leitura foi realizada utilizando o comprimento de onde de 405 nm em 

espectofotômetro.

6.8. ELISA para detecção de IgG anti-SGS de L. longipalpis

Placas de 96 poços foram sensibilizadas (75 ^il/poço) com SGS (1 par/ml) 

durante a noite a uma temperatura de 4 "C. Após três lavagens com PBS Tween 0.05% a 

placa foi bloqueada com PBS Tween 0.05% contendo 3% de BSA (250 fal/poço). Após 

o bloqueio as amostras de soro (1/50) foram adicionadas aos poços (100 ^l/poço) e 

incubadas durante a noite a 4 "C. Após o novo ciclo de lavagens, foi adicionado o 

anticorpo IgG anti-hamster (100 fil/poço) conjugado a fosfatase alcalina (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) numa diluição de 1/1000 sendo a placa 

incubada por 1 hora. O substrato paranitrofenilfosfato foi utilizado, para revelar a placa, 

diluído numa concentração de 1 mg/ml (Sigma, St. Louis, MO, USA). A reação foi 

interrompida com NaOH 3 M e a leitura foi feita utilizando o comprimento de onde de 

405 nm em espectofotômetro.

6.9. Histopatologia

Baço e fígados dos animais foram coletados após os tempos pré-defínidos nos 

pontos de eutanásia dos animais e foram imediatamente fixados numa solução de 

formol à 10%. Após serem processados e hidratados, os órgãos foram embebidos em 

parafina e cortados (5|im) em micrótomo. As secções foram coradas com hematoxilina 

e eosina sendo avaliadas por microscopía óptica. Os diferentes grupos foram avaliados 

quanto ao desenvolvimento e o tipo de infiltrado inflamatorio, bem como, a manutenção 

histológica dos órgãos avaliados.

6.10. Avaliação Hematológica

Amostras de sangue foram coletadas dos diferentes grupos para avaliação 

hematológica dois e cinco meses após o desafio com L. chagasi. As amostras foram 

obtidas através da secção da veia cava após a eutanásia dos animais em câmera de CO2. 

Quinhentos microlitros de sangue de cada animal foram coletados, heparinizados e 

avaliados com contador automático. Esfregaços sanguíneos foram realizados, corados 

com Giemsa, e a avaliação morfológica celular realizada por microscopia ótica.
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Animais controles sadios foram utilizados para comparações com os animais 

imunizados e desafiados experimentalmente.

6.11. Extração de RNA e preparo de cDNA para detecção de citocinas

O RNA total foi extraído do baço e linfonodo dos hamsters imunizados, 

infectados e controles utilizando o reagente Trizo! (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Baço e linfonodo foram macerados com a ajuda 

de homogeneizador de tecidos na presença de Trizol para a liberação de RNA. O RNA 

foi isolado e precipitado na presença de clorofórmio e isopropanol. Após lavagem com 

etanol a 70% c 100%, o RNA foi dissolvido em água tratada com dietilpirocarbonato. 

As concentrações e purificações foram determinadas após uma leitura em 

espectrofotômetro utilizando os comprimentos de ondas A260 e A280. Após a 

quantificação, o material foi guardado a -70 "C. A síntese de cDNA foi realizada 

acrescentando 2 |ig de RNA a 30 (il de uma mistura contendo primers oligo (dT)12-18, 

2,5 ^M. dNTPs, 1 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), tampão IX  (Tris-HCl 20 mM, 

pH 8.4, KCI 50 mM, MgC12 2 mM), 20U de inibidor de ribonuclease e 50U da 

transcriptase reversa Superscript II (Gibco, Carlsbad, CA, USA). A reação foi incubada 

no termociclador a uma temperatura de 42 ”C durante 50 minutos. Esta reação foi 

interrompida a uma temperatura de 95 “C durante 5 minutos.

6.12. PCR em Tempo Real

Os primers utilizados nas reações de amplificação foram desenhados pelo 

programa Primer Express (Applied Biosystems, EUA). O tamanho dos primers variou 

de 18 a 23 bases, a temperatura de anelamento (Tm, do inglês melting temperature) de 

59‘’-61°C e o conteúdo de GC de 40-60% e foram utilizados na concentração de 250nM. 

O tamanho dos produtos de amplificação gerados variou de 90 a 1 lOpb e 75°-85°C de 

Tm. As reações de PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 poços, usando 

o reagente “SYBR-Green PCR Master M IX” (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) e o equipamento “Perkin-Elmer ABI Prism 7500 Sequence Detection System”. A 

reação foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C, de acordo 

com o manual do fabricante ABI PRISM 7500. A determinação da intensidade de 

fluorescência na reação foi feita pelo cálculo do ARn (ARn=Rn^ - Rn ), onde Rn^ = 

intensidade de emissão do SYBR-Green / intensidade de emissão do ROX em um dado
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momento da reação, e Rn" = intensidade de emissão do SYBR-Green / intensidade de 

emissão do ROX, antes da amplificação. O composto ROX é utilizado como controle 

interno passivo, pois a fluorescência que emite tem intensidade constante durante toda a 

reação, enquanto que a fluorescência emitida pelo SYBR-Green aumenta à medida que 

este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante os ciclos iniciais da reação, não há 

acúmulo de produtos de amplificação e os valores de ARn permanecem na linha de base 

(fluorescência do ROX > SUBR-Green). Na fase logarítmica da reação ocorre acúmulo 

dos produtos de amplificação e a ARn ultrapassa a linha de base. Para a quantificação 

relativa. Ibi estabelecido um valor de ARn, que é uma linha de corte {Threshold) para 

cada curva de amplificação de um dado par de primers. O número do ciclo em que a 

ARn cruza o threshold corresponde ao Ct {cycle threshold) da amostra. O valor de Ct é 

preditivo da quantidade de mRNA alvo presente na amostra. O cálculo da quantificação 

relativa foi feito pelo método de onde ACt = Ct gene alvo - Ct gente referência, e

AACt = ACt amostra - ACt controle.

A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociação. Para isso, 

após a reação, a placa foi submetida a um segundo programa: 95°C por 1 minuto, óO^C 

por 1 minuto e 95“C por 1 minuto. A curva de dissociação consiste na monitorização da 

fluorescência das amostras em relação ao aumento de temperatura. A fluorescência das 

amostras decresce com o aumento da temperatura, pois à medida que as pontes de 

hidrogênio, que mantém as duplas fitas unidas se rompem (devido ao aumento de 

temperatura), o SYBR-Green é liberado. A fluorescência é emitida somente quando o 

DNA está em dupla fita. Assim, quando observamos somente um pico de fluorescência 

em uma dada temperatura significa que houve amplificação de um produto específico. 

Esta temperatura é a temperatura de anelamento ou melting point (Tm) do produto de 

amplificação {amplicon). A Tabela 1 mostra a seqüência de e as características dos 

primers utilizados.

O método para o cálculo da expressão gênica assume que a eficiência de

amplificação do gene alvo e do gene de referência é igual a 2, ou seja, 100%. Para o 

cálculo da eficiência foi utilizada a equação E = onde E corresponde à

eficiência e slope corresponde ao coeficiente de angulação da curva. Para cada gene 

estudado foi realizada uma reação com diluições seriadas de amostra de cDNA (1/5 a 

1/1250) e o primer de interesse. Os resultados são apresentados como quantificação 

realtiva em comparação com animais padrão sadios não imunizados.
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Quadro 1. Descrição e identificação dos genes estudados, seqüência dos primers 

utilizados e características do produto de amplificação.

Primer
Identificação 

Gene Bank Seqüência
Tm

Ampli
con
CQ

Tama
nho

ampli
con
(pb)

GAPD

H

X0223] 5’CTGACATGCCGCCCTGGAG

3’TCAGTGTAGCCCAGGATGCC

82 101

IFN-y M28621 5’GAAGCTCACCAAGATTCCGGT

AA

3’TTTTCGTGACAGGTGAGGCAT

78 91

IL-10 AF046210 5’AGACGCCTTTCTCTTGGAGCTT

AT

3’GGCAACTGCAGCGCTGTC

77 102

TGF-P

5’GCTACCACGCCAACTTCTGTC 

3 TGTTGGTAG AGGGC AAGG 57.3 21

6.15. Avaliação estatística
A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad-Prism 4.0

(GraphPad Software, USA). As comparações múltiplas realizadas nos diferentes 

experimentos foram realizadas utilizando o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

(one-way ANO VA) seguidos do pós-teste de Dunns onde os diferentes grupos foram 

avaliados comparados entre si. Os gráficos foram representados utilizando as médias 

dos resultados obtidos nos deferentes experimentos. As diferenças estatísticas foram 

consideradas significantes quando p<0.05 utilizando um intervalo de confiança de 95%.



51

7.1. Resposta humoral de hamsters imunizados com plasmídeos codificantes para 

K M P ll e/ou LJM19

Para avaliar a produção de anticorpos a\ú\-Leishmania e anticorpos anti-saliva 

de L. hmgipalpis, grupos de hamsters foram imunizados três vezes na derme da orelha 

direita, com intervalos de 14 dias entre cada imunização. Cinco grupos de hamsters 

foram avahados e as avahações repetidas em cada um dos grupos contendo 3 animais. 

Os animais foram alocados nos seguintes grupos: 1. Salina, 2. LJM19 (10 |ig/animal) 

(GOMES et al., 2008), 3. K M P ll (100|ig/animal) (Basu et al., 2005), 4. 

KMP11+L.IM19 e 5. Plasmídeos vazios (VR2001-10 |ig/anima] + pcDNA3- 

lOO^g/animal) de acordo com o desenho experimental 1. Amostras de sangue foram 

coletadas 7, 14 e 21 dias após a última imunização. A produção de anticorpos foi 

avaliada por ELISA. Nestes experimentos foram utilizados como controle normal 

amostras de soro de 40 hamsters normais não imunizados. Os grupos de animais 

imunizados com KMPl 1 e KMPl 1 mais L.1M19 mostraram uma produção crescente de 

anticorpos an\\-Lei.shrnania nos tempos avaliados. Títulos maiores de anticorpos foram 

demonstrados 21 dias após a última imunização. Comparados com animais controles 

não imunizados, hamsters imunizados com K M P ll ou K M P ll mais LJM19 mostram 

títulos maiores de anticorpos três semanas após a última imunização (p<0.001 e 

p<0.001, respectivamente). Quando a área sob a curva da progressão da produção de 

anticorpos anú-Leishmania foi comparada entre os diferentes grupos, foi observada uma 

área maior no grupo de animais imunizados com KMPl 1 mais LJM19 (Figuras 2A e 

2B). Esta área foi significantemente maior que as áreas observadas nos grupos salina e 

plasmídeos vazios (p<0.05 e p<0.05, respectivamente). No entanto, não foi observada a 

produção de anticorpos anti-saliva nos grupos de animais avaliados nos diferentes 

tempos estudados (Figuras 3A e 3B). A área sob a curva da progressão da produção de 

anticorpos anti-saliva de L. longipalpis não mostrou diferenças estatisticamente 

significante entre os diferentes grupos avaliados. Os experimentos foram repetidos com 

0 mesmo número de animais para confirmação dos dados.

7. RESULTADOS
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Figura 2. Produção de anticorpos anX\-Leishmania por hamsters com plasmídeos 

codificantes para K M P ll e/ou LJM19. Os animais foram imunizados 3 vezes com 

intervalo de 14 dias na derme da orelha. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados com salina, LJIVI19, K M P ll, K M P ll mais LJM19 ou plasmídeos vazios 

(pcDNA3 e VR2001-TOPO). A avaliação da produção de anticorpos foi realizada por 

ELISA 7, 14 e 21 dias após a última imunização. As placas foram sensibilizadas com 

antígeno solúvel de Leishmania e avaliadas por espectrofotometria. (A). Curva de 

produção de anticorpos anú-Leishmania em hamsters imunizados. (B) Área sob a curva. 

n=6. *p<0.05.
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Figura 3. Produção de anticorpos anti-saliva por hamsters imunizados com plasmídeos 

codificantes para KMPll e/ou LJM19. Os animais foram imunizados 

intradermicamente na orelha 3 vezes com intervalo de 14 dias. Hamsters foram 

divididos em cinco grupos e imunizados com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais 

LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO). A avaliação da produção de 

anticorpos foi realizada por ELISA 7, 14 e 21 dias após a última imunização. As placas 

foram sensibilizadas com SGS de L. longipalpis e avaliadas por espectrofotometria. (A). 

Curva de produção de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis em hamsters imunizados. 

(B) Área sob a curva. n=6
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7.2, Avaliação da produção de IFN-y no linfonodo drenante de hamsters 

imunizados

Com o objetivo de avaliar a produção de interferon-y nos linfonodos drenantes 

das orelhas imunizadas, grupos de hamsters foram imunizados três vezes na derme da 

orelha direita, com intervalos de 14 dias entre cada imunização. Cinco grupos de 

animais foram imunizados de acordo com o desenho experimental I. Linfonodos 

retromandibulares foram coletados 7, 14 e 21 dias após a terceira imunização. A 

produção de IFN-y foi avaliada por PCR em tempo real utilizando a quantificação 

relativa comparando a produção de citocinas dos hamsters imunizados com produção de 

animais normais controle. Todos os grupos de animais imunizados com plasmídeos 

codificantes para LJM19, KMPll ou KMPll mais LJM19 apresentaram produção 

relativa de ]FN-y quando comparados aos controles padrões. Os diferentes grupos 

mostraram cinéticas variadas de produção desta citocina pró-infiamatória. Animais 

imunizados com LJM19 apresentaram maior produção desta citocina 14 dias após a 

última imunização. Embora não estatisticamente significante, neste tempo os animais 

deste grupo produziram 10 vezes mais interferon-y que os animais controle. Hamsters 

imunizados com KMPll mostraram maior produção de IFN-y 21 dias após a terceira 

imunização. Esta produção foi significantemente maior que os grupos salina e 

plasmídeos vazios (p<0.05 e p<0.05, respectivamente). No entanto, os animais que 

receberam KMPll mais LJM19 tiveram maior produção de gama interferon 14 dias 

após a última imunização (Figura 4). Esta produção se mostrou significantemente 

maior que a produção dos animais que receberam plasmídeos vazios (p<0.05).
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Figura 4. Expressão de IFN-y em linfonodos drenantes de hamsters imunizados com 

plasmídeos codillcantes para KMPl 1 e/ou LJM19. Hamsters foram divididos em cinco 

grupos e imunizados intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPl 1, KMPl 1 

mais L.1M19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes. Os 

hamsters sofreram eutanásia 7, 14 e 21 dias após a última imunização. Os linfonodos 

retromandibulares foram coletados, macerados em trizol e a produção de IFN-y foi 

avaliada por PCR em tempo real utilizando como medida a quantificação relativa (QR) 

utilizando como controle hamsters não infectados. n=6. *p<0.05.
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Com o objetivo de medir uma resposta de hipersensibilidade tardia (DTH) 

grupos de hamsters foram imunizados três vezes na derme da orelha direita, com 

intervalos de quatorze dias entre cada imunização. Cinco grupos experimentais com três 

animais foram formados de acordo com o desenho experimental II. Os animais foram 

desafiados com 10'”’ formas promastigotas de L. chagasi mais saliva de L. longipalpis 

quatorze dias após a última imunização na orelha esquerda. Vinte e quatro e quarenta e 

oito horas após a infecção as espessuras das orelhas dos animais foram medidas com 

paquímetro digital. Os animais imunizados com KMPl 1 e KMPll mais LJM19 

apresentaram DTH quarenta e oito horas após o desafio quando comparados com os 

animais do grupo salina (Figura 5).

7.3. Resposta imune celular em hamsters imunizados e desafiados com L. chagasi

Figura 5. Reação de hipersensibilidade tardia (DTH) em hamsters imunizados e 

desafiados com L. chagasi mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais 

LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes 

intradermicamente com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última 

imunização, os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais 

SGS de L. hngipalpis. Vinte e quatro e quarenta e oito horas após o desafio a espessura 

das orelhas desafiadas foram medidas com paquímetro digital e subtraídas da espessura 

da orelha lateral. n=9. *p<0.05.
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7.4. Carga Parasitária nos linfonodos e orelha em tempos iniciais após a infecção 

por L. chagasi: Resposta humoral nos primeiros momentos após o desafio

Com o objetivo de avaliar as cargas parasitárias na orelha e nos linfonodos 

drenantes da área onde ocorreu o desafio com parasitas, animais foram imunizados e 

desafiados seguindo o modelo apresentado no desenho experimental 11. Hamsters foram 

imunizados três vezes intradermicamente na orelha direita com intervalos de quatorze 

dias e duas semanas após a última imunização foram desafiados na orelha lateral com 

lO'’ formas promastigotas de L. chagasi mais saliva de L. longipalpis. Sete e quatorze 

dias apeSs o desafio os animais sofreram eutanásia sendo orelha onde se fez o desafio e 

os respectivos linfonodos drenantes da área removidos e as cargas parasitárias avaliadas 

por diluição limitante.

