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RESUMO

Avaliacdo da resposta imunoldgica celular a antigenos recombinantes de Leishmania sp.

em pacientes com leishmaniose visceral. Juciene de Matos Braz, Aracaju/SE, 2015.

A leishmaniose visceral ou calazar é uma doenca negligenciada, fatal que afeta a
populacdo pobre nos paises em desenvolvimento. H& falha no controle da transmisséo
da doenca devido a demora no diagndstico, tratamento e toxicidade das drogas
utilizadas, necessitando de novas estratégias. Dentre as estratégias seria de extrema
importancia o desenvolvimento de uma vacina a fim de minimizar a frequéncia dos
casos e eliminar a doenca. Nesse estudo, avaliamos a resposta imune celular a 10
antigenos recombinantes (SMT, CPB, NH, A2, KMP11, VIZ92, NS, A2MAT, 8NSA e
NSA) bem assim ao antigeno soltvel de Leishmania (SLA), dosando as seguintes
citocinas: IL-1B, IL-12p70, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-27, TNF-a. Células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) de 37 individuos: LV ativa, LV curado, DTH+ e controles
sadios foi estimulado com os antigenos acima por 72 horas a 37°C/5% de CO..
Ressaltamos que ndo houve alteracdo significativa de outras citocinas, além do INF-y,
TNF-a e IL-10, em resposta aos demais antigenos recombinantes ndo destacados nos
resultados deste estudo. Assim, observamos concentragéo elevada de INF-y e/ou TNF-a
acompanhados de resposta ao IL-10 em individuos mais protegidos em resposta ao
estimulo dos antigenos: CPB, V1292 e 8NSA; destacamos que em relacdo ao antigeno
CPB tem-se concentragdo significativa de INF-y no grupo DTH+ se comparado ao
grupo LV ativa e correlacdo direta entre as concentragcdes de INF-y e TNF-a entre estes
dois grupos. Sugerimos que os antigenos CPB, V1292 e 8NSA possam estar associados
a inducdo de resposta protetora e ser promissores para utilizacdo em imunoterapia e

imunoprofilaxia.

Palavras chave: Leishmaniose visceral; resposta imune; antigenos; candidatos a

vacina; citocinas



ABSTRACT

Evaluation of the cellular immune response against recombinant Leishmania sp.
antigens in patients with visceral leishmaniasis. Juciene de Matos Braz, Aracaju/SE,
2015.

Visceral Leishmaniasis or kala-azar is a neglected, fatal disease that affects the poor
population in developing countries. There is failure to control disease transmission due
to delay in diagnosis, treatment and toxicity of drugs used, requiring new strategies.
Among the strategies, it would be of utmost importance the development of a vaccine in
order to minimize the frequency of cases and eliminate the disease. In this study, we
evaluated the immune response to 10 recombinant antigens (SMT, CPB, NH, A2,
KMP11, VIZ92, NS, A2MAT, 8NSA and NSA) as well as the soluble antigen of
Leishmania (SLA), dosing the following cytokines: IL-1R, IL-12p70, IFN-y, IL-6, IL-
10, IL-27, TNF-a. PBMC from 37 subjects: active VL, cured VL, DTH+ and healthy
controls were stimulated with the antigens mentioned above for 72 hours at 37/5%
CO2. There was no significant change of other cytokines, besides INF-y, TNF-a and IL-
10, in response to the recombinant antigens not highlighted in the results of this study.
We observed a high concentration of IFN-y and/or TNF-o accompanied by the response
to IL-10 in most protected individuals in response to the stimulus of the antigens: CPB,
V1292 and 8NSA; we highlight that regarding the antigen CPB, there is a significant
concentration of IFN-y in the DTH+ group compared to the active VL group, and direct
correlation between IFN-y and TNF-o concentrations between these two groups. We
suggest that antigens CPB, V1292 and 8NSA may be associated with the induction of
protective responses and may be promising for use in immunotherapy and

immunoprophylaxis.

Keywords: Visceral leishmaniasis; immune response; antigens; vaccine candidates;
cytokines
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ou calazar é uma doenca negligenciada, potencialmente
fatal se ndo tratada, que afeta a populacdo pobre em paises em desenvolvimento
(KUMAR; ENGWERDA, 2014). Ha falha no controle da doenca devido a demora do
diagndstico, tratamento e toxicidade das drogas. Assim, novas estratégias, a exemplo de
desenvolvimento de uma vacina e imunoterapia seria importante para o melhor controle
da doenca (BARRETO et al., 2011). Estima-se que 200.000 a 400.000 novos casos de
Leishmaniose Visceral (LV) ocorrem no mundo a cada ano e mais de 90% dos novos
casos ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Sud&o
(OMS, 2014). No Brasil, o Ministério da Salde avalia que a mortalidade da doenga em
2013 foi de 7,1% e em Aracaju notificou-se 369 casos sendo 250 casos acometendo o
sexo masculino entre os anos de 2008 a 2013 (SINAN/SES, 2014).

A leishmaniose visceral é causada por parasitos obrigatérios intracelulares que
replicam suas formas amastigotas e infectam preferencialmente os macréfagos. Os
orgaos comumente afetados durante a doenca sdo a medula dssea, figado e baco. Os
sintomas clinicos incluem: hepatoesplenomegalia, febre prolongada, perda de massa
muscular, anemia, leucopenia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia e perda de peso
(CHAPPUIS et al., 2007).

O resultado da infeccdo da doenca com os parasitos de Leishmania é a
incapacidade do macrdfago funcionar como uma célula efetora, causando prejuizos
imunes e lesdo tecidual. Nesse sentido, a citocina IL-10 promove a persisténcia do
parasito sendo indicativa da patogénese na LV (GAUTAM et al., 2011). Por outro lado,
o0 controle da infeccdo depende de uma resposta imune celular bem sucedida em que o
INF-y é produzido principalmente por células T CD4+ e natural killer (NK) estimuladas
por IL-12. Para Ansari et al., 2011 outras citocinas como a IL-27 e IL-21 implicam na
progressdao da doenca atraves da regulacdo positiva da IL-10. Assim, este autor
considera a IL-27 uma citocina chave envolvida na regulacdo do balango entre a
imunidade e a patologia na LV humana.

A busca por uma vacina para leishmaniose foi objetivo de diversos estudos,
utilizando inicialmente parasitos vivos, autoclavados, purificados (GREENBLATT,
1980; HANDMAN, 2001; TITUS et al., 1995). Posteriormente, os estudos tém
focalizado na busca de antigenos especificos, purificados e recombinantes (AGALLOU,;
MARGARONI; KARAGOUNI, 2011; GOTO et al.,, 2007; GHOSH; ZHANG;
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MATLASHEWSKI, 2001; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006; SKEIKY et
al., 1998). Afim de preencher essa lacuna, no presente estudo, testamos a resposta
imunoldgica in vitro a antigenos recombinantes que foram testados como candidatos a
vacina para leishmaniose em modelos animais, mas com eficacia desconhecida em
humanos. Avaliamos o perfil de protecdo e/ou susceptibilidade a esses antigenos em
quatro grupos de individuos, a saber: pacientes com LV antes do tratamento e ap6s a
cura, DTH+ e controles saudaveis que perfazem um total de 37 individuos. Nossa
hipdtese é que a resposta imune aos antigenos podera identificar marcadores de doenca
ou antigenos indutores de resposta protetora.

No presente estudo, observamos concentracdo elevada de INF-y e/ou TNF-a
acompanhados de resposta ao IL-10 em individuos mais protegidos em resposta ao
estimulo dos antigenos: CPB, V1Z92 e 8NSA e sugerimos que esses antigenos possam
estar associados a inducao de resposta protetora e ser promissores para utilizacdo em
imunoterapia e imunoprofilaxia.

Ressaltamos que ndo houve alteracdo significativa de outras citocinas em

resposta aos demais antigenos recombinantes que nao foram destacados neste estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos gerais, susceptibilidade e espectro da LV

A LV é causada no velho mundo por L.donovani e L.infantum e no novo mundo
por L.chagasi (sindbnimo de L. infantum). Mais de 90% dos novos casos ocorrem em
sete paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal, Suddo do Sul e Suddo. A LV é
endémica em 98 paises (ALVAR et al., 2012) e estima-se que a cada ano ocorram
200.000 a 400.000 novos casos e 20.000-30.000 mortes (OMS, 2014). A doenca
associa-se com desequilibrios sociais relacionados a pobreza incluindo a malnutricao,
deslocamentos populacionais, condi¢des precarias de habitacdo e a falta de recursos
socio econdmicos. Além disso, possui frequéncia aumentada no sexo masculino com
63,9% dos casos. No Brasil 3253 casos notificaram-se em 2013 e a regido Nordeste
concentrou nesse mesmo ano 53,6% dos eventos. Ainda segundo dados do SVS/MS
(2014) a taxa de letalidade foi de 7,1% em 2013. Em Aracaju/SE entre os anos de 2008
a 2013 notificou-se 369 casos e destes 157 foi o nimero de casos confirmados, sendo
104 ocorrendo em individuos do sexo masculino (SINAN/SES, 2014).

