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RESUMO

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ), causada pelo parasito intracelular
Leishmania infantum, é uma doenca tropical negligenciada que pode ser fatal quando
ndo tratada. Os cdes sdo considerados 0s principais reservatorios domésticos de L.
infantum na LVZ, ja que a presenca de cées infectados pode aumentar o risco de
infeccdo humana. A leishmaniose visceral canina (LVC) representa um dos maiores
problemas veterinarios e de salde publica no sul da Europa, Oriente Médio e América
do Sul. O controle de reservatdrios animais € baseado na eliminacdo de cées
soropositivos em areas endémicas. Contudo, o tratamento de cdes infectados ndo €
indicado no Brasil, pois esse procedimento pode levar a selecdo de parasitos
resistentes jA que as mesmas drogas sdo usadas no tratamento de infec¢bes em
humanos. Sendo assim, o uso de vacinas contra a LVC continua sendo a melhor
alternativa no controle de parasitos. Nesse trabalho, nos apresentamos dados de perfil
de imunogenicidade e protecdo conferido pelo uso de parasitos vivos atenuados
LdCen” em modelo canino, comparando com Leishmune®, uma vacina disponivel
comercialmente. A imunogenicidade e protecdo foram avaliadas através da producao
de anticorpos, proliferacdo e ativacéo celular, expressao de receptores TLR, producao
de citocinas intracitoplasmaticas e secretadas no sobrenadante, e carga parasitaria por
Real Time PCR. A vacinacdo com LdCen™ resultou em alta imunogenicidade e
protecdo, observado pela maior producdo de 19Gtowm, 19G1, € 1gG,, e maior
linfoproliferacdo em resposta a antigenos sollveis. Além disso, cées vacinados com
LdCen™ apresentaram maior frequéncia de células T CD4* e CD8" ativadas, maior
producdo de IFN-y e menor producéo de IL-4 por essas células, secre¢do aumentada
de TNF-a e 1L-12/1L-23p40 e menor secrecdo de IL-4 em sobrenandante de culturas
estimuladas. Também podemos observar alta expresséo de receptores TLR2, 4 e 9 por
linfocitos T CD4", maior expressio de TLR4 por células T CD8", e menor carga
parasitaria em cdes vacinados. Os dados sugerem que a vacinagdo com parasitos
LdCen” induz a produgo de anticorpos, proliferacdo e ativacéo celular, expressdo de
receptores Toll e producdo de citocinas pro-inflamatdrias, sendo que esse conjunto de
fatores permitiu a inducdo de protecdo contra o desafio com L. infantum. Baseando
nesses dados, a imunizacdo com esses parasitos se mostrou segura e imunogénica,

conferindo protecdo em cées.
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ABSTRACT
Zoonotic visceral leishmaniasis, caused by the intracellular protozoan parasite

Leishmania infantum, is a neglected tropical disease that is often fatal when untreated.
Dogs are considered the main reservoir of L. infantum in zoonotic VL as the presence
of infected dogs may increase the risk for human infection. Canine visceral
leishmaniasis (CVL) is a major veterinary and public health problem in Southern
Europe, Middle East and South America. Control of animal reservoirs relies on
elimination of seropositive dogs in endemic areas. However, treatment of infected
dogs is not allowed in Brazil as this approach can lead to emergence of drug
resistance since the same drugs are used to treat human infections. Therefore,
vaccination against CVL remains the best alternative in control of the animal
reservoirs. In this study, we present data on the immunogenicity and protection profile
of a live attenuated parasite LdCen™ in a canine infection model and compared it to
that of Leishmune® a commercially available recombinant vaccine. The
immunogenicity and protection of the LdCen™ parasites was evaluated by antibody
secretion, activation and proliferation of T cells, production of intracytoplasmic and
secreted cytokines, TLR expression and parasite load by Real Time PCR. Vaccination
with LdCen” resulted in high immunogenicity and protection as revealed by the
higher 19G o, 19G1, and 1gG, production and higher lymphoproliferative response.
Further, LdCen” vaccinated dogs showed higher frequencies of activated CD4" and
CD8" T cells, IFN-y production by CD4" and CD8" T cells and decreased production
of IL-4 by theses cells, increased secretion of TNF-o. and IL-12/IL-23p40 and
decreased secretion of IL-4 in supernatant of stimulated cultures. We also observed
higher expression of TLR2, 4 and 9 by CD4" T cells, higher expression of TLR4 by
CD8" T cells, and lower parasite load in vaccinated dogs. These data suggest the
vaccination using LdCen” can induce antibodies secrection, cell activation, lymph
proliferative response, TLR expression, proinflammatory cytokines production, and
all these factors together induced protection against challenge with L. infantum.
Based on that, the immunization with these parasites shown to be safe and

immunogenic, conferring protection in dogs.
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O conhecimento dos mecanismos protetores das leishmanioses tem avangado nos
altimos anos com o progresso obtido em estudos de resposta imunoldgica e
imunopatologica da infeccdo. No entanto, a maioria dos estudos sobre resposta imune e
patoldgica das leishmanioses € concentrada na demonstracdo de eventos ocorridos
durante a infeccdo, conforme a progressédo clinica no hospedeiro; poucos sdo os estudos
sobre mecanismos protetores desencadeados por uma vacina anti-Leishmania.

Além disso, o controle da LV depende de um diagndstico precoce, controle de
vetores e surtos em reservatorios domesticos e tratamento dos individuos infectados
(Desjeux et al., 1996). Estas medidas podem eliminar (Palatnik-de-Sousa et al., 2001) ou
reduzir drasticamente a transmissé@o (Jeronimoet et al., 2000), quando utilizadas durante
um longo periodo de tempo (Magalhaes et al., 1980). A disponibilidade de novos
diagnosticos (Desjeux, 2004), o controle eficiente de vetores com aerossois e também de
coleiras impregnadas com deltametrina para utilizacdo em animais (Courtenay et al.,
2009) e de novos medicamentos, tais como miltefosina (Desjeux, 2004) permitiu um
melhor controle da LV (Desjeux et al., 2004; Gramiccia et al., 2005). Por outro lado,
apesar da diminuicdo da incidéncia de casos de LV humanos e caninos apds eliminacéo
dos cdes seropositivos em areas endémicas, a estratégia de controle proporciona apenas
um efeito transitorio e ndo € aceita amplamente (Tesh et al., 1995). Embora o tratamento
de cées geralmente resulte em melhora clinica, as recaidas sdo frequentes e na maioria
dos casos ndo leva a cura parasitolégica ou inibicdo da infectividade para os
flebotomineos (Baneth et al., 2002). Alem disso, o tratamento de cées infectados ndo é a
abordagem mais eficaz, ja que o mesmo farmaco é utilizado para tratar infeccdes
humanas e possivelmente induz a selecdo de parasitos resistentes (Desjeux et al., 1996;
Tesh et al., 1995). Por isso, a vacinacgdo constitui 0 método mais eficaz para o controle da
LV zoondtica. A aplicacdo de uma vacina eficaz em cdes também pode diminuir
drasticamente a transmisséo de L. infantum em humanos (Dye et al., 1996).

Tentativas anteriores de vacinacdo baseados em parasitos de Leishmania mortos
ou antigenos de parasitos definidos resultou numa protecdo limitada e de curto prazo
(Ravindran et al., 2004). Vacinas vivas atenuadas, por outro lado, permitem que o sistema

imune do hospedeiro possa interagir com um repertorio amplo de antigenos considerados
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essenciais para o desenvolvimento da imunidade protetora e, mais importante, nao
causando doenca (Silvestre et al., 2008; Selvapandiyan et al., 2009; Selvapandiyan et al.,
2012). Varios métodos tém sido usados para atenuar os parasitos de Leishmania para a
vacinagdo, como por passagens sucessivas em cultura (Mitchell et al., 1984), mutagénese
quimica (Kimsey et al., 1993), atenuacgéo por irradiacdo gama (Rivier, 1993), cultura sob
pressdo de drogas (Daneshvar et al., 2003) e delec@o génica (Selvapandiyan et al., 2001;
Selvapandiyan et al., 2004; Selvapandiyan et al., 2006; Dey et al., 2010).

A imunidade protetora induzida por parasitos Leishmania donovani
geneticamente modificados para o gene da centrina (LdCen”) foi avaliada em
camundongos Balb/c e hamster (Selvapandiyan et al., 2009). A supressdo da centrina em
L. donovani afeta especificamente a citocinese de formas amastigotas, induzindo a morte
das células, ja que essas se tornam multinucleadas, enquanto o crescimento de formas
promastigotas nao é afetado (Selvapandiyan, 2004). Os testes para avaliar o potencial de
parasitos LdCen” como candidatos a vacinas, demonstraram seguranca, imunogenicidade
e protecdo contra a infeccdo de parasitos selvagens de L. donovani em camundongos,
hamsters e células mononucleares de humanos (Selvapandiyan et al., 2009). Mais
importante, foi observada uma protecéo de longa duragéo induzida por parasitos LdCen™"
nesses modelos, sugerindo ser um bom candidato a vacina contra LVC.

Neste sentido, 0 presente trabalho demonstra o uso de parasitos LdCen™ com o
objetivo de obter resposta protetora e, dessa forma, servir de modelo para descrever o
perfil de resposta imunoldgica bem como as alteragdes bioquimicas e hematoldgicas
geradas durante a possivel protecdo vacinal. A eficacia da vacinacdo com o0 uso de
LdCen” foi inicialmente avaliada em cées, para determinacdo de parametros
parasitoldgicos (avaliagdo de carga parasitaria), imunologicos (ativagdo e proliferacdo
celular, producdo de citocinas, expressao de receptores tipo Toll, fenotipagem do sangue
periférico e producdo de anticorpos especificos), bioguimicos (ALT, AST, uréia,

creatinina, albumina sérica e proteinas totais) e hematoldgicos (hemograma).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil da resposta imune e do efeito protetor da vacinagdo utilizando
Leishmania donovani geneticamente deficiente para o gene da centrina (LdCen™), como

modelo de vacina contra a leishmaniose visceral em caes.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a reatividade de anticorpos parasito-especificos frente a imunizacdo com
Leishmania donovani geneticamente deficiente para o gene da centrina (LdCen™), antes e
apos desafio experimental com L. infantum (BH46);

Avaliar o padrdo de resposta celular proliferativa conferida pela vacinacdo por LdCen™,

antes e ap6s desafio experimental com L. infantum;

Investigar o perfil de ativagdo de linfocitos T CD4" e CD8" conferida pela vacinagio por

LdCen™, antes e ap6s desafio experimental com L. infantum;

Avaliar o perfil da producdo de citocinas induzidas (intracitoplasmaticas em linféticos T
e em sobrenadante de PBMC’s) pelo processo vacinal, antes e ap0s o desafio

experimental com L. infantum;

Investigar as alteracdes no perfil imunofenotipico celular de cées vacinados com LdCen™

, antes e apos o desafio experimental com L. infantum;

Avaliar as alteragdes bioquimicas e hematoldgicas em cdes imunizados com LdCen™,

antes e apds o desafio experimental com L. infantum;

Avaliar a expressdo de receptores do tipo toll em mondcitos e linfécitos T CD4" e CD8"
induzida no processo vacinal por LdCen™, antes e apds o desafio experimental com L.

infantum;

Avaliar a protecdo conferida pela imunizacdo em cées apds infec¢do experimental com L.

infantum, por qPCR parasito-especifico.
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As leishmanioses s&o infeccOes parasitarias de animais e do homem, causadas por
protozoéarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(Ross, 1903). O parasito é transmitido durante o repasto sanguineo de fémeas de dipteros
da familia Psychodidae e estd amplamente distribuido na natureza convivendo entre o0s
reservatorios silvestres e/ou domésticos. No Brasil, Lutzomyia longipalpis é considerada a
principal espéecie transmissora do parasito para 0 homem e para 0S Seus reservatorios
(Killiek-Kendrick, 1990; Sacks e Kamhawi 2001; Lainson e Rangel 2005; Ready, 2013).

Os protozoarios da especie Leishmania sdo agentes etiologicos das leishmanioses,
um complexo grupo de doengas de carater prevalentemente zoonoético que acomete o
homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos. Possuem um ciclo de vida
heteroxeno, apresentando formas flageladas (promastigotas e paramastigotas) que se
desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, bem como formas
amastigotas, aflageladas, que multiplicam-se em células do sistema monocitico
fagocitario do hospedeiro vertebrado (Grimaldi e Schottelius, 2001). Sua multiplicag&o,
tanto no hospedeiro vertebrado quanto invertebrado, ocorre por divisdo binaria (Bastien
etal., 1992).

As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises, sendo 72 em desenvolvimento e
13 considerados entre 0os menos desenvolvidos do mundo (Desjeux et al., 2004a; Desjeux
et al., 2004b). Estimativas indicam que cerca de 12 milhdes de pessoas estejam infectadas
por Leishmania, com uma incidéncia de 1 a 2 milhGes de casos por ano (Alvar et al.,
2006; WHO, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide as leishmanioses em quatro
formas clinicas: cutdnea, mucocutanea, cutdneo-difusa e visceral (Lainson e Shaw, 1987).
A leishmaniose visceral (LV) ou calazar (kala azar) possui uma grande relevancia clinica
devido a elevada taxa de mortalidade dos individuos humanos infectados, um sério
problema de salde publica em varios paises (Desjeux et al., 2004a; Desjeux et al.,
2004b). A LV humana caracteriza-se por febre irregular de longa duracéo,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, anemia, leucopenia, edema, epistaxe,
hipergamaglobulinemia, hematémese, emagrecimento e debilidade progressiva (Desjeux

et al., 1996). A leishmaniose visceral e considerada a segunda causa mais frequente de
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mortalidade e a quarta causa mais frequente em morbidade dentro das doencas tropicais,
com 20.000 a 40.000 mortes por ano (Alvar et al., 2012) e anos de trabalhos perdidos
(DALYs disability-adjusted life years) acima de 2 milhdes (Mathers et al., 2007). Além
disso, especula-se que os dados epidemioldgicos sejam subestimados, uma vez que a
manifestacdo clinica ndo necessariamente representa 0 nimero absoluto de ocorréncias.
Por exemplo, para cada caso sintomatico detectado, ha uma estimativa de que haja pelo
menos 6 a 20 infec¢Bes assintomaticas (Badaro et al., 1986).

A LV é endémica em 65 paises, sendo que a maioria dos casos (90%) concentra-
se em regibes rurais e suburbanas de baixo indice sécio-econémico de cinco paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil. O Brasil é responsavel por 90% dos casos de
LV que ocorrem no continente americano (Arias, 1996; Desjeux, 2004a; Desjeux,
2004b). Entre 1998 a 2010, foram registrados 32.459 casos de LV em 21 estados no
Brasil (Alvar et al., 2012). A taxa de incidencia anual foi de aproximadamente 3.246
casos, sendo 1.85 casos/ 100.000 habitantes (Maia-Elkhoury, 2008), causando 262 mortes
(7.2%) em 2006 (Alvar et al., 2012). Somente no periodo de 2008 a 2012, foram
confirmados 947 novos casos em Minas Gerais (Sinan Web, 2012).

E descrito que trés espécies de Leishmania causadoras da LV e que foram
incluidas no subgénero Leishmania por Lainson & Shaw (1987). Essas espécies
encontram-se agrupadas no complexo denominado “donovani’. Entre as espécies que
fazem parte deste complexo estéd a L. (Leishmania) donovani (Laveran & Mesnil, 1903)
distribuida em &reas restritas Asia (Meridional e Sudoeste); a L. (L.) infantum (Nicolle,
1908) com ampla distribuicdo geografica no Velho Mundo, presente nos continentes
asiatico, africano e europeu; e a L. (L.) chagasi (Cunha & Chagas, 1937) com grande
distribuicdo geografica no Novo Mundo. Em funcdo das similaridades biogquimicas e
moleculares entre L. infantum e L. chagasi, alguns pesquisadores sugerem que as mesmas
sejam consideradas como espécies sinénimas (Mauricio et al., 1999, Mauricio et al.,
2000). Diante das controvérsias sobre a nomenclatura a ser considerada para o agente
etiolégico da LV no Novo Mundo (Dantas-Torres et al., 2006a; Dantas-Torres et al.,
2006b; Shaw et al., 2006), neste trabalho foi adotado o termo L. infantum.

As principais estratégias de controle da LV baseiam-se no diagnostico precoce e

tratamento de casos humanos, controle vetorial e controle dos reservatorios domésticos
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em focos zoonoticos (Desjeux et al., 1996). Essas medidas podem controlar ou reduzir
drasticamente a transmissdo quando empregadas a longo prazo (Magalhaes et al., 1980;
Jeronimo et al., 2000; Palatnik-de-Sousa et al.,, 2001). Nos dultimos anos, o
desenvolvimento de novos métodos de vigilancia e controle da leishmaniose visceral
zoonotica resultou na disponibilidade de novos Kkits para diagndstico
(imunocromatografia em papel utilizando o antigeno recombinante rK39 e rKE16, teste
de aglutinacdo direta para sorologia em laboratérios, etc), novas alternativas para
tratamento (tratamento oral por miltefosine, anfotericina B lipossomal, paromomicina) e
controle vetorial mais eficiente (mosquiteiros impregnados por insecticidas, uso topico de
permetrina, uso de coleiras para animais impregnados por deltametrina, etc) (Desjeux et
al., 2004; Gramiccia e Gradoni, 2005; Stuart et al., 2008; Vaish et al., 2012; Sundar et al.,
2013).

No entanto, o controle de reservatdrios animais nos paises em desenvolvimento é
ainda baseado na eliminacdo de cées soropositivos em areas endémicas. Tal medida tem
sido considerada ineficaz devido aos altos custos associados e pelo impacto transiente em
areas de transmissao permanente (Tesh et al., 1995; Desjeux et al., 1996; Moreira et al.,
2004). Além disso, a eliminacdo de cdes é socialmente rejeitada (Tesh et al., 1995),
principalmente por razdes éticas (Gramiccia e Gradoni, 2005). Prado e colaborados
(2011) mostraram que em Montes Claros, regido endémica para leishmaniose visceral
humana e com alta prevaléncia de casos caninos, 0 uso de inseticidas em casas e
eutanasia de cées soropositivos mostrou, apos 2 anos de avaliacdo uma diminuicdo do
numero de casos humanos.

O tratamento da leishmaniose visceral canina (LVC) com farmacos antimoniais
pentavalentes, apesar de resultar na melhora clinica, maior longevidade dos animais e
reducdo da carga parasitaria (Ikeda-Garcia et al., 2007; Ribeiro et al., 2008), ndo &
indicado. Um dos principais motivos é de que o0 uso do mesmo medicamento utilizado em
humanos poderia selecionar parasitos resistentes (Desjeux et al., 1996). Além disso, uma
vez que a cura parasitoldgica ndo é alcangada (Gradoni et al., 2001; lkeda-Garcia et al.,
2007), recidivas sdo normalmente observadas 5 a 12 meses apds o tratamento
(Slappendel et al., 1988; Desjeux et al., 1996). Sendo assim, os Ministérios da Saude e da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil proibiram o tratamento da leishmaniose
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visceral canina com medicamentos de uso humano (Portaria Interministerial n° 1426, de
11 de julho de 2008, Il Férum de Discussdo sobre o Tratamento da Leishmaniose
Visceral Canina-Brasilia/DF, 2009). Apesar de a justica ter declarado ilegal a portaria
interministerial, dos Ministérios da Saude e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Mapa), que proibia o tratamento de cédes (Tribunal Regional Federal da 32 Regid, 2013),
a liberacdo é contraria a posicdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),
que manteve a orientacdo aos veterinarios de ndo tratar os animais diagnosticados com a
doenca, pois ndo h& provas de que o0s remédios impecam a transmissao
(http://www.cfmv.org.br/portal/destaque.php?cod=1105) .

O surgimento de cepas resistentes ao farmaco-padrdo (Bryceson et al., 2001;
Sundar et al., 2002), a toxicidade do tratamento e sua ineficiéncia em pacientes co-
infectados com virus HIV (Bryceson et al., 2001), somados ao aumento da incidéncia em
pacientes imunocomprometidos e as dificuldades no controle baseado na eliminacdo de
caes soropositivos (Tesh et al., 1995), levam a busca de novas alternativas para o controle
da leishmaniose visceral. A introducdo de medidas imunoprofiléticas apresenta-se como
uma importante estratégia de controle (Dunan et al., 1989), uma vez que poderia causar
um impacto na diminuicdo da prevaléncia da infeccdo (Marzochi et al., 1985; Hommel et
al., 1995). Modelos matematicos (Dye et al., 1996) e resultados experimentais (da Silva
et al., 2000) sugerem que 0 uso de uma vacina protetora para 0 homem ou cées, associada
a eliminacdo de reservatdrios domésticos, poderia representar uma ferramenta eficiente
de controle. Essas vacinas reduziriam a oferta de parasitos para os flebotomineos vetores
e, consequentemente, o numero de casos humanos de LV (Borja-Cabrera et al., 2002).
Neste contexto, o desenvolvimento de vacinas contra a infec¢cdo humana e canina tem
sido alvo de trabalho de diversos grupos de pesquisa (Santos, 1999 et al., Santos et al.,
2002; Fujiwara et al., 2005; Giunchetti et al., 2007; Bhowmick et al., 2007; Palatnik-de-
Sousa et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al.,
2008b; Gotto et al., 2011; Peters et al., 2012; Roatt et al., 2012).

Algumas evidéncias demonstram a viabilidade da vacinagdo contra as
leishmanioses. Dentre elas, o fato de que a cura da infec¢do por Leishmania confere uma
forte imunidade contra a reinfeccdo em espécies cutdneas (Requena et al., 2004;

Kedzierski et al., 2006; Saha et al., 2006), a protecdo parcial observada em modelos
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animais ap0s imunizacdo com diferentes vacinas recombinantes ou de antigeno bruto
(Gradoni et al., 2001; Handman et al., 2001; Palatnik-de-Sousa et al., 2008) e ainda a
protecdo contra infeccdo resultante do processo de leishmanizagdo (Khamesipour et al.,
2006). Entretanto, apesar da extensa busca para o desenvolvimento de vacinas contra as
leishmanioses nas Gltimas décadas (Santos et al., 1999; Santos et al., 2002; Fujiwara et
al., 2005; Giunchetti et al., 2007; Bhowmick et al., 2007; Palatnik-de-Sousa et al., 2008;
Fernandes et al., 2008; Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al., 2008b; Gotto et al.,
2011; Peters et al., 2012; Roatt et al., 2012), apenas cinco vacinas foram licenciadas para
0 UsO: uma vacina contendo uma mistura de parasitos vivos (virulentos) e mortos de L.
major para uso humano no Uzbequistdo (Khamesipour et al., 2006); uma vacina de
parasitos mortos para uso imunoterapico no Brasil (Leishvacin, Biobras); uma vacina de
antigeno Fucose-Manose-Ligante e saponina como adjuvante para uso na profilaxia da
leishmaniose canina no Brasil (Leishmune, Fort-Dodge Saude Animal) (Khamesipour et
al., 2006; Palatnik-de-Sousa et al., 2008); uma vacina de antigeno recombinante A2 e
saponina como adjuvante licenciada no Brasil (Leishtec, Hertape Calier) (Fernandes et
al., 2008; Fernandes et al., 2012); e uma vacina baseada em antigenos
excretados/secretados LIESP com adjuvante QA-21, porcdo altamente purificada de
saponina Quillaja saponaria, licenciada em Portugal (Canileish, Virbac) (Lemesre et al.,
1993; Moreno et al., 2012). Outras vacinas se encontram ainda em fase de
desenvolvimento, porém relativamente poucas tém sido testadas contra a leishmaniose
visceral (Handman et al., 2001; Reed e Campos-Neto, 2003; Kaur et al., 2011). No
entanto, nenhuma vacina contra a leishmaniose humana, seja ela cutanea ou visceral, esta
disponivel para uso profilatico.

