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ESTUDO DO USO DA RADIAQAO IONIZANTE COMO FERRAMENTA DE SELE(;AO
DE FORMAS PROMASTIGOTAS METACICLICAS DE Leishmania amazonensis , E A
INDUCAO DE RESPOSTA IMUNOLOGICA EM MODELOS EXPERIME NTAIS.

Franco Claudio Bonetti

RESUMO

Atualmente, milhdes de pessoas, por todo o globo, estdo sob risco de serem
infectados por um protozoario transmitido vetorialmente por pequenos insetos
flebotomineos. Este parasita é a Leishmania spp., causadora de uma patologia de amplo
espectro, que varia desde a moléstia cutanea (tegumentar) até a visceral (kala-azar). A
leishmaniose cutanea € a manifestacdo clinica de maior ocorréncia (mais de 90% dos
casos). A radiacdo ionizante, gerada em fonte de ®Co, tem sido utilizada com sucesso
para promover alteracfes fisico-quimicas em diferentes protozoarios, incluindo a
Leishmania spp. Em trabalhos anteriores determinou-se que formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, irradiadas com diferentes doses de radiagdo gama, perdem
sua viabilidade mantendo, porém, sua imunogenicidade. No presente trabalho, estudou-
se a utilizacao da radiacdo ionizante como ferramenta na selecéo de formas metaciclicas
do parasita em cultura axénica para a possivel producédo de imundgenos irradiados mais
eficientes. Os resultados demonstram que culturas irradiadas com 400 Gy de radiacéao
gama, possuem uma concentracdo de aproximadamente 75% de parasitas metaciclicos,
capazes de produzir, in vitro, uma infeccdo que mimetiza a ocorrida naturalmente. Estes
parasitas irradiados tém sua estrutura celular interna modificada mantendo, entretanto,
seu arcabougo externo intacto. Camundongos de uma linhagem suscetivel imunizados
com leishmanias irradiadas com diferentes doses tiveram sua producdo de
imunoglobulinas aumentada, e mantiveram os titulos elevados apés o desafio com
parasitas ndo irradiados. Em outras linhagens pesquisadas este padrdo se manteve,
porém em titulos menores, sendo que camundongos imunodeficientes ndo responderam
a imunizacdo nem ao desafio.
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THE STUDY OF IONIZING RADIATION AS A TOOL FOR SELEC T PROMASTIGOTES
FORMS OF LEISHMANIA AMAZONENSIS , AND THE IMMUNOLOGICAL RESPONSE
IN EXPERIMENTAL MODELS.

Franco Claudio Bonetti

ABSTRACT

Actually, millions of people around the globe are under the risk of infection by a
protozoan transmitted by a bit of a sand fly. This parasite is a Leishmania spp. This
causes a wide spectrum disease, since a coetaneous disease to a visceral one. The
coetaneous form is the major clinical manifestation (above 90%). The ionizing radiation,
produced in a ®°Co font, had being successes used to promote physical-chemical
transformations on different protozoans, including Leishmania spp. In previous work was
determined that promastigotes forms of Leishmania amazonensis, irradiated with different
doses of radiation, lost their viability maintaining, however, their inmunogenicity. In this
work, was studied the use of ionizing radiation as a tool for selection of metaciclic forms of
the parasite in axenic culture, for a possible efficient irradiated immunogen production. Our
results shown that cultures irradiated with 400 Gy of gamma irradiation, has 75% of
metaciclic form, which are capable to produce, in vitro, an infection that is similar the
natural occurrence. These irradiated parasites have their internal cellular structure
modified, maintaining their external structure intact. Susceptible strain of mice immunized
with leishmania irradiated with different doses had high immunoglobulin production, and
maintained this production after the challenge with naive parasites. In other strains this
default was similar, however in lower titles. Immunodeficient mice didn’t produce
immunoglobulin nor on the immunization or on the challenge.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes Gerais e Resumo Historico

As doencas infecciosas acompanham a humanidade desde o seu surgimento, com
0os primeiros hominideos, em torno de 4 milhdes de anos atras. Os primeiros
microorganismos surgiram em um passado bem mais remoto, ha cerca de 3,5 bilhdes de
anos, antes mesmo do inicio do acumulo de Oxigénio na atmosfera, por conta da
existéncia de uma substancia primordial formada puramente de aminoacidos organizados
aleatoriamente, sob a pressao seletiva de uma atmosfera redutora, e facilitacdo pela
elevada temperatura dos oceanos daquela Era, segundo uma das Teorias mais aceitas
sobre a Biogénese e a origem da vida em nosso Planeta (OPARIN, 1976; HALDANE,
1928).

Milhares de anos depois, surgem as células eucariontes, com uma formacao mais
complexa, envoltorio nuclear e a presenca de organelas membranosas, inexistentes nos
procariontes até entdo. E em torno de 1,4 BilhGes de anos surgem, provavelmente, os
primeiros protozoarios: organismos unicelulares, eucariontes bastante complexos, com
sistemas reprodutor, digestivo, de locomocao e de produgédo de energia; relacionados
desta forma segundo a cladistica proposta por Willi Hennig, em sua obra Grundztige einer
Theorie der Phylogenetischen Systematik (1950). O presente trabalho tem como base o
estudo de um dos 8 mil protozoarios parasitas conhecidos na atualidade.

Reino: Protista, Filo: Protozoa, Sub-Filo: Sarcomastigophora, Classe:
Mastigophora, Ordem: Kinetoplastida, Familia: Trypanosomatidae, Género: Leishmania
(COURA, 2005).

Descrito pela primeira vez em 1903 pelo médico escocés Willian Leishman, durante
uma incurséo do exército Britanico na india, e meses depois, por Charles Donovan, com
relatos parecidos, este microorganismo passou entdo a ser denominado corpos de
Leishman-Donovan. Alguns anos depois o Prémio Nobel de Medicina de 1902, Ronald
Ross, sugere o nome Leishmania donovani, em homenagem aos pesquisadores que o
descreveram. No Brasil, o parasita foi descrito no inicio do Século XX por Lindemberg em
1909 e posteriormente por Rabello em 1910, sendo dado o nome de “Ulcera de Bauru” ao
conjunto de sinais cutaneos e sintomas clinicos acarretados pela enfermidade. Em 1911,
Gaspar Vianna propde o nome Leishmania brasiliensis, para os parasitos ocorridos no

Brasil, por serem morfologicamente diferentes daqueles causadores do “Botdo do Oriente”



asiatico (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; VALE & FURTADO, 2005).

Atualmente, cerca de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas e outras 500
milhdes, distribuidas em 88 paises, estdo sob risco de serem contaminados por este
protozoario, transmitido vetorialmente por pequenos insetos do Género Phlebotomus spp.
no velho Mundo e Lutzomyia spp. nas Américas, encontrados na regido Tropical do
planeta, com 1,5 Milhdo de novos casos todos os anos. Este parasita desencadeia
diferentes niveis da doenca, em um espectro que varia desde a moléstia cutdnea
autolimitada (tegumentar) até a visceral (kala-azar), com acometimento de orgaos vitais,
levando a morte caso néo tratada (WHO, 2004).

A leishmaniose cutanea € a manifestagédo clinica de maior ocorréncia ao redor do
globo (mais de 90% dos casos), inclusive no Brasil, e pode ser dividida em trés grupos, de
acordo com as apresentacdes clinicas que ocorrem:

1-Leishmaniose cutanea: forma mais frequente da doenca, com lesdes formadas,

geralmente, no local da picada do inseto, sem disseminacao a distancia e com tendéncia
de cura espontanea.

2-Leishmaniose cutaneo-mucosa: com lesdes tanto na pele quanto na mucosa das vias

aéreas superiores, com intensa atividade imunopatolégica e metastatizacdo das lesées.

3-Leishmaniose cutanea difusa: forma mais rara da doenca, com inumeras lesbes

nodulares disseminadas por todo o tegumento, ricas em parasitas, caracterizando uma
anergia. (MAYRINK et al, 1979; CUNNINGHAM, 2002).

S&do conhecidas pelo menos treze espécies de Leishmania spp. causadoras de
alguma variacdo da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), agrupadas em dois
grandes grupos de Subgéneros, denominados 'Complexos', conforme as caracteristicas
morfolégicas do agente causador (LAINSON e SHAW, 1987). S&o eles:

e Leishmania (Leishmania), que inclui as espécies patogénicas para seres humanos

L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi, e L. venezuelensis.

e Leishmania (Viannia), que inclui L. brasiliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi,

L. panamensis, L. peruviana, L. shawi, L. lindembergi e L. colombiensis.

A doenca ocorre nas florestas tropicais, tendo como reservatorios diferentes
mamiferos, principalmente roedores; nas cidades, os cdes errantes ou domésticos sdo 0s
principais reservatorios, sendo considerados responsaveis por grande parte da
transmissao da doenca em areas endémicas do Brasil. Porém, além dos cées, outros

mamiferos, sao passiveis de contaminacao por Leishmania spp. (SAVANI et al., 1999).



1.2. Morfologia e Metabolismo Celular

Os protozoarios do Género Leishmania spp. sado dimorficos, apresentando-se sob a
forma amastigota no hospedeiro vertebrado, e promastigota no inseto vetor e em culturas
axénicas in vitro (PIRMEZ, 1992). Ainda sobre as formas promastigotas, ja& foram
descritas na literatura duas populagbes distintas de apresentacdo dos parasitas: as
prociclicas, fase em que hd um crescimento exponencial do niumero de parasitas no
interior do intestino, e as metaciclicas, presentes na regido anterior do tubo digestorio do
inseto, quando os parasitas param de se reproduzir e preparam-se para infectar um novo
hospedeiro (MUSKUS & VILLA, 2002). Em estudos anteriores BONETTI e colaboradores
(2002), utilizando moléculas marcadas com Tricio (*H), que sdo incorporadas no
metabolismo de proteinas e na sintese de material nucléico, verificaram a provavel
existéncia dessas duas popula¢gdes também em cultura, o que ficou comprovado no atual
trabalho, no qual serdo priorizadas as caracteristicas da forma promastigota das espécies
dos parasitas causadores de leishmaniase tegumentar.

N&o existem diferengcas significativas entre as formas promastigotas destas
espécies de Leishmania spp. no que diz respeito a morfologia (FURTADO, 1987). As
formas promastigotas destes parasitas apresentam membrana citoplasmatica, com
invaginagcdo na sua parte posterior onde se localizam os desmossomos, organelas
responsaveis pela fixacdo do parasita as outras células. No citoplasma, observam-se
estruturas semelhantes as das células humanas, como mitocondrias e reticulo
endoplasmatico, além de outras organelas como cinetoplasto e corpo parabasal (de onde
surge o flagelo), acantossomo, glicossomo, corpo multivesiculado e vacuolo (Vickerman,
1974), como pode ser observado na Figura 1.

