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AQiD DA RADIAQﬁD IONIZANTE SOBRE A MORFOLOGIA, FISIOLOGIA E
CRESCIMENTO DA Lelshmania amazonensis, COM AVALIACAO DE SEU
FODER IMUNOGENICO EM MODELOS EXPERIMENTAIS,

Franco Claudio Bonett

RESUMO

A leishmaniosa & uma doenga que afeta milhares de pessoas no Brasil e
no mundo, sendo que a manifestagio clinica mais comum é a leishmaniose
tegumentar americana. O causador desta doenga & um protozodrio do género
Leishmania spp, que tem coma reservaténos mamiferos silvestres e urbanos,
inclusive o homem. Este protozoario & fransmitide vetarialmente por meio da
picaga de um inseto da familia dos flebotomineos, que inocula a forma
promastigola dos parasitas no momento do repasto sanglineo. Dentro do
hospedeiro, o parasita infecta e se multiplica dentro dos macréfagos, na forma
amastigota. Atualmente existem alguns tratamenios para a leishmaniose,
porém estes fratamentos t&m um alto custo, além de serem demorados, o que
acaba fazendo com que alguns pacientes desistam antes da cura total podendo
haver reincidiva da doenga, O controle ao vetor e acs hospedeiros
intermediarios, como o3 cdes por exemplo, & muito dificll, haja vista as
implicagdes sociais e econdmicas necessanas para a destruigdio dos
criadouros do inseto e para o exterminio dos c3es. A radiagio wnizante do tipo
gama, produzida em fonte de ®Co, mostrou-se uma ferramenta interessante
para matar os parasitas, sem no entanto acabar ¢com sua imunoegenicidade, O
gue se mostra um dado promissor para futuros trabalhos utllizando parasitas
mortps por radiagio como forma de tratar ou até mesmo imunizar contra
Leishmarnia spp.

(AT AC ELO.GHE L LE CnERGIA BUCLEAR/SE WA
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THE ACTION OF IONZING RADIATION ON THE MORPHOLOGY,
PHYSIOLOGY AND GROWTH OF Leishmania amazonensis, WITH
AVALIATION OF THEIR IMMUNOGENIC POWER IN EXPERIMENTAL
MODELS.

Francc Claudio Bonetti

ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease which affects thousands of people in the Tropical
regions around the world, is caused by a protozoan of the genus Leishmania
spp., with urban and wild mammals acting as reservoirs. In the mammal host,
ihe amastigote form of the parasite infects and multiplies into macrophages.
Treatments for leishmaniasis have a high cost and are long Yasting, frequently
resulting in therapy interruption. This procedure culminates with a selection of
resistant parasite strains, inducing tolerance to the therapy. Either the control of
vectors or the mammal host are difficult due the social and economic
implications. Thus, the search for alternatives ireatments against these
protozoans have been stimulated. The gamma radiation (**Co} shown to be an
efficient 00l to kill these parasites maintaining their immunogenicity. Cellular
viability, Electronically mictoscopy and Multiplex-PCR techniques showed that,
after irradiafion, ihe parasites had their growth inhibited by cyioplasmatic and
nucteic material disorganization, appointing the gamma radiation as important in
terms of immunogens improvement.
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®Co - “Cobalto

APC - Célula Apresentadora de Antigenco
ATP - Adenosina Trifosfato

I ¢.p.m. - contagens por minuto

DNA - Acido Desoxiribonucleico

Gy - Grey

HCI - Acido Cloridrico

|ISCOMs - Complexos imunoestimulantes
MHC - Complexo Maior de Histocompatibilidade
PBS - Tampao Salina Fosfato

, PBST - Tampdo Salina Fogfato Tween
PBSTL - Tampéao Salina Fosfale Tween Leite

T. gondii - Toxoplasma gondii

TCA - Acido Tricloro Acético
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INTRODUGAO

1. Conslderagdes gerals

A Leishmania spp € um protozoario patogénice da ordem Kinetoplastida
e familia Trypanosomatidae que causa diferentes doencas no homem, tendo
diferantes espécies de vertebrados como reservatorios (LAINSON et af, 1987},
Segundo o aitimo levantamenio realizado pelé Organizagao Mundial da Saudde
{(WHO) em 1098, estima-se que 12 milhdes de pessoas estdo afetadas pelas
vérias formas da kishmaniose, com cerca de 600 mil casos novos registrados
por ano, sendo classificada como uma das principais endemias da Zona
Tropical.