Tentativas de vacinacdo, definidas mais apropriadamente como infecgOes
controladas, contra a leishmaniose cutanea, tém sido descritas ha decadas (Greenblatt et
al., 1988; Handman et al., 2001; Kedzierski et al., 2006). Este processo denominado de
leishmanizacdo, extensivamente utilizado em algumas republicas da extinta Unido
Sovietica, além de Israel e Ird, consiste na injecdo de parasitos vidveis de forma a
produzir uma leséo presumivelmente controlada em areas do corpo nao aparentes (Nadim
et al.,, 1983). Esta pratica foi descontinuada em diversos paises por questdo de

padronizacdo e de seguranga, principalmente relacionados & patogenicidade
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eventualmente resultante de lesbes ndo curadas, persisténcia do parasito na lesdo e
reducdo de efeito vacinal (imunossupresséo) em pacientes imunizados com vacina contra
difteria, Bordetella pertussis e tétano (DPT) (Kedzierski et al., 2006; Khamesipour et al.,
2006; Palatnik-de-Sousa et al., 2008). Por questdes éticas, a leishmanizacdo contra LV
nunca foi testada em humanos. O processo de leishmanizacdo foi substituido
gradualmente pela imunizacdo utilizando vacinas contendo parasitos mortos, também
denominadas de vacinas de primeira geracdo (Palatnik-de-Sousa, 2008).

Os primeiros estudos de vacinacdo utilizando parasitos mortos foram conduzidos
por Salles-Gomes (1939) e por Pessoa e Pestana (1940), voltados para o controle da
leishmaniose cutanea humana. Essas vacinas foram baseadas em promastigotas cultivadas
e mortas, e resultaram em uma reducdo do nimero de casos de leishmaniose na
populagéo em estudo. Diversas vacinas de promastigotas mortas foram testadas ao longo
dos anos, em sua maioria contra leishmaniose cutanea (Handman, 2001), resultando nos
ensaios clinicos em humanos (Mayrink et al., 1979; Armijos et al., 1998; Marzochi et al.,
1998). Para leishmaniose visceral, os testes de vacinas utilizando parasitos mortos ou
ainda fragdes destes, tém sido primordialmente concentrados na leishmaniose visceral
canina (Mayrink et al., 1996; Mohebali et al., 1998; Fallah et al., 2000; Panaro et al.,
2001; Srivastava et al., 2003; Giunchetti et al., 2008; Giunchetti et al., 2008).

Apesar da limitagdo encontrada para a padronizacdo dessas vacinas,
frequentemente gerando resultados inconclusivos sobre sua eficicia, as vacinas de
parasitos mortos ainda sao atraentes devido a estabilidade de sua composic¢ao bioquimica
e antigenicidade, e ao custo e seguranca ja demonstrados em ensaios clinicos (Ravindran
e Ali, 2004). No entanto, na busca de vacinas que cumpram os padrdes rigorosos de
fabricacédo e das agéncias reguladoras e ainda visando a reducdo de custos, 0s primeiros
candidatos vacinais constituidos por subunidades definidas, sejam elas fragdes
purificadas do parasito, ou ainda os antigenos recombinantes, foram obtidos a partir dos
anos 90, com o avanco das técnicas de biologia molecular e dominio da tecnologia do
DNA recombinante. Diversos antigenos de Leishmania (especificos ou ndo para espécies
e formas evolutivas determinadas) foram produzidos em vetores de expressao ou
diretamente purificados a partir do parasito e foram posteriormente testados como

promissores candidatos vacinais (Handman et al., 2001; Kedzierski et al., 2006;
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Khamesipour et al., 2006; Palatnik-de-Sousa et al., 2008; Mazumder et al., 2011). No
Brasil, estudos sobre um complexo glicoprotéico de promastigotas de L. donovani
(Palatnik-de-Souza et al., 1989; Palatnik-de-Sousa et al., 1994; Santos et al., 1999),
denominado de FML (Fucose Manose Ligante), demonstraram uma protecao significativa
em camundongos, hamsters e em cdes (da Silva et al., 2000; Borja-Cabrera et al., 2002;
Palatnik-de-Sousa et al., 2008). Outros estudos ainda demonstraram a imunogenicidade e
protecdo variada de diversos antigenos recombinantes contra a LV, em testes realizados
em modelo murino (Jaffe et al., 1990; Ghosh et al., 2001; Kedzierski et al., 2006) e em
caes (Fujiwara et al., 2005; Gradoni et al., 2005; Carrillo et al., 2007; Moreno et al.,
2007). Apesar da imunogenicidade usualmente demonstrada em modelos animais, a
maioria dos antigenos de subunidade definida apresentam eficdcia limitada,
provavelmente pela contribuicdo parcial conferida pelo antigeno definido (Handman et
al., 2001) ou ainda pelo uso de adjuvantes ndo aceitaveis para uso clinico (Daneshvar et
al., 2003).

Uma alternativa considerada para contornar a eficacia parcial conferida pelos
antigenos recombinantes seria 0 uso de vacinas utilizando formas vivas, porém atenuadas
de Leishmania (Handman et al., 2001; Kedzierski et al., 2006; Selvapandiyan et al., 2006;
Silvestre et al., 2008; Selvapandiyan et al., 2009; Dey et al., 2010; Selvapandiyan et al.,
2012). Essas vacinas poderiam expor o hospedeiro a uma diversidade protéica e a
antigenos complexos sem que houvesse desenvolvimento da doenca (Selvapandiyan et
al., 2006; Selvapandiyan et al., 2009). De fato, 0 uso de organismos atenuados mimetiza
de forma mais proxima o curso natural de infeccédo e, portanto, poderia levar a respostas
imunes similares (Handman et al., 2001). A atenuacdo de cepas de Leishmania tem sido
obtida por diferentes metodologias, dentre elas passagens sucessivas em cultura (Mitchell
et al., 1984), mutagénese quimica (Kimsey et al., 1993), atenuacdo por irradiacdo gama
(Rivier, 1993), cultura sob pressdo de drogas (Daneshvar et al., 2003) e delecdo génica
(Selvapandiyan et al., 2001; Selvapandiyan et al., 2004; Selvapandiyan et al., 2006; Dey
etal., 2010).

Os primeiros estudos de atenuacdo por delecdo génica buscaram inativar a
expressdo de moléculas essenciais para a sobrevivéncia do parasito. Assim, foram

produzidos Leishmania deficientes do gene para as enzimas di-hidrofolato
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redutade/timidilato sintetase (Titus et al., 1995), cisteino-proteases (Saravia et al., 2006) e
GDP-manose pirofosforilase (GDP-MP) (Stewart, 2005); e ainda para os transportadores
biopterin de L. donovani e GDP-manose LPG2, essencial para a producdo de
lipofosfoglicanos (LPG) no complexo de Golgi do parasito (Spath et al., 2003).

Outra abordagem de atenuacdo de cepas por delecdo génica tem focado na
supressdo de genes que afetam seletivamente o crescimento e o desenvolvimento
intracelular de amastigotas. Diversos trabalhos mostraram diferentes genes que foram
identificados e seletivamente deletados em Leishmania: o gene LiSIR2 (Leishmania
infantum silent information regulatory 2) (Silvestre et al., 2007), o gene p27 (proteina de
membrana da mitocéndria de 27kDa, uma subunidade do complexo ativo COX) (Dey et
al., 2010), o gene Ufm1 (ubiquitina modificada 1) (Gannavaram et al., 2011) e o gene da
centrina 1 (Selvapandiyan et al., 2001; Selvapandiyan et al., 2004). A delecdo génica
evitaria a perda de efetividade necessaria para gerar uma imunidade protetora,
frequentemente observada em cepas atenuadas por outros metodos, levando a uma falha
no estabelecimento de infecgdo subclinica ou na expressdao de epitopos antigénicos
criticos (Streit et al., 2001).

O parasito LdCen” é uma Leishmania donovani atenuada especificamente para o
gene da centrina em formas amastigotas, mas ndo em promastigotas. A delecdo desse
gene afeta a formac&o dos centriolos, impedindo a divisdo celular. Assim, os parasitos
apresentam deficiéncia na citocinese no ciclo celular, persistindo por curto periodo em
animais (camundongos e hamster) ou em macrofagos humanos ex vivo, sendo,
eventualmente, retiradas do organismo (Selvapandiyan et al., 2009). Em estudos animais,
a vacinagdo com o parasito atenuado se mostrou segura e protetora em camundongos e
hamsters apds desafio com formas selvagens, apresentando aumento de células T CD4"
produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a,, aumento da raz&o IFN-y/IL-10, aumento de producéo
de 1gG,, e oxido nitrico (NO) apo6s desafio e se mantém por longo periodo
(Selvapandiyan et al., 2009). Protecdo em animais vacinados com a forma atenuada e
desafiados com L. donovani também foi observada em hamsters, e protecdo cruzada em
camundongos desafiados com L. braziliensis (Selvapandiyan et al., 2009). Cepas
atenuadas por drogas ou por delecdo génica apresentam uma redugdo em sua viruléncia,

traduzida por uma menor capacidade de infec¢do e crescimento em células do sistema
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mononuclear fagocitico. Apesar disso, induzem uma resposta imune protetora
demonstrada pela reducdo da carga parasitaria em animais desafiados com cepas
selvagens (Titus et al., 1995; Papadopoulou et al., 2002; Daneshvar et al., 2003; Stewart
et al., 2005; Saravia et al., 2006; Silvestre et al., 2007; Selvapandiyan et al.,2009). Ainda
que a atenuacdo por delecdo de determinados genes essenciais para sobrevivéncia e/ou
viruléncia possa reduzir a probabilidade de reversdo para um fenotipo virulento, o uso de
desafio com cepas vivas em humanos, assim como na leishmanizagdo, é considerado
ainda eticamente questionavel (Requena et al., 2004). Por outro lado, o uso das cepas
atenuadas representaria um bom modelo para entender e estabelecer 0os mecanismos
protetores das leishmanioses conferidos por vacinas anti-Leishmania, e em especial da
leishmaniose visceral (Silvestre et al., 2007; Silvestre et al., 2008).

O conhecimento sobre 0os mecanismos protetores das leishmanioses tem avangado
nos ultimos anos, com 0s progressos obtidos em estudos de resposta imunoldgica e
imunopatoldgica da infeccdo. No entanto, a maioria dos estudos sobre resposta imune e
patologica das leishmanioses é concentrada na demonstragdo de eventos ocorridos
durante a infecgdo, conforme a progressdo clinica no hospedeiro; 0s mecanismos
protetores desencadeados por uma vacina anti-Leishmania sdo ainda pouco conhecidos.
Além disso, grande parte desses estudos envolvem modelos murinos e ndo podem ser
extrapolados para cédes e humanos (Palatnik-de-Sousa, 2008), populagdes consideradas
como alvos principais para o desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose visceral.

A resposta imune inata tem um papel relevante na protecdo contra o parasito,
além de ativar a resposta adaptativa, como demonstrado em animais infectados
experimentalmente, sdo capazes de induzir o controle da infec¢do por Leishmania, sem o
desenvolvimento de uma imunidade especifica adaptativa (Moreno et al., 2002). Em
contrapartida, o papel da imunidade celular anti-Leishmania na resposta imune sistémica
associada a resisténcia na leishmaniose canina é amplamente reconhecida em avaliagdes
nos contextos ex vivo e in vitro (Alvar et al., 2004). Alguns estudos mostram que cées
infectados e com sinais clinicos, apresentam baixas concentragdes de eosinofilos (Reis et
al., 2006; Coura-Vital et al., 2011) que estd relacionada a média e alta densidade de
parasitismo no baco e na pele (Guerra et al., 2009).

Os receptores Toll-like (TLRs) também tem sido descritos como importantes na

38



REVISAO DA LITERATURA

protecdo contra a infeccdo por Leishmania (Faria et al., 2012), e sdo expressos em
diversos tipos celulares, como leucocitos, que reconhecem PAMPs e induzem a producéo
de citocinas pré-inflamatorias, componentes antimicrobianos e expressdo de moléculas
co-estimulatérias (Medzhitov et al., 1997). Algumas moléculas derivadas de Leishmania
tem sido descritas como ativadoras de TLRs, sendo que a maioria dos estudos focam na
ativacdo de TLR2, TLR4 e TLR9 (Hawn et al., 2002; Nakagawa et al., 2002; Muraille et
al., 2003; Kropf et al., 2004; Liese et al., 2007; Faria et al., 2012). Foi observado que
LPG purificado de formas metaciclicas de L. major estimulam células NK em humanos,
induzindo alta producdo de IFN-y e TNF-a, assim como maior expressdo de TLR2
(Becker et al., 2003). Estudo usando camundongos TLR4™ indicaram que esse receptor
desempenha um papel importante na inducdo de protecao contra a infeccédo por L. major,
ja que esses animais apresentavam alta carga parasitaria e demora na cura de lesdes
cutdneas (Kropf et al., 2004; Kropf et al., 2004). J& a inducdo de citocinas
proinflamatdrias, em particular 1L-12 produzida por células apresentadoras de antigenos,
parece ser dependente da ativacdo de TLR9 por CpG, indicando que a estimulacdo de
TLR9 pode induzir uma imunidade protetora contra o parasito (Li et al., 2004). Porém,
pouco se sabe sobre expressdo de TLRs em cées, sendo que a maioria dos estudos séo
restritos aos niveis de mMRNA de TLR2, TLR4 e TLR9 (Asahina et al., 2003; Hashimoto
et al., 2005; Ishii et al., 2006).

Diversos estudos mostram, porém, que a resposta imunoldgica adaptativa contra
as leishmanioses é basicamente mediada por células T (Reed e Scott, 1993, Kharazmi,
1999). Sabe-se que a auséncia de uma resposta das células T suficiente para controlar o
parasito leva ao aparecimento de sinais clinicos, altos niveis de anticorpos de anti-
Leishmania especificos e elevada carga parasitaria na pele, medula 6ssea, figado, baco e
ganglios linfaticos (Reis et al., 2006; Reis et al., 2006; Reis et al., 2006; Giunchetti et al.,
2006; Giunchetti et al., 2008; Giunchetti et al., 2008; Guerra et al., 2009; Reis et al.,
2009).

De uma forma geral, conforme demonstrado em modelos murinos, a protecédo
contra infeccdo é atribuida ao desenvolvimento da resposta imune celular desencadeada
por células T CD4" Thi, caracterizada pela producéo de IL-12 e IFN-y, os quais medeiam

a ativacdo de macrofagos, producdo de 6xido nitrico e eliminagdo do parasito (Rogers et

39



REVISAO DA LITERATURA

al., 2002; Alexander e Bryson, 2005; Coler e Reed, 2005). Por outro lado, a resposta
imune celular mediada por células Th2 esta associada a susceptibilidade, resultando em
persisténcia do parasito e progressao da infeccdo (Kedzierski et al., 2006). Na LV, ha
evidéncias da predominancia de resposta imune celular Th2 durante a doenca aguda,
levando a supressdo da reatividade celular frente a antigenos do parasito, a auséncia de
IL-2 e IFN-y, a predominancia da produgdo da citocina IL-4 e & ativacdo policlonal de
células B resultando em hipergamaglobulinemia (Carvalho et al., 1992; Carvalho et al.,
1994; Kharazmi et al., 1999; Saha et al., 2006). Diferente da polarizagcdo observada em
modelos murinos, um padrdo distinto de resposta Thl e Th2 ndo é detectado na LV
humana; nestes, a resposta imunologica mista Th1/Th2 é observada durante o curso da
infeccdo, indicada pelos altos niveis simultdneos de IFN-y e IL-10 em pacientes
portadores da doenca (Cillari et al., 1995; Peruhype-Magalhaes et al., 2006). Na LV,
ainda ndo ha uma clara associacdo entre producdo de IL-4 e doenca ativa (Palatnik-de-
Sousa, 2008), porém uma correlacdo direta entre os niveis de IL-10 e progressdo da
doenca ja foi descrita (Ghalib et al., 1993; Holaday et al., 1999; Kharazmi et al., 1999;
Murphy et al., 2001; Nylen e Sacks, 2007).

Considerando o padrao de resposta imunoldgica observada durante a infeccao até
hoje, um dos principais requisitos desejados durante o desenvolvimento de vacinas anti-
Leishmania seria a inducdo de uma resposta celular estavel e duradoura do tipo Thl
(Gradoni et al., 2001, Kedzierski et al., 2006). Alguns estudos de triagem e
desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses objetivaram identificar moléculas do
parasito e adjuvantes que induziriam esse perfil fenotipico em modelo in vivo (Gradoni et
al., 2001). No entanto, estudos recentes indicam gue mesmo vacinas que desencadeiam a
resposta imune do tipo Thl ndo geram, necessariamente, protecdo contra a infecgéo
(Gicheru et al., 2001; Amaral et al., 2002), apesar do perfil da resposta imunoldgica
protetora conferida por uma vacina contra Leishmania ainda ndo estar completamente
elucidado. Uma vez que IFN-y possui um papel essencial na ativagdo de macrofagos,
permitindo a eliminacdo dos patdgenos intracelulares e protegendo a célula hospedeira
contra a infeccdo (Boehm et al., 1997), sua producédo € considerada um dos principais
objetivos no processo de imunizagédo contra as leishmanioses. No entanto, pouco ainda se

conhece sobre os mecanismos que desencadeiam a producdo de IFN-y e de outras
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citocinas durante a vacinacdo contra o parasito. Possivelmente, vias independentes de IL-
12 (Hernandez, 2006), como ativacdo de receptores tipo Toll (Liese, et al. 2008; Tuon et
al., 2008) e quimiocinas (Roychoudhury e Roy, 2004; Teixeira et al.,, 2006) seriam
determinantes para o desenvolvimento da resposta protetora na vacinacdo contra as
leishmanioses. Raman et al. (2010) mostraram em modelo murino, que a vacina de
subunidade leish110f associada ao agonista de TLR9 (CpG) induz forte resposta efetiva
por células T na leishmaniose cutanea e subsequentemente cura das lesGes.

Finalmente, o entendimento do processo histopatologico e de possiveis alteracdes
bioquimicas e hematoldgicas desencadeadas por uma vacina protetora ainda € escasso
(Mansueto et al., 2007; Giunchetti et al., 2008; Giunchetti et al., 2008) necessitando ser
amplamente investigado.

Neste sentido, o presente projeto propGe a utilizagdo da vacina da forma atenuada
de Leishmania LdCen” contra a leishmaniose visceral com o objetivo de obter uma
resposta protetora e, dessa forma, servir de modelo que possibilite entender os
mecanismos da resposta imunoldgica protetora, bem como as alteragcBes bioquimicas e
hematologicas induzidas pela vacina. Este estudo, foi desenvolvido usando o cdo como
modelo experimental, apropriado para leishmaniose visceral (Hommel et al., 1995;
Handman et al., 2001) e podera contribuir para o desenvolvimento de vacinas contra a
LV, determinando possiveis associagdes entre prote¢do, padrdo de resposta imunoldgica e
alteracOes bioquimicas e hematologicas conferidas pelas vacinas de formas atenuadas de

Leishmania na inducéo de protecao contra infeccéo.

Hipdtese do trabalho: “A vacinagdo de cdes com parasitos geneticamente modificados
LdCen” induz alta imunogenicidade e confere protecéo contra a infeccéo por Leishmania

infantum.”
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4.1 Parasitos

Para o desafio experimental e preparo de antigeno sollvel, foi utilizada a espécie
L. infantum (Cepa MHOM/BR/1972/BH46). Esta cepa foi isolada pelo Dr. Wilson
Mayrink em 1972 de um caso humano de leishmaniose visceral no municipio de Mantena
— MG, foi utilizada para o desafio dos animais e preparo de antigeno solivel. A cepa de
L. donovani utilizada no presente estudo, foi a forma atenuada deficiente para o gene da
centrina (LdCen™) (Selvapandiyan, 2001; Selvapandiyan, 2004), cedida em colaboragéo
com o Dr. Hira Nakhasi, do Laboratory of Bacterial, Parasitic and Unconventional
Agents, Center for Biologics Evaluation and Research (CBER), Food and Drug
Administration (FDA), Department of Health and Human Services (DHHS), Estados

Unidos.

4.2 Manutencéo dos Parasitos

A cepa L. infantum (BH46) foi isolada a partir da infeccdo de hamsters
(Mesocricetus auratus) atraves de injecdo intraperitoneal de macerado de baco
proveniente de outro hamster previamente infectado, mantido em biotério de
experimentacdo do Laboratdrio de Imunologia e Gendmica de Parasitos — ICB/UFMG.
Dois meses ap6s a infeccdo, foram retirados fragmentos de bago de todos 0s animais, que
foram mantidos em meio bifasico NNN/MEM (Invitrogen, EUA) sob incubacdo em
repouso. As culturas foram mantidas em estufa biologica refrigerada tipo BOD a
temperatura de 26°C + 1 °C por 14 dias. A fracdo liquida do meio de cultura foi coletada
e entdo centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm para separar 0S parasitos presentes no
sobrenadante de fragmentos celulares contidos no meio de cultura, que foram
posteriormente descartados.

A manutencéo de culturas de promastigotas de L. infantum (BH46) foi realizada
por passagens semanais (7/7 dias) em meio de cultura Schneider (Sigma, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma, EUA) e 2 mM de L-
glutamina (Sigma, EUA), em estufa BOD a temperatura de 26°C + 1 °C. A cepa de
Leishmania isolada ndo foi cultivada por mais do que cinco passagens em meio de
cultura. Para o desafio, foram utilizadas 1 x 10’ promastigotas em fase estacionéria, por

via intravenosa.
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A manutencido de culturas de promastigotas de L. donovani LdCen” (formas
atenuadas) foi realizada por passagens de trés dias em meio de cultura 199 (Gibco, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Atlantis Biologicals, EUA), 2
mM de L-glutamina (Sigma, EUA), 0,6% de HEPES (Sigma, EUA), 1% de Bicarbonato
de sodio (Sigma, EUA), 1% de solucéo de Penicilina/Estreptomicina (PE 10.000 1U, ES
10.000pg/mL) (Invitrogen, EUA) e 0,1% de Acido Fdlico diluido em 1N de hidréxido de
potassio (Sigma, EUA), 1% de vitaminas BME (Sigma, EUA) e 0,4% de Adenosina
(25mM) em estufa BOD a temperatura de 26 °C + 1 °C.