O resultado da infeccdo da doenca por parasitos de Leishmania é determinado
pela resposta imune, estado nutricional, genética do hospedeiro, espécie do parasito € a
presenca de coinfeccdo com HIV. Todavia os fatores genéticos parecem nao afetar a
populacdo indiana (MEHROTRA et al., 2011). Outra evidéncia é que a malnutri¢do é o
maior fator de risco especialmente em zonas rurais (NYLEN; SACKS, 2007), pois esta
possui impacto negativo na imunidade inata e adaptativa. Além disso, infeccdes
helminticas sdo comuns em areas rurais o que pode favorecer a replicacdo dos parasitos
de leishmania. Segundo Ostyn et al., 2011 fatores epidemioldgicos, tais como residir
em areas proximas de casos anteriores de LV sdo riscos para o desenvolvimento da LV.
Adiciona-se a esses elementos listados que os pacientes com LV sdo imunossuprimidos
que favorece a infecgdes secundarias oportunistas como o HIV (TOQEER et al., 2012).

Os sintomas compreendem dor de cabeca, febre, tonturas, vomitos, sangramento
gengival, dor muscular, perda de peso, hepatoesplenomegalia, anemia com leucopenia e
linfadenopatia (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Mas, salienta-se que a maioria das
pessoas infectadas com L.donovani e L.infantum possivelmente ndo desenvolverdo os
sinais e sintomas da LV (NYLEN; KUMAR, 2012). Ou seja, muitos individuos sio
subclinicos ou assintomaticos a infeccdo por leishmania e isto pode ser atribuido ao

desenvolvimento de respostas imunes eficaz contra o parasito (OSTYN et al., 2011). Os
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obstaculos que representam a infeccdo assintomatica e as lacunas existentes é essencial

para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o controle da LV.

2.2 Ciclo bioldgico e transmissao dos parasitos de Leishmania

A LV € uma infec¢do zoondtica comum nas Américas que € causada por L.
infantum, um parasito transmitido por fémeas de flebotomineos do género Lutzomya
quando as formas promastigotas sdo inoculadas na pele ao realizarem o repasto
sanguineo (LAINSON; SHAW, 1987). Assim, durante 0 repasto sanguineo
flebotomineos fémeas infectadas com promastigotas metaciclicas sdo introduzidas na
derme do hospedeiro mamifero. Em seguida, neutrdfilos sdo recrutados para o lado da
infeccdo e podem escapar da lise do complemento entregando os parasitos para o
macrofago, mecanismo conhecido como “cavalo de troia” (KHADEM; UZONNA,
2014). A maioria dos parasitos sdo lisados pelo complexo de ataque a membrana do
sistema complemento, os demais sdo fagocitados pelos macréfagos quando
transformam-se nas formas amastigotas e nesse ambiente dividem-se por divisao
binaria. Entdo, elucidando, as formas promastigotas ativamente invadem os macréfagos
ou sdo fagocitados por estes (CHHAJER; ALI, 2014). Os macrofagos quando repletos
de parasitos rompem-se e as amastigotas passam agora a infectar novos macréfagos e
células dendriticas disseminando-se e migrando para o baco, figado e medula 6ssea
(KHADEM; UZONNA, 2014). Em um novo repasto sanguineo flebotomineos ingerem
macrofagos infectados que alcangam o intestino, espalham as formas amastigotas e estas
por sua vez convertem-se nas formas promastigotas, multiplicam-se, modificam sua
conformacdo prociclica em metaciclica, migram para o intestino anterior ou médio e
logo apds para a probdscide (CHHAJER; ALI, 2014). Desde entdo, podem ser
transmitidos para um outro hospedeiro humano, transmisséo antropozoonotica, ou para
reservatorios animais, transmissao zoonotica (KUMAR; ENGWERDA, 2014).
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Fonte: Kumar; Engwerda, 2014

2.3 Imunopatogénese na LV humana

A resposta imune adaptativa na infec¢do por leishmania é ineficiente durante a
fase aguda da doenca visceral. Células T de pacientes com LV quando estimuladas por
antigenos soluveis de leishmania, in vitro, ndo produzem INF-y e produzem IL-10,
denotando padréo tipo Th2 ou T regulador. Todavia, no soro de pacientes com LV ha
concentracOes elevadas de citocinas de padrdo misto Th1/Th2/Thl17/Treg, além de
outras moléculas inflamatorias e antiinflamatorias, incluindo INF-y, IL-10 e
quimiocinas (NYLEN et al., 2007). Wolday et al (2000) mostrou que CMSP de
pacientes com leishmania produziam baixos niveis de IL-12 e INF-y e altos niveis de
IL-4 e IL-10 quando estimulados com SLA.

O bloqueio da IL-10 em um ensaio celular ex vivo no tecido do baco de
pacientes mostrou aumento na producgdo de INF-y e TNF-a associado com significativa
reducdo do crescimento do parasito (GAUTAM et al., 2011) indicando que a IL-10 é
fundamental na patogénese da LV. Outro estudo com neutralizacdo da IL-10 revelou
producdo de INF-y (SINGH et al.,, 2012). Estudos apontam que as células Treg
acumuladas na medula éssea de pacientes foram fonte de IL-10 podendo suprimir a
imunidade antiparasitaria (RAI et al., 2012).

Além do IL-10, o TGF-p também & produzido durante a fase aguda da LV e tem
funcdo supressiva sobre a resposta de macréfagos por diminuir a producdo de 6xido
nitrico. Ou seja, a produgdo de TGF-B por células Treg contribui para a patogénese da
doenca e consequente susceptibilidade (NAKAMURA et al., 2004).
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Ansari et al (2011) demonstrou a presenca de niveis elevados de IL-27 na
circulacdo e aumento de mRNA acumulado no baco de pacientes com LV, bem como
um aumento da expressdo de IL-21 em mRNA. Além disso, a literatura esclarece que a
IL-27 pode inibir a diferenciacdo de células Th1l7 que sdo importantes para migracao,
recrutamento e ativacdo de neutréfilos (NYLEN; KUMAR, 2012). Na mesma direcéo,
dados corroboram e acrescentam que a IL-27 ndo so inibe a diferenciacdo de células
Th17 como também a producdo da IL-17 (LIU; ROHOWSKY-KOCHAN, 2011).
Associa-se a 1L-27 o papel de amplificar a producdo de IL10 por inducdo da IL-21
(SPOLSKI et al., 2009).

Por outro lado, IL-12 € uma imunorreguladora que inicia e mantém a resposta
protetora além de desempenhar um papel importante na inducdo da producéo de IFN-y.
O controle da infecdo depende de uma resposta imune bem sucedida em que o INF-y,
produzido por células T CD4+ e NK ajuda na resolucdo da infeccdo. Além dessa
citocina, 0 TNF-a exibe papel protetor por sinergismo com o INF-y intervindo no
controle da infeccdo. Logo, embora o INF-y seja claramente necessario em mediar
resposta protetora, este sozinho ndo é suficiente para induzir protecdo (BODGAN;
SOLBACH; ROLLINGHOFF et al., 1990). Carvalho et al (1992) demonstrou que
CMSP de individuos com infeccdo assintoméatica respondem normalmente aos
estimulos com producdo de IL-2, IFN-y e IL-12. De fato, a imunidade celular
depressora é uma caracteristica da LV em humanos. Em contraste, o sangue total de
pacientes curados da LV é capaz de proliferar e produzir INF-y e TNF-a (SINGH et al.,
2012).