Com exceção dos animais imunizados com LJM19, os demais grupos de 

hamsters imunizados com KMPll ou KMPll mais L.1M19 apresentaram cargas 

parasitárias menores na orelha sete dias após o desafio (p<0.01 em relação ao grupo 

salina e p<0.05 em relação ao grupo imunizado com plasmídeos vazios) (Figura 6A). 

Entretanto, apenas o grupo imunizado com KMPll mais LJM19 mantém proteção 

significante em relação aos grupos controles (p<0.05) quatorze dias após a infecção. Ao 

avaliar as cargas parasitárias nos linfonodos drenantes, não foram observadas diferenças 

significantes entre os diferentes grupos estudados (Figura 6B) sete ou quatorze dias 

após a o desafio.

Os diversos grupos não mostraram diferenças significantes quanto à produção de 

anticorpos anti-saliva nos tempos avaliados (Figura 7A). O mesmo padrão de resposta 

humoral foi observado quanto á produção de anticorpos anii-Leishmania. Nos diferentes 

tempos avaliados não foram observadas diferenças significantes entre os grupos 

estudados (Figura 7B)
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Figura 6. Cargas parasitárias nos linfonodos e orelhas em tempos iniciais da infecção 

experimenta) de hamsters com L. chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais 

LJM19 ou plasmideos vazios (pcDNA3 e VJ12001-TOPO) por três vezes 

intradermicamente com intervalos de 14 dias. Duas semanas após a última imunização, 

os animais foram desafiados com 10’̂ promastigotas de L chagasi mais SGS de L. 

longipalpis. Sete e quatorze dias após o desafío os animais sofreram eutanásia. Os 

linfonodos drenantes e as orelhas foram coletados e a cargas parasitárias avaliadas por 

diluição limitante (ELIDA). (A) Carga parasitária na orelha. (B) Carga parasitária no 

linfonodo drenante. n=6. *p<0.05, **p<0.01.
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Figura 7. Produção de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis e anú-Leishmania em 

hamsters infectados com L chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais 

LJ1V119 ou plasmideos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes 

intradermicamente com intervalos de 14 dias. Duas semanas após a última imunização, 

os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. 

longipalpis. Sete e quatorze dias após o desafio os animais sofreram eutanásia. Sete e 

quatorze dias após o desafio os animais foram eutanasiados e amostras de sangue 

coletadas. A produção de anticorpos foi avaliada por ELISA. As placas foram 

sensibilizadas com SGS de L. longipalpis ou com antígeno solúvel de Leishmania e 

avaliadas por espectrofotometria. (A) Produção de IgG total anti-saliva de L. 

longipalpis. (B) Produção de IgG total anú-Leishmania. n=6
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7.5. Expressão de citocinas no linfonodo drenante em tempos iniciais pós-infecção 

com L. chagasi

Com 0 objetivo de medir a produção de citocinas nos linfonodos drenantes das 

orelhas que foram desafiadas grupos de hamsters forma imunizados três vezes na derme 

da orelha direita, com intervalos de quatorze dias entre cada imunização. Cinco grupos 

experimentais com seis animais foram formados de acordo com o desenho experimental

11. Os animais foram desafiados com 10'̂  formas promastigostas de L. chagasi quatorze 

dias após a última imunização na orelha esquerda. Sete e quatorze dias após o desafio os 

animais íbram eutanasiados, os linfonodos drenantes retromandibulares foram coletados 

e a produção de citocinas foi avaliada por PCR em tempo real.

Sete dias após o desafio os animais do grupo LJM19 apresentam uma elevada 

relação IFNy/lL-lO bem como uma relação IFNy/TGF-P nos linfonodos. A primeira 

relação se mostra estatisticamente significante em relação ao grupo dos animais 

imunizados com plasmídeos vazios (p<0.05) (Figura 8A) enquanto a segunda se 

mostrou significantemente maior em relação aos grupos salina e ao grupo de animais 

imunizados com plasmídeos vazios (p<0.05) (Figura 8B). Os animais dos grupos 

KMPl 1 e KMPl 1 mais LJM19 apresentaram também maiores relações entre IFNy/IL- 

10 e IFNy/TGF-P sete dias após o desafio. No entanto, estas não se mostraram 

significantemente maiores que os grupos controles (Figuras 8A e 8B). Quatorze dias 

após o desafio os grupos imunizados com KMPll ou KMPll mais LJM19 

apresentaram relações ente IFNy/IL-IO e IFNy/TGF-P 2.5 vezes maior que os grupos 

controles, mesmo não sendo encontrada a significância estatística (Figuras 8A e 8B).
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Figura 8. Expressão de citocinas em linfonodo drenante de hamsters imunizados com 

plasmídeos e desafiados com L. chagasi mais saliva. Hamsters foram divididos em 

cinco grupos e imunizados intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, 

KMPl 1 mais LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes 

intradermicamente com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última 

imunização, os animais foram desafiados com 10'̂  promastigotas de L. chagasi mais 

SGS de L. longipalpis. Sete e quatorze dias após o desafío os animais sofreram 

eutanásia. Os linfonodos drenantes foram coletados, macerados em trizol e a produção 

de citocinas foi avaliada por PCR em tempo real utilizando como medida a 

quantificação relativa (QR) utilizando como controle hamsters não infectados. n=6. 

*p<0.05.
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7.6. Avaliação da carga parasitária em hamsters imunizados com plasmideos e 

desafiados com L. chagasi

Para avaliar se as imunizações com plasmideos codificantes para LJM19 e/ou 

plasmídeo codificante para KMPl I eram capazes de conferir proteção contra o desafio 

contra formas promastigotas de L. chagasi mais saliva de L. longipalpis, cinco grupos 

experimentais com três animais foram formados de acordo com desenho experimental

111. Os animais foram imunizados três vezes intradermicamente na orelha direita com 

intervalos de 14 dias e duas semanas após a última imunização foram desafiados na 

orelha lateral com 10'̂  formas promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. 

Dois e cinco meses após o desalío os animais foram sacrificados sendo baço e fígado 

coletados, pesados e a carga parasitária avaliada por diluição limitante.

O peso dos diferentes órgãos não mostrou diferenças estatisticamente 

significante quando avaliados dois meses após o desafio, no entanto, cinco meses após o 

desafio o baço dos animais de animais imunizados com KMPl 1+L,I]VI]9 se mostrou 

menor que os do grupo imunizado com plasmideos vazios. Não foram observadas 

diferenças estatisticamente significante nos pesos dos fígados cinco meses após o 

desafio. Os diferentes grupos de animais imunizados com LJM19, KMPl 1 ou KMPl 1 

mais LJM19 mostraram ter cargas parasitárias menores que os grupos controles dois 

meses após a infecção no baço (Figura 9A) e no fígado (Figura 9B), onde foram 

consideradas diferenças estatisticamente significante quando p<0.05. Cinco meses após 

0 desafio os animais imunizados com LJM19 bem como os animais imunizados com 

LJM19 mais K M P ll ainda mostram cargas parasitária significantemente menores que 

os grupos de animais controles tanto no baço (p<0.01 e p<0.01, respectivamente) como 

no fígado (p<0.05) (Figuras 9A e 9B).
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2 meses 5 meses

Figura 9. Cargas parasitárias esplénicas e hepáticas de hamsters imunizados e 

desafiados com L. chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais LJM19 ou 

plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes intradermicamente com 

intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram 

desafiados com IO** promastigotas de L chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois e 

cinco meses após o desafio os baços e os fígados dos animais foram coletados e 

pesados. As cargas parasitárias foram avalladas por diluição limitante (ELIDA). (A). 

Cargas parasitárias no baço. (B). Cargas parasitárias no fígado. *p<0.05, **p<0.01. n=8
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7.7. Resposta humoral de hamsters imunizados com plasmídeos e desafiados com 

L. chagasi

Para avaliar a produção de anticorpos anú-Leishmania e anticorpos anti-saliva, 

grupos de hamsters foram imunizados três vezes na derme da orelha direita, com 

intervalos de 14 dias entre cada imunização. Cinco grupos experimentais, com três 

animais cada, foram formados de acordo com o modelo experimental III. Os animais 

foram desafiados com 10̂  formas promastigotas de L. chagasi mais sonicado de 

glândula salivar (SGS) de L. longipalpis quatorze dias após a última imunização na 

orelha esquerda. Amostras de sangue foram coletadas dois e cinco meses após desafío. 

A produção de anticorpos foi avaliada por ELISA.

Os animais dos diferentes grupos avaliados não apresentaram diferenças 

estatísticas na produção de anticorpos anti-saliva dois meses após o desafío (p>0.05) 

(Figura lOA). Apesar do grupo imunizado com LJM19 apresentar maior produção de 

IgG total anti-saliva esta não se mostrou estatisticamente significante nem dois nem 

cinco meses após o desafío (Figura lOA). Embora não tenham mostrado diferenças 

quanto a produção de anticorpos anú-Leishmania dois meses após o desafío, os animais 

imunizados com os dois plasmídeos codificantes para antígenos mostraram uma 

redução da produção de IgG total anú-Leishmania em relação aos animais dos grupos 

controles (p<0.05) (Figura lOB).
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2 meses 5 meses

Figura 10. Produção de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia longipalpis e anti- 

Leishmania em hamsters imunizados e desafiados com L. chagasi. Hamsters foram 

divididos em cinco grupos e imunizados intradermicamente na orelha com salina, 

LJM19, KMPll, KMPll mais L.1M19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001- 

TOPO) por três vezes intradermicamente com intervalos de quatorze dias. Duas 

semanas após a última imunização, os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas 

de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois e cinco meses após o desafio amostras 

de sangue foram coletadas e a produção de anticorpos foi avaliada por ELISA. As 

placas foram sensibilizadas com SGS de L. longipalpis ou com antígeno solúvel de 

Leishmania e avaliadas por espectrofotometria. (A). Produção de anticorpos anti-saliva. 

(B). Produção de anticorpos anú-Leishmania. n=8. * p<0.05.



Com o objetivo de avaliar a produção de citocinas produzidas no baço dos 

animais imunizados e desafiados grupos de hamsters foram imunizados de acordo com 

o desenho experimental 111. Resumidamente, os animais foram imunizados três vezes 

intradermicamente na orelha direita com intervalos de 14 dias e duas semanas após a 

última imunização foram desafiados na orelha lateral com 10'̂  formas promastigotas de 

L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois e cinco meses após o desafio os animais 

sofreram eutanásia sendo os baços coletados. Amostras foram avaliadas para a produção 

de IFN-y, lL-10 e TGF-P pela técnica de PCR em tempo real.

Animais imunizados com LJM19, KMPl 1 e KMPll mais L.1M19 não 

mostraram diferenças nas relações entre a produção de interferon-y (IFN-y) e lL-10 no 

baço dois meses após o desafio quando comparados aos grupos controles (Figura IIA). 

No entanto, estes animais mostraram maior relação entre a produção de interferon-y e a 

produção de fGF-p. Entretanto, apenas o grupo imunizado com KMPll mostrou 

aumento significativo desta relação dois meses após o desafio (p<0.05). Quando 

avaliados cinco meses após o desafio os animais dos grupos controles apresentam uma 

alta relação lFN-y/lL-10 bem como uma relação IFN-y/TGF-P aumentada no baço. Os 

animais imunizados com plasmídeo codificante para LJM19 mostraram uma relação 

lFN-y/lL-10 significante menor que os animais controles (p<0.01). Os grupos 

imunizados com plasmídeos codificantes para KMPl 1 ou com os plasmídeos dados em 

conjunto também mostraram uma relação lFN-y/lL-10 diminuída no baço cinco meses 

após o desafio (p<0.05) (Figura IIA). Quando a relação IFN-y/TGF-P foi avaliada os 

animais imunizados com plasmídeo codificante para LJM19 e imunizados com os dois 

plasmídeos mostraram relações menores que as produzidas pelos animais do grupo 

salina (p<0.01) (Figura IIB).
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7.8. Expressão de citocínas em baços de hamsters infectados com L. chagasi
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2 meses 5 meses

Figura 11. Expressão de citocinas no baço de animais imunizados e desafiados com L. 

chagasi mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais LJM19 ou 

plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes intradermicamente com 

intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram 

desafiados com 10'̂  promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois e 

cinco meses após o desafio amostras do baço foram coletadas e a produção de citocinas 

foi avaliada por PCR em tempo real utilizando como medida a quantificação relativa 

(QR) utilizando como controle hamsters não infectados. n=8. *p<0.05, **p<0.01.
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7.9. Avaliação histopatológica hepática e esplénica de hamsters imunizados e 

desafiados com L. chagasi

Com o objetivo de avaliar as alterações histológicas hepáticas e esplénicas 

causadas pela infecção com L. chagasi em hamsters imunizados com plasmídeos 

codificantes para LJM19, KMPll ou KMPllmais LJM19, animais foram de acordo 

com 0 desenho experimental III. Dois e cinco meses após o desafio os animais foram 

eutanasiados sendo baço e fígado coletados. Amostras foram fixadas, processadas, 

coradas por HE e avaliadas por microscopia óptica.

Dois meses após o desafio os animais dos diferentes grupos não mostram 

alterações hepáticas marcantes, contudo o grupo de animais imunizados com KMPll 

mostrou a presença de granulomas hepáticos com a presença de numerosas células 

mononucleares (Figura 12). No baço, alguns animais já começam a mostrar de forma 

discreta alterações na morfologia da polpa branca com perda dos contornos dos centros 

germinativos dois meses após a infecção nos grupos controles (Figura 12). Com a 

progressão da doença alterações mais marcantes são observadas. Cinco meses após a 

infecção os animais dos grupos controle (salina e plasmídeos vazios) mostram intenso 

infiltrado inflamatório difuso e com bastante células distribuídas pelos espaços porta. 

Nos grupos de animais imunizados foi observada a presença de granulomas bem 

distribuídos com a presença de numerosas células mononucleares. A inflamação difusa 

nestes animais se mostrou com menor intensidade e a morfologia hepática se mostra 

mais preservada (Figura 13). No baço, os animais controles mostram uma hipoplasia 

acentuada da polpa branca, congestão e periesplenite. Os animais dos grupos 

imunizados mostram uma maior conservação da estrutura esplénica, com polpa branca 

melhor estruturada e hipoplasia discreta (Figura 13).
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Figura 12, Análise histológica de baço e fígado de hamsters infectados com L. chagasi 

mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais LJM19 ou 

plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes com intervalos de 

quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados 

com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois meses após o 

desafio amostras do figado foram coletadas fixadas e coradas por H&E e avaliadas por 

microscopía ótica. Micrografias do figado (A) Salina, (C) LJM19, (E) KMPll, (G) 

KMPll mais LJM19, (I) Plasmídeos vazios. Micrografias do Baço (B) Salina, (D) 

LJM19, (F) KMPl 1, (H) KMPl 1 mais LJM19, (J) Plasmídeos vazios. As setas mostram 

a presença de granulomas hepáticos. Aumento lOX. n=8.
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mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais LJM19 ou 

plasmideos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três vezes com intervalos de 

quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados 

com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Cinco meses após o 

desafío amostras do fígado foram coletadas fixadas e coradas por H&E e avaliadas por 

microscopía ótica. Micrografias do fígado (A) Salina, (C) LJM19, (E) KMPll, (G) 

KMPll mais LJM19, (I) Plasmideos vazios. Micrografias do Baço (B) Salina, (D) 

LJM19, (F) KMPll, (H) KMPl 1 mais LJM19, (J) Plasmideos vazios. As setas mostram 

a presença de granulomas hepáticos. Aumento lOX. n=8.
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7.10. Avaliação hematológica de hamsters imunizados com plasmídeos e desafiados 

com L. chagasi

Para avaliar as alterações hematológicas desenvolvidas pelos animais 

imunizados e desafiados, experimentos foram realizados de acordo com o desenho 

experimental III. Dois e cinco meses após o desafio os animais foram eutanasiados 

sendo amostras de sangue coletadas e avaliadas por contador automático e as 

populações celulares confirmadas por microscopia óptica. Animais sadios não 

infectados foram utilizados como controle para o experimento.