O nucleo € composto por 36 cromossomos que albergam uma carga gendmica de
35 Mbp, além dos nucléolos, envolvidos por uma membrana nuclear. Os estudos
relacionados aos genes da Leishmania tém contribuido para um melhor entendimento da
etiodoenca envolvida, e na busca de tratamentos mais eficazes contra o parasita
(OULLETTE et al., 2003).

Seu metabolismo para obtencdo de energia, quando na fase promastigota, é
estritamente aerdbico e, quando submetida aos meios sem presenca de oxigénio,
demonstra uma brusca reducao de suas atividades como, por exemplo, a degradacéo de
glicose (Van Hellemond et al., 1997). Suas mitocéndrias utilizam glicolise e oxidacdo de

prolinas para a formacdo das Adenosinas Trifosfatos (ATPs), sua forma de armazenar



energia (ALVAREZ-FORTES et al., 1998).

A superficie celular é composta por diferentes moléculas, relacionadas com a
facilitacdo da entrada e a sobrevivéncia do parasita nos diferentes hospedeiros. As duas
principais estruturas expressas na membrana sdo uma metalloproteinase de 63 Kda
(gp63, leishmanolisina) e os lipofosfoglicanos (LPG).

A gp63, considerada altamente conservada entre as diferentes espécies deste
protozoario, € a principal molécula de superficie (MSP) das formas promastigotas, sendo
gue sua expressao e estrutura conformacional, estdo diretamente relacionadas a ligacao
do parasita com receptores dos Macréfagos do hospedeiro vertebrado, como por
exemplo, o Mac-1 (Membrane Attack Complex-1), além de conferir resisténcia contra a
acao do Sistema Complemento, na fase inicial da infeccdo (BRINTTIGHAM et al., 1995).
No inseto vetor a expressao da gp63 aumenta durante a metaciclogénese, demonstrando
sua importancia no processo de transicdo entre os diferentes hospedeiros (YAO et al.,
2005).

Ancorados por moléculas de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) ou secretados para o
meio, os lipofosfoglicanos constituem outro importante grupo de moléculas de superficie
dos parasitas. Distribuidos por toda membrana celular e no flagelo, estdo relacionados
com a fixagdo da Leishmania ao epitélio intestinal do inseto vetor, durante a fase de
reproducdo, e a adesdo as diferentes células da resposta imune do hospedeiro
vertebrado. Diferencas de quantidade e estrutura molecular também s&o verificadas
durante o processo de metaciclogénese (MAHONEY et al., 1999).

Moléculas intracelulares presentes no citoplasma, como as heat shock proteins e
cisteina-proteinases, garantem a sobrevivéncia durante a transicdo e adaptacdo do
protozodrio aos diferentes hospedeiros, processo no qual ocorre extrema modificagdo dos
micro ambientes (GARLAPATI et al., 1999; SOARES et al., 2003).



Figural: Microscopia eletronica de forma promastigota de Leishmania amazonensis.
F — flagelo; SF — saco flagelar; M — mitocdndria; D — desmossomos; C — cinetoplasto; N —

nucleo e MC — membrana citoplasmatica.

1.3. Ciclo de vida

O ciclo de vida da Leishmania spp é heteroxeno, envolvendo um reservatério
invertebrado, o inseto vetor, e um hospedeiro vertebrado (Figura 2).

No trato digestério do inseto as Leishmania spp. apresentam-se na forma
promastigota, tém 10-15 pum de comprimento, vivem na luz do intestino, alimentando-se
de nutrientes oriundos da digestdo, e se desenvolvem passando por multiplos estagios
até atingirem uma forma denominada promastigota metaciclica, sem capacidade de
divisdo. Algumas alteracdes fisioloégicas no tubo digestorio, como a alteracdo do pH,
sinalizam para os protozodrios que o0 inseto ird se alimentar novamente (repasto
sanguineo), fazendo com que eles migrem para a probéscida do flebotomineo.

Ao picar o hospedeiro vertebrado, o inseto inocula um pouco de saliva, antes de
sugar o sangue. Ao mesmo tempo em gue injeta anticoagulantes, formas promastigotas
de Leishmania spp séo inoculadas no intersticio do hospedeiro e prontamente procuram
se instalar em células nucleadas para garantir sua sobrevivéncia. Normalmente as células
infectadas sdo as do sistema primario de defesa, como Macréfagos, que fagocitam os
protozoarios. Quando internalizados, estes parasitas permanecem em um vacuolo
parasitoforo onde se transformam em amastigota, sua forma de vida nas células do
hospedeiro. As amastigotas (3-5 pm de diametro) se multiplicam diversas vezes por
biparticdo até que rompem a membrana da célula infectada, permitindo que novas células
sejam infectadas pelos protozoarios, com um tempo de incubacéo variando de 60 dias a
12 meses (BOGDAN & HOLLINGHOF, 1999).
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Figura2: Ciclo de vida da Leishmania spp.
Extraido e modificado de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis.htm



1.4. Dinamica da infeccdo e Resposta Imune envolvida

Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, o protozoéario enfrenta uma verdadeira
cruzada, a fim de sobreviver aos atagues do Sistema Imunologico.O primeiro contato do
parasita com 0 organismo ocorre logo apos a picada do inseto, no espaco intersticial do
tecido epitelial.

Pouco tempo depois de sua entrada, o parasita desencadeia o inicio da resposta
imunologica inata (inespecifica), com a ativacdo das moléculas do Sistema Complemento
e das células monociticas fagocitarias, Macrofagos e células dendriticas da pele (Células
de Langerhans) (BECKER et al.,, 2003). Diferente do que ocorre em outras doencas
associadas a protozoarios, aqui ndo ha entrada ativa do parasita; ele apenas adere a
superficie celular das células do hospedeiro permitindo a sua internalizacdo. Quando
fagocitadas pelos macréfagos, permanecem em um vacuolo (fagossomo), onde deveriam
ser degeneradas por acdo de moléculas especificas, como peroxido de hidrogénio (H.05,)
e oxido nitrico (ON), liberadas pelos lisossomos que se fundem a este vacuolo para
lisarem as Leishmanias (DAS et al., 2001). Porém, a Leishmania spp consegue retardar a
formacédo do fagolisossomo e consequentemente a liberacdo desta enzimas hidroliticas
até concluir suas alteracdes morfologicas e transformar-se em amastigotas.

J& na forma amastigota, o parasita utiliza um segundo artificio de inibicdo da
resposta imune, ele endocita e destroi parte da molécula MHC-II (Complexo Principal de
Histocompatibilidade classe Il), essencial no momento da apresentacdo do antigeno
(SOUZA LEAO et al., 1995; ANTOINE et al., 1999). Com isso, 0 protozoario torna mais
eficiente 0 seu processo de multiplicar-se e disseminar-se por todo tecido sem ser
destruido, ao mesmo tempo em que ativa a producdo de proteinas protetoras contra a
acao de enzimas liticas e citocinas (RITTIG & BOGDAN, 2000), inibindo assim, a
capacidade de destruicdo e reconhecimento, modulando a resposta do sistema imune
especifico a seu favor. A modulacédo do padrdo de citocinas envolvidas no processo de
reconhecimento e na apresentacdo dos antigenos do parasita para os linfécitos T
auxiliares (T CD4+) sdo essenciais para a determinacdo do desfecho da infeccao
(ANTOINE et al., 1999; PROBST et al., 2001).

Quando ocorre a producdo de citocinas como o Interferon-gama (IFN-y),
Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-12 (IL-12) entre outras, o hospedeiro desencadeia uma
resposta do tipo celular (Thl) que bloqueia com eficacia a disseminacdo do parasita,

resultando, geralmente, em cura. Por outro lado, a producdo de citocinas de resposta
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humoral (Th2) como IL-4 e IL-10, possibilitam a instalacdo da infeccéo, resultando no

progresso da doenca (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998).

As primeiras lesdes aparecem ap0s aproximadamente um més de incubacéo.
Dessa forma, a imunidade na leishmaniose é complexa e tem resultado em inUmeros
estudos, bastante elucidativo, de imunologia celular humana, como a descoberta dos
subgrupos de linfocitos Thl e Th2 (BRETSCHER et al, 1997).



1.5. Diagnostico

A infeccdo por espécies de Leishmania spp relacionadas a doenca cutanea nao
leva ao aparecimento de sinais e sintomas clinicos na maioria das vezes. Entretanto para
a pequena parcela de individuos que desenvolvem as lesGes € importante um diagnéstico
preciso ainda no inicio da doenca.

A avaliacdo clinica muitas vezes ndo é suficiente para o diagnéstico de
leishmaniose cutanea, por este motivo o diagndstico laboratorial se faz necessario na
maioria dos casos.

A pesquisa de parasitas presentes em material de biopsia ou raspados da borda
das lesbes costuma render bons resultados diagnosticos. De baixo custo operacional,
consiste na observagcao dos parasitas em microscopio optico comum, apos sua impressao
em laminas de vidro e coloracdo por Giemsa. Em pacientes com lesées granulomatosas,
ou ulceras em estado avancado, o numero de parasitas esta reduzido, ndo sendo possivel
a sua visualizacdo. Nestes casos sd0 necessarios ensaios imunolégicos para a deteccéo
de anticorpos especificos produzidos pelo paciente.

A intradermoreacdo (reacdo de Montenegro) é a técnica de preferéncia para estes
casos. Consiste na injecdo de antigeno formalizado de Leishmania na face anterior do
braco do paciente e verificacdo da formacgdo de papula eritematosa apos o terceiro dia. A
presenca de reagao indica a infecgao. Esta metodologia costuma ser positiva em 95% dos
pacientes infectados.

Nos laboratérios dos centros urbanos de regides endémicas para a leishmaniose
sdo realizados também ensaios imunoenzimaticos in vitro (ELISA) para a deteccao de
anticorpos produzidos contra o parasita no soro do paciente. Esta metodologia possui alta
especificidade e sensibilidade, porém, € mais custosa para 0s servicos Publicos, nao
sendo a primeira opcao de escolha para a realizacédo do diagnéstico.

Em laboratérios de pesquisa, utiliza-se a técnica de Biologia molecular conhecida
como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), na qual o material genético do parasita
proveniente de diferentes materiais bioldgicos, pode ser amplificado e identificado.
Entretanto, discute-se a valia desta técnica no diagnostico da doenca, uma vez que o
DNA do parasita pode ser detectado mesmo passado muitos anos da infeccado. (COURA,
2005; REY, 2002).
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1. 6. Tratamento

Em todo o mundo a leishmaniose cutanea € tratada com doses subcuténeas dos
antimoniais pentavalentes Stibogluconato de Sodio (Pentostan) e Antimoniato de
Meglumina (Glucantime) (WHO, 2004). Entretanto, por ser um tratamento longo, dolorido
e com frequente presenca de efeitos colaterais, €, muitas vezes, abandonado pelo
paciente, que acredita estar curado apds as primeiras doses, devido ao controle do
desenvolvimento das lesGes (STRICKLAND, 2000).