Ainda ndo esta estabelecido o papel dos anticorpos na patogénese. Porém, sabe-
se que a doenca em humanos esta associada, no plasma, a altos niveis e complexos
imunes que podem liderar a producdo de IL-10 nos macrofagos contribuindo para o
estabelecimento da patogénese (BUXBAUM; SCOTT, 2005). Embora os elevados
niveis de anticorpos anti-leishmania 1gG, IgM, IgE, e subclasses de 1gG sejam bem
documentados na doenca seu preciso papel na protecdo € controverso e necessita ser
reavaliado (RYAN et al., 2002). Provavelmente, o INF-y regula positivamente IgG1l e
IgG3 enquanto que IL-4 e IL5 estimula a produgdo de altos niveis I1gG, IgM, IgE e
subclasses de IgG, como o IgG 4 em humanos (OZBILGE et al., 2006). Apesar disso,
anticorpos ndo sdo relevantes para induzir protecdo na auséncia de uma apropriada
resposta celular. Em geral, ambas células CD4+ e CD8+ sdo imperativas afim de mediar

0 controle do parasito.
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2.4 Vacinas na LV humana

2.4.1 Em modelos animais

Diferentes estratégias de vacinagdo contra a leishmaniose s@o examinadas em
modelos animais partindo do pressuposto que a cura e protecdo contra a reinfeccao
estdo associadas as células Thl e T CD8+. Alguns desses métodos analisados inclui a
leishmanizacdo (GREENBLATT, 1980; HANDMAN, 2001), parasitos vivos atenuados
(TITUS et al, 1995), proteinas recombinantes (AGALLOU; MARGARONI;
KARAGOUNI, 2011; GOTO et al., 2007; GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI,
2001; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006; SKEIKY et al., 1998).

Compreender a patogénese da infeccdo por leishmania e a geracao de respostas
protetoras nos eventos imunoldgicos, em conjunto com o sequenciamento do genoma
tem tracado novos caminhos para a pesquisa de vacinas na leishmaniose visceral.
Contudo, apesar dos esforcos, ainda ndo ha um candidato capaz de proporcionar o nivel
de protecdo necessaria para um programa de eliminacédo da doenca.

Uma revisdo de Gunnavaram et al (2014) identifica estudos empregando
antigenos recombinantes com eficicia protetora na infeccdo por L. donovani em
modelos experimentais. Uma outra possivel vacina mencionada utilizando antigenos de
proteina adaptado para a LV, a chamada vacinologia reversa, propde identificar
antigenos que induzam células T CD4+ e CD8+ relacionadas a protecdo (AEBISCHER,
2014).

A proteina recombinante quer sozinhas ou combinadas com um adjuvante tem
sido testada como vacinas na infec¢do por Leishmania em modelos experimentais e em
estudos pré-clinicos. O produto recombinante é acessivel em larga escala, tem baixo
custo e as respostas induzidas apds a vacinacdo pode ser potencializado com um
adjuvante apropriado (REED et al., 2009; DUTHIE et al., 2011). Entre alguns destes
antigenos inclui-se um estudo com células dendriticas derivadas de medula éssea
utilizando o KMP-11 que é um peptideo de L. infantum e oligonucle6tidos CPG sendo
capazes de induzir protecdo num modelo murino de leishmaniose visceral (AGALLOU;
MARGARONI; KARAGOUNI, 2011). Um outro estudo com camundongos C57BL/6
imunizados com o esterol 24-c-metiltranferase (SMT) em associacdo com o MPL
caracterizou-se pela producdo de INF-y in vitro, indicando que SMT/MPL podem ser

candidatos a vacinas contra a LV (GOTO et al., 2007). Outro dado sugere que a
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proteina A2 especifico de amastigota protege camundongos contra a infeccdo por L.
donovani e resultou em um misto de resposta humoral Th1/Th2 (GHOSH; ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2001). Imunizagdes em camundongos BALB/c utilizando a
proteinase cisteina B (CPB) demonstrou induzir anticorpos IgG2A sugerindo um
padrdo de resposta imune protetora (RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006).
Outra proteina recombinante é o fator de iniciacdo e alongamento (LelF) de L.
braziliensis que conduz a um perfil de citocinas favoravel a erradicacdo do parasito,
mediada por IL-12 (SKEIKY et al, 1998).

Dessa forma, estes antigenos recombinantes sdo testados em modelos animais
para a sua imunogenicidade e eficacia protetora, porém poucos evoluiram para ensaios
clinicos em primatas ndo humanos, cées ou em estudos pré-clinicos humanos. Assim,
devido ao polimorfismo genético na resposta imune de mamiferos, vacinas com
multicomponentes provocam uma melhor reposta protetora. Por isso, 0s preparativos
poliprotéicos como a Leish-111f, Leish-110f, KSAC vieram a existéncia evidenciando
melhor protegdo contra LV. Nesse sentido, antigenos de proteinas foram formulados
pela fusdo do KSAC composto por KMP-11, SMT, A2 e CPB sendo que cada
componente desta proteina foi capaz de conferir protecdo individualmente na doenca
(RAFATI et al., 2005; BASU et al., 2005; GOTO et al., 2007; GHOSH; ZHANG,;
MATLASHEWSKI, 2001; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006). Dois
desses antigenos individuais, SMT e o CPB, melhoraram a maioria da protecdo
fornecida pelo KSAC no modelo de LV. Os autores sugerem ser possivel produzir uma
vacina pratica com custo-efetividade capaz de proteger humanos e caes contra multiplas
espécies de Leishmania (GOTO et al., 2011).

Além das proteinas, 0 DNA também ¢é utilizado como um meio de administracao
de vacina contra a LV. Assim, A2 quando administrada como vacina de DNA resultou
em protecdo em camundongos BALB/C com inducdo de resposta imune celular e
humoral (GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001). Basu et al (2005) e Bhaumik
et al (2009) utilizando KMP-11 como vacina de DNA em hamsters e em BALB/C,
respectivamente, decorreu em significativa protecdo com regulacdo negativa de IL-10.
Camundongos BALB/C desafiados com L. chagasi empregando as proteinas A2 e NH
originou resposta protetora (somente para A2) com aumento de INF-y e diminuig¢do de
IL-4 e IL-10 (ZANIN et al., 2007). Abordagens classicas, moleculares e alternativas
também sdo utilizadas em estudos de vacinas na leishmaniose como revisado por Joshi

et al (2014). No geral, essas pesquisas em modelos experimentais sugerem que vacinas
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de DNA podem induzir atividade imunomodulatéria em pacientes com LV resultando

na cura da doenca.

2.4.2 Em humanos

Apesar dos bons resultados obtidos em modelos animais observa-se discrepancia
entre em estudos pré-clinicos in vitro no homem, incluindo a ndo geracao de células T
multifuncionais. Uma abordagem no entendimento da resposta sistémica induzida pelas
vacinas candidatas e na sele¢ao das mais promissoras, surge com a chamada “System
biology”. Esta nova abordagem traz a possibilidade de analisar em individuos com a
forma assintomatica da infeccdo por leishmania e em pacientes curados de LV, de
forma mais abrangente, as mudancas que ocorrem em resposta as moléculas candidatas.
Assim, seria possivel analisar diversos elementos da resposta imune inata, adaptativa,
expressdo de moléculas soliveis e celulares, utilizando mdltiplas ferramentas
tecnoldgicas que avaliam DNA, RNA e protebmica, combinada com analise de
bioinformatica, em uma abordagem multifuncional, afim de identificar respostas-chave
associadas a protecdo no hospedeiro, como ressaltado na revisdo de Gannavaram et al
(2014).

Num ensaio clinico avaliou-se a seguranca e imunogenicidade da Leish-F1 +
MPL-SE para utilizacdo na prevencdo da LV. Os resultados indicam que a vacina Leish-
F1 + MPL-SE é segura e imunogénica em individuos com e sem historia de infeccdo
prévia por L. donovani (CHAKRAVARTY et al., 2011). E definida como a primeira
vacina para leishmaniose em ensaios clinicos humanos e concluiu a fase 1 e 2 de
seguranca e testes de imunogenicidade em humanos.

Outro estudo avalia a habilidade e eficiéncia em liberar citocinas proé-
inflamatdrias e anti-inflamatdrias de seis candidatos a vacina em CMSP de pacientes
curados e controles saudaveis. Entre os candidatos testados, um maior nimero de
pacientes curados distinguiu 0 CPB e 0 SMT capazes de gerar intensa resposta de INF-y
(KUMAR et al., 2010).

Analisando uma populacdo de &rea endémica da India utilizando 11 antigenos
como candidatos a vacina mensurou-se 0 sangue total de pacientes com LV ativa,
curados e controles endémicos saudaveis positivos e negativos e os resultados mostram
um balango de citocinas pro-inflamatérias (INF-y e TNF-a) ¢ a IL-10. Os dados

propdem que pacientes curados para LV e controles endémicos positivos reconhecem 5
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antigenos com alta porcentagem de INF-y e TNF-a em individuos curados e DTH+
(R71, N52, L37, J41, M22 (SINGH et al., 2012).