Dois meses após o desafio nenhum dos grupos experimentais mostrou alterações 

hematológicas significantes cm relação aos hamsters normais usados como controle 

para os experimentos, fanto na linhagem branca como na linhagem de células 

vermelhas do sangue não foram observadas diferenças estatisticamente significantes em 

relação aos animais do grupo controle sadio. Entretanto, cinco meses após o desafio os 

animais do GRUPO V apresentaram, embora não de forma significante, leucopenia em 

relação ao grupo de animais sadios (p>0.05). Os animais do grupo salina mostraram 

plaquetopenia em relação ao grupo de animais sadios (p<0.05). No entanto, nenhum dos 

grupos imunizados desenvolveu alterações significantes na série branca em relação aos 

animais sadios (Quadro 2). No eritrograma foi verificado que os animais dos GRUPOS

1 e V desenvolveram eritropenia (p<0.05), diminuição da quantidade de hemoglobina 

(p<0.05 e p<0.05, respectivamente) e diminuição do hematócrito (p<0.05 e p<0.05, 

respectivamente) em relação aos controles sadios. Contudo, nenhum dos grupos de 

animais imunizados desenvolveu alterações significantes na série vermelha de células 

sanguíneas em comparação aos controles sadios (Quadro 3).



Normal

Tempo
O

Salina

2 meses 5 meses

LJM19

2 meses 5 meses

KM Pll

2 meses 5 meses

KMP11+
LJM19

2 meses 5 meses

Plasmídeos vazios

2 meses | 5 meses

Leucocitos

(1 "V )
I0 . 0 ± 0 .4 I 0 . 6 Ü . 3 8 .7±3 .5 I3 ,2 ± 0 .5 6 .9 ± 0 .8 7 ,6 ±0 .5 10.7d 10 .3±0 .9 10.5±l,l i 6.4±0,7

Linfócitos

( lo V )
5 .5 ± 0 ,4 6 .5 ± 0 .6 3 .8 ± 1 .5 6 .9 ± 1 ,0 3 .7 ±0 .5 5.9±0.7 3 ,2 ± 0 .4 6 .5 ± 0 .4 3 .6 ± 0 .4 4 .4 ± 0 .6  4 .2±0 .4

Monócitos
5 .1 ± 0 .8 4 .8 ± 0 .9 6 .7 ± 0 . : 6 .1±1 .3 4 .1 ± 0 .6 1 .3±0 .7 4 .6 ± 0 ,4 4 ,4 ± 0 .6 6.3±1.1 4 ,9 ± 0 ,6 3.7±1.1

Neutro filos

qo'/ni)
3 .3 ± 0 .3 3 .3 ± 0 .6 4 .1 ± 1 .9 4 .9 ± 1 .0 2 .5 ± 0 .8 5 .8±0 .5 3 .8 ± 0 .5 3 ,6 ± 0 .8 5 ,4 ± 0 .6 4 .6 ± 0 .8 l.7±0.3

Eosinófilos
2 .5 1 ± 0 .2 2 ,3 5 ± 0 .7 l . 7 ± 0 .9 5 .0 1 ± 1 .0 2 . l± 0 , 7 5.H1.0 3 .1 ±0 .3 1,9±0 .4 5.4±1.0 i.3±0.6 1.8±0,3

Plaquetas (10^/nl) 2 .3 ± 0 .3 I .5 ± 0 .2 0.7±0.6* l . 6 ± 0 .3 I,6±0.1 3 .1 ± 0 .7 i .3 ± 0 .3 i . 4 ± o . : L 5 ± 0 ,4 ,3±0.3

Quadro 2. Leucograma de hamsters imunizados e desafiados com Leishmania chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 
intradermicamente na orelha com salina, LJM19, KMPll, KMPll mais LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três 
vezes intradermicamente com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados com 10̂  
promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois meses e cinco meses após o desafio amostras de sangue foram coletadas e 
avaliadas por contador automático seguido de confirmação por microscopía óptica. As comparações estatísticas foram realizadas em comparação 

com o grupo de animais normais (Tempo 0). n=6. * p<0.05.



Normal

Tempo
O

Salina

2 meses 5 meses

LJM19

2 meses 5 meses

KM Pll

2 meses 5 meses

KMP11+
LJM19

2 meses 5 meses

Plasmídeos vazios

2 meses 5 meses

Hemácias (10®) 8.5±0.1 8.1±0.1 6.8±0.4* 8 .4 ± 0 .2 8 .4±0 .2 8.2±0.1 7 .7 ± 0 .4 7 .8 ± 0 .2 8 .5 ±0 ,3 7 ,8±0 .2 6.9±0.4*
Hemoglobina

(g%)
I6 .1 ± 0 .4 14 .9±0 .3 I6 .2 ± 0 .4 14 .9±0 .5 I6 .1 ± 0 .2 14 .1±0 ,7 I4 ,4 ± 0 .4 15 .8±0,4 14 ,5±0 .7 13.U0.6’

Hematócríto
(O/. 4 7 .5 ± 0 .6 4 5 .1 ± 0 .5 37.3Ü .7* 4 5 .8 ± 1 .0 4 7 ,6 ± 1 ,6 4 6 .4 ± 0 .6 47 .7±2 ,1 4 3 .7 ± 1 .2 4 7 . 9 ± l . 9 4 3 ,6 ± 1 .2 37.6±2.2*

VCM ( fl) 56 .1 ± 0 .3 5 5 .3 ± 0 .6 5 5 .0 ± 1 . I 5 4 .6 ± 0 .6 55 .7 ± 0 .8 5 5 .2 ± 0 .4 62 .3±1.1 5 5 .7 ± 0 .8 5 6 .0 ± 0 .4 55 .7±0 .3 54 .5±0 ,4

HCM (pg) I8.8±0.2 I8 .8 ± 0 .3 19 .3± 0 .7 19 .2±0.4 I8 .4 ± 0 ,5 i8,8±0,2 I8 .2 ± 0 ,5 18 .9±0,4 I8 .5 ± 0 ,2 18.9±0.4 1 9 . l± 0 .6

CHCM (% 3 4 ,2 ± 0 .3 3 3 .9 ± 0 .4 3 5 .3 ± 1 .7 35 .3 ± 1 .7 3 2 . 9 ± l , l 3 4 .8 ± 0 .2 3 0 .0 ± 0 .6 33 .9 ± 0 ,3 33 .0 ± 0 .5 3 4 .1 ± 0 .7 3 5 , 0 ± l . l

Quadro 3. Eritrograma de hamsters imunizados e desafiados com Leishmania chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente na orelha com salina, LJM19, K M P ll, K M P ll mais LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) por três 

vezes intradermicamente com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados com 10" 

promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois meses e cinco meses após o desafio amostras de sangue foram coletadas e 

avaliadas por contador automático seguido de confirmação por microscopía óptica. As comparações estatísticas foram realizados em 

comparação com o grupo de animais normais (Tempo 0). n=6. * p<0.05.
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7.11. Comparação de diferentes vias de administração de plasmídeos de cDNA; 

Determinação das cargas parasitárias e avaliação da resposta humoral de 

hamsters desafiados com L. chagasi

Com o objetivo de comparar qual a melhor via de administração de imunógenos 

protetores, neste caso plasmídeos de cDNA, era capaz de induzir respostas imunes mais 

intensas duas vias de administração destes componentes foram testadas. A via 

intradérmica (ID) testada nos resultados anteriores foi comparada com via intramuscular 

(IM). Desta forma, hamsters foram divididos de acordo com o desenho experimental IV. 

Duas semanas após a última imunização os animais foram desafiados na derme da 

orelha esquerda e os animais foram sacrificados 2 e 5 meses após o desafio. Baços e 

fígado foram coletados, pesados e suas cargas parasitárias determinadas por diluição 

limitante. A produção de anticorpos anti-saliva de L. Jongipalpis e a anh-Leishmania foi 

avaliada por ELISA e a produção de citocinas Ibi avaliada por PCR em tempo real.

Os animais imunizados com plasmídeos codificantes para K M P I1 ou LJM I9 

independentemente da via utilizada para as imunizações apresentaram cargas 

parasitárias menores que os grupos controles. Dois meses após o desafio os animais 

imunizados apresentaram diminuição maior que cinco logaritmos nas cargas parasitárias 

do baço em relação aos grupos salina e plasmídeos vazios (p<0.05 e p<0.05, 

respectivamente) (Figura 14A). No fígado foi observada uma diminuição maior que 

quatro logaritmos nas cargas parasitárias dos grupos imunizados em relação aos grupos 

salina e plasmídeos vazios (p<0.05 e p<0.05, respectivamente) (Figura 14B). Cinco 

meses após o desafio os animais do grupo imunizado pela via intradérmica continuam a 

apresentar diferença estatística em relação aos grupos controles (p<0.05). No entanto, o 

grupo de animais imunizados pela via intramuscular mostrou um aumento da carga 

parasitária esplénica não sendo observada diferenças estatísticas em relação aos grupos 

controles (p>0.05) (Figura 14A). No fígado foi observado um comportamento 

semelhante ao encontrado no baço nos animais imunizados pela via intramuscular. Da 

mesma forma que no baço, os animais imunizados pela via intradérmica mostram 

diferenças estatísticas quando são comparados aos grupos controles cinco meses após o 

desafío (p<0.05) (Figura 14B) sem, no entanto, serem observadas diferenças estatísticas 

entre as vias de imunização intradérmica e intramuscular.

Quanto a resposta humoral destes animais é avaliada, não são observadas 

diferenças estatísticas entre os diferentes grupos dois meses após o desafío com relação
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a produção de anticorpos z\nú-¡A’ishnninui. Contudo, o grupo de animais imunizados 

pela via intramuscular mostrou uma maior produção de anticorpos anti-saliva quando 

são comparados com os animais do grupo salina (p<ü.05) (Figura 15A). Quando a 

resposta humoral é avaliada cinco meses após o desfio os animais do grupo imunizado 

pela via intramuscular não mostram diferenças quando comparados aos grupos controles 

quanto à produção de anticorpos anti-saliva (p>0.05) e quanto à produção de anticorpos 

anú-Leishmania (p>0.05). No entanto, embora não tenham sido observadas diferenças 

quanto à produção de anticorpos anti-saliva, o grupo de animais imunizados pela via 

intradérmica mostrou diferenças significantes quanto à produção de anticorpos anti- 

Leishmania quando comparados com os grupos salina e dos plasmideos vazios (0.05 e 

0.05, respectivamente) (Figura 15B).

Ao estudar a produção de citocinas no baço dos animais infectados foi 

observado que embora não tenham sido encontradas diferenças significantes dois meses 

após o desafio nas relações lFN-y/lL-10 e IFN-y/TGF- (3, estas foram duas vezes 

maiores em relações às encontradas no grupo .salina (Figuras 16A e 16B). No grupo de 

animais imunizados pela via intradérmica e.stas relações se mostraram 5 vezes maior 

quando comparadas com as do grupo salina e duas vezes maior quando comparadas 

com as do grupo imunizado com os plasmideos vazios. No entanto, cinco meses após o 

desafio não são observadas difrenças significantes entre os animais que receberam 

imunização via intradérmica e os animais que foram imunizados pela via intramuscular 

(p<0.05)(Figuras 16A e 16B).

A análise histopatológica do figado não mostrou alterações estruturais marcantes 

dois meses após o desafio nos diferentes grupos estudados (Figura 17). No entanto, 

cinco meses após o desafio os animais imunizados desenvolveram granulomas 

hepáticos (Figura 18). Da mesma forma, dois meses após o desafio os animais dos 

diferentes grupos apresentam os baços levemente congestos, mas com sua estrutura 

geral preservada (Figura 17). Quando avaliados cinco meses após o desafio sinais de 

alterações compatíveis com a progressão da doença são observados. Os animais dos 

grupos controles apresentam uma hipoplasia severa com perda de grande parte da polpa 

branca do órgão. Os animais imunizados com plasmideos codificantes para antigenos 

(KM Pll mais 1JM19) apresentam baços mais preservados e com menor grau de 

hipoplasia. Embora congestão e leve desorganização estrutural da polpa branca também 

possa ser observada (Figura 18).
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í)ois meses após o clesaHo nenhum dos grupos experimentais mostrou alterações 

hematológicas significantes em relação aos hamsters normais usados como controle 

para os experimentos. Tanto na linhagem branca como na linhagem de células 

vermelhas do sangue não foram observadas diferenças estatísticas com relação aos 

animais encontrados nos do grupo controle sadio. Os animais do grupo salina 

mostraram plaquetopenia em relação ao grupo de animais sadios quando comparados 

cinco meses após o desafio (p<0.05). No entanto, nenhum dos grupos imunizados com 

plasmideos codificantes para antigenos desenvolveu alterações significantes na série 

branca em relação aos animais sadios (Quadro 4). No eritrograma foi verificado que os 

animais do grupo salina e plasmideos vazios desenvolveram eritropenia (p<0.05 e 

p<0.05, respectivamente), diminuição da quantidade de hemoglobina (p<0.05 e p<0.05, 

respectivamente) e diminuição do hematócrito (p<0.05 e p<0.05, respectivamente) em 

relação aos controles sadios. Contudo, nenhum dos grupos de animais imunizados 

desenvolveu alterações significantes na série vermelha de células sanguíneas em 

comparação aos controles sadios (Quadro 5). Nos diferentes parâmetros e tempos 

avaliados, não foram observadas diferenças estatisticamente significantes entres as vias 

de imunização intramuscular e intradérmica.
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Figura 14. Cargas parasitárias esplénicas e hepáticas de hamsters imunizados por vias 

diferentes e desafiados com L. chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados intradermicamente (ID) na orelha com salina, KMPll mais LJM19 ou 

plasmideos vazios (pcDNAS e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente (IM) com 

KMPl 1 mais L.1M19 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após 

a última imunização, os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas de L. chagasi 

mais SGS de L. longipulpis. Dois e cinco meses após o desafio os baços e os fígados 

dos animais foram coletados c pesados. As cargas parasitárias foram avaliadas por 

diluição limitante (ELIDA). (A) Cargas parasitárias no baço. (B) Cargas parasitárias no 

fígado. n=8. *p<0.05, **p<0.01.
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Figura 15. Produção de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis e anú-Leishmania em 

hamsters imunizados por diferentes vias infectados com L  chagasi. Hamsters foram 

divididos em cinco grupos e imunizados intradermicamente (ID) na orelha com salina, 

K M P ll mais LJM19 ou plasmideos vazios (pcDNA3 e VJ12001-TOPO) ou 

intramuscularmente (IM) com K M P ll mais L.1M19 por três vezes com intervalos de 

quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados 

com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois e cinco meses 

após o desafio os animais foram eutanasiados e amostras de sangue coletadas e soradas. 

A produção de anticorpos foi avaliada por ELISA. As placas foram sensibilizadas com 

sonicado de glândula salivar de L. longipalpis ou com antígeno solúvel de Leishmania 

(A) Produção de anticorpos anti-saliva. (B) Produção de anticorpos anú-Leishmania. 

n=8. * p<0.05, ** p<0.01.
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Figura 16. Produção de citocinas no baço de animais imunizados por diferentes vias e 

desafiados com L. chagasi mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e 

imunizados intradermicamente (ID) na orelha com salina, KMPll mais LJM19 ou 

plasmideos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente (IM) com 

KMPl 1 mais LJM19 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após 

a última imunização, os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas de L. chagasi 

mais SGS de L. longipalpis. Dois e cinco meses após o desafio amostras do baço foram 

coletadas e a produção de citocinas foi avaliada por PCR em tempo real utilizando como 

medida a quantificação relativa (QR) utilizando como controle hamsters não infectados. 