Atualmente utilizam-se outros farmacos, associados ou ndo, para o tratamento de
pacientes com leishmaniose, entre eles a Pentamidina e o antifingico Anfotericina B, com
resultados satisfatorios em pacientes que nao respondem ao tratamento com as drogas
de primeira linha (BALANA-FOUCE et al., 1998; MURRAY, 2001; SINGH & SIVAKUMAR,
2004).

Outras linhas de pesquisa estdo em desenvolvimento, entre elas a utilizacdo dos
antimoniais em associacdo com imunotergpicos (MAYRINK et al., 2006) e, mais
recentemente, antimoniais irradiados (BORBOREMA, 2005).

Estdo sendo testadas por diversos grupos de pesquisa, vacinas veterinarias e
humanas, que mostraram resultados controversos no periodo e qualidade de protecéo
contra o parasita (CARDOSO et al., 2003; BORJA-CABRERA et al., 2004).
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1.7. A Radiacéo lonizante

A radiacao ionizante possui dois tipos de acéo: direta ou indireta. Na primeira,
ocorre uma acao direta sobre a molécula alvo com transferéncia de energia, provocando
ionizacdo e alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e na estrutura secundaria e
terciaria dos polimeros, além de perda de funcdo bioldégica. Essas mudancas estdo
relacionadas com a perda da atividade enzimatica, hormonal ou téxica e com as
alteracdes das propriedades imunologicas (HRAZDIRA e SKALKA, 1970).

O efeito indireto da radiacdo € maior nas solugdes diluidas, na presenca de
oxigénio e conta com um efeito protetor de outras substancias organicas presentes na
solucdo. Este fato mostra que o efeito final diferirdh de acordo com as condi¢cbes de
irradiacdo (NASCIMENTO et al., 1996). Outros fatores que também influenciam o efeito
da radiacao sao temperatura, dose, taxa de dose e pH.

Segundo KEMPNER (1988), os raios gama e elétrons de alta energia causam
ionizagbes ao acaso através da massa da matéria colocada no campo de radiagdo. Cada
ionizacdo primaria resulta na transferéncia de 65 elétron Volt (~1500 kcal/mol) da
radiacdo para a molécula alvo. Esta energia € absorvida por diferentes mecanismos
atbmicos e moleculares, incluindo excitacdes, ionizacdes e formacado de radicais livres.
Alguns desses mecanismos resultam em mudancas irreversiveis ha macromolécula por
guebras de ligacdes covalentes e mudancgas conformacionais.

Uma vez que a agua constitui a grande maioria do material biolégico das
moléculas, muitas das interacfes da radiacdo resultam na producdo de OH:, elétron
aquoso, H,O, e uma variedade de outros produtos potencialmente danosos. Quando em
solucdo, esses produtos da radiolise da &gua, podem difundir e reagir com
macromoléculas bioguimicamente ativas, causando perda de atividade biologica
(NASCIMENTO et al, 1996).

No caso da radiacdo ionizante, a espécie mais reativa gerada pela radidlise da
agua é o radical hidroxila (OH") (CHAPMAN, 1973) que junto com o anion superoxido
(O2), o elétron aquoso e o peroxido de hidrogénio (H.O,) sdo capazes de produzir dano
as moléculas (GREENSTOCK, 1981).

Diversos trabalhos utilizando radiacdo ionizante como ferramenta para a producéo
de farmacos e imunégenos contra diferentes parasitas, vém sendo realizados ha alguns
anos. Em 1993, SONG e colaboradores irradiaram, com doses aproximadas de 550 Gy,

cistos de T. gondii teciduais e demonstraram que estes cistos perderam completamente
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sua capacidade de infeccdo. Ainda com T. gondii, foram feitos estudos de irradiacdo a

255 Gy, que resultaram em esterilizacdo das formas infectantes do protozoario
(HIRAMOTO et al., 2002). Outro estudo, feito com protozoarios do género Trypanosoma
cruzi, irradiados e inoculados em camundongos, mostrou que 0s parasitas tiveram sua
capacidade de infeccéo inibida de acordo com a dose de radiacdo recebida e a cepa
utilizada (TRISCHMANN, 1982).

Em trabalhos anteriores BONETTI e colaboradores (2000; 2002; 2005) utilizaram a
radiacdo ionizante em formas promastigotas de Leishmania amazonensis, e
demonstraram a permanéncia da viabilidade celular, mesmo com altas doses, com perda
da capacidade de reproducéo do parasita em culturas axénicas.

Desta forma, concluimos ser necesséria a continuacdo dos estudos da acgédo da
radiacdo lonizante nas formas promastigotas da Leishmania spp., para um melhor

entendimento da sua eficacia como ferramenta na producdo de um imundgeno irradiado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Determinar a dose ideal de radiacdo gama de °°Co para obtencdo de formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania amazonensis, avaliando a resposta imune

induzida por estas formas, em diferentes modelos experimentais.

2.2. Especificos:

. Avaliar o efeito de diferentes doses de irradiacdo em cultura de formas
promastigotas com doses de 25, 50, 100, 200 e 400 Gy de radiagdo gama,;

" Determinar a dose ideal para obtencdo da maior porcentagem de formas
metaciclicas na cultura;

" Avaliar a viabilidade destes parasitas apos a irradiacao;

. Determinar os efeitos das proteinas do Sistema Complemento sobre as formas
irradiadas ou ndo de Leishmania amazonensis;

" Avaliar a resposta Imune em camundongos de diferentes linhagens utilizando

Leishmania amazonensis irradiada com diferentes doses.
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3. METODOLOGIA

Todos os sais e demais reagentes utilizados sdo de qualidade pré-analise, sendo a
a4gua, purificada em sistema Mili Q (Millipore”), com resistividade de 18.2 MQ.

Reagentes especificos tém sua fonte citada ao longo do texto.

3.1. Cultivo de células RAW (RASCHKE et al., 1978): Células RAW 264.7 (macrophage-
like cell line) foram cultivadas em meio RPMI 1640 (SIGMA") com 10% de soro fetal
bovino inativo (CULTILAB"), em estufa & 37° C, e atmosfera de 5% de CO,. Para os

ensaios de infeccdo in vitro, a concentracédo de células utilizada foi de 2 x 10° / ml.

3.2. Cultivo dos Parasitas (LEMESRE et al., 1988): Formas promastigotas da cepa
MPRO/BR/72/LV79 de L. (L.) amazonensis, gentilmente cedidas pela Dra. Silvia Celina
Alfieri, do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP,
isoladas de pata de camundongos previamente infectados, foram cultivadas em meio
RPMI 1640 (SIGMA"), pH 7.4, acrescido de 20% de soro fetal bovino (CULTILAB"), e
0.25% de Hemina liofilizada, diluida em solugdo de NaOH 1M. A cultura foi mantida em
estufa B.O.D. a 24 °C.

3.3. Irradiacdo: Para o processo de irradiacdo, as Leishmanias foram contadas em
camara hematocitométrica (Neubauer) e transferidas para o meio HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution, pH 7,4 £ 0,2), que mimetiza os nutrientes encontrados na luz do
intestino do inseto, a fim de evitar transformacfes na forma de apresentacdo do parasita
gue pudesse mascarar os resultados do processo. A irradiacéo foi realizada no Centro de
Tecnologia da Radiacdo (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN/CNEN-SP, em fonte de ®°Co (GAMMACELL, Atomic Energy of Canada Ltd.), de
forma homogénea, em presenca de oxigénio, a uma taxa de dose de 3,29 KGy/hora. As
doses de radiacéo utilizadas foram de 25, 50, 100, 200 e 400 Gy. Para os ensaios de
imunizacao as doses utilizadas foram 100 Gy e 400 Gy, com atenuacdo de 90%. Apos
serem submetidas a incubacdo com soro de cobaio, para interacdo com Sistema
Complemento (metodologia a seguir), as amostras foram novamente irradiadas com dose

de 2 KGy, provocando, assim, a morte dos parasitas.
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3.4. Ensaio de fixagdo de complemento (ZAKAI et al., 1998): Os parasitas irradiados

com as doses de 25, 50, 100 200 e 400 Gy, além dos parasitas do grupo controle que nao
receberam radiacdo, foram mantidos em meio HBSS, na concentracdo de 10’ parasitas/
ml, e posteriormente colocados em uma placa de 24 pocos de fundo chato, no volume de
500 pL por poco. Foi entdo adicionado soro de cobaio nas proporgdes de 10 ou 20% por
poco, sendo incubados por a 37° C por um periodo de trés horas. Apés a incubacéo, foi
adicionada solucao salina a 4° C para bloquear a reacao. Os parasitas foram transferidos
para tubos do tipo Eppendorf ® e centrifugados por 10 minutos a 1800 rpm. Desprezou-se
0 sobrenadante, e ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de HBSS. Os parasitas foram

contados em microscopio optico com auxilio de uma camara de Neubauer.

3.5. Ensaios para determinacdo do tempo médio de metaci  clogénese de Leishmania
amazonensis in vitro (PINTO-DA-SILVA et al., 2002): Formas promastigotas do
protozoario foram tiradas da criogénese e restabelecidas em cultura em meio RPMI,
conforme descrito anteriormente. Diariamente o numero de parasitas foi contado em
camara hemocitométrica (Neubauer) para determinacdo do tempo de metaciclogénese do
parasita.

3.6. Ensaios de infeccdo de células RAW in vitro (SOARES et al.,, 1997): Para a
realizagdo deste ensaio foram utilizados parasitas irradiados com diferentes doses de
radiacdo gama, mantidos em meio HBSS, da mesma maneira descrita no ensaio de
irradiacdo. Foram colocadas laminulas de 18mm de diametro (uma por po¢o) em uma
placa de 24 pocos, recobertas a seguir com 2 x 10°> células RAW em 500 pL de RPMI e
mantidas por 24 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO,. ApOs este periodo, 0 meio
contido nos pocos foi aspirado, e 2 x 10° parasitas /mL foram acrescidas por poco. A
placa permaneceu em estufa 37°C, CO, 5% por trés horas e a seguir lavou-se a placa
com salina a 4°C. Retirou-se o sobrenadante com bomba de vacuo e foi adicionado 300
pL de metanol, por poco, por 2 minutos. Novamente retirou-se o0 sobrenadante com
bomba de vacuo e acrescentou-se 500 pL de GIEMSA" por dez minutos. A placa foi
entdo lavada duas vezes com agua milli-Q para retirada do GIEMSA". As laminulas
foram levantadas e mantidas inclinadas, apoiadas em pérolas de vidro para secagem, por
um periodo de 18 horas em estufa 37°C, evitando assim que ficassem presas ao fundo da
placa. Retirou-se as laminulas dos pocos e, utilizando cola de imersdo (Permount”),

colou-se duas laminulas por lamina. Contou-se entdo o numero de células infectadas e o
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namero de Leishmania por célula infectada, para determinacdo da capacidade de

infec¢ao dos parasitas irradiados com as diferentes doses.