4.3 Animais

Para a avaliacdo da resposta imunoldgica e eficacia, foram utilizados 18 caes
(Canis familiaris) da raca beagle, com idade de 4 meses, sem histérico de infec¢do por
Leishmania, apresentando sorologia negativa para a infeccdo e PCR de medula 6ssea
negativa, e ainda exames laboratoriais como hemograma completo, funcéo renal (uréia e
creatinina) e funcdo hepatica (Alanina aminotransferase — ALT e Aspartato
aminotransferase — AST) dentro dos valores de referéncia. Os cées foram provenientes de
regido ndo-endémica, do Instituto Royal-S&o Roque/SP. Os animais foram mantidos no
Canil de Experimentacdo do Departamento de Parasitologia sob responsabilidade do
Laboratorio de Imunologia e Genémica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais, com &gua potavel e ragdo comercial “ad libitum” (Rag&o Bill
Dog), e limpeza diéria das baias.

Os cdes foram previamente submetidos ao tratamento com anti-helmintico de
largo espectro (Endal Plus®) e a um periodo de quarentena, no qual todos receberam
vacinas contra parvovirose, cinomose, adenovirus, hepatite, adenovirus tipo 2,
parainfluenza, coronavirose e leptospirose canina (Durammune® — Fort Dodge). Além
disso, uma dose Unica, intranasal, da vacina Bronch Shield 111® (Fort Dodge) contra tosse
canina, composta por adenovirus canino tipo 2, virus da parainfluenza canina (virus
morto modificado) e Bordetella bronchiseptica (cultura viva n&o-virulenta) foi
administrada a todos os animais, sendo que o esquema vacinal foi concluido aos 5 meses
de idade. A vacinagédo experimental foi iniciada aos 10 meses de idade.

Os animais foram identificados pela insercdo de chip de identificacdo

intradérmico, pela descricdo das caracteristicas zootécnicas (caracteristica da pelagem) e
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posteriormente numerados e fotografados. Os caes foram distribuidos nas celas
agrupando animais de mesmo sexo. Para o procedimento de puncdo de medula 0ssea, 0s
caes foram anestesiados com xilazina e quetamina via intravenosa, na dose de 1,0 mg/kg
e 10 mg/kg, respectivamente. O projeto teve aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa
da Food and Drug Administration/DHHS/EUA, e também no Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFMG para apreciacdo dos procedimentos que foram

empregados, e autorizado sob protocolo nimero 122/09 (Anexo 1).

4.4 Delineamento experimental

Para a avaliacdo de imunogenicidade e protecdo, o experimento em cées foi
realizado utilizando a cepa LdCen™ como vacina e o protocolo vacinal de dose dnica,
para determinacao do padrédo de resposta imune protetor. Um grupo adicional com vacina
comercialmente disponivel (Leishmune®, Pfizer, Brasil) foi incluido para anélise

comparativa. Foram avaliados 0s seguintes grupos experimentais:

(a) Grupo imunizado com vacina de forma atenuada de Leishmania. Neste
grupo, 6 cdes (3 machos/3 fémeas) foram imunizados com 1 x 10’ da cepa
atenuada LdCen™", ressuspenso em solugéo de glicose 5%, sendo o utilizado o
protocolo vacinal de dose Unica e injecdo via intravenosa, administrada
equivalente a0 mesmo tempo da tltima dose da Leishmune®.

(b) Grupo imunizado com tampao fosfato salino (PBS). Neste grupo, 6 caes (3
machos/3 fémeas) foram imunizados somente com PBS.

(c) Grupo imunizado com vacina comercialmente disponivel (Leishmune®).
Neste grupo, 6 cédes (3 machos/3 fémeas) foram imunizados somente com
Leishmune®, conforme especificacdes do fabricante (FML, com adjuvante

saponina, 3 doses, 1mL cada), com intervalo entre as aplicacdes de 21 dias.

Todos os animais foram desafiados no dia 123 (60 dias ap06s a ultima dose de
vacinacdo) com 1 x 10’ promastigotas da cepa Leishmania infantum (BH46)
administradas por via intravenosa (veia jugular), sendo avaliados até 12 meses apos

desafio (para a maior parte das avaliacGes) e 24 meses apds o desafio (ELISA e carga
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parasitaria). Amostras de sangue periférico foram coletadas para a avaliacdo da resposta
imune humoral e celular dos cdes imunizados, que foram avaliados no dia 0, 15 dias apds

a ultima dose de vacinagdo, 3, 6 e 12 meses ap0s desafio experimental.

4.5 Avaliacéo parasitoldgica em medula 6ssea

A avaliacdo parasitolégica dos cdes foi realizada para determinacdo da eficacia
vacinal (protecdo). Nos tempos 3, 6, 9, 12, 18, 21 e 24 meses ap0s infeccéo, foi realizada

puncao de medula dssea.

4.5.1 Pesquisa do parasito em medula 6ssea

A pesquisa de parasitos na medula ¢ssea foi realizada em céaes por exame direto
do aspirado medular. Os animais foram submetidos a puncao de medula 0ssea realizada
na extremidade inferior do esterno, sob anestesia. Foi realizada tricotomia e desinfecgéo
local com alcool iodado a 70%, e o sangue medular foi aspirado com agulha descartavel
18G e seringa descartavel de 20 mL, sendo aspirado aproximadamente 1mL. Uma parte
foi utilizada na confeccdo de esfregacos que foram corados pelo Giemsa e examinados ao
microscopio Optico, no intuito de identificar formas amastigotas de Leishmania. A outra
parte das amostras de medula dssea foi armazenada a — 20°C sem tampéo (conforme
descricdo do fabricante do kit de extracdo de DNA), destinadas a extracdo de DNA

gendmico e pesquisa do parasito por qPCR.

4.5.2 Avaliacdo da densidade parasitaria por PCR quantitativa (QPCR)

A carga parasitaria na medula 6ssea foi avaliada por PCR quantitativa, conforme
previamente descrito (Mary et al,2004; Selvapandyian et al, 2008). Inicialmente, DNA
dos tecidos foi extraido pelo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, EUA) de acordo com
as instrucdes do fabricante. A carga parasitaria foi estimada usando os primers Forward,
S'"TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3'e Reverse, 5" GCA TCG CAG GTG TGA GCA C
3'. Esses primers amplificam um fragmento de 90 bp do gene de cdpia Unica de L.
infantum DNA polimerase (GenBank acesso numero AF009147). O gene constitutivo

canino B-actina foi usado como controle enddgeno para normalizacdo inicial de
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concentracdes de DNA e para verificar integridade da amostra. Os primers usados para
amplificar um fragmento de 307 bp do gene foram os seguintes: Forward, 5’
CTTCTACAACGAGCTGCGCG 3'e Reverse, 5' TCATGAGGTAGTCGGTCAGG.

A reacdo foi realizada em um volume de 10 pL, contendo 30ng da amostra de
DNA, 3 pmoles de cada primer ¢ 5 uL de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems) diluidos em agua para PCR a um volume final de 10 pL. A reacdo foi
iniciada apds desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
amplificacdo (95°C/10 segundos, 60°C/1 minuto). Foram incluidos na reacdo controles
negativos, retirados de cdes beagles ndo infectados, provenientes do mesmo instituto. O
produto da clonagem do gene de L. infantum foi utilizado para a construcdo da curva-
padrdo. Os vetores contendo os insertos foram inicialmente dosados em
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EUA) a 260nm e 280nm, apds diluicdo 1:1000. O resultado da absorbancia foi usado para
calcular a concentracdo de DNA da amostra. Considerando que no comprimento de onda
de 260nm, a densidade Optica igual a 1 corresponde a 50ug/mL de DNA de fita dupla. A
concentragdo de DNA da amostra (ug/mL) foi entdo convertida em pmol/uL, e a partir
desta concentracédo, foi obtido o numero de moléculas do plasmideo mais o inserto por
microlitro da amostra (Alves et al., 2009).

ApoOs determinar o numero de moléculas por microlitro das amostras, estas foram
diluidas sucessivamente na razéo dez, e as diluicdes entre 10° até 10° moléculas foram
utilizadas para a construcao das curvas-padrdo. O software ABI PRISM foi utilizado para

a analise dos resultados.

4.6 Avaliacéo da resposta imune celular e humoral

4.6.1 Obtencéao de antigeno soltvel de Leishmania

Os antigenos sollveis de L. infantum foram obtidos a partir do cultivo de massa
de promastigotas em meio Schneider. Apds lavagem da massa, retirada em fase
estacionaria de cultura, 3 vezes com PBS 1x, a massa final de parasitos foi inicialmente
submetida a trés ciclos de congelamento e descongelamento e posteriormente sonicada
por ultrassom (Sonifier Cell Disruptor®- Brason Sonic Power Co. — EUA) durante 1
minuto a 40 Watts, em banho de gelo. A sonicagéo foi repetida por 7 vezes, com
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intervalo de 1 minuto entre as sonica¢fes em banho de gelo. Em seguida, o material
sonicado foi centrifugado a 3000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e transferido para tubos conicos de dialise (Centricon 5 kDa, Millipore, EUA), e
centrifugados a 3000 g por 30 minutos. Por fim, o material remanescente foi filtrado em
filtros estéreis descartaveis, de 0,22 um, em condicdes de fluxo laminar. Uma aliquota foi
retirada para dosagem de proteina utilizando o biofotdmetro Nanodrop N2000
(Nanodrop, EUA). Amostras do antigeno foram aliquotadas e mantidas congeladas a -
80°C.

4.6.2 Resposta imune celular

A resposta imune celular conferida pela vacinacdo com forma atenuada de
Leishmania em cées foi avaliada antes da vacinacao (dia 0), ap6s vacinacédo (dia 15, p6s-
vacinacdo) e 3 meses, 6 meses e 12 meses apds desafio. Amostras de sangue (35 mL)
foram coletadas em tubos heparinizados nos dias indicados e utilizadas para obtencao de

células mononucleares do sangue periférico.

4.6.2.1 Separacao de células mononucleares do sangue periférico

Para separacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs),
aproximadamente 35 mL de sangue periférico de cdes foram coletados em tubos
heparinizados, e aplicados lentamente sobre a solucdo de Ficoll-Hypaque (Histopaque®
1.077, Sigma, EUA), na proporcdo de 2/1, em tubos de 50 mL de polipropileno (Falcon
2074, BD Biosciences, EUA), e foram centrifugados a 400g por 40 minutos em
temperatura ambiente. O anel contendo as células mononucleares, formado na interface
entre plasma e Ficoll, foi coletado e lavado por duas vezes a 400g por 10 minutos com
meio RPMI 1640 (Sigma, EUA). Ao final, as células foram ressuspendidas para 1 mL,
seguida de contagem das mesmas em camara hemocitométrica de Neubauer, na dilui¢éo
de 1:20 em Solucdo de Azul de Trypan (Sigma, EUA).

4.6.2.2 Culturas de células mononucleares do sangue periférico
Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de cdes foram obtidas

conforme descrito anteriormente (item 4.6.2.1). O plasma obtido apds separacao celular
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foi armazenado a -80°C para determinagdo da presenca de anticorpos anti-Leishmania. 5
x 10° PBMCs foram incubadas a 37°C e 5% CO, em placas de 24 wells na presenca ou
auséncia de antigeno soluvel de L. infantum, na concentragdo de 10 pg/poco (1mL
volume final), em meio RPMI 1640 (Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado (Sigma, EUA), 3% de solucdo de Penicilina/Estreptomicina (Pe
10.000UI/Es 10.000ug/mL) (Invitrogen, EUA) e 2 mM de L-glutamina (Sigma, EUA),
por 3 dias. Culturas adicionais com estimulagdo por mitégeno (PHA, Sigma, EUA) na
concentragido de 25 ug/pogo, e estimulagio por 3 dias a 37°C e 5% CO, foram realizadas
para determinacdo da viabilidade celular. As culturas foram realizadas em duplicatas, de
forma que cada pogo seja utilizado para diferentes experimentos (deteccdo de

proliferagdo celular por BrdU e determinacéo de produgéo de citocinas).

4.6.2.3 Deteccdo de proliferacédo celular em populagdes especificas de
linfocitos por incorporacao de BrdU

Para deteccdo de proliferagédo celular, as culturas de PBMCs foram estimuladas
por 3 dias com antigeno soltuvel de L. infantum ou PHA. Nas ultimas 4 horas de
incubacdo, as células foram centrifugadas (400g, 10 minutos) e o0s sobrenadantes
coletados e armazenados a —80°C para dosagem de citocinas. As células remanescentes
foram utilizadas para incorporacdo por BrdU e consequente deteccdo de proliferacéo
celular.

A resposta proliferativa de populacdes especificas de linfocitos foi avaliada pela
técnica de incorporacdo de BrdU, utilizando-se o kit “BrdU Flow Kit Staining” (BD
Pharmingen, EUA) conforme protocolo descrito por Campi-Azevedo et al., 2007.
Resumidamente, 72 uL do analogo de timina BrdU (0.33 mg/ml) (BD, Biosciences)
foram adicionados aos PBMCs nas ultimas 4 horas de cultura, sendo a concentracéo final
de 30 ug/ml. Apos incubacdo, os PBMCs foram fixados, permeabilizados e tratados com
DNAse | por 60 minutos a 37°C. Apds esse processo, as células foram submetidas a
marcacdo de populacBes celulares especificas com anticorpos monoclonais anti-CD4
Alexa Fluor 647%, anti-CD8 Alexa Fluor 647% ou anti-células B PE (AbD Serotec, EUA)
por 30 minutos & temperatura ambiente. Os PBMCs foram entdo fixados e

permeabilizados com o tampdo BD Cytofix/Cytoperm, tratados com DNAse | por 60

49



MATERIAL E METODOS

minutos a 37°C e incubados com anticorpo monoclonal conjugado com fluoresceina
especifico para BrdU. As células foram analisadas em citdometro de fluxo FACScan
(Becton Dickinson, EUA) selecionando a fluorescéncia das populagGes de linfocitos.
Trinta mil eventos foram adquiridos. Controles isotipicos foram utilizados em todos os

experimentos.

4.6.2.4 Determinacdo da producdo de citocinas em sobrenadantes de
culturas
As citocinas IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y foram detectadas e quantificadas
nos sobrenadantes de culturas de PBMCs utilizando-se kits comerciais anti-citocinas
caninas (R&D Systems, EUA). Os ensaios foram realizados de acordo com as instrugdes

do fabricante.

4.6.2.5 Determinacdo de produc¢do de citocinas intra-citoplasmaticas

em linfécitos
Para a avaliacdo no contexto ex vivo, as amostras de sangue coletadas foram
incubadas com 10 ug/mL de Brefeldina A (Sigma, EUA), por 4 horas em temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, 220 uL de EDTA (SIGMA, EUA) a 20 mM, diluida 1/10
(concentracdo final de 2 mM), foram adicionados diretamente as amostras, e incubadas
por 15 minutos em temperatura ambiente. Esse procedimento bloqueia o processo de
ativacdo posterior das celulas e garante a obtencdo de resultados padronizados e
comparaveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de sangue 3 mL de PBS-W
e estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi descartado
e adicionados os anticorpos correspondentes, e em seguida, incubados com anticorpos
CD4 FITC e CD8 Alexa Fluor 647® (conforme descrito na Tabela 1) por 30 minutos &
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2 mL de
solucdo de lise comercial (FACS Lysing Solution, Becton Dickinson, EUA) por 10
minutos & temperatura ambiente, ao abrigo da luz. As células foram lavadas com 1 mL de
PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 minutos a 18°C. O conteldo foi vertido e foram
acrescentados aos tubos 2,5 mL de PBS-P (PBS, pH 7.4, contendo 0,5% de BSA, 0,1%

de azida sddica e 0,5% de saponina) por 10 minutos a temperatura ambiente, seguidos da
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adigdo de 20 uL de anticorpos anti-citocina IFN-y e IL-4, ambos marcados com
ficoeritrina (PE) diluidos 1:20 em PBS-P aos respectivos tubos, e posteriormente
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos a incubacéo, as
celulas foram primeiramente lavadas com 1 mL de PBS-P e em seguida, com 1 mL de
PBS-W. No final, foram adicionado 300 uL de solu¢ao fixadora- MFF.

Os dados sobre as celulas marcadas foram adquiridos em um citémetro de fluxo
FACScan (Becton Dickinson, EUA), selecionando-se as popula¢fes de linfocitos.
Cinquenta mil eventos foram adquiridos e analisados pelo software CellQuest (BD
Biosciences, EUA). Controles isotipicos marcados foram usados em todos os

experimentos.

4.6.2.6 Analise da expressao de receptores tipo Toll

Com o objetivo de avaliar a influéncia do processo de vacinagdo na resposta
imune inata do hospedeiro, a expressao de receptores tipo Toll (TLRs) foi avaliada pela
marcacao de sangue total de cdes com anticorpos especificos para receptores Toll e para
moléculas de superficie, sendo utilizado 50 pL. de sangue heparinizado (ex vivo) por 30
minutos a temperatura ambiente (Fujiwara, 2006), com anticorpos monoclonais anti-
receptores caninos: anti-CD4 (FITC), anti-CD8 (Alexa Fluor 647%), anti-
monocitos/CD14 (FITC) (AbD Serotec, EUA); ou anticorpos monoclonais anti-
receptores Toll humano, conjugados com ficoeritrina (PE): anti-TLR2 (T2.5), anti-TLR4
(HTA125) e anti-TLR9 (eB72-1665) (eBiosciences, EUA), com reatividade cruzada
comprovada para receptores caninos (Burgener e Jungi, 2008).

Apos incubacdo, as células foram lisadas com solugéo de lise (BD FACS Lysing
Solution, BD Biosciences, EUA), lavadas com PBS, para os receptores TLR2 e TLR4.
Para o receptor TLRY, as células foram permeabilizadas antes do processo de marcacao,
como descrito no item 4.6.1.5. Ao final, as células foram fixadas com solucédo fixadora
(10,0 g/L paraformaldeido, 10,2 g/L acido cacodilico, 6,65 g/L NaCL; pH 7,2). Os dados
sobre as células marcadas foram adquiridos em um citdmetro de fluxo FACScan (Becton
Dickinson, EUA), selecionando-se as populacdes de linfocitos ou mondcitos. Cinquenta
mil eventos foram adquiridos e analisados pelo software CellQuest (BD Biosciences,

EUA). Controles isotipicos marcados foram usados em todos os experimentos.
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4.6.2.7 Fenotipagem por citometria de fluxo de leucdcitos do sangue

periférico
O ensaio de fenotipagem celular foi realizado seguindo protocolo previamente
publicado (Fujiwara et al., 2006). Resumidamente, para a avaliacdo ex vivo, 50 uL de
sangue heparinizado (ex vivo) e 200 uL de cultura (24 horas de cultura de sangue total)
foram incubados por 30 minutos com anticorpos monoclonais especificos para moléculas
de superficie celular para avaliacdo de células T (CD3 FITC) e suas subpopulacbes (CD4
PE e CD8 Alexa Fluor 647%), de células B (CD21 Alexa Fluor 647° e, ainda, de
mondcitos (CD14 PE). A ativacdo celular de linfocitos, determinada pela presenca das
moléculas CD11/CD18 (FITC) e MHC de classe Il (FITC), também foi avaliada. Apds
incubacéo, as células foram lisadas com solucédo de lise (BD FACS Lysing Solution, BD
Biosciences, EUA), lavadas com PBS e fixadas com solugdo fixadora (10,0 g/L
paraformaldeido, 10,2 g/L &cido cacodilico, 6,65 g/L NaCL; pH 7,2). As células foram
analisadas em citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, EUA) selecionando-se a
fluorescéncia das populacbes de linfocitos ou mondcitos. Trinta mil eventos foram

adquiridos. Controles isotipicos foram utilizados em todos 0s experimentos.

4.6.3 Resposta imune humoral

A resposta imune humoral foi avaliada utilizando-se plasma coletado nos dias
previamente indicados. O ensaio de ELISA foi utilizado para pesquisa de anticorpos
séricos anti-Leishmania presentes nos animais pertencentes a todos 0S grupos
experimentais, conforme protocolo previamente publicado (Fujiwara et al., 2005).
Anticorpos 1gG, 1gG; e 1gG, especificos para o antigeno solavel (L. infantum) foi
avaliado por ELISA indireta. Para o antigeno recombinante rK39, a pesquisa do anticorpo
IgG especifico também foi avaliado por ELISA indireta, para verificar infeccdo dos
animais. Resumidamente, placas de 96 pocos (Maxisorp, Nunc, EUA) foram
sensibilizadas com 5 pg/mL de antigenos de Leishmania. O soro dos animais foi entéo
adicionado nas concentra¢des de 1:100, 1:500, seguido de diluicBes seriadas (razéo 3).
Anticorpos policlonais marcados com enzima peroxidase especificos para IgG, 1gG; e
IgG, de céo (Bethyl Laboratories, EUA) foram utilizados na diluicdo 1:5000. A reacdo
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foi revelada pelo uso de substrato cromogénico contendo peroxido de hidrogénio (Sigma,
EUA) e OPD (O-phenylenediamine, Sigma, EUA). A densidade Optica da reacdo foi
mensurada por um leitor de microplacas (SpectraMax, Molecular Devices, EUA), a um
comprimento de onda de 492 nm. O soro de 60 cées da raca beagle ndo infectados,

provenientes de area ndo endémica, foi utilizado para a determinacdo do cut-off.

4.7 Avaliacdes hematoldgicas e bioquimicas

O sangue foi coletado dos cdes em tubos com EDTA e em tubos sem anti-
coagulante. O sangue foi encaminhado ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Veterinario, da Faculdade de Medicina Veterinaria da UFMG.

4.7.1 AvaliacBes hematoldgicas

A partir da aliquota de sangue destinada as avaliacbes hematologicas, foi
realizado hemograma completo em equipamento hematoldgico veterinario (Auto
Hematology Analyser, BC-2800Vet, Bio-Medical Eletronics Co., Ltd., Mindray, China),
no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria/UFMG.

4.7.2 Avaliagdes bioquimicas

Apos obtencdo das aliquotas de plasma, o material dos tempos 0, 15 dias apds
vacinacgdo, 3 meses, 6 meses e 12 meses apos o desafio, foram submetidas imediatamente
a dosagem bioguimica de: ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), uréia, creatinina, albumina sérica, proteinas totais, gama GT,
globulina, fosfatase alcalina, glicose, calcio, fosforo e bilirrubina total que foram

determinados no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria/UFMG.

4.8 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico ANOVA-
Kruskal-Wallis seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferencas entre as
medianas dos grupos estudados. O nivel de significancia definido foi de p<0,05 e todas as

analises foram realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA).
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4.9 Avaliacéo Clinica

A avaliacdo clinica detalhada dos animais ap0s o desafio experimental foi realizada

mensalmente por médico veterinario e os dados clinicos veterinarios foram anotados em

fichas clinicas individuais dos cédes. As fichas clinicas foram arquivadas pra posterior

andlise e classificacdo segundo Manciati et al. (1988) e Reis et al. (2006). Contudo, todos

0s animais de apresentavam assintomaticos ate a avaliacdo 24 meses ap6s o desafio.