(A) Relação IFN-y/IL-10. (B) Relação IFN-y/TGF- p. n=8. *p<0.05.
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Figura 17. Análise histológica de baço e fígado de hamsters infectados com L. chagasi 

mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente (ID) na orelha com salina, KMPll mais LJM19 ou plasmídeos 

vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente (IM) com KMPll mais 

LJM19 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última 

imunização, os animais foram desafiados com 10*’ promastigotas de L. chagasi mais 

SGS de L. longipalpis. Dois meses após o desafío amostras do fígado foram coletadas 

fixadas e coradas por H&E e avaliadas por microscopía ótica. Micrografías do fígado 

(A) Salina, (C) KMPll mais LJM19 pela via intramuscular, (E) KMPll mais LJM19 

pela via intradérmica, (G) Plasmídeos vazios. Micrografías do Baço (B) Salina, (D) 

KMPll mais LJM19 pela via intramuscular, (F) KMPll mais LJM19 pela via 

intradérmica, (H) Plasmídeos vazios.. Aumento lOX. n=8.
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Figura 18. Análise histológica de baço e figado de hamsters infectados com L. chagasi 

mais saliva. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente (ID) na orelha com salina, KMPI 1 mais L.11V119 ou plasmídeos 

vazios (pcDlMA3 e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente (IM) com K M P ll mais 

L.1MI9 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última 

imunização, os animais foram desafiados com 10̂  promastigotas de L. chagasi mais 

SGS de L. longipalpis. Cinco meses após o desafío amostras do fígado foram coletadas 

fixadas e coradas por H&E e avaliadas por microscopia ótica. Micrografías do fígado 

(A) Salina, (C) KMFl 1 mais LJM19 pela via intramuscular, (E) KMP] 1 mais U M  19 

pela via intradérmica, (G) Plasmídeos vazios. Micrografías do Baço (B) Salina. (D) 

K M P ll mais L.IM19 pela via intramuscular, (F) K M P ll mais LJM19 pela via 

intradérmica, (H) Plasmídeos vazios. As setas mostram a presença de granulomas 

hepáticos. Aumento 1 OX. n=8.



Normal Salina KMP11+LJM19 (IM) KMP11+LJM19 (ID) Plasmídeos vazios

Tempo 0 2 meses 5 meses 2 meses 5 meses 2 meses 5 meses 2 meses 5 meses

Leucócitos (10^/nl) 1 0 ,0± 0 ,4 1 0 .7 ± ] . 4 1 1 ,8±2 .2 1 1 .5±1 .4 9 .5 ± 0 .9 I 0 . 7 ± l . l 8 ,9 ± 0 .8 10,8±1.1 7 ,4 ±1 .0

Linfócitos (10^/fil) 5 .5 ± 0 .4 6 .5 ± 0 .7 4 .8 ± 0 .7 7 .00±1 .3 4 .8 ± 0 .7 6 ,6 ± 0 ,5 5 .3 ± 0 .4 4 .7 ± 0 ,5 4,1 ±0.3

Monócitos (10^/nl) 5 ,1 ± 0 .8 4 .8 ± 1 .0 7 .1 ± 1 .7 5.3±1.1 3 .8±1 ,3 4 ,3 ± 0 .6 4 . 9 ± I . l 4 .8 ± 0 ,6 4 .4 ± 0 ,9

Neutrófílos (10^/^!) 3 ,3 ± 0 .3 3 .5 ± 0 .7 4 .5 ± 1 .5 3 .6±0 .5 4 ,1 ± 0 .6 3 .7 ± 0 .9 2 .7 ± 0 .9 4 .5 ± 0 .9
i .........- , - ..

2 .8 ±0 .8

Eosinófílos (lO^/fil) 2 . 5 U 0 . 2 2 .3 ± 0 .8 3 .5±0 .1 1.8±0.8 2 .3±0 .5 1 .9±0 .4 3 .4±0.3 1 3 .4 ± 0 ,6 1 2 .0±0 .3

Plaquetas (lO^/ îl) 2 .3 ± 0 .3 1 .5±0 .2 1 .0 ± 0 .2 * 1.5±0.3 l . l ± 0 . 4 1,4±0.3 1 ,7±1 .0 2 .3 ± 0 .4 1.4±0.3

Quadro 4. Leucograma de hamsters imunizados e desafiados com Leishmania chogasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente (ID) na orelha com salina, K M P ll mais LJM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente 

(IM) com K M P ll mais LJM19 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram 

desafiados com 10'”’ promastigotas de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Dois meses e cinco meses após o desafio amostras de sangue foram 

coletadas e avaliadas por contador automático seguido de confirmação por microscopía óptica. As comparações estatísticas foram realizadas em 

comparação com o grupo de animais normais (Tempo 0). Grupo normal n=13, grupos experimentais n=6. * p<0.05.



Normal

Tempo O

Salina

2 meses 5 meses

KMP11+LJM19 (IM)

2 meses 5 meses

KMP11+LJM19 (ID) Plasmídeos vazios

2 meses 5 meses 2 meses 5 meses

Hemácias (10 /jil) 8 .5 ± 0 . l 8.1±0.1 7 .3 ± 0 .6 * 8 .3 ± 0 .2 7 .7±0 ,7 7 .8 ± 0 .2 8 .4±0 .3 7 .8 ±0 .2 6 . 8 i 0 . 4 *

Hemoglobina (g%) I 6 . l ± 0 . 4 14.8±0.3 1 3 .7 ± 0 .5 * I4 .9 ± 0 ,3 I5 .0 ± 0 ,5 I4 ,3 ± 0 .3 14 .9±0 .4 14 ,5± 0 ,6  13 .1 ± 0 ,5 '

Hematócrito (%) 4 7 ,5 ± 0 .6 4 5 . U 0 . 6 3 9 .8 ± 1 .4 * 4 5 . 2 Ü . 2 4 6 ± 1 .6  4 3 . 3 Ü . 3 4 6 .2 ± 1 ,6 4 3 .9 ± 1 .4  37 .8 ± 2 .2

VCM ( fl) 5 6 . U 0 . 3 5 5 .2 ± 0 ,7 5 5 . Ü 0 . 6 54 .6 ± 0 .7 54 .5 ± 0 ,6 5 5 ,7 ± 0 .9 5 5 ,5 ± 0 .7 55 .8± 0 .3 5 4 .4± 0 .4

HCM (pg) 18 .8±0 .2 I8 .7 ± 0 .4 18 .8±0 .9 18.0±0.3 I7 ,8 ± 0 .2 18 .9±0 .4 7 .5 ± 0 .4 I8 .9 ± 0 .5 I9 .3 ± 0 .5

CHCM (%) 3 4 .2 ± 0 .3 3 3 .9 ± 0 .5 3 4 .3 ± 0 .9 3 2 .8 ± 0 .4 32 .7 ± 0 ,5 34 .0 ± 0 ,3 3 I , 7 ± 0 . 5 3 4 . l± 0 . 8 3 4 , 7 ± l , l

Quadro 5. Eritrograma de hamsters imunizados e desafiados com Leishmania chagasi. Hamsters foram divididos em cinco grupos e imunizados 

intradermicamente (ID) na orelha com salina, K M P ll mais L.IM19 ou plasmídeos vazios (pcDNA3 e VR2001-TOPO) ou intramuscularmente 

(IM) com K M P ll mais LJM19 por três vezes com intervalos de quatorze dias. Duas semanas após a última imunização, os animais foram 

desafiados com 10' promastigotas de L. chagasi mais SGS de L longipalpis.. Dois meses e cinco meses após o desafio amostras de sangue foram 

coletadas e avaliadas por contador automático seguido de confirmação por microscopía óptica. As comparações estatísticas foram realizados em 

comparação com o grupo de animais normais (Tempo 0). n=6. * p<0.05.
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Diferentes trabalhos na literatura vêm demonstrando o importante papel na 

indução de respostas imunes protetoras contra patógenos por meio de imunização com 

plasmideos de cDNA (MORENO et al.. 2007; HU et al., 2007; ZANIN et al., 2007; 

CARTER et al., 2007). No nosso trabalho, mostramos que a imunização com 

plasmideos codillcantes para a proteína L.IM19, componente da saliva de Lulzomyia 

¡ongipulpis. ou a imunização com o plasmideo codificante para a KMPl I pode conferir 

proteção contra desafio contra Leishmunia chagasi mais saliva de L. ¡ongipalpis no 

modelo do hamster. No entanto, a combinação dos plasmideos não mostrou ser capaz de 

induzir uma resposta protetora mais eficiente que a promovida pelos plasmideos 

separados. Além disso, observamos que a imunização com plasmideos por vias 

diferentes pode conduzir a geração de respostas com potências semelhantes.

Desde o início da década de 90 com a descrição dos primeiros trabalhos com 

plasmideos de DNA, foi observado que estas moléculas são capazes de induzir respostas 

imunes humoral e celular (TANG et al., 1992; FYNAN et al., 1993). Pela capacidade de 

induzirem respostas de células I CD4* e células T CD8^, proporcionam um novo 

caminho para o desenvolvimento de proteção contra patógenos intracelulares (IVORY

& CHADEE, 2004; GARMORY et al., 2005; DUMONTEIL, 2007). Além disso, a 

relativa facilidade de fabricação, estabilidade, segurança e a possibilidade de produção 

em larga escala, fazem destas moléculas fortes candidatos para o desenvolvimento de 

vacinas (MCCLUSKIE & DAVIS, 1999; AZEVEDO et al., 1999; BAROUCH et al., 

2004; KEIAMESIPOUR et al., 2006). Diferentes autores têm mostrado que apenas a 

imunização com plasmideos codificantes para determinados antígenos pode induzir a 

produção de anticorpos contra a molécula alvo (HIRAO et al., 2007; COLER et al.,

2007). Estas respostas geralmente são acompanhadas pela produção de citocinas pró- 

inflamatórias como IFN-y, TNF-a e a diminuição de produção de citocinas anti- 

infiamatórias como a lL-10 (D0ND.1I et al., 2005). Da mesma forma, a imunização com 

plasmideos de DNA não codificantes para antígenos, mas contendo seqüências 

imunoestimulatórias, pode ser capaz de induzir respostas de hipersensibilidade tardia 

mais potente e duradoura contra moléculas antigênicas presente em formulações 

vacinais utilizando combinação com antígenos solúveis de protozoários, como a

8. Discussão
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Leí.shnumui. lista potencialização pode ser intensificada pelo encapsulamento de 

plasmídcos de DNA em lipossomos (MAZUNDER et al.. 2007).

l'm nosso estudo, observamos que apenas a imunização com os plasmideos 

K M P II. bem como KMPl 1 mais L.1M19. foi capaz de induzir a resposta humoral 

contra antígenos de Leishmania. Os animais imunizados não mostraram produção de 

anticorpos anti-saliva de L. longipalpis. Este resultado, reafirma o achado anterior que 

mostrava que a imunização com plasmideos codificantes para LJM19 não induziu a 

produção de IgG anti-saliva, inas leva a um forte DTH contra SGS (GOMES at al.,

2008). Por ser uma molécula altamente conservada em tripanosomatideos. a KMPl] 

vem chamando a atenção desde o início da década de 90 (JARDIM et al.l 991; .1ARDIM 

et al., 1995). Inicialmente identificada como uma molécula associada ao LPG e 

responsável em grande parte pela sua imunogenicidade, esta proteína se mostrou 

presente em diferentes espécies de Leishmania (TOLSON et al., 1994). Embora 

expressa nos diferentes estágios da Leishmania, esta proteína de 11 Kda é amplamente 

expressa nas formas promastigotas. Uma vez processadas por macrófagos podem ser 

apresentadas e reconhecidas por linfócitos T CD4^ e T CD8^ em modelos murinos e 

humanos (TOLSON et al., 1994; ALONSO et al., 1998., BASU et a!., 2007). 

Imunizando camundongos BALB/c com plasmideos codificantes para K M P ll, foi 

observada uma grande produção de IgG por estes animais contra esta proteína. Uma vez 

desafiados, estes animais mostraram maior taxa de sobrevida e uma menor carga 

parasitária quando infectados por Trypanosoma cruzi (PLANEELES et al., 2001).

A presença de seqüências CpG nos plasmideos pode facilitar o desenvolvimento 

de respostas imunes com a produção de citocinas pró-inflamatórias (MUTWIRI et al.,

2004, ZIMMERMANN et al., 2008). Diferentes trabalhos têm mostrado que animais 

imunizados com plasmideos de DNA encapsulados em lipossomas podem desenvolver 

respostas imunes mais intensas contra diferentes antígenos (YOSHIKAWA et al., 2006; 

MAZUMDER et al., 2007). Uma vez que estas seqüências de DNA podem ser 

reconhecidas por receptores Toll, elas possuem um papel importante na ativação de 

células da imunidade inata (BABIUK et al., 2004; DALPKE & HEEG et al., 2004). 

Além disso, podem ativar a apresentação de células apresentadoras de antígeno e assim 

estimular a produção de lL-12, uma citocina fundamental na ligação da imunidade inata 

com a adaptativa (ALIBERTl et al., 2003; BASTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al..
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2005). A 11,-12 pode esiimular a produção de ll'N-y por células NK. Este mecanismo se 

mostrou de grande importancia para a geração de respostas protetoras contra parasitas 

intracelulares (KATO et al.. 2004; MUTWIRI et al.. 2004; VIVIER el al.. 2006).

Hamsters apresentaram uma grande produção de IFN-y nos linfonodos drenantes 

das imunizações com plasmídeos codificantes para L.1M19 e/ou K M P ll. No entanto, 

cada plasmídeo ou a sua combinação foi capaz de induzir respostas em tempos 

diferentes nos animais estudados. Hamsters imunizados com o plasmídeos codificante 

para L.IM19 mostraram um pico de estimulação 14 dias após a tjitima imunização. De 

forma diferente, os animais imunizados com o plasmídeos codificante para K M P ll 

mostraram um pico de produção de IFN-y 21 dias após a última imunização. Contudo, a 

combinação dos plasmídeos mostrou uma elevação da produção desta citocina 14 dias 

após a última imunização sem, no entanto, ter uma produção mais elevada que as 

fornecidas pelas imunizações com os plasmídeos separados. Este produção de citocina 

com tempos diferenciados pode ser importante no entendimento dos mecanismos 

temporais de resposta a patógenos, uma vez que os animais tenham sido desafiados. 

Esta produção de citocinas pró-inflamatórias em tempos precoces pode ser um fator 

chave na ativação de células NK, linfócitos e células apresentadoras de antígeno, 

elevando a produção de lL-12, aumento da expressão de moléculas co-estimulatórias 

com direcionamento e definições de padrões de respostas (GORDON, 2002; ALIBERTI 

et af, 2003; HARIZ] & GALDl, 2005; RODRIGUES et al., 2006; COOPER & 

KHADER, 2006; NEWMAN & RILEY, 2007; TUPIN & KRONEMBERG, 2007). Este 

ambiente inllamatório pode ser desfavorável ao estabelecimento de patógenos 

intracelulares uma vez que pode ser um local com elevada produção de componentes 

reativos derivados do oxigênio (EVANS et al., 1993; MURJRAY & NATHAN, 1999; 

MURRAY et al., 2006). Estes mecanismos juntos podem atuar de forma sinérgica 

contribuindo para a morte de parasitas e a geração de mecanismos protetores contra a 

Leishmania.

Quando desafiados com L. chagasi mais SGS de L. longipalpis os animais 

imunizados com L.1M19 apresentaram relações elevadas entre IFN-y/IL-lO e IFN- 

y/TGF-(3 nos linfonodos drenantes. Mesmo em menor intensidade, este aumento 

também é observado nos animais imunizados com K M P ll e com os dois plasmídeos 

fornecidos em conjunto. Esta elevada produção de IFN-y nos linfonodos drenantes nos
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dias que sucedem o desafio e um bom indicador da geração de mecanismos imunes que 

contribuirão para a destruição dos parasitos inoculados na derme da orelha. Diversos 

artigos mostram o papel da 11.-10 como urna citocina anti-inllamatória capaz de 

desativar macrófagos. diminuindo a produção de óxido nítrico e favorecendo o 

estahelecimcnto da infecção por I.eishmunia (GHALIB el al., 1993; OLIVER el al..

2005). Da mesma forma, o TGF-(3 tem sido apontado como urna citocina importante 

para a sobrevida dos parasitos ñas células do hospedeiro. Ao desativar células 

fagocitárias. o IGH-P pode facilitar a proliferação de parasitas no interior de 

macrófagos e fornecer amplo suporte na progressão para a doença (GANTT et al.. 