3.7. Microscopia eletronica (DUARTE et al.,, 1992): A Microscopia Eletronica foi
realizada em microscopio eletrénico (JEOL), instalado na Faculdade de Medicina da USP.
Amostras de formas promastigota de Leishmania amazonensis nado irradiadas ou
irradiadas com doses de 100 e 400 Gy, foram centrifugadas separadamente por 10
minutos a 2800 rpm, o0 sobrenadante retirado, e o pellet resultante foi fixado em uma
solucédo com 3% de glutaraldeido com formaldeido em tampé&o cacodilato (0,1 M, pH 7,0)
por trinta minutos. Posteriormente, o material foi lavado trés vezes com tampé&o cacodilato
com 2% de sacarose e foi feita a fixacdo em Tetroxido de Osmio 2% por trinta minutos.
Apos trés novas lavagens, o material foi mantido em 5% de acetato de uranil com 100%
de etanol (solucéo final: 2,5% de uranil, 50% de etanol) por cinco minutos, seguido de trés
lavagens em etanol 70%. Os espécimes foram desidratados em 2,2 dimetoxipropano
acidificado com 0,05 mL de HCI (1 M) por cinco minutos, sendo entdo colocados em
solucdo de sulfato cuprico anidro por dois minutos. As amostras foram embebidas em
acetona Epon Polybed® com Araldite 502® (1:1) por trinta minutos e novamente
mergulhados mais duas vezes nesta solucéo por dez minutos. A polimerizacao foi dada a
100°C por uma hora. Cortes semi-finos e ultrafinos foram feitos e fixados em acetato de

uranil 70% em metanol.

3.8. Ensaio de imunizagdo (BRETSCHER et al., 1997): Quatro diferentes linhagens de
camundongos foram imunizadas: Balb/c, C57/bl, Balb/c ™™, e Balb/c*®, sendo os dois
ultimos, manipulados em ambiente estéril. As imuniza¢Ges foram realizadas em intervalos
quinzenais com doses de 100 pl, contendo 10° parasitas em meio de cultura HBSS,
previamente irradiados conforme protocolo ja descrito, com inéculos subcutaneos na base
da cauda. Ap6s quinze dias do ultimo inoculo, os camundongos foram desafiados com a
mesma concentracdo de parasitas nédo irradiados e viaveis, na pata posterior traseira.
Antes de cada um dos quatro inéculos, e nos 45 dias posteriores, sempre em intervalos
quinzenais, foi colhido sangue da ponta da cauda de cada animal, em papel-filtro, para
posterior preparo das eluicbes, utilizados nas analises sorologicas. Os papéis-filtro
utilizados para a coleta do sangue dos camundongos foram cortados em discos de
contendo em torno de 5uL de sangue e colocados em microtubos do tipo Eppendorf®, em
500 uL/ disco de Tampéao Fosfato, pH 8,5, adicionado de 0,05% de Tween 20 e 3% de
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leite desnatado em po, para eluicdo do sangue. Os tubos foram mantidos ‘overnight’ sob

refrigeracdo de 4° C, centrifugado, e o sobrenadante contendo o soro do sangue dos
camundongos, foi utilizado nos testes de ELISA. No dia do desafio e quinzenas
posteriores, foi também avaliado o tamanho de ambas as patas traseiras destes

camundongos, utilizando-se um paquimetro analégico de precisdo (MITUTOYO®).

3.9. Ensaios Imunoenzimaticos ( Enzyme Linked Immunossorbent Assay — ELISA):
Este ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, fundo chato, previamente sensibilizada
com Antigeno sollvel de Leishmania amazonensis. Ap0s a sensibilizacdo ‘overnight’, a
placa foi lavada com PBSTL (Tampao Fosfato, pH 8,5, acrescido de 0,03% de Leite
desnatado e 0,02% de Tween®). Aplicou-se, entdo 100uL por poco, de amostra eluida do
papel-filtro, e incubou-se a 37° C por uma hora. Realizou-se um novo ciclo de lavagens
com PBSTL por trés vezes. Foi aplicado conjugado anti-lgG de camundongo (SIGMA") na
diluicdo de 1:20.000 em PBSTL sob agitacdo. A placa foi levada a estufa a 37° C por mais
uma hora. Lavou-se com PBSTL por seis vezes e foram aplicados 100 ul de OPD (orto-
fenilenodiamina 1 mg/ml, H,O, 0,03% em Tampao fosfato — citrato 0,2 M pH 5,0) por trinta
minutos em camara escura. Cinguenta microlitros de HCI 4N foram adicionados para
interromper a reagao e, em seguida, foi feita a leitura em leitor de microplacas (Multiscan-
UNISCIENCE") em comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram analisados em

graficos elaborados no Graph-Pad Prism 3.0.

3.10. Sub-classes de Imunoglobulinas  (VENKATESAN & WALKELIN, 1993): Este
ensaio segue protocolo semelhante ao descrito acima, com diferenciacdo apenas no
conjugado de anticorpos utilizados. Foram utilizadas trés placas de 96 pogos, previamente
sensibilizadas com antigenos de Leishmania amazonensis. Aplicou-se os diferentes
conjugados, um em cada placa: anti-lgG1l, anti-lgG2a e anti-lgG2b de camundongo,
conjugado a peroxidase (Southern Biotechnology Associates ®) na diluicdo de 1:2.000 em
PBS. As placas foram incubadas a 37° C por mais uma hora. Lavou-se com PBSTL por
seis vezes e foram aplicados 100 pl de OPD (orto-fenilenodiamina 1 mg/ml, H,O, 0,03%
em Tampao fosfato — citrato 0,2 M pH 5,0), por pogo, com posterior incubagéo durante
trinta minutos em ca&mara escura. Cinquenta microlitros de &cido citrico 0,2M foram
adicionados, por poco, para interromper a reacdo e, em seguida, foi feita a leitura em
leitor de microplacas (Multiscan-UNISCIENCE") em comprimento de onda de 450 nm. Os

resultados foram analisados em graficos elaborados no Graph-Pad Prism 3.0.
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3.11. Reacdo em cadeia da Polimerase (ULIANA et al., 1994): O material a ser

processado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para amplificacao e deteccdo de
DNA de Leishmania amazonensis, foi coletado da pata imunizada e/ou infectada dos
camundongos manipulados nos ensaios de imunizacéo, utilizando uma lamina de bisturi,

pincas e tesoura estéreis.

3.11.1 Extragéo das amostras: As fragbes de tecido retiradas foram colocadas em tubos
conicos do tipo Eppendorf”, lavada por duas vezes com tamp&o Tris-EDTA (Tris-base 10
mM, EDTA 01 mM, pH 8,0) e centrifugadas a 10.000 rpm, por 5 minutos. Adicionou-se 1
mL de Proteinase K (20 mg/mL) e 10 yL de SDS 20%. Apos 1 hora de incubacao a 42 °C,
sob agitacao, foi realizada nova centrifugacédo a 10.000 rpm por 5 minutos. Recolheu-se o
sobrenadante, que foi transferido para outro tubo semelhante. Trés lavagens foram
realizadas utilizando-se fenol/cloroformio (v/v) por centrifugagdo a 12.000 rpm por cinco
minutos cada. O sobrenadante foi precipitado com 0,1 Volume de Acetato de Sodio 3M
(pH 5,8) e 2 Volumes de Etanol Absoluto gelado. Apos esta etapa o material foi incubado
por 18 horas a -20 °C. Passado este periodo centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm, por 5
minutos, e o sobrenadante foi descartado. Novamente foram realizadas trés lavagens com
Etanol 70% por 3 minutos a 10.000 rpm. Apés a secagem dos tubos a temperatura

ambiente, o pellet foi ressuspenso em 50 uL de agua bidestilada.

3.11.2. Preparacao da mix: 2,0 yLde DNTPs (10 mM), 2,5 pL de Tampé&o (50 mM de KCI
+ 10 mM de Tris, pH 8,3), 2 uL de MgClI2 (50 mM), 0,1 pmol de primers, 0,4 yL de Taq
Polimerase (Life Technologies) e 12,5 yL de &agua bidestilada. Vinte microlitros desta
preparacao foi adicionada a cada tubo, juntamente com os materiais de bidpsia a serem
analisados Centrifugou-se o preparado a 10.000 rpm por 1 minuto para homogeneizacao

e retirada de bolhas.

3.11.3. Desenho dos primers: Para a realizacado da amplificacdo do material genético de
Leishmania amazonensis por PCR foram utilizados dois primers complementares para
subunidades de DNA ribossomal (SSU rDNA) que contém regides conservadas do
genoma dos protozodrios do Género Leishmania, permitindo uma caracterizacao precisa
de sua presenca no material analisado. Foram escolhidos os primers S4 (5'-
GATCCAGCTGCAGGTTCACC-3") e S12 (5"-GGTTGATTCCGTCAACGGAC-3).

3.11.4. Amplificagcdo do material: 94 °C por 2 minutos (desnaturacao inicial), a seguir
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foram realizados 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto (desnhaturacdo), 55 °C por 1 minuto

(anelamento), 72 °C por 2 minutos para a extensao final.

3.11.5. Eletroforese: O produto de amplificacdo do PCR foi analisado em gel de agarose
1% (1% de agarose em tampao Tris-EDTA), sendo o tamanho da banda esperada em
torno de 520 pares de base (bps). Preparado o gel, as amostras foram colocadas nos
respectivos pocos sob uma corrente de 90 V. O padrédo do peso molecular utilizado
apresenta bandas variando em 100 pares de base. A revelacéo foi obtida com a adicao de

Brometo de Etidio e observado no negatoscopio.

3.12. Andlise estatistica: Os resultados gerados com o0s ensaios de imuniza¢des foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), com teste posterior de Bonferroni, afim de
avaliar diferencas significativas entre os grupos de camundongos imunizados, frente a

animais controle, utilizando a probabilidade de igualdade menor que 0.05 (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaios para determinacdo do tempo médio de metaci  clogénese de Leishmania

amazonensis in vitro

Os primeiros resultados correspondem ao ensaio de metaciclogénese das formas
promastigotas, nao irradiadas, em meio RPMI 1640. O ensaio foi reproduzido duas vezes

e os resultados mostrados na Figura 3 expressam a média obtida em ambos:
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Figura 3: Concentracdo do numero de formas promastigotas de Leishmania amazonensis por ml,
cultivadas em meio RPMI durante 7 dias.

A concentracdo do niimero de promastigotas que inicialmente era de 2 X 10° /ml,
cresceu rapidamente nos quatro primeiros dias atingindo 4,4 X 10’ parasitas /ml no dia 4.
Apbs esta fase houve uma estabilizacdo do crescimento que aumentou discretamente por
mais dois dias, quando entdo a concentracdo de parasitas comecou a diminuir

consideravelmente.