A doenca causada por este protezodrio & transmitida de um hospedairo
ac outro por meio de um vetor, insetos da familia Phiebotominae. Mo Velho
Mundo sao os do género Fhiebotomus 0s transmissores e o8 do género
Lutzomyia s&0 responsaveis pela transmissao nas Américas, incluindo o Brasil
(STRICKLAND, 2000).

NO inseto, as Leishmania spp apresentam-se na forma promastigota e
vivem na luz do intestino, alimentando-se de nutrientes orundos da digestao.
Algumas alteragdes fisioldgicas no tubo digestdrio, como a alteragfio do pH
{GARLAPATI et al., 1999), sinalizam para 05 protozoérios que o inseto ira se
alimentar novamente (repasto sanglineo), fazendo com gue eles migrem para
as glandulas salivares do flebotomineso.

Ao picar o vertebrado, ¢ ingeto inocula um pouco de saliva, antes de
sugar © sangue. Ac mesmo tempo em que injeta anticoagutantes, formas
promastigotas de Leishmania spp sac inotuladas no intersticio do hospedeiro
(RANGEL ot al, 1988) e prontamente procuram se instalar em células
nucleadas para garantir sya sobrevivéncia. Normalmente as ¢élulas infectadas
sd0 as do sistema primario de defesa, como macréfagos, que fagocitam os
protozodrios. Ao seram internalizados, estes parasitas permanacem em um
vacloir parasitéfore e sofrern a agdo de enzimas especificas liberadas pelos

lisossomos que se fundem a este vac(olo para lisarem as Leishmanias. Porém,

BUS9A0 MALUHM LT BniHOIA MUCLEAT/EF  WES
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a Leishmania spp consegue imbir a a¢do destas enzimas ao s¢ transformar em

amastigota, sua forma de vida nas células do hospedeira. Amastigotas
consaguem se multiplicar por biparticdo e rompam a membrana da célula
infectada pemitinde cue novas células sejam infecladas pelos protozoarios
{Figura 1). Portanto estes protozodrios s&0 dimorficos, ecorrendo na forma
promastigota no aparelho digestdrio do flebotominao e na forma amastigota em
células nucleadas dos hospedeiros, onde se comportam como um parasita
intracelular ebrigaténo (PIRMEZ, 1992).
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FIG1: Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Nas Améncas, a doenga humana causada por este grupo de
profozoarios e dividida em dois grupos: a cutanga ou tegumentar, causada
pelas espécies Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Vianna)
braziensis entre outras ¢ a visceral, conhecida como Kala-azar, causada
principalmente pela especie [Leishmania (Lefshmania) chagasi com
comprometimento dos 6rgdos ricos em célyias magrofagicas, como o figado ¢
o bago (TEIXEIRA, 1998).

A leishmaniose tegumentar & causada pela Leishmania amazonensis e &
s forma de maior ocorréncia no Brasil, justificando, portanto, maiores
consideragbes sobre esta apresentacso clinica da doenca. Trés diferentes
manifestagdes clinicas podem ser observadas:
1-Leishmaniose cutdnea: forma mais frequente da doenca, com lesdes

formadas, geralmente, no local da picada do inseto, sem disseminagio a
distancia.

2-Leishmaniose cutanec-mucosa; com lesdes tanto na pele quanto na mucosa

das vias aéreas superiores, com intensa atividade imunopatologica e
metastatizagdo das lestes.