Tabela 1- Relacéo dos anticorpos usados

Anticorpo Fluorocromo Marca Clone Quantidade

CD3 FITC AbD Serotec | CA17.2A12 2ul

CD4 FITC AbD Serotec

CD4 PE AbD Serotec YKI1X302.9 2ulL

CD4 Alexa Fluor 647° | AbD Serotec | YKIX302.9 0,5uL

CD8 Alexa Fluor 647° | AbD Serotec | YCATES5.9 2uL

CD14 PE AbD Serotec 0,5uL

CD21 Alexa Fluor 647® | AbD Serotec | CA2.1D6 0,5uL

IFN-y PE AbD Serotec CC302 10uL(diluido 1/10 em PBS-P)
IL-4 PE AbD Serotec | CC303 10uL(diluido 1/10 em PBS-P)
MHC-II FITC AbD Serotec CVvS20 luL

CD11/18 FICT AbD Serotec YKI1X490.6.4 luL

TLR2 PE AbD Serotec T2.5 luL

TLR4 PE AbD Serotec HTA125 luL

TLR9 PE AbD Serotec | eB72-1665 luL

Anticorpos utilizados, com respectivas fluorescéncias, clone e quantidade.
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5.1 Determinacao do perfil de anticorpos parasito-especificos frente a imunizacéo
com Leishmania donovani geneticamente deficiente para o gene da centrina

(LdCen™) apés desafio com forma selvagem de L. infantum;

A pesquisa de producdo dos anticorpos 1gGrow, 19G; e 1gG, foi avaliada por
ELISA indireta nos tempos 15 dias apds a tltima dose (T15dpv), e apés 3, 6 e 12 meses
de infeccdo, em soro de cdes agrupados nos grupos vacinados com PBS (controle),
Leishmune® e LdCen”. A Figura 1 apresenta os resultados obtidos apés vacinacao,
enquanto a Figura 2 representa os dados de 3, 6 e 12 meses ap6s o desafio com 1x10’
promastigotas de L. infantum (cepa BH46).

A reatividade cruzada do anticorpo 1gGioa CONtra 0 antigeno bruto de L. infantum
(cepa BH46) foi expresso em titulos na Figura 1A. Nossos dados demonstram que todos
0s animais vacinados desenvolvem resposta de anticorpos anti-L. infantum. Os titulos de
IgGor NO SOro de cdes vacinados com LdCen” foram significativamente maiores
quando comparado ao grupo PBS (p=0,002). O grupo LdCen” apresenta maiores titulos
de 19Gota1 cOmparado ao grupo Leishmune®, porém sem diferenca significativa.

As Figuras 1B e C representam a avaliagéo das subclasses de 1gG, representados
pelos valores médios de absorbancia para os isotipos 1gG; e IgG, especificos anti-L.
infantum, respectivamente. O valor calculado do ponto de corte (PC - cut-off) para o
anticorpo 1gG1, utilizando-se de trés desvios-padréo para ELISA foi de 0,49.

A avaliacdo dos dados de 1gG; mostrou aumento significativo da média dos
valores de densidade éptica deste anticorpo em animais vacinados com Leishmune® e
LdCen” que foi estatisticamente diferente quando comparado aos animais pertencentes
ao grupo controle (p=0,0002 e p=0,0232, respectivamente) (Fig. 1B).

O valor calculado do PC para o anticorpo 1gG, utilizando-se de trés desvios-
padrdo para ELISA foi de 2,80. A andlise da média de producdo do anticorpo 1gG;
mostra maiores niveis no grupo LdCen” quando comparado ao grupo PBS e mostrou-se

estatisticamente significativo (p=0,0005) (Fig. 1C).
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Figura 1. Reatividade de 1gGtea, 19G; € 1gG, anti-antigeno bruto de Leishmania
infantum (Cepa BH46) em soros de cdes submetidos a diferentes protocolos vacinais ap6s
imunizagdo. Os resultados de IgG estdo expressos como média dos valores de titulos £ desvio
padrdo, enquanto os resultados de 1gG; e IgG, estdo representados em valores de densidade 6tica
(OD) + desvio padr&o. Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e parasitos atenuados
LdCen” foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. (A) As letras *" representam as
diferencas significativas da comparaco entre os grupos controle e Leishmune®, respectivamente.

Os dados representam o periodo experimental 15 dias ap6s vacinacao.
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A reatividade cruzada dos anticorpos contra o antigeno bruto de L. infantum
(Cepa BH46) foi expresso em valores médios de absorbancia como mostrado na Figura 2.

A Figura 2A representa a andlise de 1gGrow especifico anti-L. infantum nos
tempos definidos ap6s o desafio. O valor calculado do ponto de corte para o anticorpo
19G1otal, Utilizando-se de trés desvios-padrao para ELISA foi de 0,210. O grupo de cées
que foram vacinados com LdCen” apresentou maior producdo quando comparado aos
grupos PBS e Leishmune®, nos tempos 3 (p=0,01 e p=0,086, respectivamente), 6 (p=0,02 e
p=0,03, respectivamente) e 12 meses apds desafio (p=0,02 e p=0,04, respectivamente).
Estas diferencas mostraram-se estatisticamente significativas.

A Figura 2B representa a avaliacdo da subclasse de IgG; especifico anti-L.
infantum. O valor calculado do ponto de corte para o anticorpo 1gG; utilizando-se de trés
desvios-padrao para ELISA foi de 0,49. O grupo LdCen” apresentou maior producéo
desse anticorpo em relacdo aos grupos PBS e Leishmune® no tempo 3 meses ap6s
infeccdo (p=0,001 e p=0,006). Além disso, o grupo LdCen™ apresentou maiores niveis de
anticorpos quando comparado ao grupos PBS e Leishmune® nos tempos 6 (p=0,03 e
p=0,05, respectivamente) e 12 meses apds desafio (p=0,03 e p=0,05, respectivamente).

A Figura 2C mostra a investigacdo da subclasse 1gG,. O valor calculado do PC
para 0 anticorpo IgG, utilizando-se de trés desvios-padrao para ELISA foi de 2,28. A
analise mostra que o grupo LdCen™ apresentou maior producéo destes anticorpos quando
comparado ao grupo PBS nos tempos 3 e 12 meses apds desafio (p=0,01 e p=0,0006,
respectivamente). No tempo 12 meses ap6s infeccdo, o grupo Leishmune® também

apresentou maior producédo desse anticorpo em relacdo ao grupo PBS e (p=0,001).
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Figura 2. Reatividade de 19Gtq, 19G: € 1gG, anti-antigeno bruto de Leishmania
infantum (Cepa BH46) em soros de cées submetidos a diferentes protocolos vacinais apds o
desafio. Os resultados de IgG, 1gG; e 1gG, estdo representados pela média dos valores de
densidade dptica (OD) + desvio padrdo. Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e
parasitos atenuados LdCen™ foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. Os simbolos
7 representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e p<0,001), respectivamente. As
barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS, Leishmune® e LdCen”,
respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em meses ap0s infec¢do (tempos

3, 6 e 12 mpc).
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5.2  Avaliar o padrao de resposta celular proliferativa conferida pela vacinacéo

por LdCen” apés desafio com forma selvagem de L. infantum;

A avaliacdo da proliferacéo celular em linfocitos B (CD21") e T CD4" e CD8" foi
realizada através da incorporacdo de BrdU por células mononucleares do sangue
periférico, estimuladas com antigenos solUveis de Leishmania infantum (BH46) por 72
horas. O sangue dos cdes pertencentes aos grupos PBS, Leishmune® e LdCen™ foi
coletado 15 dias ap6s vacinacdo, e 3, 6 e 12 meses apds infeccdo com formas
promastigotas de L. infantum. A Figura 3 representa os resultados obtidos apds
vacinacao, enquanto a Figura 4 mostra os resultados de 3, 6 e 12 meses ap6s o desafio.

A Figura 3A representa o index de estimulacdo, ou seja, o valor da incorporacao
de BrdU por linfocitos T CD4" em cultura estimulada dividido pelo valor da cultura nio
estimulada. Os dados mostram que o grupo LdCen” apresenta valor de index maior e
estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Leishmune® (p=0,03).

A Figura 3B representa o index de estimulagdo de linfécitos T CD8" que
incorporaram BrdU. Na avaliacdo estatistica dos dados, comparando os grupos PBS,
Leishmune® e LdCen™, foi observada proliferacdo aumentada e estatisticamente diferente
no grupo LdCen” em relagdo aos grupos PBS e Leishmune® (p=0,04).

A Figura 3C representa o index de estimulagdo de linfocitos B CD21%,
estimulados por antigenos soltveis de L. infantum (BH46), marcados com anticorpos
especificos para BrdU. A analise estatistica dos resultados de proliferacdo linfocitéaria
para 0s grupos PBS, Leishmune® e LdCen™, demonstrou que 15 dias apés a tltima dose,
o grupo LdCen™ apresentou maior e estatisticamente significativa proliferacéo celular em

relagdo ao grupo Leishmune® (p=0,03).
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Figura 3. Proliferagdo celular especifica nos grupos de cdes que receberam PBS,

Leishmune® ou LdCen™, de células mononucleares do sangue periféricos apds estimulacdo com
antigenos sollveis de Leishmania infantum, por incorporagédo de BrdU, ap6s a imunizagdo. Os
resultados foram expressos em index de percentual de células incorporadas (culturas estimuladas/
culturas ndo estimuladas. Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e parasitos atenuados
LdCen” foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen”. As letras * representam as
diferencas significativas da comparaco entre os grupos controle e Leishmune®, respectivamente.

Os dados representam o periodo experimental 15 dias apds vacinacao.
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A Figura 4A representa o indice de estimulacio de linfocitos T CD4",
representado pela razdo entre o valor células que incorporaram BrdU em culturas
estimuladas com antigeno e o valor das células em culturas ndo estimuladas, apés o
desafio com promastigotas de L. infantum. Os dados mostram que o grupo LdCen™
apresentou valor de index estatisticamente menor quando comparado ao grupo PBS
(p=0,03) apds 3 meses de infeccdo. Contudo, esse perfil foi revertido 12 meses apds
desafio, quando o grupo LdCen” apresentou proliferagéo celular estatisticamente maior
quando comparado aos grupos PBS e Leishmune® (p=0,008 e p=0,01).

A Figura 4B mostra o valor de index de estimulagio de linfécitos T CD8'BrdU”.
A analise dos resultados mostra que o grupo LdCen™ apresentou valor de index de
estimulacdo estatisticamente maior quando comparado ao grupo PBS (p=0,01) 3 meses
apos infeccdo. O grupo LdCen™ apresentou uma tendéncia a maior proliferagéo de
células T CD8" quando comparado aos grupos PBS e Leishmune® 6 e 12 meses apds
desafio, porém sem diferenca significantiva.

A Figura 4C representa o index de estimulagdo de linfocitos B CD21%,
estimulados por antigenos sollveis de L. infantum (BH46), marcados com anticorpos
especificos para BrdU. A andlise dos resultados demonstrou que apdos 3 e 12 meses de
infeccdo, 0 grupo LdCen™ apresenta tendéncia a maior proliferacdo linfocitaria em

relacdo aos grupos PBS e Leishmune®, porém sem diferenca significantiva.
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Figura 4. Proliferacdo celular especifica nos grupos de cdes que receberam PBS,

Leishmune® ou LdCen™, de células mononucleares do sangue periféricos apds estimulacdo com
antigenos sollveis de Leishmania infantum, por incorporacdo de BrdU, apds o desafio. Os
resultados foram expressos por index de percentual de incorporagdo de células (culturas
estimuladas/ culturas ndo estimuladas). Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e
parasitos atenuados LdCen™ foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. Os simbolos
7 representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e p<0,001), respectivamente. As
barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS, Leishmune® e LdCen”,
respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em meses ap6s infec¢do (tempos

3, 6 e 12 mpc).
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5.3  Investigacdo do perfil de ativacéo de linfocitos T CD4" e CD8" conferida pela

vacinacéo por LdCen™ ap6s desafio com forma selvagem de L. infantum;

O perfil de ativagdo de linfocitos T CD4" e CD8" foi avaliado pela expresséo dos
marcadores celulares MHC-II e CD11/18, nos grupos controle, Leishmune® e LdCen™". A
expressdo das moléculas de ativacdo foi avaliada ex vivo e in vitro através de citometria
de fluxo. Os dados avaliados 15 dias ap6s imunizacdo estdo representados na Figura 5,
enquanto nas Figuras 6 e 7 estdo representados aqueles obtidos 3, 6 e 12 meses apos a
infeccéo.

A Figura 5A mostra os resultados da intensidade média de fluorescéncia dos
linfocitos T CD4" para o marcador MHC de classe Il (MHC-11). Os dados mostram que o
grupo de cdes vacinados com LdCen™ apresentou expressdo significantivamente menor
de MHC-II nessa subpopulacéo de linfécito T (p<0,05).

A Figura 5B representa a expressao do marcador de superficie CD11/18 em
linfocitos T CD4", comparada entre os grupos PBS, Leishmune® e LdCen”. A anélise
dos dados mostra que o grupo LdCen™ apresentou maior expressdo de CD11/18 em
células T CD4* quando comparado ao grupo Controle e Leishmune® (p<0,001). Além
disso, o grupo Leishmune® também apresentou maior expressdo de CD11/18 por células
CD4" quando comparado ao grupo Controle (p<0,05).

A Figura 5C apresenta os resultados da expressdo do marcador MHC-1I em
linfocitos T CD8" nos grupos controle, Leishmune® e LdCen™. A avaliacdo dos dados
mostra que o grupo LdCen” apresentou maior intensidade média de fluorescéncia
significativamente maior quando comparado aos grupos controle e Leishmune®
(p<0,001).

A Figura 5D representa os dados de expressdo da moléecula CD11/18 em
linfocitos T CD8". A anélise dos resultados mostrou que os grupos Leishmune® e
LdCen” apresentaram expressdo significativamente maior dessa molécula quando

comparado ao grupo que recebeu PBS (p<0,01).
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Figura 5. Perfil de ativacdo de linfdcitos ex vivo nos grupos de cdes que receberam PBS,

Leishmune® ou LdCen™ ap6s a imunizacdo. Os resultados foram expressos por intensidade média
de fluorescéncia (MFI) + desvio padrdo. Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e
parasitos atenuados LdCen” foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. As letras "
representam as diferencas significativas da comparacio entre os grupos controle e Leishmune®,

respectivamente. Os dados representam o periodo experimental 15 dias apds vacinag&o.
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A avaliacdo da ativacgdo celular foi feita nos tempos 3, 6 e 12 meses apds infeccao
por via endovenosa, com a cepa BH46 de Leishmania infantum, nos grupos controle,
Leishmune® e LdCen™. A expressdo das moléculas de ativacio foi avaliada ex vivo
através de citometria de fluxo (Figura 6) e apos estimulagdo de sangue total por 24 horas
com antigenos sollveis de L. infantum (BH46) (Figura 7).

A Figura 6A mostra os resultados representados como intensidade média de
fluorescéncia (MFI) do linfécito T CD4" para o marcador MHC de classe 11 (MHC-I11) ex
vivo. Os dados mostram que ndo houve diferenca significantiva da expressdo dessa
molécula em células T CD4", em nenhum dos tempos.

A Figura 6B representa os dados de expressao ex vivo da molécula CD11/18 por
linfocitos T CD4*. A anélise dos resultados mostrou que o grupo LdCen™ apresentou
expressao significativamente maior dessa molécula quando comparado aos grupos PBS e
Leishmune® (p=0.02 e p=0.009, respectivamente) 12 meses ap6s o desafio. Ndo foram
observadas diferencas significantivas entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses apds
infeccdo.

A Figura 6C representa os dados ex vivo de MFI da expressdo da molécula MHC-
I1 por linfécitos T CD8". A avaliagdo dos dados mostrou que o grupo LdCen™ apresentou
uma tendéncia a maior expressio desse marcador por células T CD8" quando comparado
aos grupos PBS e Leishmune® 12 meses ap6s desafio, porém sem diferencas
significativas. Também ndo foram observadas diferencas significantivas entre 0s grupos
nos tempos 3 e 6 meses apos infecgao.

A Figura 6D mostra os dados de expressdo ex vivo da molécula CD11/18 por
células T CD8*. O grupo LdCen” apresentou expressdo significativamente maior dessa
molécula quando comparado aos grupos PBS e Leishmune® (p=0,02 e p=0,01,
respectivamente), no tempo 12 meses ap6s desafio. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses apos infecgéo.

A Figura 7A apresenta os dados de MFI da expressao da molécula de MHC-11 por
linfocitos T CD4™ ap6s 24 horas de estimulagio por antigenos de L. infantum. O resultado
estd representado como razdo entre células de cultura estimulada e cultura-ndo
estimulada. A analise dos dados mostrou que ndo houve diferenca significativa na

expressdo dessa molécula por células T CD4", em nenhum dos tempos.
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A Figura 7B mostra os dados da razdo da expressdo da molécula CD11/18 em
linfocitos T CD4" apds estimulagdo celular in vitro. O grupo LdCen™ apresentou
expressao estatisticamente maior dessa molécula quando comparado aos grupos PBS e
Leishmune® (p=0.04 e p=0.03, respectivamente) 12 meses ap6s desafio. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses apés
infeccéo.

A Figura 7C apresenta os dados da razdo de MFI da molécula MHC-II por
linfocitos T CD8" apds estimulagdo. A analise dos dados mostrou que o grupo LdCen™
apresentou expressao de MHC-II estatisticamente maior, quando comparado aos grupos
PBS e Leishmune® (p=0,001 e p=0,002, respectivamente) 12 meses ap6s infeccdo. N&o
foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses ap0s
desafio.

A Figura 7D representa os dados da razdo da expressdo da molécula CD11/18 por
células T CD8" apos estimulagdo. Ndo foram observadas diferencas entre os grupos 3
meses apos desafio. A avaliacdo dos dados no tempo de 12 meses apos infeccdo mostrou
que o grupo LdCen” apresentou expressdo de CD11/18 estatisticamente maior, quando
comparado ao grupo PBS (p<0,0001), e apresenta uma tendéncia a maior expressao dessa
molécula quando comparado ao grupo Leishmune® (p=0,07), porém sem diferenca
significativa. Observa-se também, maior expressdo desse marcador por linfocitos T CD8"
apos 6 meses de desafio, porém ndo foram observadas diferencas significativas.
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Figura 6. Perfil de ativacdo de linfécitos ex vivo nos grupos de cées que receberam PBS,

Leishmune® ou LdCen™ ap6s o desafio. Os resultados foram expressos por intensidade média de
fluorescéncia (MFI) + desvio padrdo. Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e
parasitos atenuados LdCen” foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. Os simbolos
" representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e p<0,001), respectivamente. As
barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS, Leishmune® e LdCen”,
respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em meses ap6s infec¢do (tempos

3, 6 e 12 mpc).
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Figura 7. Perfil de ativacdo de linfocitos em sangue total apds 24 horas de estimulagédo

por SLA nos grupos de cdes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen” apés o desafio. Os
resultados foram expressos por razdo (valor de células estimuladas/células ndo estimuladas) de
intensidade média de fluorescéncia (MFI). Os grupos controle, e vacinados com Leishmune® e
parasitos atenuados LdCen” foram representados pelas siglas PBS, LM e LdCen™. Os simbolos
™ representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e p<0,001), respectivamente. As
barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS, Leishmune® e LdCen”,
respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em meses ap0s infec¢do (tempos

3, 6 e 12 mpc).
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5.4  Avaliar o perfil de producédo de citocinas induzidas no processo vacinal e
durante o acompanhamento pés desafio
5.4.1 Avaliacdo da producéo de citocinas intracitoplasmaticas por células T
CD4"e CD8"

O perfil de expressédo de citocinas intracitoplasmaticas IFN-y ¢ IL-4 por linfécitos
T CD4" e CD8" foi avaliado por citometria de fluxo, nos grupos Controle, Leishmune® e
LdCen™, apds coleta do sangue (ex vivo). Os dados estdo representados por valor
absoluto, ou seja, pelo nimero de célulass/mm?, obtido pelo produto da porcentagem
determinada pela analise por citometria de fluxo com os valores obtidos na analise
hematoldgica dos mesmos animais. A Figura 8 representa os dados obtidos 15 dias apds
imunizagdo, enquanto os dados obtidos 3, 6 e 12 meses apds o desafio encontram-se na
Figura 9.

A Figura 8A representa a expressdo ex vivo da citocina IFN-y por linfocitos T
CD4". A avaliacdo dos dados ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos PBS,
Leishmune® e LdCen™.

A Figura 8B apresenta a expressdo da citocina IL-4 por células T CD4" apds a
coleta do sangue (ex vivo) nos grupos PBS, Leishmune® e LdCen”. A anélise dos
resultados mostra que o grupo LdCen” apresentou menor nivel de IL-4 (p=0,054), porém
sem diferenga significativa.

A Figura 8C representa os resultados de expressao ex vivo da citocina IFN-y por
células T CD8". A avaliacéo dos dados mostra que o grupo LdCen™ apresentou expressdo
de IFN- vy estatisticamente maior quando comparado ao grupo PBS (p=0,03), no entanto,
ndo foi observada diferenca significativa quando comparado ao grupo Leishmune®.

A Figura 8D apresenta a intensidade media de fluorescéncia ex vivo da citocina
IL-4 em células T CD8". Apesar do grupo LdCen™ apresentar uma tendéncia a menor
expressdo dessa citocina, a analise dos dados ndo apresentou diferenca significativa entre

0S grupos.
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Figura 8. Expressdo de citocinas intracitoplasmaticas ex vivo nos grupos de cdes que

. ® e e <
receberam PBS, Leishmune ou LdCen™ apés imunizacdo. Os resultados estdo expressos em
valor absoluto (célulassimm?). As letras *° representam as diferencas significativas da comparago

entre os grupos controle e Leishmune®, respectivamente. Os dados representam o periodo
experimental 15 dias apos vacinagao.

71



Resultados

A Figura 9A representa a expressdo ex vivo da citocina IFN-y por linfocitos T
CD4". A avaliagdo dos dados mostrou que o grupo LdCen™ apresentou expressao de IFN-
y estatisticamente maior, quando comparado ao grupo PBS (p=0,02) no tempo de 12
meses apos desafio. O mesmo perfil foi observado quando comparado ao grupo
Leishmune®, porém sem diferenca significativa. N&o foram observadas diferencas entre
0S grupos nos tempos 3 e 6 meses apos desafio.

A Figura 9B representa a expressdo ex vivo da citocina IL-4 por linfécitos T
CD4". A andlise dos dados mostrou que o grupo LdCen” apresenta menor expressdo
dessa citocina 3 meses ap6s infeccéo, quando comparado ao grupo Leishmune® (p=0,02).
Apesar de observarmos menor expressdo de IL-4 por animais vacinados com LdCen™
ap6s 12 meses de infeccdo, nenhuma diferenca foi observada quando comparado aos
grupos PBS e Leishmune®. N&o foram observadas diferencas significativas entre os
grupos 6 meses apos desafio.

A Figura 9C representa a expressdo ex vivo da citocina IFN-y por linfocitos T
CD8". O grupo LdCen” apresentou nlmero de célulassmm® dessa citocina
estatisticamente maior quando comparado ao grupo PBS (p=0,04) apds 12 meses de
infeccdo. Os grupos imunizados apresentaram niveis semelhantes de resposta nos tempos
3, 6 e 12 meses apds desafio.