2003). Administração de anticorpos neutralizantes para TGF-P a camundongos 

selvagens, ou a infecção de nocautes para o receptor do TGF-(3 II conduz a lesões 

menos agressivas em BALB/c infectados com L. major (GORELIK et al., 1998; LI et 

al., 1999).

L um fato notório na literatura que a exposição aos componentes salivares dos 

ílebotomineos vetores pode facilitar o estabelecimento da infecção por Leishmania. O 

papel da saliva foi demonstrado pela primeira vez na década de 80, desde então, muitos 

estudos vêm demonstrando que a saliva de flebótomos possui um número imenso de 

moléculas que podem imunomodular a resposta o hospedeiro (TITUS et al., 1988; 

ANDRADE et al., 2007). A importância da saliva dos flebótomos na infecção tem sido 

demonstrada tanto em modelos animais como em humanos (BARRAL et al., 2000, 

GUJLPIN et al., 2002, COSI A et al., 2004). Entrando em contato com as células do 

hospedeiro pela primeira vez, os componentes salivares podem montar um ambiente que 

favorece o parasito. Neste caso, é observada a produção de citocinas como IL-10, IL-4 e 

lL-13 associada a uma diminuição na produção de citocinas como o IFN-y 

(KAMHAWl, 2000; ROGERS & TITUS, 2003; NORSWORTHY et al, 2004). Devido 

a sua importância, componentes salivares de diferentes vetores têm sido estudados e 

identificados mostrando que ocorrem diferenças nas composições salivares a depender 

da espécie do flebótomo e da região geográfica estudada (SACKS & KAMHAWl, 

2001; SACKS, 2001; VALENZUELA et al., 2003; ROHOUSOVÁ & VOLF, 2006). O 

fato de ser reconhecida tanto por modelos animais como humanos bem como sua 

influência no desenvolvimento de lesões mais severas, levou ao estudo epidemiológico 

visando um maior conhecimento do papel da saliva de vetores em áreas endêmicas para
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a leishmaniose (liARRAL et al.. 2000; ROJIOIJSOVÁ el ai.. 2005; 1ITUS El al.. 

2006).

Contudo, l'oi o esludo mostrando que a pré-sensibilização com componentes 

salivares poderia conferir proteção contra um desafío realizado com Leishmania mais 

saliva que abriu novas perspectivas de estudo (BELKAID et al., 1998). Diferentes 

autores mostraram fato semelhante com diferentes espécies de Leishmania e de 

llebotomíneos (THIAKAKI et al., 2005; MORRIS et al., 2001). Camundongos BALB/c 

naturalmente expostos a picadas de L. ¡ongipalpis podem responder com a formação de 

um infíllrado inOamatório no sitio da picada (SILVA et al., 2005). A demonstração de 

que camundongos imunizados com plasmídeos de DNA codificando a proteína SP15 de 

Pleholoinmus papatasi foram capazes de serem protegidos contra um desafío com L. 

major, e que esta proteção está relacionada com o desenvolvimento de respostas 

celulares, mostra que a imunização com plasmídeos codifícando proteínas salivares 

pode infíuenciar e promover respostas imunes protetoras contra Leishmania 

(VALENZUELA et al., 2001). Da mesma forma, foi demonstrado que a imunização 

com plasmídeos codifícando L.1M19 pode induzir a um recrutamento celular e 

desenvolvimento de urna resposta de hipersensibilidade tardia (DTH) no local das 

imunizações após a picada de flebótomos não infectados (GOMES et al., 2008).

No nosso estudo, foi observado que hamsters imunizados com plasmídeos 

codifícantes para LJM19 e KMPl 1 desenvolvem DTH quarenta e oito horas após o 

desafío constituido de L. chagasi mais SGS de L. longipalpis. Da mesma forma, o 

aumento da espessura da orelha dos animais imunizados com os dois plasmídeos 

administrados em conjunto foi observado. Animais imunizados três vezes com SGS de 

L. ¡ongipalpis na orelha quando inoculados novamente com SGS quatorze dias após a 

tiltima imunização desenvolvem um intenso recrutamento de células inflamatorias no 

local das imunizações (TAVARES et al., comunicação pessoal). Este infiltrado é em 

grande parte constituído de células mononucleares. No entanto, polimorfonucleares 

como neutrófílos e raros eosinófílos também podem ser visualizados. O 

desenvolvimento de DTH tem sido correlacionado com mecanismos de proteção contra 

leishmaniose em diferentes modelos (KAMHAWI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2005; 

MAZUNDER et al., 2007). O perfíl das células presentes nestes infíltrados é visto como 

determinante no desenvolvimento da patologia. As respostas com a presença linfócitos
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T CD4\ I CD8\ células NK nos infiltrados inllamatórios podem scr uma fonte de IFN- 

Y (KHARAZMi et al.. 1999; HHNNINO el al., 2ÜÜ7). A presença de maerófagos 

ativados com a produção de lL-12 e produção de óxido nitrico montam um ambiente 

desfavorável para a Leishmania (STEBUT et al., 2002; STEBIJT, 2007). 

Interessantemente, a produção de anticorpos anti-saliva de L. longipulpis coincide com 

a geração de DTH em habitantes de área endêmica para a leishmaniose visceral 

(GOMES et al., 2000). Tem sido proposto que a neutralização de componentes 

salivares de L. longipalpis por anticorpos ou resposta imune mediada por células contra 

estas proteínas salivares, permite a montagem de uma resposta anti-leishmania mais 

eficiente (GOMES el al., 2000).

Alguns autores também têm relatado a importância dos neutrófilos nestes 

infiltrados inflamatórios, .lá foi demonstrado que estas células estão entre as primeiras a 

chegarem nos locais de infecção por L. major (BELKAID et al.. 2000). Estas células 

parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de uma imunidade 

protetora (CUEN et al., 2005). A depleção de neutrófilos de camundongos resistentes 

(C3H/]^e.l) exacerbou a doença conduzindo ao desenvolvimento de lesões maiores, 

elevados níveis de lL-4 e maiores cargas parasitárias (CHEN et al., 2005). 

Recentemente foi demonstrado que maerófagos infectados por L. major ao interagirem 

com neutrófilos apoptóticos de camundongos C57BL/6 foram capazes de destruir o 

parasito pela ação da elastase neutrofilica bem como, pela produção de TNF-a oriunda 

dos neutrófilos (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Contudo, foi demonstrado que a 

ingestão de neutrófilos apoptóticos infectados por L major por maerófagos humanos 

aumenta a liberação de TGF-P dando suporte a um papel deletério aos neutrófilos na 

leishmaniose (VAN ZANDBERGEN et al., 2004).

A presença de células com um perfil inflamatório pode ter contribuído para a 

diminuição das cargas parasitária observadas nas orelhas 7 e 14 dias após o desafio em 

nosso trabalho. No entanto, mesmo com as elevadas relações entre IFN-y/lL-lO e IFN- 

y/TGF-P nos linfonodos drenantes, não foi observada a diminuição das cargas 

parasitárias nestes sítios 7 e 14 dias após o desafio. Contudo, de acordo com o abordado 

até então, provavelmente ocorra a morte dos parasitos nas semanas que se sucedem. 

Interessante é o fato de que os animais apenas imunizados com KMPl 1 e que não 

sofreram desafio apenas desenvolvem resposta com grande produção de entre IFN-y
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vinte c um dias após a última imunização. I^csta forma, c provável que uma 

temporalidade também possa ser observada após desalió com L. chagasi mais SGS. O 

controle dos parasitos ainda no linfonodo pode ser importante, pois desta forma, com a 

maior destruição dos parasitos seria possível uma disseminação menor para os demais 

órgãos e assim a observação de menores graus de visceralização por chagusi.

Modelos murinos têm sido extensivamente utilizados para o estudo de infecções 

causadas por L. donovuni e em menor grau com L. chagasi/infanium. No entanto, 

mesmo as formas susceptíveis de camundongos curam suas infecções sendo bons 

modelos para o estudo de formas auto-limitadas da doença (WILSON et al., 2005). 

Desta forma, para estudar mecanismos de proteção na leishmaniose visceral escolhemos 

o hamster como modelo experimental. Estes animais apresentam uma progressão da 

doença com replicação parasitária no baço, fígado e medula óssea e se não tratados com 

fármacos antiparasitários sucumbem e morrem (MELBY et al., 2001. ANSTEAD et al.,

2001). No nosso estudo, hamsters não imunizados com plasmídeos ou imunizados com 

plasmídeos vazios apresentam uma elevada carga parasitária no baço e no fígado dois 

meses após o desaílo. Por outro lado, os animais imunizados com os diferentes 

plasmídeos codificantes para 1JM19 e/ou KMPl 1 mostram uma redução significante 

das cargas parasitárias nestes órgãos. Recentemente, foi demonstrado que a imunização 

de hamsters com plasmídeos codificantes para K M P ll foi capaz de proteger estes 

animais contra um desafio mortal realizado por cepas de L donovani tanto susceptíveis 

como resistentes ao glucantime (BASU et al., 2005). Neste trabalho, foi mostrado que 

os animais imunizados mostraram maior sobrevida e menores cargas parasitárias no 

baço e no fígado 2 e 4 meses após o desafio. No fígado, não foram detectados parasitas 

até quatro meses após o desafio (BASU et al., 2005). Esta proteção foi relacionada com 

0 aumento da atividade da oxido nítrico sintetase induzível, IFN-y e a geração de IL-4 

associada a uma diminuição da produção de IL-10. Desta forma, evidenciaram uma 

resposta mista correlacionada com proteção em um modelo para a leishmaniose visceral 

(BASU et al., 2005).

A lL-10 é uma citocina com efeito pleiotrópico em uma variedades de células do 

sistema imune (HOWARD et al., 1993). Notavelmente é um potente supressor de todas 

os mecanismos microbicidas efetores conhecidos de macrófagos ativados. A lL-10 

inibe a capacidade produtora de citocinas pró-inflamatórias (TNF-a, lL-1, G-CSF, GM-
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I ’Sl'). radicais rcalivos do oxigênio c reativos intermediários do nitrogênio por 

macróiagos ativados por IKN-y ou LPS (OSWALD et al., 1992; KARP et al., 1993). A 

associação da IL-IO com a leishmaniose visceral está firmemente estabelecida. 

Pacientes com a 1'orma ativa de leishmaniose mostram elevada produção desta citocina 

por células do sangue periférico bem como uma elevada produção de RNAm nos sitios 

infectados (NYLEN & SACKS, 2007). Embora níveis elevados de IL-10 possam ajudar 

a controlar efeitos patológicos mediados por respostas imnumes pró-inflamatórias 

excessivas, especialmente no figado, suas atividades imunossupressoras podem 

promover a replicação parasitária e a progressão da doença (NYLEN & SACKS, 2007). 

Sob as mesmas condições, o TGF-P pode suprimir o desenvolvimento de respostas Thl 

e inibir a a ativação de macrófagos favorecendo o estabelecimento do parasita (SACKS

& NOBFN-TRAIJTH, 2002).

Diferentes trabalhos têm mostrado a imunogenicidade e grau de conservação da 

KM Pll (FUERTES et al.. 1999; RAMÍREZ et al., 2002; BERBERICH et ai., 2003; 

DELGADO et al.. 2003; CARVALHO et al., 2005; DIEZ et al., 2006). Tanto pacientes 

com doença de chagas como com leishmaniose são capazes de reconhecer a KMPl 1 por 

meio de anticorpos (TLIOMAS et al., 2001). Epítopos da K M P ll são capazes de ser 

apresentados via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade I (MHC I) a 

células TCD8^ por macrófagos humanos infectados por L. donovani (BASU et al., 

2007a). Em resposta a estes mecanismos de apresentação, células T CD8^ humanas são 

ativadas e produzem grande quantidade de IFN-y (BASU et al., 2007a). Uma função 

importante das células T CD8^ é a sua implicação na leishmaniose cutânea, uma vez 

que a depleção destas células resultou na inibição do efeito protetor de uma vacina de 

DNA codificante para LACK (GURUNATFIAN et al., 2000). Assim, com a ativação de 

células citolíticas foi demonstrado que camundongos infectados com L. donovani 

tratados com macrófagos transfectados com KMPl 1 tiveram suas cargas parasitárias no 

baço e no fígado diminuídas (BASU et al., 2007b). Este fato foi associado a uma forte 

atuação de células T CD8^ e a concomitante inibição de ILIO, mas não de lL-4 ou lL-13 

(BASU et al., 2007b).

Nos nossos experimentos, os animais imunizados mostram uma discreta 

elevação da relação entre lFN-y/lL-10 dois meses após o desafio em células do baço. 

No entanto, mostram maiores relações lFN-y/TGF-(3 no baço sendo que o grupo
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imunizado com KMPl 1 mostrou um aumento de dez vezes desta relação quando 

comparados aos grupos controles. As relações elevadas nos linfonodos sete e quatorze 

dias após a inlccção podem ter contribuído para uma grande destruição de parasitas e 

atuar retardando a chegada de parasitas nestes sítios. Neste contexto, parasitas que 

alcançam estes órgãos em tempos mais tardios encontram um ambiente inflamatório que 

pode retardar o crescimento parasitário, impedindo que ocorram grandes aumentos das 

cargas parasitárias nos animais imunizados. Cinco meses após o desafio, os animais 

imunizados ainda apresentam uma carga parasitária menor que as observadas nos 

animais controles. Contudo, mesmo os animais imunizados já apresentam uma elevação 

das cargas parasitárias no baço e no fígado. Diferentemente de Basu e colaboradores, 

nossos animais apresentaram parasitas no fígado em tempos mais prolongados de 

infecção (BASU et al., 2005). Entretanto, mesmo com resultados promissores em 

hamsters é bom destacar que imunização com plasmídeos codificantes para antígenos 

em outros modelos com primatas ou seres humanos induzem respostas imunes de baixa 

intensidade que nem sempre estão relacionadas com proteção duradouras (FULLER et 

al.. 2007; HIRAO et al., 2008). Estes resultados reforçam as diferenças de respostas 

encontradas nos diferentes modelos animais estudados e nos que cuidados que não 

devem ser esquecidos na eleição de candidatos a vacinas, quando o objetivo é o uso em 

seres humanos.

A combinação dos plasmídeos codificantes para KMPl] e LJM19 não 

intensificou a capacidade protetora observada nos animais imunizados com os 

plasmídeos separados. Provavelmente, por ser com estas formulações vacinais e com a 

metodologia aplicada, o efeito máximo protetor possível. Além disso, Tzelepis e 

colaboradores, 2008, reportam a existência de imunodominância entre antígenos. Neste 

contexto, a competição entre células T CD8+ por moléculas do MCH apresentando 

antígenos pode ter contribuído para o não aumento da proteção observada pela 

imunização com os plasmídeos administrados em conjunto. Métodos com abordagens 

diferentes de imunização, podem ser buscados para a superação destes obstáculos. 

Imunização pelo protocolo do Prime/boosler tem mostrado bons resultados no estudo de 

candidatos á vacina contra a leishmaniose (DONDJl et al., 2005; RAMOS et al., 2008). 

Da mesma forma, o encapsulamento de diferentes antígenos em lipossomos e 

nanopartículas tem tido bons resultados (GREENLAND & LETVIN, 2007). Sharma e 

colaboradores, 2006, observaram que a imunização de hamsters com lipossomos
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encapsulando antigenos de promastigotas de L donovani pode induzir a ativação de 

células T CD4^ e células CD8^ especificas contras os antigenos parasitarios estudados. 

Estas células possuiam elevada capacidade citolítica e de produção de IFN-y e desta 

forma induziram proteção contra a leishmaniose visceral.