3-Leishmaniose cutidnea difusa: forma mais rara da doen¢a, com indmeras
lesbes nodulares disseminadas por tode o tegumento, ficas em parasifas,
caracterizando uma anergia. (MAYRINK ef af, 1979}

2. Aspectos Morfolégicos ¢ Metabélicos da Leishmania spp

Nao exstem diferengas significativas entre as formas promastigotas das
espécies de Leishimania, no que diz respeito 4 morfologia (FURTADOQ, 1987).
As formas promastigotas destes parasitas apresentamm  membrana
citoplasmatica, com invaginagho na sua parte posterior onde se localizam os
desmossomos, organelas responsaveis pela fixagae do parasita as oufras
células. No citoplasma, ohservam-sa estruturas semelhantes as das céldas
humanas, como mitocdndrias e reticulo endoplasmatico, além de outras
organelas como cinetoplastd & corpo parabasal, de onde surgem o flagelo,
acantossomo, glicossomo, cofpe multivesiculado e vacuolo. O nucleo &
composto por carioteca & nucléolos {(VICKERMAN, 1974).

Seu metabolismo para obtengdo de eneigia, quande na fase
promastigota, e estritamente aerdbico &, quando submetido acs meios sem
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presenga de oxigénio, demonstra uma brusca reducdo de suas atividades

come, por exemplo, a degradacao de glicose (VAN HELLEMOND et af., 1997).
suas mitocdndrias utiizam glicdlise e oxidagio de prolinas para a formagac
das Adenosinas Tnfosfatos (ATPs), sua forma de armazenar energia
(ALVAREZ-FORTES et al., 1998).

3. Aspectos Imunoldgicos

As formas promastigotas, quando fagocitadas pelos macrofagos,
permanecem em um vacuolo fagolisossomal, onde deveriam ser degeneradas.
Porém, o parasita consegue multiplicar-se € disseminar-se por todo tecido, sem
ser destruido, devido a produgdo de proteinas protetoras contra a acdo de
enzimas a citocinas (RITTIG & BOGDAN, 2000), inibindo assim, a capacidade
de destruicio & reconhecimento, impedindo, consaglientamente, a resposta do
sistema imune contra o agente agressor (ANTOINE et &f., 1959).

As primeiras lesbes aparecem apds aproximadamente um més de
incubagao. Dessa forma, a imunidade na kishmaniose & complexa e tem
resuitado em inGmeros estudos, bastante elucidativo, de imunologia celular
humana, como a descoberta dos subgupos de linfocites Th1 e Th2
{BRETSCHER ef &/, 1997).

4. Estudos vacinais

Tentativas de prevengio da doenga mostraram quea, embora envolvendo
umn alto custo social e econdmico, o vetor e 0s reservalonos 580 passiveis de
confrole, enquanto que estudos vacmais tém  apresentadc resuttados
conflitantes utilizando diferentes preparagdes antigénicas (PASS0S &f
al., 1999).

Trabalhos com o intuito de vacinagio, utilizando radiagac ichizante, t&m
sido feitos em diferentes parasitas ha alguns anos (GREENSTOCK, 1981). Em
1993, SONG e colaboradores irradiaram, com doses aproximadas de 550 Gy,
cistog de T. gondi teciduais & demonstraram que estes cistos perderam
completamente sua capacidade de infecgio. Airkla com T. gondi, foram feitos
estudos da irradiacio a 255 Gy, que resultaram em esterilizacho das formas
infectantes do protozodric {HIRAMOTO ef al, 2002). Outro estudo, feito com
protozoarios do génerc Trypanossoma cruzi, irradiados e inoculados em
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camundongos, mostrou que os parasilas tiveram sua capacidade de infecgao
inibida de acordo com a dose de radiagdo recebida € a cepa utilizada
(TRISCHMANN, 1982).

Assim, diversos ftrabalbhos wvém sendo realizados, principalmente
utilizando radiagio ionizante, com ¢ [Ntuito da descoberta de noves tratamentos
¢ até mesma a produgdc de vacinas eficazes, o que seria um grande passo
para a medicina preventiva,

5. Radiagéoc lonizante .

A radiag@o ionizante possui dois tipos de agao: direta ou indireta. Na
primeira, ocorre uma agio direta sobre a molécula alvo com transferéncia de
energia, provocanda ionizagéo £ alteragdes nas propriedades fisico-quimicas e
na estrutura secundaria e terciaria dos polimeros, além de perda de fungéo
biolégica. Essas mudancgas estido relacionadas com a perda da atividade
enzimatica, hormonal ou tdxica € com as alteracdes das propriedades
imunolégicas (HRAZDIRA e SKALKA, 1970).