21
O segundo ensaio a ser realizado foi a determinacdo da concentracao das formas

promastigotas por mL, mantidas em meio de cultura HBSS, ap0s serem irradiadas com
diferentes doses de radiacdo gama. A Figura 4 expressa a média obtida em duas

reproducdes do experimento:

75%100%
W
o
A 50x10%
0]
| -
o
[= 3
1 F]
2 1]
> 2.5%10%

C 25 a0 100 200 400
Doses [ Gy)

Figura 4. Concentracdo de Leishmania amazonensis, mantida em meio HBSS, submetidas a
irradiacdo com diferentes doses de raios gama: 25, 50, 100, 200 e 400 Gy. A barra vazada mostra
a concentracdo dos parasitas antes da irradiacdo e as barras cheias representam a concentracao

destes mesmos parasitas apos serem irradiados.

Apés a irradiacdo as formas promastigotas de Leishmania amazonensis sofreram
reducéo no nimero de parasitas por ml, em relacdo & concentracdo de 6 X 10° parasitas
/ml, apresentada antes do processo. As doses de 25, 50 e 200 Gy reduziram
gradativamente o numero de parasitas. Comparativamente, a dose de 100 Gy n&o seguiu
o padréo dose/resposta, induzindo menos danos aos parasitas. Por outro lado, a dose de

400 Gy diminuiu a concentragao de parasitas para quase um terco do total inicial.
4.2. Ensaios de infeccdo de células RAW in vitro:

Os ensaios de infeccao in vitro foram realizados com parasitas irradiados com
diferentes doses a fim de se avaliar sua capacidade em infectar células RAW. O ensaio foi
reproduzido duas vezes, e 0s resultados expressos na Figura 5 representam a média

obtida nos experimentos:
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Figura 5. Porcentagem de células RAW infectadas com formas promastigotas de Leishmania

amazonensis irradiadas com diferentes doses de: 25, 50, 100, 200 e 400 Gy de radiagdo gama
(°°Co).

Os parasitas irradiados com as doses de 25, 100 e 200 Gy tiveram uma perda da
capacidade de infeccdo progressivo, conforme a dose recebida. Leishmanias irradiadas

com 50 e 400 Gy infectaram mais células do que aquelas irradiadas com as outras doses.
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4.3. Ensaio de fixagdo de complemento:

Para confirmar a presenca predominante de formas metaciclicas de Leishmania
amazonensis nas culturas irradiadas com doses variando de 25 a 400 Gy, foram
realizados ensaios de lise por proteinas do Sistema Complemento, utilizando 10% ou 20%
de soro de cobaio, conforme demonstrado na Figura 6:
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Figura 6: Porcentagem de sobrevivéncia das formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
em meio de cultura HBSS, irradiadas com doses de 25, 50, 100, 200 e 400 Gy de radiacdo gama,

incubadas com diferentes concentracdes de soro de cobaio.

O que se observou neste ensaio foi a diminuigdo progressiva da concentragdo de
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, de maneira proporcional ao aumento
da dose de radiacdo gama aplicada, até a dose de 200 Gy. Ja na cultura irradiada com
400 Gy, pode-se notar uma concentracdo de quase 75% em relacdo a concentracao
inicial de parasitas daquela cultura. No que diz respeito as diferentes concentracdes de
soro testadas, pode-se afirmar que ambas surtiram praticamente o mesmo efeito sob os

parasitas.
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4.4. Microscopia Eletronica:

Com a analise por microscopia eletrbnica destes parasitas, observamos uma
alteracdo dos padrdes celulares nos parasitas irradiados, tanto com 100 Gy, quanto com
400 Gy, ocorrendo o0 mesmo com o0s parasitas submetidos a incubacéao frente ao Sistema

Complemento, irradiados ou n&o, conforme demonstrado na Figura 7:
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Figura 7: Fotos de Microscopia Eletronica de formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
irradiados ou ndo, e submetidos, ou nado, a incubacdo com soro de cobaio ndo inativado, para
interagdo com moléculas do Sistema Complemento. (A) parasitas ndo irradiados, (B) parasitas
nao irradiados, afetados pelo Complemento, (C) parasitas irradiados com 100 Gy, (D) parasitas
irradiados com 100 Gy e afetados pelo Complemento, (E) parasitas irradiados com 400 Gy e (F)
parasitas irradiados com 400 Gy, sob acdo do Complemento.

Observou-se nas fotos A e B, que parasitas nao irradiados incubados com soro de
cobaios e, portanto, com moléculas do Sistema Complemento, sofrem lise celular e perda

do flagelo, quando nédo estdo em sua forma metaciclica. J4 os parasitas irradiados com
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dose de 100 Gy de radiacao, perderam sua forma e seu

flagelo durante o processo de irradiacdo, sem, entretanto ter lise celular. Quando
incubados com as moléculas do Complemento, ha perda de material citoplasmatico para
0 meio, inviabilizando estas células.

Com os parasitas irradiados com 400 Gy, de radiacdo ionizante, em meio aquoso e
na presenca de oxigénio, observou-se que as moléculas do Complemento, ndo oferecem
destruicdo maior que o préprio processo de irradiacdo, com manutencdo da membrana

celular, apesar do aparente desarranjo citoplasmatico.

Concluidos os ensaios de avaliacdo fisiolégica e morfoldégica dos parasitas
submetidos as diferentes doses de radiacdo gama (°°Co), deu-se inicio aos ensaios de
imunizacdo em modelos experimentais, utilizando camundongos de diferentes linhagens e
padrdes de resposta imunologica, para verificacdo de resisténcia, susceptibilidade e

modulacédo de respostas especificas.
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4.5. Ensaios de Imunizacdo de modelos experimentais:

4.5.1. Titulagdo de anticorpos: Parasitas irradiados com doses de 100 e 400 Gy de
radiacdo ionizante, para selecdo das formas infectantes, e novamente irradiados com 2
KGy, foram inoculados na concentracdo de 10° parasitas/100uL, quinzenalmente, em
camundongos de diferentes linhagens. Ao final de 45 dias os camundongos foram
desafiados com parasitas n&o irradiados, vidveis, na concentracdo de 10* parasitas em

100pL., conforme demonstrado nas figuras 8, 9, 10 e 11:
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Figura 8: Densidade Optica dos titulos de anticorpos produzidos por camundongos Balb/c, no dia
zero (primeira dose de imunizagéo), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apds a infec¢ao) submetidos
a trés indculos quinzenais de imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 L, irradiadas ou ndo, com
posterior desafio utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

Camundongos Balb/c imunizados com formas promastigotas de L. amazonensis
selecionadas com diferentes doses de radiacdo gama responderam com altos titulos de
anticorpos. Apos 15 dias do in6culo da ultima dose imunizacao (dia 45) os camundongos
apresentaram elevada produgéo de imunoglobulinas, em especial aqueles que receberam
imunizacdo com o0s parasitas previamente selecionados pelas doses de 100 e 400 Gy.
Estes titulos de anticorpos mantiveram-se presentes ao longo dos outros 45 dias que se
seguiram, ainda que seus valores tenham diminuido, igualando-se aos demais grupos,

gue por sua vez produziram mais anticorpos com o passar dos dias.



27

c57/ bl6
1.00+
CJcontrole
£ 0757 =100 Gy
[
S 050
O
0.25- m
EEEndo imunizado
D.Dﬂ—é—é—i B ’_I—‘ % @ é
0 45 a0
dias

Figura 9: Densidade 6ptica dos titulos de anticorpos produzidos por camundongos c57/bl, no dia
zero (primeira dose de imunizagao), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apds a infec¢ao) submetidos
a trés indculos quinzenais de imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 pL, com posterior desafio

utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

Camundongos c57/bl tiveram seus titulos de anticorpos aumentados, ainda que em
menor proporgao que o0 grupo anterior, apds uma quinzena da ultima dose de imunizacao
com parasitas irradiados com diferentes doses. Estes titulos aumentaram
consideravelmente ao final de noventa dias, com excecao feita ao grupo imunizado com
parasitas irradiados com a dose de 400 Gy de radiacdo gama, que apresentou uma

diminuicdo em torno de 40% dos niveis séricos de anticorpos ao final do periodo.
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Figura 10: Densidade 6ptica dos titulos de anticorpos produzidos por camundongos Balb/c o]

dia zero (primeira dose de imunizacdo), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apOs a infecgéo),
submetidos a trés indculos quinzenais de imunizagdo, com 10° parasitas/ 100 uL, com posterior

desafio utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

Camundongos nude, desprovidos de parte de seu repertorio celular, praticamente
ndo responderam a imunizacdo com parasitas irradiados, nem a infeccdo com parasitas
nativos, durante todo o periodo. Os titulos de anticorpos produzidos por todos os grupos
nao atingiu um limiar minimo que pudesse ser considerado uma resposta especifica,
mediada pela producdo de anticorpos. Esta linhagem de animais, ndo possui células T,
responsaveis pela conducdo e uma resposta especifica eficiente.
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Figura 11: Densidade Optica dos titulos de anticorpos produzidos por camundongos Balb/c o]

dia zero (primeira dose de imunizacéo), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apds a infeccdo)
submetidos a trés indculos quinzenais de imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 pL, com posterior

desafio utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

scid

Os camundongos Balb/c>", uma linhagem modificada geneticamente a partir de
outras linhagens de camundongos, ndo possuem, teoricamente, nenhuma das células do
repertério necessario para o estabelecimento de uma resposta imunoldgica especifica
eficiente. Entretanto, os dados mostram a presenca basal de moléculas que respondem a
aplicacdo de anticorpos anti camundongo marcados com peroxidase. Entretanto, também
neste caso nao € possivel estabelecer uma relagdo entre imunizagéo, infec¢éo e resposta

imune especifica.

Quando comparamos os titulos de anticorpos produzidos pelos diferentes grupos
de camundongos, de todas as linhagens avaliadas, notamos que apenas o0s
camundongos Balb/c imunizados com parasitas previamente selecionados com ambas as
doses de radiacdo (100 e 400 Gy), produziram titulos significativos de anticorpos
(p<0.001), enquanto os camundongos C57/bl6 imunizados com parasitas pre-
selecionados com a dose de 400 Gy, produziram niveis intermediarios de anticorpos
(p<0.05), que mantiveram-se ap6s 45 dias do desafio.