A Figura 9D representa a expressdo ex vivo da citocina IL-4 por linfécitos T
CD8". Podemos observar uma menor expressio dessa citocina por cdes vacinados por
Leishmune® (p=0,03), e ndo significativo para LdCen™ (p=0,06) ap6s 3 meses de
infeccdo. O grupo LdCen” apresentou menor expressdo de IL-4 apés 6 meses de
infeccdo, porém sem diferenca significativa. Contudo, o grupo LdCen™ mostrou uma
menor expressdo de IL-4 por células T CD8" quando comparado aos grupos PBS e

Leishmune® (p=0,007 e p=0,04, respectivamente) 12 meses ap6s infeccao.
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Figura 9. Expressdo ex vivo de citocinas intracitoplasméaticas nos grupos de cdes que

receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™ apés o desafio. Os resultados foram expressos por valor
absoluto (célulassmm®). Os simbolos """ representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001), respectivamente. As barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS,
Leishmune® e LdCen™, respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em meses
apos infecgdo (tempos 3, 6 e 12 meses apos o desafio).
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5.4.2 Avaliacdo da producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de

PBMCs ap0s vacinacao e desafio

A producéo das citocinas TNF-a, IL-12/IL-23p40 e IL-4 foi realizada através da
técnica de ELISA sanduiche em sobrenadante de cultura de células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs), estimuladas com antigenos solUveis de Leishmania infantum
(BH46) por 72 horas. A avaliagéo foi feita em sangue coletado dos cées pertencentes aos
grupos PBS, Leishmune® e LdCen™ 15 dias ap6s vacinacdo, e ap6s 3, 6 e 12 meses apds
infeccdo. Os valores foram expressos em valor de delta (A), ou seja, como a diferenca
entre a quantidade de citocina produzida em sobrenadante de células que foram
estimuladas e de celulas que ndo foram estimuladas (cultura controle). Os valores foram
expressos em pg/mL. A Figura 10 representa os resultados obtidos ap6s vacinacao,
enquanto a Figura 11 representa os dados avaliados 3, 6 e 12 meses apds o desafio com
1x10” promastigotas de L. infantum.

A Figura 10A representa o delta da producéo da citocina TNF-a. em sobrenadante
de cultura. A andlise dos dados mostra que os grupos Leishmune® e LdCen™
apresentaram maiores niveis dessa citocina quando comparado ao grupo PBS (p<0,005).

A Figura 10B representa o delta da producédo da citocina 1L-12p40 por células
mononucleares do sangue periférico em cultura. A avaliacdo dos dados mostra que o
grupo LdCen” apresentou maior producdo dessa citocina quando comparado aos grupos
PBS, Leishmune® (p<0,0019).

A Figura 10C apresenta o delta de estimulacdo da producdo da citocina IL-4
presente em sobrenadante de PBMCs de cées pertencentes aos grupos PBS, Leishmune®
e LdCen™. Podemos observar que a producdo desta citocina foi significativamente menor
em culturas de PBMCs dos animais vacinados com LdCen” quando comparado aos

animais pertencentes aos grupos PBS e Leishmune® (p<0,05).
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Figura 10. Avaliacdo da produgdo de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMCs

~ - ® -f= 7 - - ~
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune ou LdCen™ apés imunizagéo. Os resultados
foram expressos por delta de estimulacdo em pg/mL (células estimuladas - células ndo
estimuladas). As letras *° representam as diferencas significativas da comparagao entre os grupos

controle e Leishmune®, respectivamente. Os dados representam o periodo experimental 15 dias
apos vacinacao.
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A Figura 11A mostra o delta da producdo da citocina IFN-y em culturas
estimuladas e ndo estimuladas. O grupo LdCen” apresentou maior producdo dessa
citocina quando comparado aos grupos PBS e Leishmune® (p=0.02 e p=0.04,
respectivamente), no tempo 12 meses apds desafio. Ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses apds desafio.

A Figura 11B representa o delta da producdo da citocina TNF-o. presente em
sobrenadante. A analise dos dados mostra que os grupos Leishmune® e LdCen™
apresentaram maiores niveis dessa citocina quando comparado ao grupo PBS (p=0,02) no
tempos 12 meses apos infeccdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre 0s
grupos nos tempos 3 e 6 meses apos infecgéo.

A Figura 11C apresenta o delta da producdo da citocina 1L-12/1L-23p40 em
sobrenadante de culturas de PBMCs de cées pertencentes aos grupos PBS, Leishmune® e
LdCen”. O grupo LdCen™ apresentou producéo estatisticamente maior dessa citocina
quando comparado aos grupos PBS e Leishmune® (p=0,01 e p=0,04, respectivamente),
12 meses ap0ds desafio. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
nos tempos 3 e 6 meses apos infeccao.

A Figura 11D mostra o delta de estimulacdo de PBMCs da produgéo da citocina
IL-4 em sobrenadante. Podemos observar que a producdo da citocina IL-4 foi
significativamente menor em culturas de PBMCs dos animais vacinados com LdCen™
quando comparado aos animais pertencentes aos grupos PBS e Leishmune® (p=0,02).
Né&o foram observadas diferencas entre 0s grupos nos tempos 3 e 6 meses apos infeccao.
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Figura 11. Avaliacdo da produgdo de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMCs

nos grupos de cées que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen” ap6s o desafio. Os resultados
foram expressos por delta de estimulagdo em pg/mL (células estimuladas - células ndo
estimuladas). Os simbolos "™ representam as diferencas estatisticas (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001), respectivamente. As barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS,
Leishmune® e LdCen™, respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em

meses apos infecgdo (tempos 3, 6 e 12 meses apos o desafio).
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5.5 Investigar as alteracdes no perfil imunofenotipico celular de cées vacinados

com LdCen™ antes e apds o desafio

A imunofenotipagem dos leucdcitos T CD3'CD4" e CD3'CD8", B (CD21%) e
mondcitos (CD14") foi realizada em células de sangue periférico no contexto ex vivo, nos
tempos 0, 15 dias apds vacinacdo e 3, 6 e 12 meses ap6s o desafio, nos grupos pré-
vacinado, PBS, Leishmune® e LdCen”. Os dados foram adquiridos e analisados por
citometria de fluxo, e apresentados como valores percentuais médios * desvio-padréo. Os
dados referentes aos tempos 0 e 15 dias ap0s imunizacao estdo representados na Tabela 1
(ex vivo). Os dados coletados 3, 6 e 12 meses ap0s o0 desafio com L. infantum, estdo
representados na Tabela 2 (ex vivo) e Tabela 3 (in vitro).

Na Tabela 1 podemos observar os valores percentuais médios de subpopulacdes
celulares, divididos entre os tempo O (antes da vacinacdo) e 15 dias ap0s vacinacéo
(Gltima dose). A avaliacdo da freqiiéncia ex vivo de células T CD3'CD4" e CD3'CD8", B
(CD21%) e mondcitos (CD14"), ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos
estudados.

A imunofenotipagem dos leucocitos T CD3'CD4" e CD3'CD8", B (CD21%) e
mondcitos (CD14") foi realizada em células de sangue periférico, nos contextos ex vivo e
apos estimulacdo de sangue total com antigenos soltveis de L. infantum (cepa BH46),
nos tempos 3, 6 e 12 meses ap6s desafio com L. infantum, nos grupos PBS, Leishmune®
e LdCen”. Os dados foram adquiridos e analisados por citometria de fluxo, e
apresentados como valores percentuais médios + desvio-padrao.

Na Tabela 2 podemos observar os valores percentuais médios de subpopulacdes
celulares, divididos entre os tempos 3, 6 e 12 meses apds infeccdo. A avaliacdo da
freqiiéncia de células T CD3'CD4" e CD3"CD8", B (CD21") e mondcitos (CD14"), ndo
demonstrou diferenca significativa entre os grupos estudados em ex vivo.

Na Tabela 3, os valores estdo apresentados como razdo percentuais média das
celulas estimuladas/células ndo-estimuladas, nos diferentes tempos apds infecgdo. A
avaliacdo da frequiéncia de células T CD3'CD4" e CD3'CD8", B (CD21") e mondcitos
(CD14"), ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos estudados apds

estimulacdo de sangue total in vitro.
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Tabela 2. Perfil de imunofenotipagem de leucécitos do sangue periférico de cées antes e apés injecio de PBS (Controle) ou vacinagdo com Leishmune® ou LdCen™

Ap6s imunizacao

Subpopulagéo Celular in?t?rf?zsadgo (15 dias apds ultima dose)

¢ Controle (PBS) Leishmune® LdCen™
Células T CD3*CD4* 35,8345,2 25,41+4.5 27,5148,2 24,7945,4
Células T CD3*CD8" 41,6246,1 28,88+7,0 30,86+7,7 30,7848,5
Células B (CD21%) 23,5747,5 30,29+4,2 30,68+3,7 30,9045,7
Mondcitos (CD14") 51,04+23,6 41,45422 4 34,214+13,9 43,56+15,1

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padréo) de linfocitos T CD3*CD4" e CD3"CD8", B (CD21%) e mondcitos (CD14%),
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados nos tempos antes e 15 dias apds imunizagéo.

79



Resultados

Tabela 3. Perfil de imunofenotipagem ex vivo de leucécitos do sangue periférico, de cies pertencentes aos grupos PBS (Controle), Leishmune® e LdCen” apés 3, 6 e 12

meses de infecgdo com L. infantum

Subpopulacéo T3mpc T6émpc T12mpc
Celular PBS Leishmune® LdCen™ PBS Leishmune®  LdCen” PBS Leishmune®  LdCen™”
Células T 27,86+8,64 26,4449, 45 36,35+6,66 21,18+15,69 14,75+13,2 22,77+7,37 26,1+9,47 22,1945,02 27,18+12,2
cD3'cDh4*
Células T 30,9345,11 28,3749,15 34,29+5,33 28,8+22,7 18,37+13,05 32,44+7,63 28,31+8,56 18,08+13,05 32,82+9,54
cD3'cDs*
Células B (CD21+) 29,81+7,4 28,92+6,83 20,4+3,84 69,54+5,34 69,12+3,0 70,47+4,54 49,36+16,56 41,4414,92 46,77+13,2

Monbcitos (CD14") 46,8+11,2 46,31+19,12 39,23+18,0 73,5445,43 77,37+7,75 76,45%7,06 76,47+15,36 72,47£12,48  75,48+13,76

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padréo) de linfocitos T CD3*CD4" e CD3'CD8", B (CD21%) e mondcitos (CD14") ex vivo,
nos grupos de cées que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados nos tempos 3 (T3mpc), 6 (Témpc) e 12 (T12mpc) meses apds o desafio.

Tabela 4. Perfil de imunofenotipagem de leucdcitos do sangue periférico 24 horas ap6s estimulacdo com antigenos de L. infantum, de cées pertencentes aos grupos PBS

(Controle), Leishmune® e LdCen™ ap6s 3, 6 e 12 meses de infecgdo com L. infantum

Subpopulacéo T3mpc T6émpc T12mpc

Celular PBS Leishmune®  LdCen™ PBS Leishmune®  LdCen” PBS Leishmune®  LdCen™”
Células T 1,21+0,2 0,95+0,13 0,95+0,13 1,23+0,25 1,20+0,38 1,02+0,11 1,27+0,39 1,16+0,34 1,21+0,38
cD3'cDh4*
Células T 1,07+0,25 1,04+0,33 1,04+0,15 1,36+0,30 1,15+0,14 1,09+0,23 1,23+0,65 1,25+1,55 0,98+0,65
cD3'cDs8*
Células B (CD21+) 1,16+0,67 1,83+1,01 1,85+0,68 1,11+0,23 0,95+0,21 1,08+0,17 1,17+0,42 1,01+0,72 0,99+1,38
Mondécitos (CD14+) 0,97+0,39 3,56+2,25 2,11+1,31 1,73+0,73 1,34+0,47 1,87+0,89 1,19+0,50 1,66+0,64 1,63+0,79

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padréo) de linfocitos T CD3*CD4" e CD3'CD8", B (CD21%) e mondcitos (CD14") apés cultura de sangue total,
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados nos tempos 3 (T3mpc), 6 (T6mpc) e 12 (T12mpc) meses apds o desafio.
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5.6  Avaliacdo de alteracgdes bioquimicas e hematologicas de caes imunizados com

LdCen™, antes e apés o desafio experimental com L. infantum;

A avaliacdo dos seguintes parametros hematoldgicos (eritrécito, hematocrito,
hemoglobina, VCM, HCM, CHCM, leucdcitos, neutrofilos bastonetes, neutréfilos
segmentados, eosindfilos, linfocitos, mondcitos, basofilos, plaquetas) e bioquimicos
(albumina, AST, ALT, bilirrubina total, calcio, colesterol total, creatinina, fosfatase
alcalina, fosforo, gama GT, glicose, proteinas totais e uréia) foi realizada nos grupos pré-
vacinados, PBS, Leishmune® e LdCen”. Os tempos avaliados foram: antes da
imunizacdo, 15 dias apds a ultima dose (T15dpv), 3, 6 e 12 meses apos o desafio. Os
dados foram realizados e analisados pelo Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinarias/ UFMG, e apresentados como valores médios + desvio-padrao.

Na Tabela 4 podemos observar que a andlise dos valores hematoldgicos nédo
demonstrou diferenca significativa entre os grupos estudados. Além disso, ndo foram
observadas diferencas significativas quando analisados os pardmetros bioquimicos entre
0s grupos avaliados, indicando que a vacinagdo com Leishmune® e LdCen” néo altera

estes parametros.
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Tabela 5. Valores hematoldgicos e bioquimicos em grupos de cdes ndo-vacinados (T0), PBS (Controle)

®
e vacinados (Leishmune ou LdCen™)

Antes da
imunizacéo (TO0)

Ap0s imunizagao

(15 dias ap6s ultima dose- T15dpv)

Controle (PBS)  Leishmune® LdCen”
Parametros hematolégicos*
Hemécias (x10° células/pL) 55+0,3 6,1+0,4 6,6 £0,4 6,3+0,4
Hematdcrito (%) 38,0127 46,5+4,2 495+25 48,0+ 2,0
Hemoglobina (g/dL) 12,0+0,5 148+15 159+1,0 153+1,2
MCV (fL) 70,7+21 754+15 74015 75,8+1,6
MCH (g/dL) 22,0+0,6 23505 239+0,3 242+0,9
MCHC (g/dL) 31,5+0,68 31,5+0,7 32,1+05 32,1+15
Leucécitos (células/uL) 19100,0 + 3316,4 14300,0 +814,0  17100,0 £ 1635,5  16650,0 + 1260,2
Neutréfilos (%) 0,0+0,0 8,0+6,6 8,029 6,0+6,0
Neutrofilo bastonete (células/uL) 0,0+£0,0 1217,5 £ 920,5 14495 +514,4 985,0+1,4
Neutréfilo segmentado (%) 70,0+84 485+6,1 48,5+ 10,5 535+6,2
Neutréfilo segmentado
(células/pL) 13341 + 3143,13 7054 £ 107554  8416,5+2302,53  9166,5+ 1174,32
Eosindfilos (%) 10+1,1 15+13 30+1,3 25+14
Eosindfilos (células/uL) 198,5 + 185,7 224,0+176,3 4995+ 2228 429,0 + 203,8
Linfécito (%) 21,0+8;3 33045 32,073 26,5+39
Linfécito (células/uL) 4058,0 £ 1813,3 4703,0 £ 797,0 5339,0 + 1246,7 4371,5+795,9
Mondcito (%) 5025 55+25 75+23 8,0+23
Monécito (células/pL) 941,5 + 462,8 811,0 + 369,5 1171,0+ 355,55 1268,0 + 402,9
Basdfilo (%) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Basofilo (mm?) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Plaquetas (10%/pL) 597,0+ 77,9 531,0+ 39,4 466,0 + 48,6 516,0 + 76,6
Parametros bioquimicos
Albumina (g/dL) 2,5+0,3 3,2+0,2 3,1+0,1 33%£0,1
AST (UI/L) 0,0+0,0 45,0+ 4,2 44,0+8,8 46,0+ 4,8
ALT (UI/L) 32,8+6,4 59 £ 7,02 63,5+ 10,53 62 + 10,22
Bilirrubina total (mg/dL) 0,0+0,0 0,2+0,1 0,2+0,1 04+0.2
Célcio (mg/dL) 125+ 1,1 9,6+0,4 9,2+0,2 9,8+0,6
Colesterol total (mg/dL) 151,0+ 16,1 1635+ 22,9 169,0 + 10,9 158,5+ 12,8
Creatinina (mg/dL) 0,3+0,1 05+0,1 05+0,1 05+0,1
Alcalina fosfatase (UI/L) 47,092 81,0+ 125 73,0+ 15,3 655+9,5
Fésforo (ug/dL) 8,6+1,2 6,4 +0,6 57+0,6 58+1,1
Gama GT (U/L) 0,0+0,0 12+16 12+4.2 12+1,6
Glicose (mg/dL) 100,2 + 10,9 54,0+124 56,0+ 6,9 63,079
Proteinas totais (mg/dL) 4,2+0,5 6,9+0,4 6,7+0,3 7,0£0,5
Uréia (mg/dL) 30,1+47 425+99 36,5+119 46,5+ 10,6

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padrdo) de parametros bioquimicos e hematoldgicos,
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados nos tempos
antes (Tempo 0-TO) e 15 dias apds vacinagdo (T15dpv).
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A avaliacdo de parametros hematoldgicos (eritrocito, hematocrito, hemoglobina,
VCM, HCM, CHCM, Ileucdcitos, bastonetes, segmentados, eosinéfilos, linfdcitos,
mondcitos, basoéfilos, plaquetas) e bioquimicos (albumina, AST, ALT, bilirrubina total
bilirubina, calcio, colesterol total, creatinina, alcalina fosfatase, fosforo, gama GT,
glicose, proteinas totais e uréia) foram feitos em soros coletados nos tempos 3, 6 e 12
meses apos desafio com formas promastigotas de L. infantum (BH46), nos grupos PBS,
Leishmune® e LdCen”. Os dados foram adquiridos e analisados pelo Hospital
Veterinario da Escola de Veterinarias/ UFMG, e apresentados como valores médios +
desvio-padréo.

Nas Tabelas 5, 6, e 7 podemos observar que a analise dos valores hematologicos
ndo demonstrou diferenca entre os grupos estudados para os tempos 3, 6 e 12 meses apds
infeccdo, respectivamente. Também ndo foram observadas diferencas significativas

quando analisados os parametros bioguimicos entre os grupos avaliados.
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Tabela 6. Valores hematoldgicos e bioquimicos em grupos de cdes ndo vacinados PBS (Controle) e

®
vacinados (Leishmune ou LdCen™) apés 3 meses de infeccio

T3mpc

PBS Leishmune® LdCen”
Parametros hematol6gicos*
Hemécias (x10° células/uL) 6,48+0,89 6,68+0,37 6,32+0,49
Hematdcrito (%) 44,6+5,36 47,2+1,78 45,85+2,91
Hemoglobina (g/dL) 15,48+1,98 15,94+0,61 15,34+1,28
VCM (fL) 69,19+1,73 70,87£2,9 72,56+3,37
HCM (g/dL) 26,12+4,63 23,88+0,7 24,24+1,02
CHCM(g/dL) 32,44+5,25 33,76+1,12 33,5%2,12
Leucdcitos (células/pL) 12980+1643,78 14680+3193,27 11704,29+2008,63
Neutrdéfilos (%) 2+1,58 3,2+1,92 3,43+£3,51
Neutréfilo bastonete (células/ulL) 277,6+240,43 423,8+248,43 405,43+421,85
Neutréfilo segmentado (%) 61,6+4,34 56+7,94 57,86+6,94
Neutréfilo segmentado (células/uL) 7951,2+938,2 8274,6+2292,42 6818+1738,23
Eosindfilos (%) 0,6+0,89 0,4+0,55 0,43+0,53
Eosindfilos (células/pL) 70+101,92 54,8+75,07 51,43+64,15
Linfdcito (%) 30+4 33,6+6,88 32,86+7,22
Linfécito (células/uL) 3881,2+684,85 4870,6+1151,53 3799,574871
Mondcito (%) 5,8+2,59 6,8+4,09 5,43+1,72
Mondcito (células/pL) 760+386,94 1056,2+771,85 630,43+183,48
Basofilo (%) 0+0 0+0 0+0
Basofilo (mm?) 0+0 0+0 040
Plaguetas (10*/uL) 355,6+104,52 380+48,52 443,29+80,74
Parametros bioquimicos
Albumina (g/dL) 3,72+0,88 3,38+0,42 3,15+0,19
AST (UI/L) 50,4+3,84 43,4+7,82 47,42+12,32
ALT (UI/L) 63+8,09 59,8+8,25 69,8+19,16
Bilirrubina total (mg/dL) 0,55+0,08 0,5+0,03 0,56+0,17
Célcio (mg/dL) 9,38+1,39 9,36+0,74 9,3+3,69
Colesterol total (mg/dL) 58,6+14,48 51+14,83 65,8+19
Creatinina (mg/dL) 0,64+0,11 0,72+0,1 0,85%0,19
Alcalina fosfatase (UI/L) 3,92+0,77 3,58+0,42 4,11+0,56
Fosforo (ug/dL) 5,9+£0,81 6,22+0,4 6,82+2,51
Gama GT (U/L) 6,02+4,86 2,94+2,97 3,08+2,57
Glicose (mg/dL) 48,6+21,1 56+15,65 54,71£13,25
Proteinas totais (mg/dL) 7,18+0,75 6,8+0,39 7,27+0,62
Uréia (mg/dL) 31,6+1,51 35,846,4 37,14+9,35

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padréo) de parametros bioquimicos e hematoldgicos,
nos grupos de cées que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™". Os dados foram coletados no tempo 3
meses (T3mpc) apds o desafio com L. infantum.
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Tabela 7- Valores hematoldgicos e bioquimicos em grupos de cées ndo vacinados PBS (Controle) e
®
vacinados (Leishmune ou LdCen™) ap6s 6 meses de infeccéo.

Témpc

PBS Leishmune® LdCen™
Parametros hematologicos™
Hemacias (x10° células/pL) 7,07+0,68 7,45+0,34 7,08+0,5
Hematdcrito (%) 53,4459 56,2+2,5 53,8+3,5
Hemoglobina (g/dL) 17,1+1,99 17,5+0,8 16,9+1,21
VCM (fL) 75,5+1,3 75,5+0,5 76+1,6
HCM (g/dL) 24,2+0,6 23,5404 23,940,5
CHCM(g/dL) 32+0,3 31,1+0,6 31,540,5
Leucdcitos (células/uL) 14540+3708,5 15480+1797,7 12428,8+2202,8
Neutrdfilos (%) 5,4+4,1 3,235 5,8£7,9
Neutrofilo bastonete (células/pL) 872,8+750,5 510,8+560,8 730,4+924,1
Neutrofilo segmentado (%) 61+4,8 57,6£3,36 55,5+9,3
Neutrofilo segmentado (células/uL) 8914,6+2659 8902,6+£1032,5 6913,2+1724,5
Eosindfilos (%) 241,73 1,2+1.3 2,28+3,9
Eosinofilos (células/uL) 251,6+149,8 179,6+190,6 318,1+606
Linfdcito (%) 29,245,89 35,446,8 33,146,28
Linfocito (células/uL) 4128,2+744,5 5493,6+1266,4 4067,4+786,1
Mondcito (%) 2,4+1,67 2,6+1,8 3,14+1,5
Mondcito (células/pL) 372,8+280,5 393,4+274,2 399,24232,5
Basdfilo (%) 0+0 0+0 0+0
Basofilo (mm®) 00 00 0+0
Plaguetas (10*/uL) 371600+119267,7  298000+69985,7  343714,2+77819,6
Parametros bioquimicos
Albumina (g/dL) 9,5+0,27 9,8+0,8 9,9+0,65
AST (UI/L) 78,84+14,7 7,44+0,45 7,38+0,31
ALT (UI/L) 32+9,5 36+4,5 34,194
Bilirrubina total (mg/dL) 0,94+0,11 0,98+0,08 0,95+0,12
Célcio (mg/dL) 2,3240,17 2,06+0,18 2,07+0,18
Colesterol total (mg/dL) 5,4610,61 5,38+0,5 5,3+0,32
Creatinina (mg/dL) 7,78+0,73 7,44+0,45 7,38+0,31
Alcalina fosfatase (UI/L) 29,8+5,8 29,6+4,56 31+4,62
Fosforo (ug/dL) 38,4+7,2 32,648,62 35,1+10,2
Gama GT (U/L) 9,8+1,78 1448,9 9,71+2,05
Glicose (mg/dL) 74,246,61 T4+17,77 71,85+27,32
Proteinas totais (mg/dL) 8,06+1,24 5,9+1,62 8,07+2,6
Uréia (mg/dL) 0,54+0,72 0,2+0,17 0,27+0,2

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padrdo) de parametros bioquimicos e hematoldgicos,
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados no tempo 6
meses (T6mpc) apo6s o desafio com L. infantum.
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Tabela 8- Valores hematoldgicos e bioquimicos em grupos de cées ndo vacinados PBS (Controle) e
®
vacinados (Leishmune ou LdCen™) ap6s 12 meses de infecao.