Esses mesmos antigenos foram testados em uma populagdo peri-urbana no
Brasil em pacientes com LV, controles saudaveis positivos (DTH+) e negativos (DTH-)
mostrou que 7 de 11 antigenos (R71, L37, N52, L302.06, M18, J41 e M22) produziram
INF-y e TNF-a em individuos DTH+ acompanhado da IL-10 (STOBER et al., 2012).
Essas pesquisas apoiam a hipdtese de que a producdo de citocinas em cultura de CMSP
dos individuos curados e DTH+ comparados com os casos de LV ativa fornecera

conhecimento de potenciais candidatos vacinais.

2.5 Adjuvantes

A imunidade inata forma a primeira linha de defesa contra a invasdo de
patdgenos e varios receptores do tipo toll (TLRs) como o TLR2 e TLR3 (FLANDIN;
CHANO; DESCOTEAUX, 2006) TLR4 e TLR9 (MUKHERJEE et al., 2012), TLR7
(PAUN et al., 2011) contribuem para a deteccdo e reconhecimento da leishmania por
varias células imunes inatas. A identificacdo de padrGes moleculares associados ao
patdgeno (PAMPSs) e seus receptores de reconhecimento associados ao patégeno
(PRRs), revolucionaram a pesquisa de vacinas. Interacfes entre PRRs e seus PAMPs
iniciam uma cascata de sinalizacdo intracelular que conduzem a producdo de citocinas,
quimiocinas, mediadoras de inducdo de respostas inflamatorias e antiparasitarias. Esse
processo ativa uma resposta imune adaptativa sob medida para o micrébio invasor.
Estes PAMPs, especificamente os que se ligam aos TLRs, sdo a base de muitos
adjuvantes (REED et al., 2009; DUTHIE et al., 2011). A descoberta da capacidade dos
adjuvantes em aumentar a resposta imunolégica de doencas especificas, empregando
antigenos recombinantes tem destacado os programas de vacinas.

Antigenos candidatos a vacinas apresentados com adjuvantes apropriados pode
induzir resposta imune adequada. O monofosforil lipidio A (MPL) sinaliza pela via do
TLR4 a producéo de células T efetoras. O MPL foi avaliado pela primeira vez contra a
leishmaniose em um estudo profilatico em modelo murino de LC com L. mexicana
(AEBISCHER et al., 2000). Em estudos posteriores reformularam o MPL numa
emulsdo de 6leo-4gua (MPL-SE) o que ajudou a melhorar a sua eficacia (COLER;
REED, 2005). Vérias investigacbes provam que o MPL-SE induz um forte perfil

protetor, com niveis elevados de IFN-y e baixos niveis de citocinas como a IL-4 e IL-
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10. Além disso, este adjuvante tem eficécia equivalente nos modelos murinos de LC e
LV (COLER et al., 2007; GOTO et al., 2007). O MPL evidenciou ser um potente
adjuvante e aparentemente nio toxico, seguro e aprovado para uso humano. E
amplamente utilizado em ensaios clinicos para varias doencgas (cancer e doencas
infecciosas) e mais de 100 mil doses do adjuvante foram aplicadas em seres humanos
(DIDIERLAURENT et al., 2009).

Imiquimod igualmente pode aumentar a resposta imune protetora mediando,
através da IL-12, a geracdo de IFN-y dos macrofagos (WAGNER et al., 1999).
Divulgou-se que o tratamento com imiquimod em macréfagos infectados com L.
donovani resultou na morte de amastigotas intracelulares dependente da producdo de
NO pelos macréfagos tratados (BUATES; MATLASHEWSKI, 1999). Estruturalmente
imiquimod assemelha-se a uma cadeia simples de RNA e é capaz de ativar macréfagos
via TLR7 (HEMMI et al., 2002). Dadas as propriedades adjuvantes do imiquimod em
uso topico no tratamento de doencas infecciosas, foi avaliado no modelo experimental
do LC em camundongos BALB/c. Constatou-se, entdo, que a aplicagdo tdpica de
imiquimod antes da imunizacdo subcutdanea com antigeno bruto de leishmania
contribuiu para a protecdo, em comparacdo a imunizacdo com o antigeno sozinho
(ZHANG; MATLASHEWSKI, 2008).

Por outro lado, explorou-se as propriedades adjuvantes de CPG
oligodeoxinucleotideo (CPG ODN) em vacinas experimentais de doencas como o
linfoma, a hepatite, a malaria, a gripe, leishmaniose, antes da descoberta do seu receptor
inato 0 TLR9 (MOLDOVEANU et al., 1998; ZIMMERMANN et al., 1998; HEMMI et
al., 2000). O modelo de camundongo de LC foi empregado para mostrar a capacidade
do CPG em exibir uma forte resposta relacionada a protecdo acompanhado, portanto, de
producdo de IFN-y, condigdo atraente para uma vacina em LC (YANG et al., 2010). A
vacinacdo com CPG ODN induziu alta frequéncia de células T multifuncionais,
especialmente no modelo LC sugerindo ser bons adjuvantes na terapia e profilaxia
(RAMAN et al., 2012).

A interleucina-12, originalmente chamada de fator estimulador de células natural
killer, revelou que pode estimular a producdo de IFN-y apartir de células T e células
natural killer (MANETTI et al., 1993). O envolvimento da IL-12 na promocéo de
resposta protetora in vivo evidenciou-se em camundongos na LC (SYPEK et al., 1993).
A utilizacdo de IL-12 como um adjuvante foi posteriormente examinada em Varios
modelos, incluindo o modelo murino de LC (METZGER, 2010).
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2.6 Modalidades terapéuticas

O tratamento dos individuos que desenvolveram o calazar inclui atualmente as
quimioterapias e varios fatores limitam seu uso: elevado custo, toxicidade, resisténcia
do parasito a droga e coinfeccdo da leishmania-HIV que aumenta a urgéncia de novas
abordagens terapéuticas afim de controlar a doenca (CHAKRAVARTY; SUDAR,
2010). Usados na prética clinica, os antimoniais pentavalentes causa varios efeitos
colaterais tais como a cardiotoxicidade, pancreatites e nefrotoxicidade (MATOUSSI et
al., 2007; GASSER et al., 1994; ZAGHLOUL,; AL-JASSER, 2004). A maior limitacéo
do uso do desoxicolato de Anfotericina B é a hospitalizacdo prolongada e o
acompanhamento rigoroso devido a nefrotoxicidade. Por outro lado, sua formulacao
lipossomal é usada como primeiro tratamento de escolha em paises como Europa e
EUA, conforme citado numa revisao publicada por Roatt et al., 2014. No Brasil, o
Ministério da Saude expandiu seu uso devido ao seu perfil de seguranca e atividade
antileishmanicida (SINHA et al., 2010) e tem sido incluido no tratamento de pacientes
coinfectados (MS, 2013). A primeira droga oral, a miltefosine, € efetiva para a LV com
efeitos colaterais como os distdrbios gastrointestinais, contudo a teratogenicidade € o
maior problema (SUNDAR; OLLIARO, 2007).

Porém, na auséncia de uma vacina e medidas de controle efetivas para o vetor a
imunoterapia tem sido pesquisada como opcao de tratamento e controle da LV. Dentre
uma dessas alternativas cita-se as citocinas que tem funcdes autdcrinas e paracrinas
agindo localmente ou a distancia suprimindo ou aumentando a imunidade. Dados de
Murray et al (2003) evidenciaram a utilidade das citocinas quando o receptor de
anticorpo monoclonal anti-IL10 (anti-IL10 mAb) provocou a morte dos parasitos
induzindo a geracdo de Oxido nitrico por mecanismo dependente de sintase. Em
pacientes do Brasil, Kénia e india pesquisas com terapias combinadas com INF-y
recombinante humano e antimoniais pentavalentes sugerem cura clinica se comparado
apenas com a droga (BADARO et al., 1990; SUNDAR; MURRAY, 1995). Outra opgéo
sdo as células dendriticas baseada na imunoterapia combinadas com antimonio
revelando ser efetiva contra a LV em murinos (GHOSH et al., 2003). Embora estas
observacbes deem suporte a imunoterapia como uma alternativa promissora a
quimioterapia convencional grandes desafios necessitam ser esclarecidos e uma delas é

a seguranca dessa op¢édo de tratamento com agentes biologicos como a leishmania.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

3.1.1 Avaliar a resposta imune celular de pacientes com LV, curados,

DTH+ e controles saudaveis frente aos antigenos recombinantes de Leishmania
sp.

Hipdtese: a resposta imune aos antigenos podera identificar marcadores

de doenca ou antigenos indutores de resposta protetora
3.2 Especificos

3.2.1 Avaliar in vitro a resposta imune celular de pacientes com LV,
obtidas tanto antes do tratamento quanto apoOs a cura frente aos estimulos de

antigenos recombinantes de Leishmania sp.