Os grupos imunodeficientes ndo produziram anticorpos em nivel significativo,

descaracterizando uma resposta imunolégica mediada por imunoglobulinas.
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4.5.2. Subclasses de Imunoglobulina G: A fim de compreender melhor o universo amplo
das respostas imunoldégicas, foi realizado um segundo ensaio baseado na imunizacdo e
desafio de camundongos de diferentes linhagens, com o intuito de saber quais as
subclasses de Imunoglobulina G estariam envolvidas nas possiveis respostas imunes
criadas por cada linhagem. A seguir, serdo demonstradas nas figuras 12 a 15, o padrao
de subclasses de IgG, dentre trés, de maior ocorréncia em doencas relacionadas a

patégenos.
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Figura 12: Densidade Optica dos titulos de trés diferentes subclasses de Imunoglobulina G (IgG 1,
IgG 2a e IgG 2b) produzidos por camundongos Balb/c no dia zero (primeira dose de imunizacéo),
dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apés a infeccdo) submetidos a trés indculos quinzenais de
imunizag&o, com 10° parasitas/ 100 pL, com posterior desafio utilizando formas promastigotas de

Leishmania amazonensis viaveis.

Camundongos Balb/c apresentaram apos 15 dias da ultima dose de imunizagéo,
um aumento da Imunoglobulina G de subclasse IgG 1. Em todos os grupos ocorreu um
aumento consideravel desta imunoglobulina em relacédo as demais. Ainda assim, os niveis
de 1gG 2b também apresentaram-se elevados, permanecendo por mais tempo acima dos
demais. Ao passo que no final do experimento, eles encontravam-se com titulos bem
superiores aos outros anticorpos. Vejamos agora, 0 que ocorreu com 0s camundongos

menos susceptiveis a infec¢do por Leishmania amazonensis.
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Figura 13: Densidade 6ptica dos titulos de trés diferentes subclasses de Imunoglobulina G (IgG 1,
IgG 2a e IgG 2b) produzidos por camundongos ¢57/bl no dia zero (primeira dose de imunizacéao),
dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apés a infeccdo) submetidos a trés indculos quinzenais de
imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 L, com posterior desafio utilizando formas promastigotas de

Leishmania amazonensis viaveis.

Os camundongos c¢57/bl6j apresentaram uma ligeira elevacdo dos titulos de
Imunoglobulinas G de subclasse 1 na quinzena apés a ultima dose. Principalmente os
camundongos do grupo denominado controle que receberam parasitas mortos com uma
elevada dose de radiacdo, sem prévia selecdo por doses mais baixas. Ao fim do
experimento, os titulos de IgG 1 estavam aumentados em todos 0s grupos, entretanto no
grupo controle, anteriormente com altas concentragdes de anticorpos desta subclasse,
agora € a IgG 2b que se encontrou aumentada, ndo representando entretanto, diferenca
significativa aos titulos apresentados pelos outros grupos. A IgG 2a, ao contrario,

manteve-se em niveis bem menores durante o experimento.
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Figura 14: Densidade 6ptica dos titulos de trés diferentes subclasses de Imunoglobulina G (IgG 1,
IlgG 2a e IgG 2b) produzidos por camundongos Balb/c™™ no dia zero (primeira dose de
imunizacdo), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apOs a infeccdo) submetidos a trés indculos
quinzenais de imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 uL, com posterior desafio utilizando formas
promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

Os camundongos nude, assim como ja demonstrado nos resultados anteriores
referentes a eles, ndo apresentaram elevagédo consideravel dos titulos de anticorpos; e
mesmo seu estado aumentado no inicio do experimento, ndo representa atividade
humoral relevante, haja visto a densidade 6ptica produzida, muito préxima do basal para
os camundongos providos de maquinaria imunolégica completa. Este modelo apenas

reforca a idéia da necessidade do Linfocitos T na capacidade imune de um organismo.
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Figura 15: Densidade 6ptica dos titulos de trés diferentes subclasses de Imunoglobulina G (IgG 1,
IgG 2a e IgG 2b) produzidos por camundongos Balb/c*®® no dia zero (primeira dose de
imunizacdo), dia 45 (desafio) e dia 90 (45 dias apOs a infeccdo) submetidos a trés indculos
quinzenais de imunizacdo, com 10° parasitas/ 100 pL, com posterior desafio utilizando formas

promastigotas de Leishmania amazonensis viaveis.

SCP nudemos notar a total

Ao final dos ensaios com os camundongos Balb/c
auséncia de producdo de anticorpos em todos os tempos de analise do ensaio. Como
ocorreu no grupo anterior, uma pequena elevacao apresentada para IgG 2b nada tem de
significancia, uma vez que os titulos mais altos a que chegaram estes anticorpos sdo, na
verdade, a metade do valor expresso pelos grupos com capacidade imune integra. Por
ndo possuirem repertorio celular de linfécitos T e B, ndo ha producdo de anticorpos contra

Leishmania spp.
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4.5.3. Andlise macroscopica: Os dados apresentados a seguir referem-se a espessura
das patas do camundongos referidos até o momento, e refletem o aparecimento, ou nao,
de lesdo ulcerosa, caracteristica da infeccdo por Leishmania amazonensis. Para tanto,
foram realizadas medicGes periédicas das patas infectadas com parasitas viaveis, e

comparadas com medicdes realizadas na pata oposta, ndo infectada.
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Figura 16: Espessura em milimetros das patas traseiras de camundongos Balb/c, no dia do
desafio com formas viaveis de promastigotas de L. amazonensis (barras vazadas) e 45 dias apos
a infeccéo (barras cheias). A medicdo da espessura foi realizada no sentido dorso-ventral, com

auxilio de um paquimetro analégico de precisdo (MITUTOYO®).

Os camundongos Balb/c apresentaram um aumento relevante e significativo do
volume da pata traseira esquerda, onde ocorreu o inéculo de 10° formas promastigotas de
Leishmania amazonensis vidveis, concentradas em cem microlitros de meio de cultura
HBSS, utilizado em diferentes experimentos deste trabalho, inclusive nos ensaios
referentes a imunizagdo. A primeira medicdo foi realizada no dia do desafio (dia 45) e
acompanhada até o final do experimento. Os resultados mostram a comparacao entre a
data inicial e final das medicbes. Todos os grupos infectados, imunizados ou néao,
desenvolveram uma lesdo exacerbada, compativel com a infeccdo natural da doenca. O
volume final da pata infectada aumentou em mais de duas vezes durante o periodo de
observacédo. Por outro lado, as patas utilizadas no controle demonstraram uma alteracao

discreta, resultado do crescimento natural dos animais.
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Figura 17: Espessura em milimetros das patas traseiras de camundongos c57/bl6, no dia do
desafio com formas viaveis de promastigotas de L. amazonensis (barras vazadas) e 45 dias apos
a infeccéo (barras cheias). A medicdo da espessura foi realizada no sentido dorso-ventral, com

auxilio de um paquimetro analdgico de precisdo (MITUTOYQO®).

Também nos camundongos c¢57/bl6 ocorreu aumento significativo das patas
inoculadas com parasitas viaveis, independentemente da realizacdo da imunizagao prévia
O volume final das patas infectadas chegou a quase trés vezes o seu tamanho, com
aparecimento de lesdes ulcerosas e autolimitadas, compativel com a infec¢do natural. Ja
as patas do lado oposto, ndo sofreram qualquer alteracdo em seu volume que possa ser
relacionado com a doenga.
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Figura 18: Espessura em milimetros das patas traseiras de camundongos Balb/c™™, no dia do

desafio com formas viaveis de promastigotas de L. amazonensis (barras vazadas) e 45 dias apos
a infeccéo (barras cheias). A medicdo da espessura foi realizada no sentido dorso-ventral, com

auxilio de um paquimetro analégico de precisdo (MITUTOYO®).
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Os camundongos Balb/c™"", de nenhum grupo, apresentaram aparecimento de

lesdo ou aumento da pata infectada, que pudessem estar relacionadas com a doenca em

estudo.
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Figura 19: Espessura em milimetros das patas traseiras de camundongos Balb/c*, no dia do

desafio com formas viaveis de promastigotas de L. amazonensis (barras vazadas) e 45 dias apos
a infecgdo (barras cheias). A medicdo da espessura da pata foi realizada no sentido dorso-ventral,
com auxilio de um paquimetro analdgico de precisao (MITUTOYO®).

Assim como o ocorrido no grupo anterior, os camundongos Balb/c*® n&o
apresentaram o aparecimento de lesédo, ou aumento do volume da pata que possa estar
associado a infeccdo por Leishmania amazonensis. Estudos mais aprofundados sobre o
micro ambiente em questao talvez permitisse conclusdes mais precisas sobre desenrolar

da doenca.

Quando feita a analise de significancia do aumento relativo das patas traseiras dos
camundongos dos diferentes grupos, notou-se que apenas os camundongos Balb/c, de todos os
grupos, e os camundongos ¢57/bl6, ndo imunizados, respoderam com aumento significativo das
patas (p<0.05). Todos os outros grupos tiveram um aumento nao significativo, ocorrido apenas

pelo crescimento natural dos animais.
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4.5.4. Reacdo em Cadeia da Polimerase: O material genético extraido das patas

infectadas e néo infectadas, dos camundongos utilizados nos ensaios de imunizagéo, foi
amplificado por PCR e analisado em um gel de Agarose 1%. Os resultados demonstram a
presenca de rDNA compativel com o do Género Leishmania spp., em todas as amostras
retiradas de camundongos imunizados ou nao, com posterior desafio com parasitas
viaveis, conforme observado nos resultados anteriores. A figura apresenta positividade
para todas as amostras. Controle positivo: material retirado de pata de camundongo
apenas infectado com formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Controle

negativo: pata de camundongo Balb/c ndo imunizado e nédo infectado.

C+ C 100 400 C 100 400 C 100 400 C- C 100 400
Balb/c c57/bl nude SCID

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose de uma rea¢do de Polimerase Chain Reaction (PCR),
apresentando banda para caracterizacdo de material genético ribossomal de protozoarios do
Género Leishmania spp., de 520 pares de base (520 bp). A figura mostra a presenca de banda
para todas as amostras pesquisadas, exceto para o controle negativo (C-). A banda marcada com
C+ representa o controle positivo da reacao.
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5. DISCUSSAO

Discutiremos a partir deste ponto a dinamica dos efeitos da radiacdo gama sobre
as formas promastigotas da Leishmania amazonensis, um organismo unicelular, capaz de
mobilizar todo um sistema complexo, de moléculas e células de seu hospedeiro, a favor
de sua sobrevivéncia.

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis cultivadas em meio RPMI 1640
multiplicam-se rapidamente durante alguns dias, estabilizando a concentracdo de
parasitas na colénia por um breve periodo (em torno de dois dias), quando entdo comeca
a declinar devido a fatores limitantes como, por exemplo, a falta de nutrientes do meio
(PINTO-DA-SILVA et al., 2002).