T12mpc

PBS Leishmune® LdCen™
Parametros hematologicos™
Hemacias (x10° células/pL) 7+0,71 7,4+0,48 6,96+0,59
Hematdcrito (%) 51,2454 54,5+3,11 52,6+4,66
Hemoglobina (g/dL) 16+1,7 17+1,31 16,1+1,3
VCM (fL) 73,2+1,23 73,54+1 75,6+2,3
HCM (g/dL) 22,840,7 22,940,3 23,1+0,4
CHCM(g/dL) 31,1+0,7 31,2+0,8 30,6+0,6
Leucocitos (células/uL) 13280+2817 15640+1154 1427141307
Neutrdfilos (%) 5,6+4,8 2,2+2,7 618,08
Neutrofilo bastonete (células/pL) 846,2+908,2 324,6+382,2 858,2+1128,4
Neutrofilo segmentado (%) 69+6 68,6+10,5 72,445,9
Neutrofilo segmentado (células/uL) 9127+1857,9 10766+2116 1027945127
Eosindfilos (%) 1+0,7 2,2+1,6 2+2,6
Eosinofilos (células/uL) 133,8+96,7 340,4+249,4 303,7+420,5
Linfdcito (%) 18,6+8,56 21,2+10,9 15,547,2
Linfocito (células/uL) 2366,2+927,1 3312+1682,1 2255,2+1168
Mondcito (%) 5,8+3,11 5,8+1,4 4+1,8
Mondcito (células/pL) 806,8+515,2 896,8+181 574,4+271,4
Basdfilo (%) 0+0 0+0 0+0
Basofilo (mm®) 0+0 0+0 0+0
Plaguetas (10*/uL) 36720072582 332800+39264 346714456112
Parametros bioquimicos
Albumina (g/dL) 9,8+0,89 10,1+1,02 10,4+1,12
AST (UI/L) 68,4+4,5 6345,2 69,5+11,9
ALT (UI/L) 32,246,6 32,2475 31,5+4,6
Bilirrubina total (mg/dL) 0,86+0,08 0,94+0,13 0,87+0,09
Célcio (mg/dL) 3,46+0,15 3,56+0,27 3,5+0,1
Colesterol total (mg/dL) 3,74+0,4 3,5+0,6 3,5+0,2
Creatinina (mg/dL) 7,2+0,5 7,06£0,5 7,02+0,16
Alcalina fosfatase (UI/L) 31,2+5,11 36,6+6,6 32,1+5,7
Fosforo (ug/dL) 30,6+4,6 3,9+4,7 32,2+4,1
Gama GT (U/L) 6,8+1,78 54425 7,14+1,46
Glicose (mg/dL) 81,4354 75,4+27,86 77,2+27,86
Proteinas totais (mg/dL) 12,8+20,5 8,12+2,2 10,9+4,1
Uréia (mg/dL) 0,34+0,08 0,24+0,08 0,4+0,2

Valores apresentados em percentual médio (+ desvio-padrdo) de parametros bioquimicos e hematoldgicos,
nos grupos de caes que receberam PBS, Leishmune® ou LdCen™. Os dados foram coletados no tempo 12
meses (T12mpc) apds o desafio com L. infantum.
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5.7  Avaliacdo da expressdo de receptores toll em mondcitos e linfocitos T CD4" e
CD8" induzida no processo vacinal por LdCen™, antes e apés o desafio experimental

com L. infantum

A expressdo de receptores do tipo toll (TLR’s) 2, 4 e 9 em mondcitos e linfocitos
T CD4" e CD8", foi avaliada por citometria de fluxo, nos grupos Controle e LdCen™,
apos coleta do sangue (ex vivo). Os dados foram representados por intensidade média de
fluorescéncia (MFI).

A Figura 12A representa a expressdo ex vivo de TLR2 em linfécitos T CD4" . A
avaliacdo dos dados mostrou que o grupo LdCen™ apresenta maior expressdo de TLR2
nessas celulas quando comparado ao grupo PBS (p=0,002) 12 meses apoés infeccdo. O
grupo LdCen™ apresenta maior expressdo de TLR2 15 dias ap6s vacinacdo, 3 e 6 meses
apos desafio, porém sem diferenca significativa.

A Figura 12B representa a expressdo ex vivo de TLR4 em linfocitos T CD4". A
analise dos dados mostrou que o grupo LdCen™ apresenta maior expressdo de TLR2 em
células CD4" quando comparado ao grupo PBS (p=0,01) no tempo 12 meses apos
infecgéo. O grupo LdCen™ apresenta tendéncia a maior expressdo de TLR4 15 dias ap6s
vacinacdo, 3 e 6 meses apos desafio, no entanto, ndo foi observada diferenca
significativa.

A Figura 12C representa a expressdo ex vivo de TLR9 em linfocitos T CD4". A
analise dos dados mostrou que o grupo LdCen™ apresenta maior expressdo de TLR9 em
células CD4" quando comparado ao grupo PBS (p=0,02) no tempo 12 meses apds
infeccdo. N&o foram observadas diferencas significativas quando comparado aos tempos
15dpv, 3 e 6 meses apds desafio.

A Figura 12D representa a expressdo ex vivo de TLR2 em linfécitos T CD8". N&o
foram observadas diferencas significativas em relagdo aos tempos 15 dias apos
vacinacao, e 3, 6 e 12 meses apés desafio.

A Figura 12E mostra a expressio ex vivo de TLR4 em linfocitos T CD8". O grupo
LdCen” apresentou express&o estatisticamente maior de TLR4 em células CD8" quando
comparado ao grupo PBS (p=0,04) 12 meses apds desafio. Também observa-se tendéncia
a maior expressdo desse receptor pelo grupo LdCen” nos tempos 15dpv, 3 e 6 meses

apos desafio, porém sem diferenca significativa.
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A expressio ex vivo de TLR9 em linfocitos T CD8" e representada na Figura 12F.
Pode-se observar maior expresséo desse receptor pelo grupo LdCen” no tempo 12 meses
apos desafio, porém sem diferenca significativa. Os cdes pertencentes aos grupos PBS e
LdCen™ apresentaram expressdo semelhante desse receptor nos tempos 15 dias apds
vacinacao, e 3 e 6 meses apés desafio.

A Figura 12G representa a expressdo ex vivo de TLR2 em mondcitos. Nao foram
observadas diferencas significativas em relacdo aos tempos 15 dias ap0s vacinagéo, e 3, 6
e 12 meses apds desafio.

A andlise ex vivo de nossos dados demonstrou que o grupo LdCen™ apresenta
uma tendéncia a maior expressdo de TLR4 em mondcitos 15 dias ap0s vacinagédo e 12
meses apos desafio, porém sem diferenca significativa, conforme demonstrado na Figura
12G. Também ndo foram observadas diferengas significativas em relacdo aos tempos 3 e
6 meses apods infeccao.

A Figura 121 representa a expressdo ex vivo de TLR9 em mondcitos. Apesar de
observarmos um pequeno aumento desse receptor pelo grupo LdCen” 12 meses apds
infeccéo, os dois grupos apresentam mesmo perfil de expressao de TLR9 nessa populacéo

celular.
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Figura 12. Expressdo ex vivo de receptores TLR 2, 4 e 9 nos grupos de cdes que
receberam PBS ou LdCen”. Os resultados foram expressos por intensidade média de
fluorescéncia (MF1). Os simbolos ™" representam as diferengas significativas (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001), respectivamente. As barras brancas, cinzas e pretas correspondem aos grupos PBS,
Leishmune® e LdCen™, respectivamente. Os dados representam o periodo experimental em 15

dias apds imunizacéo, e meses apds infeccao (tempos 3, 6 e 12 meses apos o desafio).
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5.8 Avaliacdo da protecdo conferida pela imunizacdo em caes, apos

infeccdo por L. infantum, por g PCR parasito-especifico.

A deteccdo do parasito em pungdo de medula Ossea foi realizada atraves de Real
Time PCR, de cédes submetidos a diferentes protocolos vacinais, imunizados com PBS,
Leishmune® ou LdCen” e acompanhados apés desafio (3, 6, 12, 15, 18 e 24 meses) com
Leishmania infantum. Porém foram representados somente os tempos 18 e 24 meses apds
a infeccdo, ja que ndo foram encontradas diferencas significativas nos tempos anteriores.

A Figura 13 representa os dados coletados em quantidade de DNA de parasitos
por mg de medula dssea, apos 18 e 24 meses de infeccdo. Foi observado maior carga
parasitaria em puncdes de medula dssea nos cédes pertencentes ao grupo que recebeu PBS,

quando comparado aos grupos que receberam Leishmune® ou LdCen™ (p<0,05).
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Figura 13. Deteccdo de DNA de Leishmania em medula Ossea de cdes controle e
vacinados com PBS, Leishmune® ou LdCen™, 18 e 24 meses ap6s desafio . Os resultados estdo
representados em quantidade DNA de parasitos por mg de medula 6ssea + desvio padréo. A letra®
representa a diferenca significativa em relacdo ao grupo PBS (p<0,05). Os dados representam o

periodo experimental em meses apds infeccdo (tempos 18 e 24 meses apos o desafio).
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O desenvolvimento de vacinas contra infeccbes por protozoarios ainda
representa um grande desafio. Algumas das principais metas para o desenvolvimento de
vacinas incluem a descoberta de bons candidatos, avaliagcdo sistematica de vacinas em
modelo murino para tentar estabelecer correlagbes entre resposta imune e protecdo, e
ainda mais importante, validar os resultados obtidos em modelos ndo isogénicos (Ramiro
et al., 2003; Rafati et al., 2005; Rodriguez-Cortes et al., 2007; Borja-Cabrera et al., 2008;
Maroli et al., 2010). Contudo, o desenvolvimento de vacinas tem sido dificil devido a
complexidade e variabilidade antigénica dos organismos. Devido a estas e outra
variaveis, as tentativas anteriores para produzir vacinas seguras e eficazes de Leishmania
para cées tiveram um sucesso limitado (Gradoni et al., 2001; Maroli et al., 2010). Nos
ultimos anos, varios novos candidatos a vacina contra a infecgdo por L. infantum em cées
tem sido testados (Solano-Gallego et al., 2009). Em geral, verifica-se que as formulagdes
gue consistem em antigenos definidos ou proteinas recombinantes ndo conseguem induzir
uma protecdo eficaz (Gradoni et al., 2005; Miro et al., 2008). Atualmente duas vacinas
caninas apresentaram bons resultados e sdo comercializadas no Brasil, dentre elas a
Leishmune® (Palatnik-de-Sousa et al., 2008) e Leish-Tec® (Fernandes et al., 2008;
Fernandes et al., 2012), e uma vacina disponibilizada recentemente em Portugal -
Canileish (Moreno et al., 2012). Porém, os resultados apos o desafio apresentam eficécia
de 78-80% (Maroli et al., 2010).

Tem sido demonstrado que a vacinagcdo usando formas atenuadas de parasitos
confere melhor protecdo quando comparado a vacinas de antigenos recombinantes
(Handman et al., 2001; Kedzierski et al., 2006; Selvapandiyan et al., 2006; Silvestre et
al., 2008; Selvapandiyan et al., 2009; Dey et al., 2010; Selvapandiyan et al., 2012 ; Datta,
et al. 2012), porém, a preocupacdo sobre seguranca tem dificultado o desenvolvimento
dessas vacinas (Alvar et al., 1997). Parasitos geneticamente atenuados mimetizam a
infeccdo com formas selvagens porém, sem causar a doenca e ainda conferindo protecéo,
representando assim, uma melhor abordagem (Selvapandiyan et al., 2012). No presente
trabalho, avaliamos uma vacina contra leishmaniose visceral canina constituida de

Leishmania donovani geneticamente deficiente para o gene Centrina 1 que foi excluido
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(LdCen™). Este gene estd associado a divisdo celular, sendo a vacina denominada
Leishmania donovani centrina negativa - LdCen” (Selvapandiyan et al., 2004). A delecéo
desse gene afeta especificamente a capacidade proliferativa de formas amastigotas que
replicam dentro de macréfagos, mas ndo afeta a replicacdo de formas promastigotas. Esse
atributo contribui para a seguranca da vacina e permite a producdo de grandes
quantidades de doses vacinais. A seguranca da infeccdo com LdCen” foi demonstrada
anteriormente em camundongo e hamster (Selvapandiyan et al., 2009).

No presente trabalho, avaliamos a imunogenicidade e protecdo conferidas pela
vacinacéo utilizando parasitos LdCen™ em cées quando comparado a uma vacina contra
leishmaniose visceral canina (Leishmune®), por estar disponivel comercialmente desde
2003, e ainda por ser composta de subunidades do parasito. Nossos resultados mostraram
que a vacinagdo com LdCen™ é imunogeénica e induz protecéo contra infeccdo em cées,
que pode ser evidenciada pela inducdo da producdo de anticorpos anti-Leishmania
19G1otal, 19G1 € 1gG,. As respostas de anticorpos IgG e 1gG, anti-Leishmania a antigenos
do parasito s&o comumente encontrados em vacinas de Leishmania e sdo associados a
protecdo (Lemesre et al., 2005; Giunchetti et al., 2007; Fernandes et al., 2008; Giunchetti
et al., 2008; Selvapandiyan et al., 2009). Perfis semelhantes de anticorpos foram
observados ap0s a imunizagcdo com Leishmania morta, utilizando o adjuvante saponina
e/ou extrato de saliva de flebotomineos (Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008),
parasitos vivos como L. major atenuada por passagens sucessivas em cultura (Onyalo et
al., 2005) e L. donovani sem o gene da centrina 1 (Selvapandiyan et al., 2009) com
antigenos purificados, como a fracdo glicoprotéica contendo o ligante de fucose-manose
(FML-Leishmune®) (Palatnik-de-Sousa et al., 2008; Borja-Cabrera et al., 2008; Araujo
et al., 2009; de Lima et al., 2010; Marcondes et al., 2011) e a proteina purificada A2 em
saponina como adjuvante (Leishtec) (Fernandes et al., 2008). Também foi observada alta
producdo de IgG, em outras vacinas utilizando antigeno de Leishmania purificados,
como formulacdes de TSA e LmSTI1 com o adjuvante MPL-SE® (Fujiwara et al., 2005)
e recentemente demostrado em uma vacina usada na Europa, a CanilLeish, baseada em
antigenos excretados-secretados purificados em adjuvante QA-21 (fracdo altamente
purificada de saponina Quilaja saponaria) (Moreno et al., 2012). Notavelmente, os cées

vacinados com parasitos LdCen” apresentaram titulos elevados de anticorpos quando
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comparados ao animais vacinados com Leishmune® (Figuras 1 e 2), sugerindo que a
vacina de parasitos vivos atenuados permite a apresentacdo de uma ampla variedade de
antigenos que estimulam o sistema imune, ao contrario de um conjunto limitado de
antigenos que podem ser apresentados ao sistema imune através de vacinas de
subunidades ou recombinantes.

A protecdo contra a infeccdo por Leishmania € principalmente mediada por
células T citotoxicas (Reed et al., 1993; Kharazmi et al., 1999). Alguns trabalhos
demonstram que a proliferacdo de células T em resposta a antigenos de Leishmania é um
importante biomarcador de imunogenicidade de vacinas testadas em camundongos e em
caes (Haldar et al., 1983; Mayrink et al., 1996; Lasri et al., 1999; Rafati et al., 2005;
Saldarriaga et al., 2006; Giunchetti et al., 2007; Moreno et al., 2007; Rodriguez-Cortés et
al., 2007; Giunchetti et al., 2008; Giunchetti et al., 2008; Ramos et al., 2008; Roatt et al.,
2012). Consistente com estes relatos, os nossos resultados mostraram que a vacinagdo
com parasitos LdCen™ induz uma maior proliferacdo de células T e B frente a
estimulacdo com antigenos soluveis de Leishmania (Figuras 3 e 4). Observamos ainda,
uma maior proliferacdo de linfécitos T CD4" antigeno-especificos apds desafio, e uma
tendéncia a maior proliferagio de células T CD8" e B (Figura 4). Diversos trabalhos tem
demonstrado que a vacinacdo com parasitos atenuados induz alta resposta proliferativa
em camundongos, quando esplendcitos foram estimulados com antigenos solGveis (Titus
et al., 1995; Papadopoulou et al., 2002; Daneshvar et al., 2003; Stewart et al., 2005;
Saravia et al., 2006; Silvestre et al., 2007; Selvapandiyan et al., 2009).

Foi demonstrado que camundongos vacinados com parasitos LiSIR2*"
apresentaram proliferacdo antigeno-especifica 42 e 70 dias ap6s o desafio, sugerindo que
a resposta de memoria é mantida por mais tempo (Silvestre et al., 2008). O mesmo foi
observado em camundongos ap6s vacinagdo com promastigotas de L. major autoclavadas
com adjuvante BCG (Lasri et al., 1999). Além disso, a vacinagdo com extrato bruto de
Leishmania em conjunto com o adjuvante saponina (LBSap), adjuvante e extrato de
saliva de flebotomineos (LBSapSal) ou somente parasitos mortos, foram capaz de induzir
varios graus de proliferacdo de células PBMCs de cédes (Giunchetti et al., 2007;
Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al., 2008b). Porém, observou-se que a proliferacéo

de células T é prejudicada durante infeccbes na LV ativa em humanos, sendo um
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indicador de leishmaniose visceral aguda, sugerindo a importancia da linfoproliferacdo na
protecdo contra a infeccdo (Haldar et al., 1983; Sacks et al., 1987; Rafati et al., 2005;
Rodriguez-Cortes et al., 2007) o que também foi demonstrado em modelos experimentais
(Scott et al., 1981; Pinelli et al., 1994). Estudos anteriores demonstraram que PBMCs de
caes sintomaticos nao respondem a estimulacdo in vitro a antigenos brutos de
Leishmania, enquanto células de animais assintomaticos apresentam forte proliferacao
(Rhalém et al., 1999).

Para determinar o estado de ativagdo das subpopulagdes de células T, avaliamos a
expressdao de MHC-I1 e CD11/18 por citometria de fluxo. Os dados apresentaram um
aumento da expressdo de CD11/18 por linfocitos T CD4" e CD8" no contexto ex vivo em
cdes vacinados com LdCen™, ap6s imunizacio e 12 meses ap6s desafio (Figuras 5 e 6).
Observamos ainda, maior expressdo de MHC-I1 por células T CD8", e de CD11/18 por
células T CD4" e CD8" estimuladas por antigenos sollveis de Leishmania infantum, 12
meses apos o desafio (Figura 7), sugerindo que a vacina induz células T ativadas
circulantes.

Tem sido proposto que um aumento na expressao de MHC-II pode ser o reflexo
de um "priming” antigénico relacionado a um evento imunoldgico anterior, e este estado
de ativacdo em cées assintomaticos pode estar relacionado a protecédo (Reis et al., 2006;
Giunchetti et al., 2007). Consistente com esta hipotese, uma maior ativacdo das células T
também foi observada por outros autores ap0s a imunizacdo com Leishmune e
Leishvaccine (Araujo et al., 2009; Araujo et al., 2011). Outros autores observaram que
animais infectados que apresentam alta expressdo de CD11b por células CD14, alta
expressdo de MHC-1I em leucdcitos, alta producdo de NO, e alta expressdo de TLR2 séo
xenodiagndstico negativo, enquanto animais que apresentam xenodiagnéstico positivo
possuem menor expressao de CD11b, MHC-I1l e TLR2 (Amorim et al., 2011).

Tem sido postulado que a infecgcdo por L. donovani resulta em resposta deficiente
de células T CD8" antigeno-especificas, que apresentam uma capacidade de expansio
clonal limitada (Joshi et al., 2009). Esta hipdtese de expansdo limitada se baseia na
deficiéncia de processamento e apresentacdo de antigenos (Stager et al., 2012). Portanto,

a ativacio de células T CD8" antigeno-especificas observada em cées imunizados com
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LdCen” pode representar uma restauracéo parcial da apresentagdo de antigeno, e assim, a
inducdo da ativacio de células T CD8" por vacinas atenuadas.

Objetivando avaliar a producéo de citocinas intracitoplasmaéticas apds imunizagdo
e infeccdo, analisamos a producdo de IFN-y e IL-4 pelas células T CD4" e CD8". A
analise no contexto ex vivo apés vacinagdo, mostrou que cdes imunizados com LdCen™
exibem frequéncias elevadas de células T CD8" expressando IFN-y (Figura 8). Foi
descrito anteriormente que a imunizacéo de camundongos Balb/c com LdCen” resultou
em indugéo robusta da resposta de células T CD4" e CD8" IFN-y" assim como de TNF-a.
(Selvapandiyan et al., 2009). Corroborando com esses achados, foi observada alta
secrecdo de IFN-y por linfocitos T CD8" em camundongos vacinados com antigeno
recombinante ribosomal rGP63 com ou sem o adjuvante MPL-TDM (monophosphoryl
lipid A-trehalose dicorynomycolate) (Mazumder et al., 2011), quando essas células foram
estimuladas com antigenos solUveis totais de parasitos Leishmania donovani atenuados
(Bhaumik et al., 2009) e em cdes imunizados com Leishmune® ou Leishvaccine (Aradjo
et al., 2009).

Moreno e colaboradores (2012) mostraram que linfécitos T antigeno-especificos
que proliferaram apresentam um perfil Thl dominante, evidenciado pela secregéo de
IFN-y frente a estimulagdo antigénica. Embora ndo haja somente um marcador de
imunidade mediada por células e que seja diretamente correlacionado com protecdo em
pacientes, existem varios trabalhos mostrando que a produgdo de IFN-y por PBMCs
estimuladas por antigenos do parasito é um requisito essencial (Hailu et al., 2004; Caldas
et al., 2005; Ansari et al., 2006; Khoshdel et al., 2009). Em um estudo avaliando diversas
citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5 and IL-10) em células T de memoria em
resposta a estimulo por antigenos sollveis de Leishmania em humanos, somente a
producdo de IFN-y foi correlacionada com cura/resisténcia de pacientes a infecgédo
(Kumar et al., 2010). Outros estudos tem confirmado esses achados em cées, ja que a
proliferacdo de PBMCs de cées assintomaticos e producdo de altos niveis de IFN-y apds
estimulacdo foi a associada a um perfil de resisténcia a infeccdo, quando comparado a
animais polissintomaticos e ndo infectados (Chamizo et al., 2005; Camillo et al., 2007).