3.2.2 Avaliar in vitro a resposta imune celular de pacientes na forma

assintomatica frente aos diferentes antigenos recombinantes de Leishmania sp.

3.2.3 Avaliar in vitro a resposta imune celular de individuos controles

saudaveis frente aos diferentes antigenos recombinantes de Leishmania sp.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sujeitos, desenho do estudo, consideragdes éticas

A coleta das amostras de sangue foi realizada no periodo de 2013 a 2014 no
Hospital Universitario (HU) em Aracaju/SE, referéncia para o tratamento da
Leishmaniose Visceral. Os critérios de inclusdo sdo os sinais e sintomas clinicos da
doenca: febre, perda de peso, anemia, hepatoesplenomegalia, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia, além de confirmagdo positiva do teste soroldgico rK39
(KalazarDetect® Rapid Test: InBiosinternational Inc., Seatle, WA) e aspirado de
medula 6ssea. Os critérios de exclusdo sdo: gravidez e doencas associadas agudas ou
crbnicas, como o0 uso de imunossupressores e HIV. O total de 37 participantes do
estudo, foram caracterizados em quatro formas clinicas: a) LV ativa (n=10) com histéria
clinica, parasitologia confirmada por aspirado de medula Gssea e respondentes ao
tratamento; b) LV curado situados entre D90-D180 (n=10); c) Sujeitos DTH+ (n=10)
que tinham historia clinica negativa de LV e teste de Montenegro positivo aplicado na
pele, via intradérmica, com area de endurecimento mensurada ap6s 48-72h utilizando a
técnica da caneta esferogréfica. Didmetros > 5mm ¢ considerado positivo indicando
exposicao prévia a Leishmania. Esses individuos representam contactantes de familiares
que foram expostos, porém sdo assintomaticos; d) Controles saudaveis com perfil

negativo paraa LV (n=07).

Sujeitos incluidos no estudo do Hospital Universitéario
(HU) em Aracaju/SE
(n=40)
LV ativa LV curado DTH+ Controles
(n=10) (n=10) (n=10) saudaveis
(n=07)
| | |
Historia clinica, Situados entre Teste de montenegro Perfil
rK39 e/ou D90-D180 (+), familiares de negativo
mielograma contactantes paraa LV

Critérios de exclusdo: gravidez e doencas associadas agudas
ou crénicas, como 0 uso de imunossupressores e HIV
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Os individuos sdo provenientes da cidade de Aracaju e adjacéncias, Sergipe,
Brasil. O estudo faz parte de um projeto maior e foi aprovado pelo comité de ética do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, Sergipe, CAAE-
0123.0.107.000-11. Todos os individuos que participaram da pesquisa e 0s responsaveis
menores de 18 anos, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
Apéndice A e B. A avaliagdo clinica e imunologica dos familiares de pacientes com LV
foi obtida através da aplicacdo de questionario (Apéndice C).

Nenhum dos sujeitos curados e DTH+ desenvolveram a forma clinica da LV
durante 1 ano de seguimento. A caracterizacao clinica e demogréafica dos participantes

do estudo é sumarizada na tabela 1.

4.2 Antigenos

Antigenos previamente caracterizados e usados neste estudo: SMT (GenBank:
XP_001469832.1), CPB (GenBank: CAD12393.1), NH (GenBank: XP_001464969.1),
A2 (GenBank:S69693.1), KMP-11 (GenBank: XP_001469032.1). As proteinas
recombinantes foram caracterizadas em estudos prévios (GHOSH; ZHANG,;
MATLASHEWSKI, 2001; GOTO et al., 2009; KUMAR et al., 2010). O antigeno
soltvel de Leishmania (SLA) preparou-se a partir de promastigotas de L. donovani por
sonicacdo previamente descrito (GOTO et al.,, 2009). Salientamos que neste estudo
piloto empregamos antigenos que ainda nao foram referenciados na literatura (V1292,
NS, A2MAT, 8NSA e NSA) obtidos do IDRI, Seattle, Washington com quem

mantemos colaboracéo.

4.3 Separacao de Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)

As células mononucleares foram obtidas a partir do sangue heparinizado, diluido
1:2 em salina a 0,9%, e separacdo atraves de um gradiente de densidade o Ficoll-
Hipaque (Pharmacia AB, Upsalla, Sweden), em uma propor¢ao de 100ul para cada
10ml de sangue diluido e centrifugacdo a 1.500 rpm por 35 minutos a temperatura
ambiente. O anel de células mononucleares foi aspirado da interfase e as células foram
lavadas 3 vezes com salina 0,9% e centrifugadas a 1.250 rpm por 10 minutos e

ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, New York, USA).
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Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos fundo chato a 37° C
em 5% CO2 por 72 horas.

4.4 Curva dose resposta

Na intencdo de determinar a dose final dos antigenos a ser utilizada nos
experimentos subsequentes resolvemos quantificar o INF-y, apds o estimulo e 72 horas
de incubacdo das células mononucleares, pela técnica do ELISA, nos grupos LV curado,
DTH positivo e controles saudaveis, em nimero de 3 sujeitos cada um, submetidos a
dosagem de duas concentragdes: 25ug/ml e 50 pg/ml. Nos experimentos subsequentes
utilizamos a dose de 25ug/ml, Fig. 01.

4.5 Estimulacdo do sangue periférico com antigenos

A estimulagdo final do experimento realizou-se com antigenos (SMT, CPB, NH,
A2, KMP-11, VIZ 92, A2 MAT, 8NSA e NSA) na concentracdo de 25 pg/ml, apds a
realizacdo da curva dose resposta. Esses antigenos foram provenientes do Instituto de
Pesquisas de doencas infecciosas (IDRI1), EUA com quem mantemos colaboracdo. Além
desses foram utilizados o antigeno soltvel de leishmania (10ug/ml), fitohemaglutinina
(PHA, SIGMA) na concentracdo de 10 pg/ml, e o derivado purificado da proteina
(PPD) do Mycobacterium tuberculosis (10ug/ml) com controles positivos.
Posteriormente, células do sangue periférico foram incubadas em 5% CO,, 37°C
durante 72 h e os sobrenadantes das células foram coletados e estocados a -80°C até o

momento da dosagem das citocinas.

4.6 Dosagem de citocinas em cultura de CMSP

A dosagem das citocinas IL-1B, 1L-12p70, IFN-y, IL-6, I1L-10, IL-27, TNF-a foi
determinada usando o imunoensaio de 7-miliplex com beads magnéticas (HTH17MAG-
14K-07, Merck Millipore, Massachusetts, USA), realizada de acordo com as instrucoes

do fabricante, Millipore, Darmstadt, Germany.
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4.7 Analise estatistica

Os dados foram inseridos em um banco no programa Excell (versdo 2011). Teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi realizado e os dados ndo seguiram a
distribuicdo de Gauss. Devido a falta de normalidade diferencas estatisticas entre 2
pares de grupos foram determinados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
CorrelagOes entre os valores de citocinas foram realizados pelo teste de Spearman. Os
gréficos e analises foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 4.0, 2005.

Consideramos os dados estatisticamente significativos quando o p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Dados demogréficos e laboratoriais dos participantes do estudo

Todos os pacientes com doenca ativa tiveram confirmacéo diagndstica pelo teste
Soroldgico rK39 e/ou mielocultura. A tabela 1 descreve as caracteristicas demogréficas
e hematoldgicas dos pacientes participantes do estudo. Dentre os individuos estudados
em relacdo a idade e ao sexo, ndo observamos diferencas. No que diz respeito aos dados
hematoldgicos, o grupo com LV ativa apresenta desordens hematoldgicas que sdo
restauradas apds o tratamento. Nenhum dos individuos, incluindo os curados e DTH+,
desenvolveram a forma clinica da LV durante 1 ano de seguimento. No sumaério dos
dados, os individuos DTH positivos ndo apresentaram anormalidades clinicas nem

laboratoriais.