Sabe-se que estas formas possuem diferentes estagios de desenvolvimento que se
iniciam com a forma promastigota prociclica, no qual os parasitas apresentam-se aderidos
as células da luz do intestino do inseto vetor alimentando-se e reproduzindo-se
assexuadamente em crescimento logaritmico. Ao passo que a quantidade de nutrientes
disponiveis comeca a decair, entre outros fatores inerentes ao vetor, 0 protozoario inicia
uma modificacdo de sua morfologia e metabolismo, passando por trés curtos estagios de
metamorfose, denominados respectivamente por: nectomonadas, haptomonadas e
paramastgotas. Passados estes estagios as formas promastigotas encontram-se
menores, mais afiladas, com um flagelo mais largo e com maior mobilidade (ZAKAI et al.,
1997; MUSKUS et al., 2002); momento este em que 0s parasitas deixam o intestino do
inseto e dirigem-se para a probdscida do inseto, onde mantém-se envolvidos por um gel
de proteofosfoglicano (PSG). Nesta Ultima etapa de transformacdo os parasitas estédo
prontos para infectar um hospedeiro vertebrado e dar continuidade ao seu ciclo evolutivo.
Estas sdo as formas promastigotas metaciclicas (MAHONEY et al., 1999; ROGERS et al.,
,2001).

Da-se 0 nome de metaciclogénese a este processo de transformacdo de um
estagio ao outro, sendo que ocorre por meio de reacfes quimicas extremamente
elaboradas, como a alteracdo da camada de acUcares que recobrem toda a membrana
celular do protozoario (RALTON et al.,, 2002), que o protegerdo quando ocorrer sua
entrada no hospedeiro e uma consequente ativagcdo dos componentes imunolégicos,
entre eles as moléculas do Sistema Complemento, evitando sua lise (DOMINGUEZ et al.,
2002).
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O que se sugere, portanto, € que 0 estagio estacionario no qual se encontram 0s

parasitas, antes de diminuir sua concentragdo na cultura, seria a correspondente ao
estagio metaciclico, no qual os protozoarios ndo se dividem, e estdo preparadas para
infectar o hospedeiro vertebrado (SARTORI et al., 1997). Sabendo disso, e baseando-se
em dados encontrados em outros experimentos (BONETTI et al., 2002) resolveu-se
avaliar qual seria a menor dose de radiacdo ionizante capaz de selecionar na cultura,
somente Leishmania amazonensis neste estagio de desenvolvimento. Para tanto foi feita
primeiramente uma cultura de parasitas nao irradiados a fim de saber qual o tempo
natural para ocorrer este processo.

Os dados encontrados em nossos experimentos corroboram os achados da
literatura, mostrando que, nos quatro primeiros dias de cultura, os parasitas cresceram
exponencialmente atingindo 4,4 x 10’ parasitas /ml (em torno de 20 vezes mais
parasitas). Nos quinto e sexto dias houve uma estabilizacdo do crescimento de parasitas
destas culturas, sugerindo que ocorreu uma transformacdo nestes parasitas, da forma
prociclica para metaciclica. Este fenbmeno ja havia sido observado por LEMESRE e
colaboradores (1988).

ApoOs a determinacdo da possivel existéncia de duas populacfes distintas em uma
mesma cultura, deu-se inicio aos ensaios de irradiacdo das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, crescidas em RPMI 1640 e mantidas por 24 horas, antes do
processo de irradiagdo, em meio de cultura HBSS, que mimetiza os aminoécidos e outros
nutrientes presentes na luz do intestino do inseto. Esta passagem foi realizada para
estabilizar as duas populacbes da cultura em seus estagios de transformacéo (pré e
metaciclicas).

O processo de irradiacao foi realizado como ferramenta para selecionar as formas
metaciclicas desta cultura, partindo do principio preconizado em 1906, pelos
radiobiologistas franceses Bergonie e Tribondeau, em que células em divisdo, ou
diferenciacdo, sdo mais radiossensiveis em relacdo a células em estagio estacionario (Lei
de Bergonie & Tribondeau) (HALL, 2000). Para provar a capacidade seletiva deste
mecanismo, foram realizados alguns testes comprobatorios.

A utilizacdo de radiacdo ionizante como ferramenta para alteracdo estrutural,
atenuacgdo ou selecédo de formas infectantes ndo é uma novidade. Diferentes grupos de
pesquisa ao redor do mundo lancam mé&o desta tecnologia, com resultados satisfatorios
para diferentes parasitas como, por exemplo, Neospora caninum (RAMAMOORTHY et al.,
2006), Clonorchis sinensis (QUAN et al., 2005), Schistosoma mansoni (el-GAWASHI &
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MOAWAD, 2003), Cryptosporidium parvum (JENKINS et al., 2004), Euglena gracilis

(HAYASHI et al., 2004), Toxoplasma gondii (HIRAMOTO et al., 2002), Trypanosoma
rangeli (GOMES et al., 2002)Leishmania major (RIVIER, 1993) e Trypanosoma cruzi
(HANSON et al., 1976), para citar alguns.

O primeiro ensaio realizado foi a contagem dos parasitas, antes e apds 0 processo
de irradiacéo. Decorridas 24 horas da passagem da cultura para o meio HBSS, contou-se
0 numero de parasitas em camara de Neubauer, e estabeleceu-se a concentracdo de
parasitas em 6 x 10°/mL. Os parasitas em cultura foram irradiados com diferentes doses,
variando de 25 a 400 Gy, e estabeleceu-se nova contagem em cada um dos tubos
irradiados: os resultados encontrados mostraram que na dose de 25 Gy, houve ja uma
diminuicdo da concentracdo de parasitas em torno de 40%, com uma diminuicdo
progressiva, que continuou sendo observada nas doses de 50, 200 e 400 Gy. Porém na
dose de 100 Gy ocorreu uma diminuicdo mais branda da concentracdo destes parasitas,
dentro da faixa de desvio. Em um estudo preliminar (BONETTI et al., 2000), ja havia sido
observado que, com as doses de 50 €100 Gy, estes protozodrios tinham sua capacidade
de sintetizar proteinas e acido nucléico pouco afetadas, comparando com outras doses.

Com relacdo a capacidade de infeccdo destes parasitas, em ensaios in vitro, o
fendbmeno observado foi uma maior capacidade de parasitas irradiados com 400 Gy, em
relacdo a concentracdo de Leishmania na cultura. Quando se compara os graficos
(Figuras 4 e 5), observa-se que numero de parasitas sobreviventes apds o0 processo de
irradiacdo com a dose 400 Gy é bem menor que o numero encontrado nas culturas
irradiadas com outras doses, entretanto a porcentagem de células infectadas por eles é
igual ou maior do que a encontrada nas outras culturas. Resultados semelhantes ja
haviam sido observados por ZAKAI e colaboradores (1997), utilizando quatro diferentes
espécies de Leishmania spp., inclusive do subgénero Leishmania.

A sugestdo de que com esta dose de radiacdo conseguiu-se estabelecer uma
colénia de parasitas predominantemente metaciclicos, foi analisada com ensaios de lise
destes parasitas irradiados, por componentes do Sistema Complemento, um conjunto de
proteinas do Sistema Imunoldgico Inato, encontrado no soro de diferentes espécies de
mamiferos. O ensaio realizado consiste da incubacdo dos parasitas com diferentes
concentracfes de soro de cobaio (guinea-pig) ndo inativado, rico nestas proteinas
(NUNES et al., 1997). O que se notou foi que em ambas as concentracdes utilizadas, 10%
e 20%, os efeitos sobre o nUmero de parasitas afetados foi similar, motivo este que levou

a utilizacdo da concentracdo de 10% nos experimentos que se seguiram (Figura 6). Esta
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metodologia € uma das utilizadas normalmente em ensaios de metaciclogénese

(BRITTINGHAM et al., 1995), e destaca-se por representar o mecanismo de destruicao
empregado por diferentes vertebrados como forma primeira de ataque e destruicao de
dos mais variados patdgenos, incluindo os diferentes Géneros de tripanosomatideos
(DOMINGUEZ et al., 2002).

Em uma resposta imunologica convencional, ndo suprimida, as proteinas do
Sistema Complemento agem sobre os parasitas, ligando-se as moléculas contidas em
sua membrana celular, formando uma estrutura denominada Complexo de Ataque a
Membrana, que perfuram a membrana do protozoario levando-o a destruicdo. Na
leishmaniose esta acdo se d4 com o acionamento da cascata pela via alternativa (C3),
diretamente pela acdo das moléculas principais de superficie do patéogeno (NUNES &
RAMALHO-PINTO, 1996; SPAT et al., 2003; LAURENT] et al., 2004).

Durante a infeccdo natural de Leishmania spp. em hospedeiros vertebrados, as
milhares de unidade de Lipofosfoglicanos (LPG), ancorados a membrana celular por meio
de estruturas intracelulares denominadas glicofosfatidilinositol (GPI), ou lancadas ao
micro ambiente, sdo fatores determinantes de sobrevivéncia para o protozoario, bem
como, as glicoproteinas gp63, ambos considerados os maiores fatores imunogénicos e de
viruléncia do patégeno (McGWIRE et al., 2002). As moléculas de LPG sao espécie
especificas e garantem  maior resisténcia ndo sO6 as acdes das proteinas do
Complemento, mas também aos fagécitos mononucleares, como o Macréfago, por
exemplo. Nas formas promastigotas metaciclicas o LPG possui um maior niumero de
unidades nas cadeias de acucar, além de radicais que se ligam a eles, como os arabindis
(WILSON et al., 1999; SOARES et al., 2002).

Assim sendo, os parasitas que sobreviveram a irradiacdo com a dose de 400 Gy de
radiacdo ionizante, e também ao ataque das proteinas do Complemento, possuem
mecanismos que 0s protegem, assim como ocorre com o parasita nao irradiado, em fase
metaciclica.

Para uma melhor compreensdo dos fendmenos ocorridos com as formas
promastigotas pela acdo da radiacdo ionizante, recorremos as imagens de Microscopia
Eletrénica, corrigueiramente utilizada para observacdo de estruturas celulares de
diferentes tipos, entre elas de microorganismos patogénicos. Interessantes resultados ja
foram obtidos com diferentes patégenos, entre os quais: Trypanosoma cruzi (MORTARA
et al., 2005), Leishmania spp. (RASMUSSON & DESCOTEAUX, 2004), Trypanosoma
brucei (FIELD et al., 2004), Cryptosporidium parvum (PETRY, 2004), Trichomonas spp.
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(BENCHIMOL, 2004), Giardia lamblia (de SOUZA et al, 2004), Toxoplasma gondii e

Plasmodium spp. (BINDER & KIM, 2004).

Em nosso trabalho, a analise utilizando Microscopia Eletrbnica, revelou que, em
parasitas nao irradiados, as moléculas do Complemento acarretam lise celular com
extravasamento de material citoplasmatico, e degradacao do flagelo, implicando em perda
da viabilidade celular apenas das células em fase prociclica, mantendo integras as células
metaciclicas. No que diz respeito as formas promastigotas de Leishmania amazonensis
irradiadas com uma dose de 100 Gy de radiacdo gama (°*°Co), estas perdem a sua forma,
por uma destruicdo dos microtubulos que formam o arcabouco celular do parasita,
mantendo porém, o metabolismo celular intacto, conforme demonstrado em experimentos
anteriores; j& quando submetidos a acdo das moléculas do Complemento, apls a
irradiacdo, a maior parte dos protozoarios da cultura sofrem os mesmos efeitos danosos
gue ocorreram no grupo nao irradiado, o que nos leva a acreditar que na cultura irradiada
com esta dose ndo ocorre uma selecao dos parasitas resistentes.