Por outro lado, uma diminuicdo da expressdo de IL-4 pelas células T CD4" no

tempo 3 meses apds o desafio, e de células T CD8" foi observado 12 meses apds desafio,
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sugerindo que a vacinacdo com LdCen” altera o equilibrio Th1/Th2, favorecendo o
desenvolvimento da uma resposta protetora. Embora outros candidatos a vacina também
apresentem efeito sobre o equilibrio Th1/Th2 (Bhaumik et al., 2009; Mazumder et al.,
2011), Leishmune® ndo alterou muito a producdo de IFN-y ou IL-4 em ex vivo. A
vacinacdo com LdCen™ induziu ainda, alta producdo de IL-12/IL-23p40 e TNF-o. em
sobrenadantes de culturas de PBMCs e uma menor producdo de IL-4 apds imunizacao
(Figura 10) e 12 meses apo6s desafio (Figura 11). Observamos também, uma alta
producdo de IFN-y 12 meses apods infecgdo, reforcando o conceito de que esta vacina
induz uma resposta Thl. Resultados semelhantes foram observados em culturas de
esplendcitos de camundongos vacinados com rGP63 em associacdo a MPL-TDM, que
apresentaram alta producédo de IL-12/IL-23p40 e baixos niveis de IL-4 (Mazumder et al.,
2011), e camundongos imunizados com 4 diferentes antigenos recombinantes (LD31,
LD91, LD72, LD51) que apresentaram alta producéo de IL-12 (Bhowmick et al., 2009).
Skeiky e colaboradores (1998) observaram que camundongos imunizados com antigeno
LelF apresentaram baixa producédo de IL-4 em cultura de células de linfonodo.

Os dados apresentados nesta tese sdo de grande importancia uma vez que a
resisténcia a leishmaniose esta associada a producdo predominante de IFN-y e IL-12 por
células T antigeno-especificas (Macatonia et al., 1993; Seder et al., 1993), sugerindo que
a vacinagdo com este parasito tem grande potencial. Estudos anteriores j& demonstraram
que algumas vacinas experimentais contra leishmaniose que induzem a producdo de IL-
12 e IFN-y estdo associadas a inducdo de resposta protetora contra a infecgdo (Coler et
al., 2005; Alexander et al., 2005). Por outro lado, a resposta imune mediada por células
Th2 estd associada a susceptibilidade, permitindo a persisténcia do parasito e a
progressdo da infeccdo (Kedzierski et al., 2006). Curiosamente, ndo foram observadas
diferencas no perfil fenotipico de mondcitos, células B e células T CD4" e CD8" entre 0s
grupos ndo vacinados e vacinados.

O papel importante de células T CD8" antigeno-especificas no controle das
infeccdes por L. donovani € bem estabelecido (Stager et al., 2012). Em geral, as células T
CD8" antigeno-especificas ativadas se diferenciam em células efetoras, produzindo varias
citocinas, quimiocinas e adquire o efeito citotoxico contra células-alvo (Kaech et al.,

2002). Especialmente as células T CD8" pertencentes a subpopulacio de memodria
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central, executam um importante papel protetor contra varios protozoarios parasitos pela
producéo de IFN-y e TNF-a (Jordan e Hunter, 2010). No caso de L. donovani, estudos
prévios demonstraram que as células CD8" T contribuem para a formagdo de granulomas
em figado de camundongos infectados (Kaye et al., 1992). Além disso, a transferéncia de
células T CD8" antigeno-especificas durante LV crénica resultou numa reducdo de 90%
na carga parasitaria esplénica sugerindo a importancia das células T CD8" na infecgéo
por L. donovani (Polley et al., 2006). Em avaliacdo ex vivo, nossos resultados mostraram
maior secre¢io de IFN-y por linfocitos T CD8" por células isoladas de animais apds
vacinacdo com LdCen” e maior secregdo dessa citocina por linfécitos T CD4* e CD8"
ap6s 12 meses de infeccdo por L. infantum, mas ndo de animais vacinados com
Leishmune®. Esses resultados sugerem que a protecdo contra Leishmania pode estar
associada principalmente a células T CD8". A producio de IFN-y por células do sistema
imune adaptativo é muito importante, mas nao podemos excluir que a producdo dessa
citocina pode ser pontencializada pela resposta imune inata do préprio hospedeiro.

A resposta imune inata representa um conjunto de atividades imunoldgicas e € um
mecanismo importantissimo do hospedeiro que atua no inicio da infeccdo por agentes
patogénicos virais, microbianos e de fungos. Celulas do sistema imune inato expressam
receptores de reconhecimento de padrdes, incluindo os que interagem com os receptores
Toll (TLR), que se ligam a moléculas conservadas expressas por uma ampla variedade de
agentes infecciosos. A ativacdo via TLR estimula a producdo de citocinas/quimiocinas
pré-inflamatorias e IFNs do tipo I, que aumentam a capacidade do hospedeiro de eliminar
0 agente patogénico (Janeway et al., 2002; Akira et al., 2006; Beutler et al., 2009). A
resposta imune inata também ajuda no subsequente desenvolvimento da imunidade
adaptativa e, assim, pode ser usada para acelerar e/ou aumentar a indugédo de respostas
especificas induzidas por vacinas (Pasare et al., 2004; Steinhagen et al., 2011). Agonistas
de TLRs tem sido avaliados como adjuvantes em algumas vacinas contra as
leishmanioses com relativo sucesso (Coler et al., 2002; Gradoni et al., 2005; Fujiwara et
al., 2005; Coler et al., 2007; Mazumder et al., 2011). Alguns ligantes, como 0 caso de
MPL, ligante de TLR4, parece ser imunoestimulante, atuando diretamente na ativacéo de
células via resposta imune inata, e quando em conjunto com antigenos, estimula uma

resposta imune adaptativa anti-parasito (Coler et al., 2007; Mazumder et al., 2011).
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Observou-se previamente, que o ligante CpG também pode ser utilizado como um
imunoterapico, ndo requerendo antigenos exogenos para melhora das manifestacfes
clinicas em infeccGes por Leishmania e reduzindo a carga parasitaria (Buates et al., 1999;
Walker et al., 1999; Arevalo et al., 2001). Resultados semelhantes foram obtidos em
testes clinicos em humanos utilizando a vacina Leish-111f + MPL-SE, onde a injec¢éo de
adjuvante sem antigeno acelerou a cura de leishmaniose cutdnea utilizando-se a
quimioterapéutica convencional, via sinalizagdo por TLR ativando macrofagos infectados
e, consequentemente, a sua atividade anti-leishmanicida (Nascimento et al., 2010).
Portanto, a avaliacdo do efeito da vacinacdo na expressao de receptores Toll passa a ser
um processo importante para o entendimento do mecanismo de inducdo de resposta
protetora. Em nossos estudos, a avaliagdo ex vivo da expressdo dos receptores tipo toll
apos 12 meses de infec¢do, mostrou que em cdes que receberam LdCen™ ocorreu um
aumento da expressdo de TLR2, TLR4 e TLR9 por linfécitos T CD4". Observamos
também, uma maior expressio de TLR4 por linfécitos T CD8", e uma tendéncia a maior
expressao de TLR4 e TLR9 em mondcitos (Figura 12). Sugerindo que em cées vacinados
com LdCen™, o desafio com L. infantum (cepa BH46) induziu maior expresdo desses
receptores em resposta a um segundo contato com o parasito, e consequentemente
induzindo protecéo.

Estudos anteriores de Veer (2003) demonstraram, que TLR2 é essencial na
resposta immune protetora contra patégenos intracelulares como L. major e Toxoplasma
gondii. Lipofosfoglicanos (LPG) purificados de superficie de promastigotas metaciclicas
de L. major, induzem maior expressdo de TLR2 em células NK (Becker et al., 2003) e
em macrdfagos de camundongos IFN-sensibilizados. Outros autores demonstraram que,
em relagéo a LPG, TLR2 parece atuar sinergicamente com TLR3 no reconhecimento de
promastigotas de L. donovani (Flandin et al., 2006). Estes autores tambeém verificaram
que apods o silenciamento de TLR2 e TLR3 usando RNA de interferéncia, a internalizacdo
de promastigotas e secrecdo de NO e TNF-a séo reduzidos. Foi observado por outros
autores que cédes sintomaticos que apresentavam baixa producdo de NO, também
apresentavam baixa expressdo de MHC-I1 e de TLR2 (Amorim et al., 2011). Kavoosi et
al. (2010) demonstraram que a producdo de NO em culturas estimuladas com

lifosfoglicanos de L. major foi menor em macréfagos pré-tratados com anti-TLR2,
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concluindo que TLRs sdo importantes na infecgdo por Leishmania, induzindo a producéo
de NO via sinalizacdo por TLR2. Estes resultados, em conjunto com os obtidos neste
estudo nos leva a sugerir que a vacinacdo de cdes com LdCen” induz a ativacdo do
receptor TLR2 em células T CD4" e consequentemente, induz maior producdo de NO e
TNF-o. e maior ativagdo celular, induzindo maior protecdo contra a infeccdo por L.
Infantum (cepa BH46).

De forma semelhante, o receptor TLR4 tem sido descrito na literatura como
importante na infeccdo contra Leishmania. Foi demonstrado anteriormente, que a
ativacdo de TLR4 leva a producédo de espécies reativas de oxigenio (ROS), provocando a
eliminacéo parcial dos parasitos intracelulares algumas horas apds a internalizagédo (Faria
et al., 2011). Esse grupo descreveu gue a inteiracdo entre CD11b e TLR4 era estritamente
dependente da atividade de elastase de neutréfilos (NE) para aumentar a fagocitose de
parasitos, sugerindo outra forma de como 0s componentes multiplos da imunidade inata
poderiam atuar conjuntamente para ampliar a defesa contra a invasao de parasitos (Perera
et al., 2001). Foi observado anteriormente, que o envolvimento precoce de TLR4 pode
influenciar a forma de como os macréfagos respondem a L. major em pelo menos duas
direcdes: em primeiro lugar, através da promocdo de fagocitose aumentada e morte
precoce de promastigotas (isto é, 24 horas) e segundo, através da restricdo subsequente
do crescimento de amastigotas entre 2 e 4 dias seguintes. Estas observacdes sugerem que
0s sinais mediados através de TLR4 no vacuolo parasitéfogo poderia afetar o
microambiente que circunda o parasito, controlando o crescimento intracelular. Baseando
nesses estudos e 0s nossos, podemos sugerir que a ativagdo de TLR4 em cées vacinados
com LdCen™ e posteriormente desafiados com L. Infantum, induz uma maior protecéo, ja
que esse receptor € extremamente importante no controle da replicacéo do parasito.

Interessantemente, TLR9 também tem sido apontado como um importante
receptor na resposta anti-Leishmania (Li et al., 2004; Liese et al., 2007). A ativagédo de
TLR9 parece estar diretamente associada a inducdo da producdo de citocinas
proinflamatdrias, em particular IL-12, pelas celulas apresentadoras de antigenos,
indicando que a estimulacdo de TLR9 pode induzir protecdo contra o parasito (Li et al.,
2004). Além disso, foi observado que camundongos TLR9” apresentavam maiores

lesBes na pele e maior carga parasitaria, quando comparado a animais C57BL/6, assim
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como um aumento transiente de IL-4, IL-13 e arginase (Liese et al., 2007). Neste
contexto, nossos dados corroboram os estudos anteriores demonstrando a importancia de
TLRs na inducdo de resposta imune protetora contra a infeccdo por Leishmania.
Adicionalmente, demonstramos que Leishmania LdCen” também induz protecéo
eficiente utilizando a via de ligacdo a TLR.

Ainda que os nossos dados mostrem que a vacinagdo de cdes com 0S parasitos
geneticamente modificados LdCen” induz uma resposta Thl, com rapida e eficaz
resposta anti-parasitaria, € extremamente importante verificar se esses animais
apresentam infeccdo pelo parasito. Esta analise foi realizada atraves da avaliacédo clinica,
e das técnicas de ELISA anti- antigeno recombinante K39 e gPCR.

Afim de realizar um acompanhamento da infeccdo sobre os aspectos relacionados
aos sinais clinicos, os animais foram avaliados de 3 em 3 meses ap0s a infec¢do por L.
infantum, por meédico veterinario durante todo o periodo do estudo. Nao foram
observadas alteracdes clinicas sugestivas de leishmaniose visceral em cées pertencentes
aos grupos avaliados (dados ndo apresentados). Alguns autores descrevem que a infecgdo
experimental em cées, seja pela via intravenosa ou intradérmica, pode demorar um longo
periodo para estabelecer a infeccdo, sendo que os animais podem persistir assintomaticos
por longo tempo, chegando até 24 meses (Paranhos et al., 1993; Killick-Kendrick et al.,
1994; Santos-Gomes et al.,, 2000; Roatt et al., 2012). Nossos resultados foram
semelhantes aos previamente obtidos por Roatt et al. (2012), onde os animais foram
desafiados com o mesmo inéculo de L. infantum (107) por via intradérmica associado a
extrato de saliva de flebotomineos quando os cdes também  permaneceram
assintomaticos apos 885 dias de infeccao.

O monitoramento da infecgdo por L. infantum também foi realizado pela técnica
de ELISA, utilizando o antigeno rK39. Esse antigeno e especifico para todos os parasitos
do complexo Leishmania donovani, e foi descrito como um indicador de doenca ativa,
apresentando sensibilidade de 99% e especificidade de 100% (Burns et al., 1993; Badaro
et al., 1996; Badaro et al., 1997; Genaro, 1997; Ozensoy et al., 1998).

Os dados mostraram que 0s cées que receberam PBS apresentaram niveis de 1gG
anti-rk39 mais proximos do cut-off nos tempos 21 e 24 meses ap0s infeccdo por formas

promastigotas de L. infantum, porém todos os grupos apresentaram baixos niveis desse
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anticorpo apo6s 24 meses de desafio. Adicionalmente, outros estudos mostram que
animais assintomaticos apresentam ELISA anti-rK39 negativo, enquanto caes
sintoméaticos mostram resultados positivos para o antigeno recombinante (Rhalém et al.,
1999). Apesar de uma correlacdo positiva ter sido encontrada entre reatividade de soro
anti-rk39 com aparecimento de sinais clinicos de LVC (Badaro et al., 1996; Rhalem et
al., 1999) e também ser utilizado para o diagnostico humano, nossos dados de ELISA sé&o
inconclusivos, ja que os cdes ndo apresentaram sinais clinicos até o ultimo tempo
avaliado (dados nédo apresentados).

A diferenca entre a carga parasitaria de animais assintomaticos e sintomaticos tem
sido avaliada por varios autores, associando menor carga a cdes que ndo apresentam
sinais clinicos (Sanchez et al., 2004; Giunchetti et al., 2006; Xavier et al., 2006;
Giunchetti et al., 2008; Melo et al., 2009; Figueiredo et al., 2010). Assim como no ELISA
anti-rk39, a PCR quantitativa (QPCR) tem sido usada por diversos autores no diagndstico
e identificacdo da evolucdo de LV, quantificando a carga parasitaria com alta
sensibilidade, especificidade, exatiddo e reprodutibilidade (Bretagne et al., 2001; Manna
et al., 2006; Alves et al., 2009; de Almeida Ferreira et al., 2012), além de avaliar a
protecdo conferida pela vacinacdo (Selvapandiyan et al., 2009; Roatt et al., 2012). O
6rgdo mais avaliado por essa técnica tem sido a medula Ossea, por representar uma
importante fonte de parasitos do complexo L. donovani para testes parasitologicos,
principalmente devido ao tropismo linféide desse grupo de protozoarios, indicando que
essas amostras clinicas sdo uma fonte adequada de DNA para diagnéstico molecular
(Solano-Gallego et al., 2009; Maia et al., 2009).

No histérico natural de LVC, foi descrito na literatura que a progressao clinica da
doenca é associada com maior nimero de parasitos em diversos 6rgdos (Reis et al.,
2009). Assim, considerando que a infeccdo experimental pode causar doenca em cées
infectados a longo prazo, nés avaliamos a carga parasitaria em medula 0ssea de cées
divididos nos grupos PBS, Leishmune® e LdCen™. A medula foi utilizada uma vez que a
quantidade de DNA encontrada na medula é significativamente maior do que no sangue
(Francino et al., 2006). Nés observamos que os cdes vacinados com Leishmune® e
LdCen” apresentam menor carga parasitaria quando comparado aos animais do grupo

PBS, nos tempos 18 e 24 meses ap0s infeccao.
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A maioria dos trabalhos descrevem a avaliacdo de carga parasitaria por diluicao
limitante (LDU), cultura de medula 0ssea ou numero de amastigotas no tecido
(Giunchetti et al., 2006; Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al., 2008b; Reis et al.,
2009). Em baco e figado, foi observado que animais vacinados e revacinados com
plasmideo de DNA e virus Vaccinia recombinante, ambos expressando antigeno LACK
de L. infantum, apresentam menor nimero de amastigotas no tecido apos desafio com
mesmo parasito (Ramiro et al., 2003). Apds vacinacdo com a proteina recombinante A2 e
saponina como adjuvante, foi observado que 4 de 7 animais desafiados apresentaram
cultura de medula Ossea positiva para parasitos (Fernandes et al., 2008). Roatt et al.
(2012), demonstrou que cdes vacinados com parasitos mortos em saponina como
adjuvante, apresentaram menor nimero de amastigotas por mg de baco. Em modelo
murino, foi observado que animais vacinados com LdCen™ e desafiados com cepa
selvagem de L. donovani, apresentaram menor nimero de parasitos em baco e figado
quando comparados aos animais ndo vacinados (Selvapandiyan et al., 2009). Assim como
em outros estudos, a protecdo obtida pela vacinagdo com parasitos LdCen” também leva
ao blogueio da replicagdo do parasito, impedindo o desenvolvimento de doenga 730 dias
apos infecgdo intravenosa com L. infantum (BH46).

Existem algumas possiveis explicacdes para a protecdo induzida pela vacinagédo
com parasitos LdCen™. Primeiro, a vacinacdo ndo induz imunidade esterilizante e,
portanto, pode haver uma persisténcia de carga parasitaria residual, abaixo dos limites de
deteccdo do ensaios disponiveis, 0 que permite a continua estimulacdo da resposta imune
e, consequentemente, a presenca de células efetoras Leishmania-especificas mantendo
assim, a imunidade anti-Leishmania (Uzonna et al., 2001; Belkaid et al., 2002). A
segunda hipdtese € de que a vacinagdo com LdCen™ pode levar a geracdo de células T de
mem©ria central apos os parasitos KO serem retirados pelo organismo, o que leva a
geracdo de células T efetoras apos o desafio e consequente a protecdo contra a infecéo
(Zaph et al., 2004). A terceira hipdtese é de que h4d uma persisténcia de antigeno em
tecidos periféricos por um tempo prolongado apés a morte de todos parasitos
geneticamente modificados. Essa persiténcia de antigenos do parasito poderia contribuir
para a manutencdo de linfécitos T de memdria, através da ativacdo de células T virgens,

assim como ja foi reportado em infecgdes virais (Jelley-Gibbs et al., 2005; Turner et al.,
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2007). Portanto, a nossa hipdtese € de que quando os parasitos atenuados séo
introduzidos no organismo, o sistema imune gera uma resposta contra todos os antigenos
secretados e de superficie, ndo somente em relacdo as formas promastigotas, mas também
referente ao processo de transformagdo em formas amastigotas. Todo esse processo de
introducdo dos parasitos e transformacdo induziria a uma resposta Thl, controlando a
replicacdo do parasito e levando, consequentemente, a geracdo de células de memodria.
Ap06s novo contato com Leishmania, o sistema imune responderia mais prontamente e
eficazmente aos diversos antigenos.

A protecdo heter6loga induzida pela infeccdo por uma espécie virulenta de
Leishmania contra a infeccdo por outras espécies desse parasito tem sido descrita em
diversos estudos usando modelo animal (Gicheru et al., 1997; Lima et al., 1999;
Giunchetti et al., 2008; Giunchetti et al., 2008; Selvapandiyan et al., 2009; Roatt et al.,
2012). Em camundongos, a vacinagdo experimental usando a proteina dp72 isolada de L.
donovani protege contra infeccdo por L. major (Rachamin et al., 1993). A imunizacédo
com antigenos exdgenos de L. major (LmSEAgs) induz protecdo cruzada contra L.
donovani (Tonui et al., 2007). Animais vacinados com a proteina recombinante de L.
donovani yGCS, juntamente com vesiculas surfactantes nao-iénicas, também induzem
protecdo quando os animais sdo infectados com L. major ou L. mexicana (Campbell et
al., 2012). Roatt et al (2012) mostram que a vacinagdo com extrato bruto de L.
braziliensis e saponina induz prote¢do contra infecgdo por L. infantum. Selvapandiyan et
al. (2009) também mostraram que camundongos vacinados com LdCen™ apresentaram
protecdo contra a infeccdo por L. braziliensis, e também contra L. major. Nossos
resultados também demostram que parasitos vivos atenuados, conferem resisténcia a
infeccdo por outras espécies. Além disso, anélises hematoldgicas e bioguimicas ndo
mostraram quaisquer diferencas entre 0s varios grupos, 0 que sugere que a imunizagédo
com Leishmune e LdCen™ n&o induziu qualquer alteracdo no nimero de células do
sangue periférico circulantes e ndo promoveu alteracdo na homeostase de parametros
fisiolégicos hepaticos e renais. Estes resultados sugerem que esta vacina € segura para
uso em cées. Trabalhos anteriores mostraram que a vacina de forma atenuada LdCen™" foi
imunogénica e protetora contra LV em dois modelos diferentes de roedores (camundongo

e hamster) (Selvapandyian et al., 2009).
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O presente trabalho é um passo adicional que demonstra que a vacina LdCen™
induz alta producédo de anticorpos, polarizacdo da resposta do Thl e inibicdo da resposta
do Th2 em cées, um modelo mais relevante para a doenca devido ao seu papel importante
como um hospedeiro no ciclo da doenca. Este estudo é o primeiro passo para mostrar o
potencial de vacinas de organismos geneticamente modificados, como Leishmania
donovani viva atenuada, para uso clinico veterinario tornando-se altamente atrativo para
testes de campo contra LV canina. A vacina foi imunogénica e protetora, ndo produzindo

efeitos secundarios que induzam o desenvolvimento de doenca.
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Os dados sugerem que a vacinagdo com parasitos LdCen” induz a producdo de
anticorpos, proliferacdo e ativacdo celular, expressdo de receptores Toll e producdo de
citocinas pro-inflamatdrias, sendo que esse conjunto de fatores permitiu a inducdo de
protecdo contra o desafio com L. infantum. Baseando nesses dados, a imunizagdo com

esses parasitos se mostrou segura e imunogénica, conferindo protecdo em caes.
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Zoonotic visceral leishmaniasis, caused by the intracellular protozoan parasite Leishmania infantum, is a
neglected tropical disease that is often fatal when untreated. Dogs are considered the main reservoir of
L. infantum in zoonotic VL as the presence of infected dogs may increase the risk for human infection.
Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a major veterinary and public health problem in Southern Europe,
Middle East and South America. Control of animal reservoirs relies on elimination of seropositive dogs in
endemic areas. However, treatment of infected dogs is not considered a favorable approach as this can
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eywords . o lead to emergence of drug resistance since the same drugs are used to treat human infections. Therefore,
Canine visceral leishmaniasis L. R . N . X .
Vaccine vaccination against CVL remains the best alternative in control of the animal reservoirs. In this study,

we present data on the immunogenicity profile of a live attenuated parasite LdCen~/~ in a canine infec-
tion model and compared it to that of Leishmune®, a commercially available recombinant vaccine. The
immunogenicity of the LdCen~/~ parasites was evaluated by antibody secretion, production of intracyto-
plasmic and secreted cytokines, activation and proliferation of T cells. Vaccination with LdCen~/- resulted
in high immunogenicity as revealed by the higher IgGTotal, IgG1, and IgG2 production and higher lympho-
proliferative response. Further, LdCen—/~ vaccinated dogs showed higher frequencies of activated CD4+
and CD8+ T cells, IFN-y production by CD8+ T cells, increased secretion of TNF-a and IL-12/IL-23p40 and
decreased secretion of IL-4. These results contribute to the understanding of immunogenicity elicited by
live attenuated L. donovani parasites and, consequently, to the development of effective vaccines against
visceral leishmaniasis.