Pacientes com Kalazar desenvolvem hipergamaglobulinemia e a presença de 

anticorpos anü-Leishmania em seus soros é um achado freqüente (revisto em SAHA et 

al., 2006). Embora seja conhecido que a produção de IFN-y provavelmente estimula a 

produção de IgGl e lgG3 e que citocinas como lL-4 e lL-5 induzem a produção de 

lgG4 em humanos, o papel dos elevados titulos de anticorpos anü-Leishmania na 

patogênese ainda não está bem estabelecido (ABBAS et al., 1996). Em camundongos a 

produção de IgGl está relacionada com a resposta Th2 enquanto que a produção de 

]gG2a está relacionada com a resposta Thl (AGUILAR-BE et af, 2005). No entanto, 

em hamsters ainda não existe um consenso acerca deste padrão de resposta, mesmo que 

muitos autores considerem a produção de IgGl esteja correlacionada com a resposta 

1'h2. Nos nossos experimentos, hamsters imunizados com os plasmideos codificantes 

para L.IM19 e KMPl 1 administrados em conjunto, apresentaram uma menor produção 

de IgG total an\\-Leishmunia. No entanto, não foram observadas diferenças na produção 

de anticorpos ar\ú-Leishmania sete e quatorze dias bem como dois meses após o desafio 

com L chagasi. Estes menores títulos de anticorpos em nossos dados se correlacionam 

com maior proteção dos animais imunizados com plasmideos codificantes para LJM19 

e/ou KMPl 1 administrados em conjunto.

A produção de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis tem sido relacionada com 

proteção contra Leishmania (GILLESPIE et al., 2000; SACKS & KAMHAWI, 2001; 

ROHOUSOVÁ et al., 2005; ROHOUSOVÁ & VOLF, 2006). Teoricamente, se a saliva 

pode exacerbar a infecção pela capacidade imunomodulatória dos seus componentes, a 

produção de anticorpos contra estas proteínas poderia neutralizar estes efeitos e assim 

favorecer o hospedeiro vertebrado (KAMHAWI, 2000). No entanto, em nossos 

experimentos, não foi encontrada diferenças estatisticamente significantes na produção 

de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis quando os animais foram imunizados e 

desafiados pela via intradérmica e avaliados dois e cinco meses após o desafio com 

Leishmania mais SGS.
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Em camundongos inl'ectados por L. donovani ocorre um aumento da carga 

parasitária no ligado nas primeiras quatro semanas, mas ocorre um controle desta carga 

parasitária até a oitava semana (M l)RRAY, 1999. WILSON et al., 2005). Na 

leishmaniose visceral humana a presença de granulomas hepáticos parece está 

correlacionada com o controle espontâneo e manutenção de uma infecção subclínica 

(MURRAY, 1999). A estrutura de granulomas induzidos por parasitas intracelulares 

consiste em um centro com macróíagos, geralmente infectados, circundados por um 

manto de células mononucleares contendo monócitos e linfócitos. tanto T CD4^ como T 

CD8^ (MURRAY, 1999). O desenvolvimento dc granulomas hepáticos está diretamente 

ligado com a diminuição da carga parasitária de camundongos infectados com L. 

donovani (MURRAY. 2001). O influxo celular para estes granulomas é dependente de 

quimiocinas (BARBl et al., 2007). Além disso, para o desenvolvimento adequado destes 

granulomas, citocinas como IFN-y, TNF-u. lL-2 e fator estimulante de colônias de 

macrófagos e granulócitos são necessárias, bem como a elaboração adequada de 

componentes reativos do oxigênio (MURRAY, 1999; MURRAY. 2001; WILSON et 

al., 2005). Embora, a inilamação possa ser protetora, ela pode ser responsável por vários 

danos aos hepatócitos e as células parenquimatosas hepáticas (COSTA et al., 2007). 

Nos nossos experimentos, não foi possível a detecção de citocinas por PCR em tempo 

real. Provavelmente, a grande quantidade de hepatócitos e a quantidade relativamente 

pequena de células inflamatórias produtoras de citocinas tenha dificultado a 

quantificação relativa de citocinas pro-inflamatórias e anti-anflamatórias neste sítio de 

infecção.

No nosso modelo, apenas o grupo de animais imunizados com KMPl 1 mostrou 

a presença de granulomas hepáticos dois meses após a infecção. Sendo que nesta fase 

após o desafio, a arquitetura hepática de quase todos os animais dos diferentes grupos 

experimentais se mostrou conservada e sem maiores alterações. No entanto, todos os 

grupos imunizados mostraram a presença de granulomas quando avaliados cinco meses 

após a infecção. Um achado comum nos grupos de animais estudados foi a presença de 

infiltrados inflamatórios periportais com a presença de numerosas células 

mononucleares bem como polimorfonucleares neutrófilos e eosinófilos. Embora a 

presença de granulomas hepáticos tenha sido observada nos animais dos grupos 

imunizados não foi possível à visualização de parasitas no interior dos fagócitos nos 

centros destas estruturas. Nossos achados estão de acordo com os achados de Basu e
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colaboradores. 2005. que demonstraram a presença de granulomas hepáticos em 

hamsters imunizados com plasmídeos codificantes para KMPl 1. Além disso. Gomes e 

colaboradores. 2008, mostraram que a imunização com LJIVI19 foi capaz de induzir a 

formação de granulomas hepáticos em hamsters cinco meses após o desafio com L. 

chagasi mais SGS de L. longipalpis. Estes achados foram correlacionados com menores 

cargas parasitárias no fígado nos tempos avahados.

O lato de o hamster ser um animal muito susceptível a infecções intracelulares 

pode estar contribuindo para o não controle das cargas parasitárias. Apesar do potencial 

de suas células responderam com a formação de granulomas e a presença de células 

mononucleares. o que é de extrema importância para a geração de respostas protetoras, 

eles não são bons indutores da oxido nítrico sintetase (KAYE et ai., 2004, PEREZ et al.,

2006). Espécies reativas do oxigênio são moléculas essenciais para o controle de 

parasitas intracelulares e para a geração de respostas imunes adequadas (HILDEMAN, 

2004; SlNüH et al., 2004). Diferentes autores têm demonstrado que uma produção 

adequada de componentes reativos do oxigênio é de extrema importância para o 

controle da infecção causada por Leishmania (EVANS et al., 1993; MURRAY & 

NATHAN, 1999; MURRAY et al., 2006).

De acordo com o discutido, geralmente é aceito que IFN-y é necessário para o 

controle e proteção das infecções por Leishmania. Entretanto, muitos trabalhos na 

literatura mostram que pacientes com a forma ativa da leishmaniose visceral apresentam 

uma elevada concentração de IFN-y no plasma (HAIULU et al., 2004; CALDAS et al., 

2005; PERUHYOE-MAGALHÃES et al., 2006; ANSAR] et al., 2006a). Além disso, 

outras citocinas como fator de necrose tumoral-a, lL-1, IL-6 também se mostram 

elevadas (HAIULU et al., 2004; PERUHYOE-MAGALHÃES et al., 2005; ANSARI et 

al., 2006b). Estes dados mostram que mediadores envolvidos na produção e atividade 

do IFN-y, são características da leishmaniose visceral humana. Estas citocinas podem 

exercer um papel importante na imunopatogênese desta patologia (HAILU et al., 2004). 

Nossos animais controles mostraram maiores relações ente IFN-y/IL-10 e IFN-y/TGF-P 

no baço cinco meses após o desafio que aquelas apresentadas pelos animais imunizados 

com plasmídeos codificantes para antígenos. Assim, mesmo com uma elevada produção 

de IFN-y estes animais ainda possuem cargas parasitárias elevadas.

Muito têm sido descrito acerca da especificidade das respostas em diferentes 

sítios do corpo. Em camundongos infectados por L. donovani é observado o controle do
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parasitismo no ligado cerca de 8 semanas após o desafio. No entanto, o baço parece 

permanecer como uma i'onte de persistência do parasita (WILSON et al., 2005). Foi 

demonstrado que a produção de IFN-y e lL-12 em fases mais avançadas da infecção de 

camundongos BALB/c por L. donovani pode ser requerida para o controle da infecção, 

mas não o suficiente para eliminar o parasita (MELBY et al., 2001). O baço fornece um 

ambiente apropriado para a ativação de linfócitos T e células NK por células 

apresentadoras de antígeno durante a infecção por L. donovani (ENGWERDA & 

KAYE. 2000; STANLEY & ENGWERDA., 2007). No entanto, esplenócitos de 

pacientes humanos com kalazar produzem elevada quantidade de lEN-y sem que seja 

observado, desta forma, o controle do parasita (KARP et al., 1993; KENNY et al.,

1998). Dest modo, tem sido demonstrado que o não controle do parasita não pode ser 

explicado simplesmente por tolerancia imunológica ou polarização da resposta 

(NYLÉN & SACKS, 2007). A produção de lL-10 por células do baço também tem sido 

correlacionada com a patologia humana e recentemente foi mostrado que a produção 

desta citocina no baço é realizada por células CD25‘Eoxp3' (NYLÉN et al, 2007).

Com a progressão da doença, alterações hematológicas são frequentemente 

observadas tanto em humanos infectados com formas visceralizantes como em modelos 

experimentais para leishmaniose visceral (FERNÁDEZ-GUERRERO et al., 2004; 

CALDAS et al., 2006; MOílENO et al., 2007). Ao reproduzirem achados clínico- 

patológicos como observados nos humanos, hamsters desenvolvem eritropenia, 

plaquetopenia e leucopenia (MELBY et al., 1998). Pela produção de citocinas em 

elevadas quantidades, o parasitismo da medula óssea pode perturbar o comportamento 

das células das linhagens hematopoéticas (PASTRONIO et al., 2002; YARALl et al.,

2002). A produção de quantidades elevadas de TNF-a pode induzir o desenvolvimento 

de mielodisplasia. Esta desordem pode conduzir a pancitopenia além de 

hiperesplenismo, hemólise e hiperplasia do sistema fagocítico mononucler causando 

retenção anormal de ferro na leishmaniose visceral (PASTRONIO et al., 2002; 

YARALl et al., 2002).

Nos nossos achados, vimos que hamsters imunizados com plasmídeos 

codificantes para IJM 19 e/ou KM PII não desenvolveram alterações hematológicas 

significantes cinco meses após o desafio. No entanto, os animais dos grupos controles 

desenvolveram eritropenia, redução do hematócrito e da quantidade de hemoglobina
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quando comparados com animais sadios. Estes dados mostram, mesmo que 

indiretamente, uma melhora na qualidade de vida destes animais, uma vez que. a 

homeostasia da série eritrocítica está diretamente relacionada com diferentes atividades 

fisiológicas normais que dependem do transporte de oxigênio.

As células que primeiro entram com contato com antígeno com potencial 

protetor exercem um papel fundamental no tipo de resposta imune que será gerada 

(FYNAN et al., 1993; OLIVEIRA et al., 1999; VILELA et ai., 2007). Além disso, as 

formas como os antigenos são entregues também podem inlluenciar o tipo de resposta 

imune a ser desenvolvida (SALDARRIGA et al., 2006; TSANG et al., 2007; 

DUMONTEIL et al., 2007). Embora a imunização pela via intramuscular tenha exibido 

ótimos resultados em diferentes trabalhos na literatura, no nosso estudo vimos que a 

imunização pela via intradérmica pode induzir ao desenvolvimento de uma resposta 

mais duradoura (ZANIN et al., 2007). Provavelmente, uma maior população de células 

apresentadoras na derme possa ter contribuído para este tipo de comportamento no 

perfil de resposta mais duradouro (ElUNSAKER et al., 2001). A geração eficiente de 

células efetoras T CD8^ pode ser um fator central neste contexto uma vez que estas 

células são importantes para o controle de parasitas intracelulares (HUSTER et al.,

2006). Alguns autores utilizam agentes tóxicos para potencializar o papel imunogênico 

de vacinas administradas pela via intramuscular (OLIVEIRA et al., 1999). Estes agentes 

podem induzir a morte de miócitos e o recrutamento de células inflamatórias para o 

local das imunizações, além disso, podem produzir boas respostas aos antígenos 

desejados (HUNSAKER et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1999).

De acordo com nossos resultados, podemos imaginar que a via de imunização 

pela via intradérmica pode induzir respostas sistêmicas prolongadas. Os animais 

imunizados pela via intramuscular também desenvolvem respostas sistêmicas. A 

formação de granulomas hepáticos é observada tanto em animais imunizados pela via 

intradérmica como pela via intramuscular. Entretanto, cinco meses após o desafio 

podemos observar uma elevação da carga parasitária no baço dos animais imunizados 

pela via intramuscular. No entanto, a produção de anticorpos anti-saliva dois meses 

após o desafio nos animais imunizados pela via intramuscular se correlaciona com a 

proteção destes animais dois meses após o desafio. Contudo, não foram observadas 

nestes animais diferenças estatisticamente significante, quanto á produção de anticorpos
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ünú-l.ei.shmania quando foram comparados com os animais controles dois e cinco 

meses após o desafio.

Nossos resollados nos mostram a importância da rota na entrega de antigenos 

quando o objetivo é a obtenção de mecanismos protetores. As primeiras células que 

entram em contato com os plasmídeos são de fundamental importância na definição de 

padrões de ativação celular e na geração de respostas efetoras. Os plasmídeos utilizados 

neste estudo podem estar gerando ambientes inflamatórios que podem conter o parasita 

nos momentos iniciais após infecção e isso interferir nos mecanismos de visceralização. 

Estes fatores em conjunto favorecem para o desenvolvimento de menores cargas 

parasitárias nos sitios estudados e para o desenvolvimento de manifestações indicadoras 

de proteção como o não desenvolvimento de distúrbios hematológicos mais acentuados 

bem como as menores cargas parasitárias nos sítios de visceralização.
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9. Conclusão

lisle trabalho demostra pela primeira vez que a imunização com KMPl 1 confere 

proteção de hamsters contra a infecção por Leishmcmia chagasi. No entanto, apesar dos 

plasmídeos que codificam as proteínas L.1M19 e K M P ll serem antigênicos, a 

combinação dos mesmos não foi capaz de aumentar a proteção observada em relação 

aos animais imunizados com os plasmídeos individualmente.
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Hamsters are able to reproduce many clinical features observed in human visceral 

leishmaniasis. This model has been largely used aiming to understand the immune 

responses against Leishmania donovani complex species. Recent reports have shown 

that hamster immunization with plasmids encoding for longipalpi.s salivary gland 

proteins (L.1M19) and plasmids encoding for Leishmania parasitic antigens ( K M P l l )  

can protect these animals against a mortal challenge with Leishmania. In this study, 

hamsters were used to evaluate the existence o f  additional protection by immunization 

with these two plasmids administrated together. Plasmids induced IFN-y production in 

draining lymph nodes o f  immunization site 7, 14 and 21 days after the last 

immunization. Evaluation o f  immunized and challenged hamsters with L. chagasi plus 

SGS from vector 7 and 14 days after the challenge showed an enhancement o f  IFN- 

y/IL-10 and IFN- y/'fGF-P in draining lymph nodes. T w o  and five months after 

challenge, immunized animals showed lower parasite loads in liver and spleen and 

higher IFN - y/IL-10 and IFN- y/TGF-P relations in the spleen two months after 

challenge. Moreover, immunized hamsters showed higher liver and spleen 

morphological conservation and did not develop hematological disturbances five 

months after the challenge when compared with healthy control animals. Additional 

protection was not observed in immunization with plasmids administrated together.

Key words: Hamster, Leishmania chagasi, visceral leishmaniasis, saliva, D N A  

plasmids, protection.

A b s t r a c t



Farasilic protozoa o f  the genus Leishmania arc transmitted by sand flies, and 

are the etiological agents ol cutaneous, mucocutaneous or visceral diseases in humans. 

Saliva from sand Hies and others blood feeders contains potent pharmacologic 

components that facilitate blood meals and evading host inflammatory and immune 

response (R ibeiro cl al.. 2004; Bezerril et al.. 2005). Arthropod vector saliva also plays 

a role in pathogen transmission. A  small amount o f  vector saliva can exacerbate parasite 

or virus infectivity (Titus el al.. 1988; Theodos el al., 1991; Lima el al., 1996; Belkaid 

el al., 1998; Edwards el al.. 1998; Zcr el al., 2001). On the other hand, the immune 

response to arthropod saliva or bites precludes establishment o f  the pathogen in the 

vertebrate host. Recent reports have shown the importance o f  salivary proteins from 

sand ilies vectors as potencial targets for vaccine development to control Leishamania 

infection (Kamhawi el al., 2000; Valenzuela 2001).

M ice  immunized with Phlebotomus papalasi salivary gland homogenate (S G H )  

or pre-exposed to uninfected sand fly  bites, in animal models o f  cutaneous leishmaniasis 

(C L ) ,  were protected against Leishmania major infection delivered by needle 

inoculation (Belkaid et al., 1998) or by infected sand flies (Kamhawi et al., 2000). 