Esta observacao reforca a idéia que doses menores que 400 Gy apenas destroem
0s parasitas que se encontram, naquele momento, em divisdo celular, ou que estejam em
uma fase pré-mitética de alinhamento de nucléolos, ndo sendo estas portanto, doses
ideais para serem utilizadas como ferramenta de selecéo.

Com relacdo aos achados da irradiagdo com a dose de 400 Gy, os parasitas estao
com algumas alteracdes de suas caracteristicas iniciais como por exemplo a auséncia de
flagelo e alteracdo da forma afilada, peculiar das formas promastigotas. Entretanto, nédo
se observa a destruicdo da membrana celular, ou sinais de destruicao significativos, que
possam sugerir perda de viabilidade. No que se refere aos parasitas irradiados e
submetidos a posterior incubagcdo com soro contendo as proteinas do Complemento,
nada se nota de alteracdo maior. Comparadas as imagens de ambas culturas, os
parasitas apresentam caracteristicas semelhantes. Esta observacéo salienta, ainda mais,
a idéia da selecdo de formas metaciclicas de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis em cultura.

A estrutura da membrana deve futuramente ser submetida a uma analise mais
cuidadosa para determinar sua composicdo quimica, podendo enriquecer 0s
conhecimentos sobre a eficacia desta metodologia envolvendo a irradiacdo como forma
de selecionar parasitas com maior poder infectante em culturas de formas promastigotas
de Leishmania amazonensis, abrindo caminhos para um vasto campo de pesquisa sobre

um assunto téo interessante.
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Terminada esta etapa dos ensaios estamos convencidos da funcionalidade do uso

de radiacdo ionizante como ferramenta de selecdo de parasitas. Entretanto ainda nos
faltava entender como estes parasitas se comportam quando sdo introduzidos em
organismos vivos, com uma resposta imunoldgica contendo todos os seus elementos, e
nao apenas um deles.

Para tanto, o outro estudo realizado ao longo deste trabalho foi a imunizagao de
camundongos de diferentes linhagens, utilizando as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, irradiadas, e submetidas, ou ndo, a incubacdo com as proteinas do
Complemento.

Foram escolhidos quatro diferentes linhagens de camundongos. Séo elas: o C57/bl,
gue possui uma capacidade de desenvolver uma resposta celular tardia e reverter a
doenca infecciosa (MORA et al., 1999); o Balb/c, camundongo com resposta imune Th2
(mediada por Imunoglobulinas), que ndo reverte o quadro de infeccdo por Leishmania
(PINTO et al., 2003), Balb/c™™ (nude) , linhagem sem o Timo, 6rgdo de extrema
importdncia na maturacdo de linfécitos T, e portanto com Resposta Imune especifica
deficiente (TERABE et al., 1998) e Balb/c>“"°, uma linhagem com alteracées celulares
bastante significativas, isto é, auséncia de Linfocitos T e B, e portanto, sem possibilidade
de elaborar resposta imune especifica, denominada como Imunodeficiéncia Severa
Combinada (SCID, é a sigla em inglés para esta terminologia) (TERABE et al., 1999;
DAVIES & STANLEY, 2003).

Antes de darmos continuidade a discussdo, facamos um largo parénteses para
entendermos alguns fatores que nos levaram a escolha destes modelos em nossa
pesquisa.

O uso de modelos manipulados nos ddo um bom entendimento sobre alguns
mecanismos que ndo podem ser reproduzidos in vitro, e tdo pouco em seres humanos;
porém, ndo devem ser considerados como fidedignos das ocorréncias naturais, uma vez
gue sao linhagens isogénicas, e respondem de maneira semelhante na grande maioria
das vezes, diminuindo a nossa percepcédo do entendimento geral de uma situacdo em
populacdes heterogéneas. Entretanto, o uso destes modelos sdo uma realidade para
diferentes doencas associadas ou ndo a parasitas, com resultados bastante satisfatérios e
elucidativos. Pretendemos assim, dar nossa contribuicdo a ciéncia com um passo inicial
de seu uso sobre as diferentes possibilidades de desenvolvimento desta doenga
espectral, com acometimentos diversos, que variam de simples les6es autolimitadas com

propensdo a cura espontanea, até uma doenca sistémica com indices elevados de 06bito
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em alguns individuos. em leishmaniose.

O que se observou inicialmente nos resultados encontrados no experimento de
imunizacdo dos modelos, foi uma resposta com altos titulos de anticorpos nos
camundongos Balb/c, tanto no dia do desafio, apdés quinze dias da ultima dose de
imunizacdo, quanto ao final de 90 dias (45 dias ap6s o desafio), sendo os titulos mais
elevados aqueles produzidos por parasitas irradiados, tanto com a dose de 100 Gy,
quanto com a de 400 Gy apds a imunizagcdo, com permanéncia, ainda que com titulos
menos elevados, naqueles imunizados com parasitas irradiados com a dose de 400 Gy.
Os animais denominados controle, cujos parasitas utilizados na imunizacao foram mortos
com uma dose de 2KGy de radiacdo sem prévia selecdo, responderam apés 45 dias do
desafio com titulos equivalentes aqueles que foram apenas infectados (Figura 8). Quanto
as classes de imunoglobulina G resultante, notamos prevaléncia do isotipo IgG1 apés a
imunizacdo de todos os grupos, e IgG 2b ao final de 45 dias apds o desafio. Ambos
isotipos séo caracteristicos de uma resposta do tipo Th2, desencadeada pelo aumento da
citocinas IL-4 e IL-10, resultando na susceptibilidade dos animais a infeccdo e
consequente aparecimento de lesdes ulcerosas nas patas inoculadas e aumento
consideravel do volume da pata em relacdo a nao infectada, tal qual ocorre durante a
infeccdo natural (Figuras 12 e 15), como ja descrito por outros autores (NASHED et al.,
2000). Podemos afirmar que os parasitas selecionados e mortos pela radiagcdo, nao
conferem a curto prazo, um estimulo & um padrédo de resposta imune protetor, entretanto,
a imunizacao por si s, ndo leva ao aparecimento de lesdes.

Os camundongos da linhagem C57/bl apresentaram producéo de anticorpos apos
o periodo de imunizacdo com diminuicdo progressiva ao longo dos dias que se
sucederam (Figura 9). Os titulos relativamente baixos de Imunoglobulinas produzidos por
estes camundongos foram acompanhados de lesdes pouco disseminadas (Figura 16). Os
titulos mais elevados ocorreram apenas nos animais imunizados com parasitas
previamente selecionados com a dose de 400 Gy de radiacao ionizante, 0 que demonstra
ter havido maior reconhecimento do Antigeno pelas células do Sistema Imune Inato, com
eficiente apresentacdo deste Antigeno. No que diz respeito ao padréo de isotipos de
Imunoglobulinas, ocorreu uma maior producdo de IgG 1 e IgG 2b, como ocorreu no
modelo anterior (Figura 13). Ainda que para outros modelos de infeccédo por Leishmania
spp. Estes animais tenham capacidade de resolucdo da infeccdo, outros autores ja
demonstraram n&do ocorrer o mesmo com a Leishmania amazonensis, sendo que estes

animais tendem ao desenvolvimento da doenca (MAIOLI et al., 2004).
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Por outro lado, o modelo nude apresentou infima produgdo de Imunoglobulinas,

provavelmente inespecificas, produzidas por uma populacdo celular de Linfocitos B —
Timo independentes, uma vez que este modelo é desprovido de tal 6rgdo, importante
para a selecdo e maturacdo de Linfocitos T, essencial para o desenvolvimento de uma
resposta imunoldégica eficiente. Entretanto, também nao foi observado aparecimento de
lesdo cutanea na pata inoculada com parasitas nao irradiados, tendo havido apenas um
ligeiro aumento do seu volume (Figura 18). Outros grupos de pesquisa que induziram
infeccdo em camundongos deficientes de células T mostram a importancia desta célula na
formacdo destas Ulceras (TERABE et al., 1999). O padrdo de subclasse 1gG 2b
apresentado nos resultados (Figura 14), apesar de estar mais elevado, ndo representa
necessariamente ter sido induzido pela imunizacdo ou infeccdo, devido as baixas
concentragbes quando comparamos com 0s outros modelos.

O quarto modelo analisado, a linhagem SCID, também apresentou uma titulagdo
infima e anticorpos resultantes apenas de um background do ensaio (Figura 11). E apesar
de outros autores relatarem a presenca de granulomas associados a infeccdo por
Leishmania amazonensis (TERABE et al., 1999), em nosso estudo isto ndo ocorreu
(Figura 19), provavelmente pelo fato dos parasitas estarem mortos e ndo oferecerem
resisténcia as células do Sistema inato de defesa.

Com o intuito de verificar se havia presenca de parasitas, mesmo nos animais
imunodeficientes, no local da infeccdo, foi realizado um PCR utilizando um primer
especifico para o Género Leishmania spp., que resultou em positividade em todas as
amostras (Figura 20). Isto comprova, ainda mais, a atuacdo das ceélulas efetoras da
respostas imune especifica no curso da instalacao da infec¢éo por estes parasitas.

Desta forma, concluimos o trabalho tendo clara a possibilidade da utilizacdo da
radiacdo gama como ferramenta para a selecdo de formas promastigotas metaciclicas,

em culturas axénicas, abrindo as portas para futuros trabalhos neste sentido.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se ao final deste trabalho que:

A dose de 400 Gy de radiacdo gama, produzida em fonte de ®°Co é uma eficiente
ferramenta para a selecdo de formas metaciclicas de Leishmania amazonensis, sendo

gue as doses de 25, 50, 100 e 200 Gy nao tém este poder.

Formas promastigotas prociclicas ndo resistem ao ataque das proteinas do
Sistema Complemento, enquanto as formas metaciclicas ndo sdo destruidas por esta

interagao.

Parasitas em sua forma metaciclica sobrevivem a radiacdo, mantendo sua

imunogenicidade e capacidade de infecc¢ao in vitro e in vivo.

Camundongos imunizados e desafiados com parasitas irradiados com as doses de
100 e 400 Gy produzem uma resposta imune com os mesmo padrdoes que o ocorrido na

infeccdo natural, via picada do inseto.

Camundongos que ndo apresentaram sinais clinicos da infeccao possuiam material

genético dos parasitas, na pata infectada.

Estudos mais aprofundados sobre as caracteristicas imunolégicas dos modelos
experimentais imunizados com estes parasitas contribuirdo sobremaneira para o
desenvolvimento de imundgenos eficientes, utilizando a radiagdo gama como ferramenta

de selecdo de parasitas infectante.
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