Tabela 1. Caracteristica demografica e laboratorial dos participantes

Controles endémicos LV ativa LV curado
Controles DTH+
saudaveis
N 07 10 10 10
Idade (anos) 33,5+13,2 28,7 +10,3 285+12,7 35 + 8,06
Sexo %
(M/F) 5/2 713 6/4 713
Linfocito NA 3,1+1,2 1,8+0,4 41+30
(/mm3)
Neutrofilo NA 40+1,3 1,9+0,8 3,7+23
(/mm?3)
Eritrdcitos NA 49+04 3,6+0,8 44+0,7
(/mm?3)
Hemoglobina NA 135+1,2 93+1,7 128+1,4
(g/dI)
Plaquetas NA 252 £ 51 175+ 50 203 £ 63
(/mm3)

Nota: Dados de média + DP; NA= ndo aplicavel
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5.2 Producdo de citocinas ao SLA relacionado com o estado da doenca

5.2.1 Producéo de INF-y

A fim de investigar a producdo de INF-y estimulamos o sangue periférico com
antigeno solivel de L. donovani em quatro diferentes grupos de individuos. Na
comparacdo das respostas ao longo de 72 horas p6s estimulagdo entre 0s grupos os
resultados de média e desvio padrdo mostraram que o grupo assintomatico DTH+ (1033
+ 1321 pg/ml; p=0,0046) e LV ativa (154 + 156 pg/ml; p=0,013) revelaram significativa
resposta ao INF-y comparando ao grupo controle sadio (28 + 53 pg/ml), (Fig. 2a).

5.2.2 Producéo de TNF-a

De interesse é a observacdo da geracdo significativa de TNF-a (Fig. 2b) nos
grupos LV ativa (622 = 774 pg/ml; p=0,002), grupo DTH+ (972 + 1143 pg/ml;
p=0,012) e LV curado (1077 £ 1303 pg/ml; p=0,009) se comparado ao controle
saudavel (42 £ 72 pg/ml).

5.2.3 Producéo de IL-10

Quando comparadas as concentracdes de IL-10 (Fig. 2¢) no grupo DTH positivo
(481 + 458 pg/ml; p=0,0004), LV curado (547 + 851 pg/ml; p=0,0068) e LV ativa (311
+ 261 pg/ml; p= 0,025) observamos diferencas significativas quando comparado ao
grupo controle saudavel (28 £ 60 pg/ml).
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5.3 Producdo de citocinas frente ao estimulo de antigenos especificos

Neste ensaio analisamos a producdo de citocinas em CMSP frente a dez
antigenos em grupos caracterizados (Tabela 1). Mensuramos o INF-y, TNF-o em cada
um dos 10 antigenos e a IL-10 como citocina regulatéria. Salientamos que o background
foi subtraido das analises.

Afim de obtermos uma impressdo geral do comportamento dos antigenos
recombinantes que podem ser utilizados para imunoprofilaxia e/ou imunoterapia,
quando o anel de celulas foi estimulado por 72 horas, plotamos os dados referentes a
producédo de INF-y, TNF-a e IL-10. Nas Figuras 3a, 3b e 3c observamos produgéo de
INF-y e TNF-o proeminente em individuos mais protegidos se comparado ao grupo LV
ativa, ainda que acompanhados de producdo de IL-10 nos diferentes antigenos
destacando-se 0 CPB, V1292 e 8NSA. Nas demais analises com outras citocinas em

resposta aos demais antigenos recombinantes, ndo houve alteracdo significativa.

5.3.1 Producéo de INF-y

Assim, ao compararmos as concentracGes de INF-y em culturas de células apés
72 horas de estimulo ao CPB observamos producdo significativa no grupo mais
protegido, DTH+ (685 + 948 pg/ml; p=0,035) se comparado ao grupo LV ativa (101 +
129 pg/ml) (Fig 4a).

Por outro lado, ao estimulo do VI1Z92 e 8NSA (Fig. 6a e 7a, respectivamente)

ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos.

5.3.2 Producéo de TNF-a

Analisando o perfil do TNF-a observamos que ao antigeno CPB (Fig. 4b), ndo
houve diferencas sifnificativas entre os grupos.

Destacamos que ao estimulo do V1292 (Fig. 6b) houve producéo significativa no
grupo LV curado (1885 + 2225 pg/ml; p= 0,033) se comparado ao grupo controle
saudavel (295 + 315 pg/ml).

Da mesma forma, quando as células mononucleares foram estimuladas com o

8NSA (Fig. 7b) distinguimos producgéo significativa desta citocina no grupo curado
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(3232 £ 2812 pg/ml; p= 0,043) em relacdo ao grupo controle saudavel (657 = 458
pg/ml).

Destacamos que houve correlagéo direta entre as concentragdes de INF-y e TNF-
o em resposta ao estimulo CPB nos grupos LV ativa e DTH+ (Fig. 5) (r de Spearman =
0,63; p=0,0028).

5.3.3 Producéo de IL-10

Quando o anel de células mononucleares do sangue periférico foi estimulado
com o antigeno CPB (Fig. 4c) observamos producdo significativa da citocina regulatéria
no grupo DTH+ (452 + 463 pg/ml; p= 0,043) se comparado ao grupo LV ativa (158 +
277 pg/ml).

No tocante ao antigeno V1292 (Fig. 6¢) também € possivel observar producao
significativa no grupo mais protegido DTH+ (565 £ 534 pg/ml; p= 0,018) em relacdo ao
grupo LV ativa (174 = 294 pg/ml).

Em relacdo ao antigeno 8NSA (Fig. 7c), visualizamos producdo significativa no
grupo DTH+ (1039 + 509 pg/ml; p=0,0002), LV curado (1255 + 1714 pg/ml; 0,0021) e
controle saudavel (553 + 446 pg/ml; p= 0,033) em relacdo ao grupo LV ativa (195 +
208 pg/ml).
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Figura 1. Curva dose resposta representativa de concentraces nos grupos LV curado (n=03) e DTH+ (n=03) e controles saudaveis (n=03),

Aracaju/SE. Células do sangue periférico foram estimuladas com 25ug/ml e 50 pg/ml de antigenos afim dar continuidade aos experimentos

com concentracéo final de 25 pg/ml. Os sobrenadantes foram colhidos pds 72 horas a 37°C/5% de CO; para a dosagem de INF-y por ELISA.
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Figura 2. Producdo de citocinas ao SLA nos grupos LV ativa (n=10), LV curado (n=10), DTH+ (n=10) e controle saudavel (n=07),
Aracaju/SE. Células do sangue periférico foram estimuladas com 10ug/ml de antigeno soltuvel de L. donovani. Os sobrenadantes foram
colhidos pds 72 horas a 37°C/5% de CO para a dosagem por Luminex de INF-y (a), TNF-a (b) e IL-10 (c). Os valores de p foram

determinados por diferencas entre os grupos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * indica p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Figura 3. Producéo de citocinas nos grupos LV ativa (n=10), LV curado (n=10), DTH+ (n=10) e controle saudavel (n=07), Aracaju/SE. Células
do sangue periférico foram estimuladas com 25ug/ml com antigenos recombinantes. Os sobrenadantes foram colhidos pds 72 horas a 37°C/5%
de CO; para a dosagem por Luminex de INF-y (a), TNF-a (b) e IL-10 (c).



10000
1000
100
10

INF-y (pg/ml)

0.1
0.01

TNF-a (pg/ml)

10000

1000

100

10

CPB
. A
o an “
J = - v
L L] v
. a Aaa Tvv
.. " v
. v
(L .
.
T T T T
s o X &
S & & &
3 (_,0 ’b\)
o2
N
S
o(‘
@)

IL10 (pg/ml)

10000

1000

100

10

0.1

37

Figura 4. Producdo de citocinas nos grupos LV ativa (n=10), LV curado (n=10), DTH+ (n=10) e controle saudavel (n=07), Aracaju/SE.
Células do sangue periférico foram estimuladas com 25ug/ml de antigeno CPB, Aracaju/SE. Os sobrenadantes foram colhidos p6s 72 horas a

37°C/5% de CO; para a dosagem por Luminex de INF-y (a), TNF-a (b) e IL-10 (c). Os valores de p foram determinados por diferencas entre os

grupos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * indica p<0,05.
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Figura 5. Correlacgdo direta entre as concentragdes de INF-y e TNF-a em células mononucleares em resposta ao estimulo do antigeno CPB no

grupo LV ativa, n=10 (bolas vermelhas) e DTH+, n=10 (bolas azuis), Aracaju/SE. O valor de p foi determinado por diferengas entre 0os grupos

pelo teste de correlagcdo de Spearman. ** indica p < 0,01
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Figura 6. Producdo de citocinas nos grupos LV ativa (n=10), LV curado (n=10), DTH+ (n=10) e controle saudavel (n=07), Aracaju/SE.
Células do sangue periférico foram estimuladas com 25ug/ml de antigeno V1292, Aracaju/SE. Os sobrenadantes foram colhidos p6s 72 horas a