Furthermore, immunization with PpSP15 and maxadilan, salivary proteins from P. 

papalasi and Lulzomyia longipalpis, respectively, also protected against L. major 

infection in mice (Valenzuela etal., 2001; Morris et al., 2001).

L. infantum chagasi is the cause o f  V L  in Latin Am erica  and the only proven 

natural vector is Ly. longipalpis. A  recent study showed that immunity to a salivary 

protein o f  a sand fly vector protects against the fatal outcome o f  visceral leishmaniasis 

in a hamster model (Gom es et al., 2008). The hamster model o f  visceral leishmaniasis

Introduction



(V I . )  clcisely mimics I'eatures oi aclive human desease. Follow ing systemic infection 

with L. üonovani. these animals develop a progressively increasing visceral parasite 

burden, massive splenomegaly, bone marrow dysfunction, cachexia, pancytopenia, 

hypergammaglobulinaemia, and ultimately death (M e lby  el al., 2001). Hamster 

infection can be achieved by the injection o f  a large number o f  parasites via the 

intravenous, intracardial or intraperitoneal route (Palatnik-de-Souza et al., 1994; Bories 

et al.. 1998; M e lby  et al., 1998; Basu et al., 2005). However, hamsters immunization 

with D N A  plasmid encoding for L.IIVH9, a Lu. longipalpis salivary protein, protected 

them from disease development (Gom es et al., 2008).

In a recent study, the capacity o f  L  donovani kinetoplastid membrane protein 

{KM P )-11  induce protective immunity in hamster was evaluated (Basu et al., 2005). 

Immunization o f  hamsters with Ü N A  plasmids encoding for K M P l l  induced a mixed 

Thl/7'h2 T  cellular immune response, with high levels o f  IFN-y, tumor necrosis factor- 

a , lL-4 and lL-12 but a lack o f  lL-10. The vaccinated hamsters were protected from the 

disease. The demonstration that human C D 8+  T  cells from infected patients recognize 

KMP-11 and that human macrophages can present KM P-11 epitopes associated to 

M H C  class 1 pointed this protein as a potent candidate for anti-Leishmania vaccine 

development (D ie z  et al., 2006; Basu et al., 2007). The combination o f  protective 

antigens has been studied by different authors aiming enhance protection against 

Leishmania infection (Iborra et al., 2004). In this study w e  evaluated the combination o f  

D N A  plasmids encoding for LJM 19 or KM P-11 as inducers o f  protective immunity 

against L. infantum chagasi infection in the hamster model.



2.1. Sand flies and their salivary gland lysates

Laboratory colonies o f  Lutzomyia longipalpis were reared at the Gonçalo M on iz  

Researh Center. Salivary gland from adult female flies were dissected and transferred to

10 or 20 1̂ Hepes 10 m M  pH 7.0 NaC l 0.15 in 1.5 polypropilene vials, usually in 

groups o f  20 pairs o f  gland in 20 |j1 o f  Hepes saline, or individually in 10 îl o f  Hepes 

saline. Salivary glands were kept at -75°C until needed, when they were disrupted by 

sonication using a Branson Sonifier 450 homogenizer ( Branson, Danbury, C T )  (R ibeiro 

et al., 2001). Salivary homogenates were centrifuged at 10,000 g x 2 min; the 

supernatants were used in the experiments.

2.2. Leishmania parasites

L. infantum chagasi (MHOM/BROO/MER7 S T R A IN 2 )  promastigotes were 

cultivated in Schineider's insect Medium (Sigma Chemical Co., St Louis, M o , U S A )  

supplemented, with 20%  inativated PCS, L-glutamine (2m M ), penicillin (lOOU/ml), 

streptomycin (100 |ig/ml) at 23 “C for 5-7 days when parasites reached the stationary- 

phase. The parasites used in hamsters infections were washed 3 times with saline at 

3000 rpm for 10 min, resuspended in saline and adjusted to 5x1 0 ^ -1 0 *  per ml.

2.3. Construction of DNA plasmids coding for L il longipalpis salivary proteins and 

immunization of hamsters.

M ale Golden Syrian Hamsters {Mesocricelus auralus) at 10-12 weeks-old, from 

Centro de Pesquisa Gonçalo M oniz , were used for experimental purposes with prior 

approval o f  the animal ethics committee o f  the Pundação Oswaldo Cruz-Piocruz, Bahia-

2. Methods



Brazil. D N A  plasmids coding lor Lu. longipalpis salivary proteins were cloned into the 

V R 2 00 1 -1 O PO  vector and puriiled as previously described |8], K M P l l  enconding 

plasmids were a kind gilt from Dr. Manoel Sotlo o f  Universidad Autómona de Madrid. 

Spain (Fuertes et al, 2001). Groups o f  hamsters were immunized intradermally (i.d.) 

(Belkaid et a)., 1998) in the left ear each with 10 pg/animal o f  L.1M19 or 100 [jg/animal 

o f  K M P l l  plasmids for three times at 14 days interval. Control hamsters were 

immunized with saline or empty plasmids constructions V R 2001-TO PO  for IJ M 1 9  and 

pcD N A 3  for K M P l  1. Each hamster received plasmids construction in 20 pi o f  saline in 

different situations: I- Only saline; ] ]-  LJM19 D N A ,  1]]- K M P l  1 D N A ,  IV - L.1M19 and 

K M P l  1 D N A  and V -  Empty plasmids controls administrated together. T w o  weeks after 

the last immunization, hamsters were challenged i.d. in the right ear with 10  ̂stationary 

phase promastigotes o f  I ,  chagasi plus equivalent o f  0.5 salivary gland pairs in 20 pi o f  

saline. Twenty-four and forty-eight hours after challenge delayed-type hypersensitivity 

reaction were measured by caliper. The diameter o f  right ear was subtracted form the 

left ear measurement in analyses.

2.4 IgG anti-saliva determination by ELISA

E L IS A  plates were coated with 5 pairs o f  salivary glands/ml (approximately 5 

pg protein/ml) overnight at 4°C. A fter  three washes with PBS-0.05% Tween, the plates 

were blocked for 1 hour at 37°C with PBS-0.05% Tween plus 3%  B SA . Sera were 

diluted with 1:50 with PBS-0.05% Tween  then incubated overnight at 4 °C. A fter  

further washes, the wells were incubated with alkaline-phosphatase-conjugated anti­

hamster IgG  (.lackson ImmunoResearh, west grove, P A , U S A )  at a 1:1000 dilution for 1 

hour at 37°C. Fo llow ing another washing cycle, the color was developed for 30 min



w ith  a chrom ogcn ic so lu tion  of paranitrophenilphosphate ] m g /m l and the reaction was 

stopped w ith  N A O M  3M  and analyzed at 405 mm.

2.5. Aoti-Leishmania serology by ELISA

Leishmunia were cultivated in Schneider's Medium, and parasites were 

disrupted by freeze-thaw cycles and then centrifuged at 40,000g for 20 min. Protein 

content o f  the supernatant was determined by method o f  Lowry. Samples were stored at 

-20°C until use. L L IS A  plates were coated with lOpg/ml with soluble antigen o f  

Leishmunia (S L A )  overnight at 4"C. A fter three washes with PBS-0.05% Tween, the 

plates were blocked for 1 hour at 37°C with PBS-0.1% Tween plus 1% BSA . Sera were 

diluted with 1:100 with PBS-0 .05%Tween then incubated overnight at 4 °C. A fter  

further washes, the wells were incubated with alkaline-phosphatase-conjugated anti­

hamster IgG (.lackson ImmunoReasearh, west grove, PA , U S A )  at a 1:1000 dilution for

1 hour at 37°C. Fo llow ing  another washing cycle, the color was developed for 30 min 

with a chromogenic solution o f  paranitrophenilphosphate 1 mg/ml and the reaction was 

stopped with N A O H  3M  and analyzed at 405 mm.

2.6. Limiting Dilution Assay to determine parasites loads in infected tissues

Parasite load was determined using the quantitative limiting dilution assay as 

described by L im a et al. (1997). Briefly, infected ears, lymph nodes, liver and spleen 

were aseptieally removed from each hamster at the completion o f  the experiments. 

Tissues were homogenized and diluted in Schineider’ s insect cell culture Medium  

(Sigma, St. Louis , M O )  supplemented with 10% heat-inativated fetal bovine serum, 

100 U  o f  penicillin per ml and 100 |ig/ml o f  streptomycin. Homogenate samples were 

each serially diluted in microtiter 96-wells in sixplets and incubated for one w eek  at



23'’( '.  W ells  with positive growth were Jioted at specifie dilutions as a measure o f  the 

parasites burdens in the tissues. Results were expressed as mean parasite titer ±  SD.

2.7. RNA isolation and quantitative Real-Time PCR of cytokine

Total R N A  was extracted from the spleen and liver o f  infected hamsters using 

Trizo l reagent (Invitrogen). First strand c D N A  synthesis was perfonned with 

approximately 1-2 pg o f  R N A  in a total volume o f  20 |il using the SuperScript™ 111 

reverse transcriptase. D N A  was amplified adding 2(ig o f  R N A  in 30pl o f  a mix 

containing primers o ligo  (dT)12-18, 2,5|iIVl, dNTPs, 1 m M  (Invitrogen), buffer IX  

(Tris-MCl 20m M, pH 8.4, K C l 50mM, M gC h  2 m M .), 20U o f  ribonulease inhibitor and 

50U o f  Superscript 11 reverse transcriptase (G ibco). Amplification conditions consisted 

o f  an initial pre-incubation at 42°C for 50 min, fo llowed by amplification o f  the target 

D N A  for 40 cycles at 95°C for 5 min. A  standard curve was generated for each set o f  

primers and the effic iency o f  each reaction was determined. The expression levels o f  the 

genes were normalized to G A P D H  levels. The results are expressed in fold change over 

control. Oligonucleotide primers used for real time P C R  were: G A P D H  

(5 ’ C T G A C A T G C C G C C C T G G A G ;  3 ’ T C A G T G T A G C C C A G G A T G C C ) ;  IFN-y  

(5 ’ G A A G C T C A C C A A G A T T C C G G T A A ;  3 T T T T C G T G A C A G G T G A G G C A T ) ;  IL -

10 (5 ’A G A C G C C T T T C T C T T G G A G C T T A T ;  3 ’ G G C A A C T G C A G C G C T G T C ) ;  

TG F-P  (5 ’ G C l 'A C C A C G C C A A C T T C T G T C ;  3 ’T G T T G G T A G A G G G C A A G G ) .  

Primers and probes for 1L4, IL IO , TGF-P, IFN-y  and G A P D H  were obtained from 

Applied Biosystem, E U A . The real time reaction was performed in 96 well plates using 

SYBR-G reen  P C R  Master M ix  and Perkin-Elmer A B l  Prism 7500 sequence detection 

system. Forty cicles reactions with 15 seconds at 94°C and 1 minute at 60° C were 

performed according with AB l-Pr ism  7500 manufacturater’ s instructions.



2.8. Hematologiacal analyses

Blood samples were collected from animals groups for hematological evaluation 

two and five months after challenge. Blood smears were analyzed stained by Giemsa 

and cell counts were performed by a blood cell counter. Healthy hamsters were used as 

control for immunized and challenged animals.

2.9. Statistical analysis

Results were expressed as mean ±  SD. Comparisons among the experimental 

groups were done by one-way A N O V A  (Kruskal-wallis) test with Dunn's post test 

using Graphpad software program. The level o f  significance was chosen when p<0.05.

3. Results

3.1- Immunization with LJM19 and KMPll enhances IFN-y in draining limph 

nodes and anti-Leishmania antibody production

Hamsters immunized with LJM19 and/or K M P l l  codifying plasmids showed 

elevated IFN-y  production in draining lymph nodes. However, the production timing o f  

these cytokines was particular to which D N A  construction analyzed. The IFN-y  

production was evaluated by real time P C R  7, 14, 21 days after the last immunization. 

Twenty-one days after last i.d. inoculation, K M P l l  immunized hamsters showed a 

higher production o f  this pro-inflammatory cytokine (p<0.05) when compared with 

control plasmids (F ig  lA ) .  Once administrated together LJM19 and K M P l l  plasmids 

constructions induced higher IFN-y production on day 14 after challenge (p<0.05). 

However, although LJM19 immunization enhances five times the IFN-y production, no 

significant differences were observed when compared with control animal groups



(p>0.05). Hamsters immunized with 1JIV1I9 and K M P l  1 D N A  plasmids showed higher 

ànú-Leishrnaniu antibody production 21 days after the challenge and presented an under 

curve area significantly higher than controls (p<0.05) (F ig  IB ).  N o  differences in anti­

saliva o f  Lu. longipalpis production were observed in all period times evaluated 

(p>0.05) (data not shown).

3.2- Immunized hamsters show lower parasite load in the ear but not in the 

draining lymph nodes

The parasite load was evaluated 7 and 14 days in LJM19, K M P l  1 and K M P l  1 

plus L.JM19 immunized hamsters. Seven days after challenge with L. chagasi plus Lu. 

longipalpis saliva, L.IM19 and/or K M P l  I immunized hamsters showed lower parasite 

load in the ear. Interestingly, forty-eight hours after challenge K M P l  1 and LJM19 plus 

K M P l ]  immunized animals showed a significant D TH  response in the ear when 

compared with control groups (p<0.05) (F ig  2A ). The reduction in parasites number in 

the ear was significantly lower in hamster immunized with LM 19  plus K M P l  1 (p<0.05) 

(F ig  2B). These animals showed a 100 and 1000 folder reduction in the parasite load 

seven and fourteen days after challenge, respectively. However, no differences were 

observed between immunized groups concerning parasite loads evaluated in the 

draining lymph nodes (d L N )  at these time points pos-infection (p<0.05) (F ig  2C). When 

IgG  anti-saliva and anú-Leishmania were evaluated, no differences were observed 

among all groups o f  immunized hamsters seven and fourteen days after challenge (data 

not shown).



3.3. Im muiiizatioD  by LJM19 induce h igher IFN-y/IL-10 and IFN-y/TGF-p 

production  in dra in ing  ]ym ph nodes o f  hamsters challenged w ith  parasite plus 

saliva

T o  examine the production o f  pro-inflammatory and anti-inflammatory 

cytokines proflles in immunized and challenged hamsters, real time P C R  were 

performed in dLN  samples at 7 and 14 days after challenge. IJ M 1 9  immunized 

hamsters showed a higher ratio between lFN-y/lL-10 and IFN-y/TGF-P production at 

these time points. These ratios were significantly higher than control animal groups 

(p<0.05). K M P l l  and L.IM19 plus K M P l l  immunized hamsters showed an 

enhancement o f  3 and 2.5 times in the lFN-y/lL-10 and IFN-y/TGF-P productions, 

respectively. However, these ratios in the dLN  did not show significant differences from 

the controls (F ig  3A  and 3B).

3.4. Parasite load is decreased in spleen and liver of immunized hamsters

The observed enhancement in the ]FN-y  production in dLN  induced to analyses 

o f  the parasite load in the visceral sites in L. chagasi infection. Parasites loads in the 

liver and spleen were quantified two and five months after challenge. T w o  months after 

infection hamsters immunized with LJM19, K M P l  1 and LJM19 plus K M P l  1 showed a 

10  ̂ folder reduction in the parasite load in the spleen compared with control group 

(p<0.05) (F ig  4 A ).  The liver o f  LJM19 and LJM19 plus K M P l l  immunized hamsters 

did not show parasites when analyzed two months after challenge (F ig  4B). Parasite 

loads in the spleen and liver still remain lower five  months after challenge in 

immunized hamsters with encoding D N A  plasmids. Spleens and livers from LJM19 and 

LJM 19 plus K M P l l  immunized hamsters showed a lO’  folder reduction at this time



point o f  evaluation and were s ig n ifica n tly  low er than saline and em pty p lasm ids 

im m unized  hamsters (p<0.01 and p<0.()5, respective ly) (F ig  4).

3.5. Immunized hamsters showed a lower IFN-y/IL-10 and IFN-y/TGF-P in the 

spleen five months after challenge with L. chagasi plus saliva

T o  understand the basis o f  the different outcomes o f  L .chagasi infection in 

hamsters immunized with plasmids encoding for LJM19, K M P l l  or U M ] 9 plus 

K M P l l  w e compared the ratio between INF-y/IL-lO and INF-y/TGF-P o f  different 

groups o f  hamsters in the spleen, two and five months after challenge by real time PCR. 