Attenuated parasite

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction zoonotic VL [2] and the presence of infected dogs may increase the
risk for human infection [3]. Canine visceral leishmaniasis (CVL) is
a major veterinary and public health problem not only in endemic

areas but also in Northern Europe, the United States and Canada,

Visceral leishmaniasis (VL) is a tropical disease with an annual
incidence of ~500,000 cases and causes more than 50,000 deaths

each year [1]. The zoonotic visceral leishmaniasis is caused by the
obligate intracellular protozoan parasite Leishmania infantum (syn.
L. chagasi). Dogs are considered the main reservoir of L. infantum in
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where autochthonous cases or outbreaks of disease are occasionally
reported [4-6].

Control of VL relies on early diagnosis, control of the vector
population and outbreaks in domestic reservoirs and treatment of
infected individuals [7]. These measures can eliminate [8] or dras-
tically reduce the transmission [9] when used over a long period
[10]. The availability of new diagnostic kits [1], efficient vector con-
trol including insecticide spraying and collars impregnated with
deltamethrin for use in animals [11] and new drugs such as milte-
fosine [1] has enabled better control of VL[1,12]. On the other hand,
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despite the decreased incidence of human and canine VL cases
following elimination of seropositive dogs in endemic areas, this
control strategy provides only a transient effect and is not accepted
widely [13]. Although treatment of dogs usually results in clinical
improvement, relapses are frequent and in most cases does not
lead to parasitological cure or inhibition of infectivity to the sand
fly vector [14]. Further, treatment of infected dogs is not the most
effective approach as the same drug is used to treat human infec-
tions and possibly hasten the emergence of drug-resistance [7,13].
Therefore, vaccination represents the most efficacious method for
the control of zoonotic VL. Widespread application of an effective
vaccine in dogs would also dramatically decrease transmission of
L. infantum to humans [15].

Previous attempts at vaccination based on killed Leishmania
parasites or defined parasite antigens resulted in a limited and
short-term protection [16]. Live-attenuated vaccines, on the other
hand, allow the host immune system to interact with a broad
repertoire of antigens considered to be essential in the develop-
ment of protective immunity and importantly cause no pathology
[17-19]. Several methods have been used to attenuate Leish-
mania parasites for vaccination [20]. Specifically, our labs have
previously evaluated the protective immunity of an attenuated L.
donovani strain from which centrin has been deleted (LdCen—/~)
in a BALB/C mouse model [18]. Deletion of centrin in L. dono-
vani specifically affects the cytokinesis and leads to multinucleated
cells and eventual cell death of amastigote forms while the
growth of promastigote forms is unaffected [21]. Tests to evalu-
ate the potential of LdCen—/~ parasites as vaccine candidates have
demonstrated the safety, immunogenicity and protection against
infection with wild type L. donovani in mice and hamster mod-
els [18]. More importantly, the protection induced by LdCen~/~
parasites was found to be long lasting in these models suggest-
ing that it may be a leading vaccine candidate for CVL. In the
present study, we report the immunogenicity profile of LdCen—/~
parasites in dogs, measured by antibody secretion, production
of intracellular and secreted cytokines as well as T cell activa-
tion, proliferation and phenotypic markers. These results were
compared to those obtained from either placebo (saline) treated
or Leishmune® (a commercially available vaccine) immunized
dogs.

2. Material and methods
2.1. Parasites and soluble antigen (SLA) preparation

The L. donovani centrin1-deleted (LdCen—/~) parasites were used
[21]. The parasite cultures were maintained as previously described
[21]. L. infantum promastigote forms (MHOM/BR/1972/BH46] were
grown as described [22]. L. infantum stationary-phase promastig-
otes were harvested, washed three times in PBS and sonicated.
The sonicated material was centrifuged at 18,500 rpm for 90 min at
4°C. The supernatant was dialyzed against PBS for 24 h and filtered
through 0.22 pm filters and stored at —80 °C. Protein quantification
was performed using Pierce® BCA Protein Assay Kit, as described
by the manufacturer.

2.2. Animals and vaccination protocol

This study was approved by the Ethical Committee for the Use
of Experimental Animals of the Federal University of Minas Gerais,
Brazil (CETEA#122/09] and performed according to the guide-
lines set by the Brazilian Animal Experimental College (COBEA).
All animals were treated for intestinal parasitic infections, immu-
nized against parvovirus, leptospirosis, distemper, parainfluenza
and hepatitis. Eighteen healthy beagle dogs, 8 months of age were

divided into three groups [3 males and 3 females per group).
LdCen~/~ group received subcutaneously 1 x 107 LdCen~/~ pro-
mastigotes at stationary phase. Leishmune® group received three
subcutaneous doses of vaccine [1 mL each) with an interval of 21
days between each dose, as recommended by the manufacturer
(Pfizer Animal Health, Brazil). Control group received PBS alone. The
immun/ological parameters ere measured 15 days after the dose of
LdCen~/~.

2.3. Flow cytometric analysis of phenotypic profile and
intracytoplasmic cytokine production

Flow cytometry of the ex vivo and in vitro-stimulated cells
was performed as previously described [23]. For ex vivo analy-
sis, peripheral blood was collected in Vacutainer tubes containing
EDTA (Becton Dickinson, USA); erythrocytes were lysed using 2 mL
of FACS Lysing Solution (BD Biosciences, USA). The remaining
cells were permeabilized with saponin buffer (Sigma, USA) for
15min. 2 pL of undiluted monoclonal antibodies correspond-
ing to the following cell surface or cytokine markers were
added to the tubes: CD3-FITC (clone CA17.2A12), CD4-FITC or
Alexa Fluor®647 (YKIX302.9), CD8-Alexa Fluor® 647 (YCATE55.9),
CD21-Alexa Fluor®647 (CA2.1D6), CD14-PE (TUK4), MHC-II-FITC
(YKIX334.2), CD11/18-FITC (YKIX490.6.4), IFN-y-PE (CC302) and
IL-4-PE (CC303) (AbD Serotec, USA). Cells were incubated in the
dark for 30 min at RT, washed with PBS twice and fixed in 200 L
of fixative solution (BD Biosciences, USA).

For the analysis of cultures, whole blood was collected in
heparinized Vacutainer tubes, incubated at a dilution of 1:10
in RPMI-1640 media supplemented with 1.6% L-glutamine, 3%
antibiotic-antimycotic solution (Sigma, USA), 5% of heat inactivated
FBS for 22 h at 37°C and 5% CO, and pulsed with SLA [10 pg/well).
During the last 4 h of culture, Brefeldin A (Sigma, USA) (10 pg/mL)
was added [23]. Cells were stained as described above. Acquisitions
were performed in a FACSCan flow cytometer. Data were collected
on 1 x 10° lymphocytes (gated by forward and side scatter) and
analyzed using CellQuest Pro software.

2.4. Invitro proliferative response of lymphocytes

PBMCs were isolated from heparinized blood by density gra-
dient centrifugation as described [24]. Cell culture experiments
were performed in triplicate using 5 x 10° PBMC per well, in a
final volume of 1000 L complete RPMI-1640 medium. Cells were
stimulated with 25 pg/well of PHA (Sigma, USA) or 10 pg/well
of L. infantum SLA. After 72h incubation, supernatants were
collected for cytokine detection. Cell proliferation analysis was
performed on PBMC labeled with BrdU essentially as described
[25].

2.5. Antibody responses

Antigen-specific 1gGrot, titers and IgG, and IgG, levels were
measured by indirect ELISA [26]. Briefly, 96 well micro titer plates
(Nalge Intl., USA) were coated overnight with 5 pg/mL of SLA. For
IgGroral analysis, sera were added at 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600 and 1:3200 dilutions. The IgG ELISA result is expressed
in titers (dilutions). A positive reaction in a dilution >1:200 is
considered. For IgG; and IgG,, sera were added at a 1:100 dilu-
tion. Peroxidase-conjugated Rabbit anti-dog IgGrota1, 18G1 and IgG,
antibodies were added at a 1:5000 dilution for 1h. The substrate,
o-phenylenediamine (Sigma, USA) was added and absorbance was
measured on SpectraMac-240/PC microplate reader (Molecular
Devices, USA) at 492 nm.
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Fig. 1. Antibody production after immunization with Leishmune® and LdCen~/~. (A) Anti-L. infantum IgGya titers. Levels of IgG1 (B) and IgG2 (C) of PBS (Control) and
vaccinated dogs (Leishmune® and LdCen~/~). The line represents cut-off. **Significant differences at p <0.05 compared with Control (PBS) and Leishmune®, respectively.

2.6. Cytokines production

The cytokines IL-4, TNF-a and IL-12/IL-23p40 were measured
in cell supernatants by a sandwich ELISA (R&D Systems, USA) fol-
lowing manufacturer’s instructions. Cytokine concentrations were
calculated from the standard curve using 5-parameter curve fit-
ting software (SOFTmax®Pro-5.3, Molecular Devices, USA). The
lower detection limits were: 31.3 pg/mL for IL-12/IL-23p40 and
IL-4; 7.8 pg/mL for TNF-a.

2.7. Biochemical and hematological analyses

Levels of albumin, AST, ALT, total bilirubin, calcium, total choles-
terol, creatinine, urea, alkaline phosphatase, phosphorus, gamma
GT, glucose, total proteins, and whole blood count were evaluated
in the three groups before (day 0) and after (15 days after last dose)
immunization.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism-
v5.0 software (GraphPad Software Inc, USA). Non-parametric
Kruskal-Wallis test followed by Dunns test was used to com-
pare data from three groups (LdCen—/~, Leishmune® and PBS).
Differences were considered significant when a p value <0.05 was
obtained.

3. Results
3.1. Vaccination with LdCen~/~ induces a strong B cell response

The B cell responses were assessed to measure the ability
of LdCen=/~ and Leishmune® (LM) vaccines to induce antibod-
ies. Results showed that all vaccinated animals developed anti-L.
infantum IgG. Post immunization titers of IgGoey in LdCen—/~ or

Leishmune® groups were significantly higher (p=0.02 and
p=0.0002, respectively) than those observed in the PBS group
(p<0.0001) (Fig. 1A). Also, increased levels of IgG; were detected
in Leishmune® and LdCen/~ groups compared to PBS controls
(p=0.002 and p =0.02, respectively) (Fig. 1B). Of note, levels of IgG,
were significantly higher in LdCen~/~ vaccinated dogs compared to
PBS and Leishmune® groups (p=0.02 and p=0.0005, respectively)
(Fig. 1C).

3.2. Proliferative response of T cells and B cells

To investigate if LdCen~/~ vaccination induces specific T and
B cell proliferation, we performed cell proliferation assays. The
results were presented as stimulation index. Results showed
that vaccination with LdCen—/~ induced an enhanced CD4+ T
cell proliferation in response to SLA compared to Leishmune®
group (p=0.03) (Fig. 2A). Importantly, immunization with LdCen~/~
induced a much higher proliferation of CD8+ T cells compared to
PBS and Leishmune® groups (p = 0.04 for all) (Fig. 2B). Furthermore,
induction of proliferative response of B cells in LdCen—/~ group
was significantly higher compared to Leishmune® group (p=0.03)
(Fig. 20).

3.3. Immunization with LdCen~/~ induces higher activation of
CD8+ T cells

After ascertaining the proliferative responses of the T cells, we
examined the activation profile of the T cells by analyzing surface
expression of MHC-II and CD11/18 markers on CD4+ and CD8+
T cells. Ex vivo analysis of T lymphocyte subsets revealed that
LdCen~/~ vaccination induced significantly lower MHC-II expres-
sion by CD4+ T cells compared to PBS group (p<0.03) (Fig. 3A).
In contrast, an elevated MHC-II expression was observed in CD8+
T cells obtained from LdCen~/~ group compared to Leishmune®
and PBS groups (p<0.0001 and p=0.01, respectively) (Fig. 3B).



1788 J.A. Fiuza et al. / Vaccine 31 (2013) 1785-1792

Stimulation Index
cD4*Brdu*
N
[+,
L

0.0
Control

5.0

Stimulation Index
cD21*BrdU”*
N
(3]
L

Control

B
6
3
o +
£ 2
T
c 1
S o 34
I
T o
S 0O
E O
a
0
Control

LM LdCen™

Fig. 2. Specific cell proliferative response in control (PBS), and vaccinated dogs (Leishmune® and LdCen—/-) groups. Proliferation of CD4+ (A), CD8+ (B) and B cells (C) were
assessed by incorporation of BrdU after stimulation of peripheral blood mononuclear cells with soluble L. infantum antigen. Results are expressed as stimulation index (Ratio
between stimulated cultures and non-stimulated cultures). *PSignificant differences at p <0.05 compared with Control and Leishmune®, respectively.

In addition, vaccination with LdCen—/~ or Leishmune® induced
increased expression of CD11/18 by CD4+ and CD8+ T cell popula-
tions (p<0.001) compared to non-vaccinated controls (Fig. 3C and
D). No major differences were detected in the expression of MHC-II
in CD4+ T cells or CD11/18 in CD4+ and CD8+ populations between
stimulated and non-stimulated cells (data not shown).
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3.4. LdCen~/~ vaccine induces a strong IFN-y response in CD8+ T
cells

Intracytoplasmic detection of IFN-y and IL-4 within CD4+ and

CD8+ T lymphocytes was performed immediately after blood col-
lection and in whole blood cultures stimulated with SLA for
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24 h. This analysis revealed that circulating lymphocytes from
LdCen~/~ vaccinated group displayed decreased IL-4 levels in CD4+
(p=0.054) and CD8+ (p=0.891) subpopulations even though this
difference was not statistically significant (Fig. 4C and D). Impor-
tantly, LdCen~/~ vaccination induced higher IFN-y production in
CD8+Tcells(p=0.0103)(Fig.4B) and not in CD4+ T cells (Fig. 4A). No
statistical differences were observed in stimulation index between
different groups analyzed for expression of IL-4 and IFN-y within
CD4+ and CD8+ T cell subpopulations (data not shown).

3.5. LdCen~/~ vaccination elicits a pro-inflammatory cytokine
production

TNF-«, IL-12/IL-23p40 and IL-4 were evaluated in SLA stim-
ulated PBMC culture supernatants 15 days post immunization.
The results were presented as delta stimulation. LdCen—/~ group
showed significantly higher levels of TNF-a (p<0.005, Fig. 5A)
and IL-12p40 (p<0.0019, Fig. 5B) in PBMCs. Similar enhanced
production of TNF-a, but not IL-12 was observed in Leishmune®
group (p <0.005) (Fig. 5A). The production of IL-4 was significantly
reduced in LdCen—/~ vaccinated animals compared to PBS and
Leishmune® vaccinated dogs (p < 0.05 for all, respectively) (Fig. 5C).
IL-10 production was not observed in supernatant from all the
groups (data not shown).

3.6. Phenotypic profile of circulating cells (monocytes, B cells and
CD4+ and CD8+ T cells) and hematological and biochemical
analysis

Vaccination with LM or LdCen—/~ parasites did not alter the
frequencies of CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD21+ and CD14+ when
compared to TO (before vaccination) (Supplementary Table 1) in the
ex vivo analysis. Hematological and biochemical analysis showed
that vaccination with LM or LdCen—/~ parasite did not result in

changes in the entire parameters analyzed Supplementary Table
2).

4. Discussion

Developing vaccines against protozoan parasitic infections
remains a challenge. Major impediments to developing effective
vaccines include discovery of good vaccine candidates, systematic
evaluation of the vaccines in mouse models to establish immune
correlates of protection and importantly, to validate the results
obtained in mouse models in outbred species [27-30]. Genetically
modified attenuated parasites, which mimic the wild type infection
but do not cause overt disease confer safety and better protection
over recombinant antigens and thus represent the best approach
[17]. We are reporting on a vaccine formulation against CVL con-
sisting of centrin deleted L. donovani parasite (LdCen~/~) [21]. This
deletion specifically affects the proliferation of the amastigote
stage that replicates inside macrophages. This attribute contributes
to the safety of LdCen—/~ that has been demonstrated in mouse
and hamster models [18]. In the current study, we investigated
the immunogenicity of the LdCen—/~ parasites in dogs and com-
pared it with a commercially available canine Leishmania vaccine.
Our results showed that LdCen—/~ vaccination is highly immuno-
genic in dogs as evidenced by induction of anti-Leishmania 1gGroyai,
IgG; and IgG,. Antibody responses are commonly found in Leish-
mania vaccines [18,24,31-33] including killed Leishmania [32,34],
recombinant antigens [26,27,31,35,36], and live attenuated para-
sites [18,37]. Remarkably, LdCen—/~ showed higher antibodies titers
than Leishmune® in dogs suggesting that live attenuated parasites
allow for the delivery of a broad range of antigens unlike a limited
set of antigens that can be delivered via recombinant vaccines.
However, protection from Leishmania infection is mediated pri-
marily by cytotoxic T cells [38,39]. Previous reports demonstrated
that T cell proliferation in response to Leishmania antigens is an
important biomarker of immunogenicity of a vaccine in mice and
in dogs [24,40]. Consistent with these reports, our results showed
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that vaccination with LdCen—/~ parasites induces a higher T and B
cell proliferation upon stimulation with Leishmania antigen. Such
proliferation was also observed in mice vaccinated with LiSIR2*/~
parasites [19] or Leishmania crude extract with adjuvants in mice
[40] or dogs [24,32,34].

To determine the activation status of the T cells subsets, we eval-
uated the expression of MHC-II and CD11/18. Our data showed a
higher expression of MHC-II and CD11/18 in CD8+ lymphocytes in
the LdCen—/~ vaccinated dogs suggesting that the vaccine induced
circulating activated T cells. Increased expression of MHC-II repre-
sents an antigenic priming-related immunological event and this
was correlated with protection in asymptomatic dogs [22,32]. Con-
sistently, a higher T cell activation was also observed in dogs after
immunization [35,41].

In order to assess the production of intracytoplasmic cytokines
after immunization, we analyzed the production of IFN-y and IL-
4 by CD4+ and CD8+ T cells. Our ex vivo analysis showed that
LdCen—/- immunized dogs displayed higher frequencies of CD8+
T cells expressing IFN-v, as was observed in immunized mice [18].
CD8+ T cells play a critical role in the control of L. donovani infec-
tions [42] by contributing to the formation of granulomas in the
liver of L. donovani infected mice [43]. Further, adoptive transfer
of antigen-specific CD8+ T cells resulted in 90% reduction in the
splenic parasite burden during chronic VL [44]. Our results showing
the activation of CD8+ T cells and secretion of IFN-vy in cells isolated
from LdCen—/~ group but not from the Leishmune® group suggest
that in dogs the protection may be predominantly associated with
CD8+ T cell functions. In contrast, immunization of BALB/C mice
with LdCen~/~ resulted in robust induction of IFN-y positive and
TNF* CD4+ as well as CD8+ T cells [18]. Thus the limited induction
of CD4+ T cells and higher frequencies of CD8+ T cells express-
ing IFN-y in LdCen~/~ immunized dogs observed in the current
study might represent a unique attribute of dog immunity further
underscoring the importance of understanding immune correlates
of protection in different animal models in pre-human vaccination

trials. Infection with a wild type L. donovani results in defective
antigen-specific CD8+ T cell responses [45] due to impaired anti-
gen processing and presentation [42]. Therefore, the activation of
antigen-specific CD8+ T cells observed in LdCen—/~ immunized dogs
might represent a partial restoration of antigen-presentation and
thus CD8+ T cell activation.

In addition, decreased expression of IL-4 by CD4+ and CD8+ T
cells was demonstrated, suggesting that LdCen—/- altered the Type
1/Type 2 balance towards a protective response, and other vaccine
candidates may also influence the Type 1/Type 2 balance [46,47].
However, Leishmune® did not dramatically alter IFN-y or IL-4 pro-
duction. LdCen~/~ vaccination also induced higher production of
TNF-a and IL-12/IL-23p40 in the supernatants of cultures and a
decreased production of IL-4 supporting the concept that this vac-
cine induces a Type 1 response. Similar results were detected in
splenocytes from mice vaccinated with different recombinant anti-
gens [47,48]. It has been shown that resistance to leishmaniasis is
associated with a predominant I[FN-y and IL-12 production [49,50],
as well as vaccines against leishmaniasis that promote IFN-y and
IL-12 are considered to be associated with protective responses
[51,52]. On the other hand, the immune response mediated by Th2
cells is associated with susceptibility, allowing the parasite persis-
tence and progression of the infection [53].

Interestingly, no differences in phenotypic profile of monocytes,
B cells and CD4+ and CD8+ T cells were observed before and after
vaccination. Furthermore, hematological and biochemical analysis
did not show any differences between the groups, which suggests
that the immunization with Leishmune® and LdCen—/- did not
induce any alteration of the number of circulation peripheral blood
cells and also, did not promote alteration in the homeostasis of
hepatic and renal physiological parameters. These results indicate
the safety of such vaccines for use in dogs.

Previous work has shown that LdCen~/~ live attenuated vaccine
was immunogenic and protective against VL in mice and ham-
sters [18]. The current work is a step further in demonstrating that
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LdCen~/= vaccine induces strong antibody production, Type 1 polar-
ization and Type 2 inhibition in dogs, a model more relevant to
the disease because of its important role as a reservoir host. It is
described that a vaccine against leishmaniasis required a Type 1
response to protect after challenge, as it was demonstrated by other
authors in dog model [34,54]. Furthermore, it has been shown that
CD8+ T cells actively participate in the control of VL and their pres-
ence correlates with protection [42]. This study is a first step to
show the potential of genetically modified live attenuated Leish-
mania donovani vaccine for clinical veterinary use making it highly
attractive for field trials against canine VL. Further studies for evalu-
ating the protection of the LdCen~/~ vaccine against visceral canine
leishmaniasis after challenge are in progress.
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