37°C/5% de CO: para a dosagem por Luminex de INF-y (a), TNF-a (b) e IL-10 (c). Os valores de p foram determinados por diferencas entre os

grupos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * indica p<0,05.
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Figura 7. Producdo de citocinas nos grupos LV ativa (n=10), LV curado (n=10), DTH+ (n=10) e controle saudavel (n=07), Aracaju/SE.
Células do sangue periférico foram estimuladas com 25ug/ml de antigeno 8NSA, Aracaju/SE. Os sobrenadantes foram colhidos p6s 72 horas a
37°C/5% de CO; para a dosagem por Luminex de INF-y (a), TNF-a (b) e IL-10 (c). Os valores de p foram determinados por diferencas entre os

grupos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * indica p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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6 DISCUSSAO

A analise dos antigenos que induzem resposta imune celular em individuos com
protecdo natural ou apds tratamento e cura pode ser uma estratégia para identificar bons
candidatos para imunoprofilaxia e/ou imunoterapia. Visando identificar citocinas
produzidas em culturas de células de grupos de individuos caracterizados e estimuladas
com antigenos recombinantes, que podem derivar diferentes respostas de células T, uma
variedade de antigenos tem sido investigada na LV em modelos animais com resposta
imunolégica adaptativa protetora associado ao padrdo Thl (AGALLOU;
MARGARONI; KARAGOUNI, 2011; GOTO et al.,, 2007; GHOSH; ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2001; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006; ZANIN et
al., 2007; RAFATI et al., 2005), mas poucos tém sido investigados em ensaios clinicos
humanos (DUTHIE et al., 2012; CHAKRAVARTY et al., 2011).

Sendo assim, a proposta deste estudo foi avaliar a resposta imune em células
mononucleares do sangue periférico estimulados aos antigenos recombinantes em
quatro grupos de individuos caracterizados, a saber: LV ativa, LV curado, DTH+ e
controles saudaveis. Nossa hipdtese € que a resposta imune aos antigenos podera
identificar marcadores de doenca ou antigenos indutores de resposta protetora.

Em nosso ensaio os sujeitos curados frente ao SLA, juntos, produziram ambas as
citocinas pro-inflamatérias (INF-y e TNF-a), e esse padrdo de sinergismo é capaz de
induzir a morte dos parasitos de Leishmania em macréfagos humanos (GANTT et al.,
2001) e esta capacidade de expressar simultaneamente as citocinas pode ser benéfico
contra novas infeccGes. Nesse grupo, na proporcdo que produziram INF-y e TNF-a
também secretaram a IL-10 em resposta ao SLA, que geralmente associa-se a supressao
imune durante a doenca, regulando negativamente a resposta Thl (GHALIB et al.,
1993). A producéo de INF-y em individuos curados indica que as células T de memdria
circulantes foram estimuladas durante a doenca.

Ainda em relagdo ao SLA, os individuos com LV ativa induziram resposta ao
INF-y pois distingue-se significativamente do controle sadio. Os individuos saudaveis
que responderam ao SLA a provavel explicacdo seria a reatividade cruzada das células
de memodria, respostas inespecificas aos antigenos pois ndo incluimos controles néo-
endémicos em nosso estudo. Estudos prévios observam falha na liberagcdo de INF-y pés
estimulagdo em CMSP, pela teécnica do ELISA, nesse grupo populacional
(CARVALHO et al., 1985; NYLEN et al., 2007) e esta anergia poderia ser a principal
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razdo de susceptibilidade. Recentemente, ensaios de QuantiFERON no sangue total
(GIDWANI et al., 2011) demonstrou altos niveis de INF-y nos pacientes com LV ativa.

No nosso desenho experimental encontramos producdo de INF-y, TNF-a e IL-10
quando em diferentes estimulos, inclusive em individuos mais protegidos (LV curado e
DTH+) ainda que anélises mais aprofundadas de uma Unica célula utilizando a técnica
de citometria de fluxo é necessaria afim de resolver padrdes de expressdo de citocinas
em ceélulas T.

Em nossa analise nenhum dos grupos apresentaram refratariedade na resposta
quando estimulados, ao menos que isoladamente um ou outro individuo apresentou
irresponsividade. Em estudos variados os antigenos SMT, CPB, NH, A2, KMP-11 em
modelos animais revelaram-se protetores contra a LV (AGALLOU; MARGARONI;
KARAGOUNI, 2011; GOTO et al.,, 2007; GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI,
2001; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006; ZANIN et al., 2007). No grupo
de individuos curados, Kumar et al (2010) mostrou que os antigenos SMT, CPB, A2 e
NH estimularam a producéo de INF-y se comparado ao KMP-11 que apresentou déficit
em produzir respostas positivas, ou seja, os individuos foram refratarios ao estimulo. A
deficiéncia de respostas do padrdo Thl pode ser devido a ineficiéncia dos antigenos
sollveis, em ex vivo, para as células T CD8+ (KOVACSOVICS-BANKOWSKI et al.,
1993).

No presente estudo, a dose empregada de antigenos (25ug/ml) sugere que o
ensaio foi eficiente e imparcial a deteccdo de respostas para antigenos de células T
CD8+ citotoxicas. O perfil de doses utilizadas em modelos animais mostra uma
variabilidade de respostas entre 10ug/ml e 44 pg/ml com proteinas empregadas neste
presente estudo (revisado em JOSHI et al, 2014). Estudos anteriores em sujeitos
humanos os autores sugerem que a dose de antigenos recombinantes usada (10ug/ml)
pode ser a causa de respostas indetectaveis. Nesse mesmo estudo, os autores indicam
que a as respostas foram indetectaveis devido a dose usada (10ug/ml) e que, portanto,
deveria ser aumentada (KUMAR et al, 2010).

Neste estudo piloto, analisando os antigenos capazes de exibir resposta imune
protetora em individuos DTH+ destacamos o CPB, VIZ92 e 8NSA ainda que a
producdo de INF-y ndo seja proeminente mas a associacdo com TNF-a € um resultado
promissor mesmo que acompanhados de producdo de IL-10. Rafati e colaboradores
(2006) demonstraram que a co-inje¢cdo de dois genes que expressam a cisteina

proteinase Tipo | (CPb) e Tipo Il (CPa) induziu uma resposta protetora e duradoura em
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cées contra a infeccéo por L. infantum. Andlises em uma populacéo de area endémica na
india e Brasil utilizando 11 antigenos, diferentes dos que utilizamos em nosso estudo,
com sangue total de pacientes com LV ativa, curados e controles endémicos saudaveis
positivos e negativos, os resultados mostram um balanco de citocinas pro-inflamatorias
(INF-y e TNF-a) e inclusive a producdo de IL-10. Esses dados apontam que 5/11
antigenos possam ser utilizados como candidatos vacinais (STOBER et al., 2012;
SINGH et al., 2012). Ponderamos que esses dados poderdo ser representativos, numa
area endémica para L. infantum chagasi do nordeste do Brasil, onde observamos
antigenos que quando estimulados séo produtores de INF-y e/ou TNF-a em individuos
protegidos. Frisa-se aqui que dentre os antigenos que ainda ndo foram referenciados na
literatura em ensaios in vitro com pacientes de LV (VIZ92, NS, A2MAT, 8NSA e
NSA), 0 VI1Z92 e 0 BNSA parecem ser bons preditores de protecéo.

Frisamos que ao estimulo do CPB a producdo de INF-y foi significativa em
individuos naturalmente resistentes se comparado ao grupo com doenga aguda, apds 72
horas de estimulo, e que houve correlacdo entre a producdo de INF-y e TNF-q,
sugerindo uma ativacdo de células da resposta imune Thl no grupo com a forma aguda
da doenca assim como em individuos com protec&o natural.

Na tentativa de explicar a variabilidade em resposta aos diferentes antigenos
especulamos que pode ser um reflexo do tamanho da amostra, histéria de exposicao,
e/ou disparidades nos alelos HLA para os epitopos de ligacdo do MHCII dos distintos
antigenos para enfim serem reconhecidos pelos receptores de células T (TCRs) dos
individuos. Assim, proteinas imunogénicas sdo assim denominadas por possuirem
epitopos de HLA que sdo reconhecidos por células T. Porém, se as proteinas apresentam
peptideos que se ligam a varias formas alélicas de MHC ndo significa que serdo
reconhecidos pelos TCRs. Por extensdo, é possivel supor que as proteinas imunogénicas
e indutoras de resposta imune celular especifica sejam menos imunogénicas em outras
populacbes devido a diferencas eétnicas e/ou genéticas. Sendo assim, diversas
populacbes podem responder de forma diferenciada a uma determinada proteina
provavelmente devido a diversidades alélicas de HLA.