W e  observed that two months after infection K M P l l  immunized hamsters showed a 

higher IFN-y/TGF-P but no differences in the lFN-y/lL-10 were observed (F ig  5). 

Mowever, f ive months after challenge all groups o f  immunized animals showed a 

reduced ]FN-y/IL-10 and IFN-y/TGF-P relation in the spleen compared with control 

animal groups (p<0.05) (F ig  5).

3.6. KM Pll plus LM19 immunized hamsters produce lower IgG ^ati-Leishmanial 

antibodies

Immunization with K M P l  1 D N A  was previously shown to induce a decreased 

ar\\\-Leishmania antibodies production (Basu et al., 2005). In this report, w e observed 

that hamsters immunized with K M P l l  plus LJM19 D N A  plasmids induced a lower 

production o f  these antibodies five  months after challenge. This production was 

significantly lower than saline or empty control immunized animals and correlated to 

the lower parasite load observed at this time point o f  evaluation (p<0.05) (Fig. 6A ). 

Flowever, no significant differences were observed between groups when anti-saliva 

IgG total antibodies were evaluated by E L IS A  (F ig  6B).



3.7. Hamsters immunized with DNA plasmids do not develop hematological 

disorders after challenge with L. chagasi

II is well known that patients with visceral leishmaniasis develop hematological 

disorders. Hamsters can reproduce many o f  these clinical features and develop anemia, 

leukopenia and pancytopenia. T o  examine i f  immunization w'ith D N A  plasmids could 

protect hamsters from anemia development, blood samples were evaluated two and five 

months after challenge. W e  observed that immunization o f  hamsters with D N A  

encoding plasmids abrogated the development o f  anemia. Healthy hamsters were used 

as control. Compared with healthy hamsters, our control animals showed a decreased 

number o f  red blood cells (p<0.05), a decreased hematocrit (p<0.05) and a reduced 

amount o f  hemoglobin (p<0.05). However, immunized hamsters did not develop 

reduction o f  these hematimetric indices and did not show significant differences from 

the control animal groups (p>0.05) (Table 1).

4. Discussion

Many authors have shown protection against different pathogens using 

immunization with D N A  plasmids (M oreno et al., 2007; Hu et al., 2007; Zanin et al., 

2007; Carter et al., 2007). In this study, we reaffirm that immunization with LJM19 

codifying plasmids, a L. longipalpis salivar protein, can confer protection to hamsters 

challenged with L  chagasi plus L. longipalpis saliva in a hamster model. K M P l l  

immunized hamsters were protective in the same way, however the combination o f  

plasmids do not induce higher protection in our model. D N A  plasmids encoding for 

antigens are able to induce both T  CD 4+ and T  C D 8+  response (Ivory  &  Chadee, 2004; 

Garmory et al., 2005; Dumonteil, 2007). The expression o f  antigens in mammals cells 

and production o f  antibodies against these proteins after immunization have been shown



in difl'erent studies (Hirao et al.. 2007; Coler et al.. 2007). These responses usually are 

fo llowed by a reduction o f  pro-inilammatory cytokines and an enhancement o f  pro- 

inilammatory cytokines production (Dondji et al., 2005). In the same way. 

immunization with D N A  plasmids do not codifying for antigens, but holding 

immunostimulatories sequences, induce potent D T H  response (Mazunder et al., 2007).

In this study we observed that only immunization with plasmids codyfm g 

K M P l  I or K M P l l  plus 1JM19 can induce anú-Leishjnania antibodies production. 

K M P I l  is a highly conserved trypanosomatid protein expressed in different stages o f  

Leishwania. mainly in promastigostes (Jardim et al.1991; Tolson et al., 1994; Jardim et 

al.. 1995). This protein processed by macrophages are presented and recognized by 

CD4+ and C D 8+  T  cells in both human and murine models (Tolson et al., 1994; Basu el 

al., 2007). BALB/c mice immunized with K M P l l  encoding plasmids showed IgG 

production and were protected against Trypanosoma cruzi challenge (Planelles et al., 

2001).

Hamsters showed an enhancement in the dLN  IFN-y  production when 

immunized with LJM19 and/or K M P l  1 D N A  plasmids. However, a different timing in 

this cytokine production was observed in each immunization profile. This timing could 

be an important mechanism underlining immune response against pathogens after 

challenge. The presence o f  pro-inflammatory cytokines in early moments pos-infection 

induce N K ,  lymphocytes and presenting cells activation enhancing IL-12 production 

and expression o f  co-stimulatory molecules (Gordon, 2002; Aliberti et al., 2003; Harizi

&  Galdi, 2005; Rodrigues et al., 2006; Cooper &  Khader, 2006; Newm an &  R iley, 

2007; Tupin &  Kronemberg, 2007). This inflammatory environment with a higher



reactive oxygen derivates production enables immune system cells to kill intracellular 

pathogens (Hvans et al., 1993; Murray & Nathan, 1999; Murray et al.. 2006).

Hamsters immunized with L.IM19 and challenged with parasites plus saliva 

showed elevated lFN-y/lL-10 e IFN-y/TGF-P relations in dLN. Many studies show the 

important role o f  lL-10 as an anti-inilammatory cytokine, deactivating macrophages, 

diminishing N O  production and facilitating Leishwania survival inside phagocytes 

(Ghalib et al., 1993; O liver et al., 2005). In the same way. TGF-[] is an important 

cytokine for parasite survival and disease progression (Gantt et al., 2003). Interestingly, 

our control hamsters showed higher ratios between IFN-y/lL-10 and IFN-y/TGF-P in the 

spleen five months after challenge. These ratios are in agreement with results studying 

human V L  patients which show elevated parasite load even in a pro-inflammatory 

environment (Ny lén  et al, 2007).

The role o f  phlebotomine sand lly  saliva have been shown both in animal and 

human models (Barral et al., 2000, Guilpin el al., 2002, Costa et al., 2004). Belkaid et 

al, 1998, showed that the pre-sensibilization with salivary compounds o f  Phlebolommus 

papatasi induced protection against a challenge with L. major plus saliva. Many studies 

have been shown similar results with different species o f  Leishmania and 

phlebotomines (Thiakaki et al., 2005; Morris et al., 2001). The formal demonstration 

that mice immunized with D N A  plasmids codify ing for SP15, a P. papatasi salivar 

component, and hamsters immunized with D N A  plasmids encoding for LJM19, a Lu. 

longipalpis salivary protein, protect these animal models against L  major and L. 

infantum chagasi infection, respectively, point out for new topics in vaccination against 

Leishmania infection (Valenzuela et al., 2001; Gomes et al., 2008). These studies 

showed that D T H  development at the site bites promote protective immunity against 

Leishmania.



Inllammatory cells could have contributed for lower parasites load observed in 

the ears 7 and 14 days alter challenge in our study. However, even with the elevated 

IFN-y/IL-JO and irN -y/TGF-(] ratios in dLN . no reduction in parasite load was observed 

in this site. Interestingly, K M P I  1 immunized hamsters showed an enhancement in IFN-

7 only 21 days after the last immunization. Then, this timing could be observed after 

challenge with L. infanlum cha¡Ja.si plus SGS. Hamsters immunized with LJM19 and/or 

K M P - l l  codify ing plasmids showed a significant reduction in the parasite load in the 

liver and spleen 2 and 5 months after challenge. Recently, was demonstrated that 

immunization with D N A  encoding for K M P I  1 protected hamsters against L. donovani 

infection (Basu et ai., 2005). In this study it was demonstrated that immunized hamsters 

with K M P I  1 D N A  showed higher survival and lower parasites loads in the liver and 

spleen 2 and 4 months after challenge. This protection was correlated with an 

enhancement o f  inducible oxid nitric synthetase, IFN-y and lL -4  production, a reduction 

o f  lL-10 and anú-Leishmania antibodies production (Basu et al., 2005).

Different studies have shown K M P l l  conservation (Fuertes et al., 1999; 

Ramirez et al., 2002; Berberich el al., 2003; Delgado et al., 2003; Carvalho et al., 2005; 

D iez  et al., 2006). Both patients with Chagas disease and leishmaniasis recognize 

K M P I  1 by antibodies (Thomas et al., 2001). Human TC D 8 +  T  cells can be activated by 

L  donovani infected macrophages presenting K M P I  1 epitopes by H L A  class 1 (Basu et 

al., 2007). The activation o f  cytotoxic cells demonstrated that L. donovani infected mice 

treated with K M P I  1 transfected macrophages showed a reduction in the spleen and liver 

parasite loads (Basu et al., 2007). This reduction was associated to strong T  C D 8+  cells 

activation and lL-10 inhibition, but not lL-4 and IL-13 (Basu et al., 2007).

Interestingly, in our study the combination o f  D N A  plasmids encoding for K M P -

11 and L.IM19 did not enhance the protection observed in immunized hamsters.



Probably, this ct)uld be the up most protection using this immunization profile. 

DilTerent immunization protocols must be used to reach higher protection. 

Prime/booster immunization has been shown excellent results in leishmaniasis vaccines 

development protocols (Dondji et al., 2005; Ramos et al., 2008). In the same way, 

Lei.slvnania antigens entrapment in liposomes and nanoparticles have shown good 

results (Sharma et al.. 2006; Greenland &  Letvin, 2007).

In summary, we have demonstrated the ability o f  K M F l  1 D N A  plasmid induce a 

protective immune response against L. infantum chagasi infection in the hamster model. 

W e reaffirm the earlier observed protection against this Leishmania specie in hamsters 

immunized with 1JM19 D N A  plasmids. This protection is fo llowed by an enhancement 

ol' I fN - y  production in the dLN  and a reduction in parasites loads in liver and spleen. 

However, the combination o f  D N A  plasmids encoding for K M P -1 1 or LJM19 does not 

enhance these protective effects.
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Figura 1. ( A )  Jnleri'eron- y production in D N A  plasmids codify ing K M P l  1 and LJM19 

immunized hamsters. Hamsters were immunized for three times in the ear dermis. 

Groups o f  animals were immunized with saline. L.1M19, K M P l  1, K M P l  1 plus L.1M19 

and empty control plasmids. Retromandibulares dLD  were collected 7, 14 and 21 days 

after last immunization and the IFN-y production was evaluated by real time PCR. The 

relative quantification (R Q )  was obtained using no immunized control hamsters (B ) 

Anú-Leishmaniu  antibodies production. Antibodies production was evaluated by E L IS A  

1. 14 and 21 days after last immunization. (C ). Under curve area in anh-Leishmania 

antibodies production. n=6. *p<0.05.

Figure 2. Ear and dLN  parasites loads in early moments pos ection by L. infanlwn 

chagasi. Hamsters were immunized for three times in the ear dermis. Groups o f  animals 

were immunized with saline, LJM19, K M P l  1, K M P l  1 plus L.1M19 and empty control 

plasmids. T w o  weeks after the last immunization hamsters were challenged with 10  ̂L. 

infantum chagasi plus 0.5 salivary gland par equivalent in the lateral ear. Twenty-four 

and forty-eight hours after challenge ears thickness were evaluated by a caliper and 

subtracted from the lateral ear. Ears and Retromandibulares dLD  were collected 7 and 

14 days after challenge. Parasites loads o f  the ears and dLN  were evaluated by limiting 

dilution assay (E L ID A ) .  ( A )  D T H  response in challenged hamsters. (B )  Ear parasite 

load. (C )  d L N  parasite load. n=6. *p<0.05, **p<0.01.

Figure 3. Cytokines expression by d L N  D N A  plasmids codifying K M P l  1 and LJM19 

immunized and challenged hamsters. Hamsters were immunized for three times in the 

ear dermis. Groups o f  animals were immunized with saline, LJM19, K M P l l ,  K M P l l  

plus LJM19 and empty control plasmids. T w o  weeks after the last immunization

Figures legends



hamsters were challenged with 10  ̂ L. injanlmn chagasi plus 0.5 salivary gland par 

equivalent in the lateral ear. Retromandibulares dLD  were collected 7 and 14 days after 

challenge. IFN-y. lL-10 and TG F -P  production was evaluated by real time PCR. The 

relative quantification (R Q )  was obtained using no immunized control hamsters. ( A )  

lFN-y/lL-10. (B )  IFN-y/TGF-p n=6. *p<0.05.

Figure 4. D N A  plasmids codify ing K M P l  1 and LJM19 immunized and challenged 

hamsters spleen and liver parasites loads. Hamsters were immunized for three times in 

the ear dermis. Groups o f  animals were immunized with saline, L.IM19, K M P l l ,  

K M P l l  plus 1JM19 and control plasmids. T w o  weeks after the last immunization 

hamsters were challenged with lO"̂  L. infantum chagasi plus 0.5 salivary gland par 

equivalent in the lateral ear. T w o  and five  months after challenge spleen and liver were 

collected and weighted. Parasites loads o f  the ears and dLN  were evaluated by limiting 

dilution assay (E L ID A ) .  (A ) .  Spleen parasite load. (B ). L iver  parasite load. n=8. 

*p<0.05, **p<0.01.

Figure 5. Spleen cytokine expression in immunized hamsters challenged with L. 

infantum chagasi plus saliva. Hamsters were immunized for three times in the ear 

dermis. Groups o f  animals were immunized with saline, LJM19, K M P l l ,  K M P l l  plus 

LJM19 and empty control plasmids. T w o  weeks after the last immunization hamsters 

were challenged with 10  ̂L  infantum chagasi plus 0.5 salivary gland par equivalent in 

the lateral ear. T w o  and five  months after challenge spleen samples were collected. 

IFN-y, lL -10 and TGF-(3 production was evaluated by real time PCR. The relative 

quantification (R Q )  was obtained using no immunized control hamsters. ( A )  IFN-y/IL- 

10. (B )  IFN-y/TGF-p. n=8. *p<0.05, **p<0.01.



Figure 6. Antibodies production in D N A  plasmids codifying K M P l l  and L.1M19 

immunized hamsters challenged with L. infanlum chagasi. Hamsters were immunized 

for three times in the ear dermis. Groups o f  animals were immunized with saline, 

L .IM I9 , K M P l  1, K M P I I  plus L.IM19 and empty control plasmids. T w o  weeks after the 

last immunization hamsters were challenged with 10  ̂ L. infantum chagasi plus 0.5 

salivary gland par equivalent in the lateral ear. T w o  and five months after challenge 

blood samples were collected. Anú-Leishmania  and anti-saliva antibodies production 

were evaluated by I ’ IJS A . (A ) .  An\\-Leishmunia antibodies production. (B ). Anti-saliva 

antibodies production. n=8. * p<0.05.

Table 1. Eritrogram from D N A  plasmids codifying K M P l l  and LJM19 immunized 

hamsters challenged with L  infantum chagasi. Hamsters were immunized for three 

times in the ear dermis. Groups o f  animals were immunized with saline. LJM19, 

K M P l l ,  K M P l l  plus IJ M 1 9  and empty control plasmids. T w o  weeks after the last 

immunization hamsters were challenged with lO^Z. infantum chagasi plus 0.5 salivary 

gland par equivalent in the lateral ear. T w o  and five  months after challenge blood 

samples were collected and evaluated by a blood cell counter. B lood smears were 

confectioned for morphological analysis by light microscopy. n=6. * p<0.05.















Table 1

Healthy Saline LJM19 KM Pll KMP11+LJM19 Empty controls

2 months 5 months 2 months 5 months 2 months 5 months 2 months 5 months 2 months 5 months

Red blood 
cells (10̂ *) 

Hemoglobin
(g%)

Hematocrit
( % )

8.5±0.1 8,1±0.1 6.8±0.4* 8.4±0.2 8.4±0.2 8.2±0.1 7.7±0,4 7,8±0.2 8.5±0.3 7.8±0,2 6.9±0.4* 

16.1±0.4 14.9±0.3 13.2±1.1* 16.2±0.4 14.9±0.5 16.1±0,2 14.Ü0.7 14.4±0.4 15,8±0.4 I4,5±0,7 13.Ü0.6* 

47.5±0.6 45 .U 0 .5  37.3±1.7* 45.8±1.0 47.6±1.6 46.4±0.6 47.7±2,1 43.7±1.2 47.9± l.9  43.6±I,2 37.6±2.2*
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