Assim como isoladamente observamos protecdo entre os antigenos avaliados
nesse estudo, o complexo de multiepitopos podera ser ainda mais eficiente. E possivel
supor essa analise com base em um estudo formulado pela fusdo do KSAC composto
por KMP-11, SMT, A2 e CPB sendo que cada componente desta proteina foi capaz de
conferir protecdo individualmente na doenca (RAFATI et al., 2005; BASU et al., 2005;
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GOTO et al., 2007; GOTO et al., 2009; GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001;
RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006). Os autores sugerem ser possivel
produzir uma vacina pratica com custo-efetividade capaz de proteger humanos e cées
contra multiplas espécies de Leishmania (GOTO et al., 2011).

Salienta-se que mais estudos sdo necessarios afim de avaliar cuidadosamente as
diferencas de respostas e associacdo entre o balango de citocinas para cada antigeno nos
grupos avaliados e como proporcionam protecdo (GURUNATHAN et al., 1998;
COSTA et al., 2011), visto que este € preliminar pelo nimero limitado de individuos.

Resultados do nosso estudo demonstrou que alguns antigenos individualmente
tém sido mostrados como protetores assim como em modelos animais. Isto sugere que
para uso em humanos podera ser um complexo multi-epitopos de antigenos. Ao avaliar
a resposta imune, os dados apresentados aqui numa area endémica para L. infantum
chagasi do nordeste do Brasil, aliado ao aumento do nimero de individuos e em
colaboragdo com estudos empregando 0os mesmos antigenos melhor evidenciardo os
considerados protetoras. De fato, a avaliagdo da resposta imune de individuos com
calazar e naturalmente resistentes podera identificar antigenos indutores de IFN-y ¢/ou
TNF-a potencialmente protetores a infeccdo, assim como antigenos que suprimem a
producdo de IFN-y, os quais podem ser potencialmente utilizados com adjuvantes que
modifiquem essa resposta. Dessa forma, esse estudo contribuira para um melhor
entendimento do papel desses antigenos e trard subsidios para o desenvolvimento de

alternativas imunoprofilaticas e/ou imunoterapéuticas.
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7 CONCLUSOES

= Observamos concentracdo elevada de INF-y e/ou TNF-o acompanhados de
resposta ao IL-10 em individuos mais protegidos em resposta ao estimulo dos
antigenos: CPB, V1292 e 8NSA;

= Destacamos que em relagdo ao antigeno CPB tem-se concentracdo significativa
de INF-y no grupo DTH+ se comparado ao grupo LV ativa e correlagéo direta
entre as concentracOes de INF-y e TNF-a entre estes grupos;

= Sugerimos que os antigenos CPB, VI1Z92 e 8NSA possam estar associados a
inducdo de resposta protetora e ser promissores para utilizacdo em imunoterapia

e imunoprofilaxia;

8 PERSPECTIVAS

» Avaliar a multifuncionalidade celular da resposta imunolégica aos antigenos

mais promissores
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
HOSPITAL UNIVERSITARIO

COMITE DE ETICA E PESQUISA
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR.
Rua Claudio Batista s/n, Didatica V, Bairro Sanatério
CEP: 49060-100  Aracaju/SE
Fone: (79) 3218-1805

E-mail: cephu@ufs.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Avaliagdo Epidemioldgica, Clinica e Imunoldgica de familiares de
pacientes com Leishmaniose Visceral.

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.

Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua permisséo para o(a) senhor(a)
ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) senhor(a) for pai/mae ou guardido de
uma crianca abaixo de 18 anos, que foi convidado a participar desta pesquisa, a palavra
“voce” neste documento se refere ao seu filho. Ao final da explicagdo, pediremos ao

senhor(a) para assinar este documento, caso concorde em participar desta pesquisa.
Convite e Objetivo:

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar familiares
de pacientes com diagndéstico de Leishmaniose visceral que foram ou sdo atendidos no
Hospital Universitario. Apos Ihe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode
perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos os familiares desses pacientes serdo
convidados a participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado a

assinar este consentimento.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
ou pode desistir da participagdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar ou
desistir de participar do estudo ndo afetara de modo algum qualquer tratamento que vocé

estiver recebendo no Hospital Universitario.
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Finalidade do estudo: Identificar individuos assintomaticos que residem no mesmo
ambiente de pacientes com leishmaniose visceral através da resposta ao teste de
Montenegro e Sorologia positiva para L. Chagasi, avaliando também a prevaléncia desses

individuos e também a resposta imune celular para antigenos recombinantes de L Chagasi.

Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial,
sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica do
Hospital Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo
haverd na apresentacdo destes resultados meios que possam identificar os participantes.
Suas fichas clinicas e os resultados de seus exames poderdo ser também vistos pelo Comité
de Etica do Hospital Universitario. Fotos suas poderdo ser mostradas em publico sem

identificar vocé e protegendo partes intimas.

Procedimento:Sera retirado por puncdo venosa, 20 ml de sangue, que ao deve levar a
riscos para sua saude, podendo apresentar dor discreta no local da pungdo. O teste de
Montenegro seré aplicado no seu braco e € 0 mesmo procedimento quando vocé toma uma

vacina e também ndo é prejudicial para sua saude.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre o

leishmaniose visceral podera contribuir no futuro para medidas de controle da doenca.

Custos: Vocé nao tera custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de tratamento
para leishmaniose, a medicacdo lhe sera fornecida gratuitamente. Vocé ndo receberd
nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o seu

transporte para comparecer as visitas no ambulatdrio apds a alta do hospital.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagéo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque
Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79)
8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho,
como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo

endereco consta no inicio deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma copia deste
consentimento lhe serd entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se
deseja ou ndo ter o parasito que causa esta doenca armazenado para estudos futuros

aprovados sobre leishmaniose.
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Assinatura ou impressao do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
APENDICE B

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES

Nome do Projeto: Avaliagdo Epidemioldgica, Clinica e Imunoldgica de familiares de
pacientes com Leishmaniose visceral.

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.
Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar
familiares de pacientes com diagnostico de Leishmaniose visceral que foram ou sdo
atendidos no Hospital Universitario. Apds lhe ser explicado o que contém neste documento,
vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos os familiares desses
pacientes serdo convidados a participar do estudo. Caso 0s pais ou responsaveis decidam

por sua participacdo no estudo, eles assinardo este consentimento.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua salde. Um médico lhe fard exames que
ndo causardo dor. Entdo, nos tiraremos um pouco de sangue (cerca de uma colher de sopa)
de seu braco, usando uma seringa e agulha. Algumas vezes, nos faremos um teste na pele,
onde injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu braco, usando

uma agulha fina.

Vocé pode ou ndo participar deste estudo. Se vocé quiser participar, por favor,

assine ou coloque sua impresséo digital abaixo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagédo

relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque
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Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79)

8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho,

Data hora
Assinatura ou impressao do paciente

Data hora
Assinatura ou impressao do responsavel

Data hora
Testemunha

Data hora

Investigador



APENDICE C

QUESTIONARIO

AVALIACAO CLINICA E IMUNOLOGICA DE FAMILIARES DE
PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL
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CASO INDICE:

1. IDENTIFICACAO DO FAMILIAR

NOME:

APELIDO:

RELACAO COM CASO INDICE:
MAE PAI IRMAO/IRMA  TIO/TIA  AVO/AVO OUTRO:

ENDERECO:

PONTO DE REFERENCIA:

PRESENCA DE ANIMAL NA RESIDENCIA[ JM [ RO  Qual?

Em caso de galinheiro, especificar a proximidade com a residéncia

CIDADE: TELEFONE:

BAIRRO: IDADE:

DATA DE NASCIMENTO: . SEXO: M [] F []

PROFISSAO: NATURALIDADE:

2. ANAMNESE

<2
<

Especificar o tempo

FEBRE

FADIGA

PERDA DE PESO

NAUSEAS

PALIDEZ

DIARREIA

MANIFESTACOES
HEMORRAGICAS

OUTROS

O O|ojoojgoo|ol

O OO ot g
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- Consisténcia

- Tamanho

Baco

PRESENCA  DE
ANIMAL NA QUAL:
RESIDENCIA: L]
Em caso de galinheiro, especificar a proximidade com a
residéncia
PRESENCA  DE
RESTOS pe | LI
MADEIRAS
3. EXAME FISICO:
Temperatura (°C) Peso:
Palidez
Linfonodos
Figado

- Consisténcia

- Tamanho

4. EXAMES LABORATORIAIS:

EXAMES

Hemacias

Hb

Ht

Plaquetas

Leucdcitos

Neutréfilos

Eosindfilos

Monécitos

Albumina

Globulina

Reacdo de
Montenegro

Sorologia
para Calazar
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