O efeito indirelo da radiagao & maior nas solugdes diluidas, na presenga
de oxigénio e conta com um efeito protetor de outras substancias organicas
presentes na solugio. Este fato mostra que o efeito final diferird de acordo com
as condigbes de iradiagdo (NASCIMENTO et al, 1996). Qubros fatores que
tambem influenciam o efeito da radiagao sao temperatura, dose, taxa de dose e
pH.

Sequndo KEMPMER (1988}, os raios gama e eiétrons de alta energia
causam ionizactes ao acasc afraves da massa da matéria colocada no canpo
de radiacio. Cada ionizagdo primaria resulta na transferéncia de 85 elétron Volt
{~1500 kcal/mot) da radiagic para a melécula alvo. Esta energia & absorvida
por diferentes mecanismos atémicos e moleculares, inciuindo excitaghes,
jonizagbes e formagao de radicails livres. Alguns desses mecanismos resultam
em mudangas irreversiveis na macromoiécula por quebras de ligagdes
covalentes e mudancas conformacionais.

Uma vez que a agua constitui a grande maioria do material biolégico das
moléculas, muitas das interagdes da radiagio resultam na produgio de OH",
elétron aquoso, H;O: e uma variedads de oulros produtos potencialmente
danosos. Quando em soluglac, esses produtos da radidlise da &gua, podem
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difundir e reagir com macromoléculas bioguimicamente ativas, causanda perda
de atividade biolégica (NASCIMENTO et a/, 1998).

No caso da radiagio ionizante, a espéecie mais reativa gerada pela
radiblise da agua é o radical hidroxila (OH*) {CHAPMAN, 1873) que junto com o
anion superéxido (02 ), 0 elétron aquoso € o perdxido de hidrogénio (Hz02)
sda capazes de produzit dano as maoléculas (GREENSTOCK, 1981).

Assim, por meio de trabalhos realizados com wvariog protezearios,
incluindo Leishmamas, modificados pela agdo da radiagdo, mosfrou-se gue
ocorre perda da capacidade patogénica, mantendo, entretanto, os seus
aspectos morfoldgicos. Tais condigdes permitiram a passagem do parasita pelo
sistema primdrio de defesa, atingindo os macrdfagos e produzindo resposta
especifica (RIVIER af af, 1993).

Baseado nos dados citados, estudar os efeites da radiaclo ionizante
sobre os protozoarios, buscando o conhecimento para ¢ desenvolvimento
fulwro de reagentes para tratamentos, ou mesmo uwma vacina, contribuina
sobremaneira para solucionar este importante oroblema de Saide Publica.
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OBJETWOS

1. Geral

Varificar a agéo da radiagio ionizante sobre a morfologia, fisiologia e
crescimento de Leishmania amazonensis, com avaliagio de seu poder
imuncgénico em modelos experimentais.

2. Estratégia e Metodologia Experimental

- Irrachiar as formas promastigotas de Leishmania amazonensis com
diferentes doses de radiagao, para um estudo de radiossensibitidade;

- Verificar ag alteragdes morfolégicas e flsiologicas dos parasitas;

- Avaliar 2 capacidade de resposta imunolégica dos camundongos quando
imunizados com Leistimania amazonensis irradiadas.
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MATERIAIS E METODOS

Todos 0s sais e demais reagentes utlizados foram de qualidade pro-
andlise; a agua utilizada foi purificada em sistema Milli Q {Millipore),
apresentando resistividade de 8.2 (. Reagentes especificos tém sua fonte
citada ao longo do texto. Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c,
machos, isogénicos e pesando em torno de 22g, mantidos com Agua &
affmentagao ad libitum, provenientes do bioterio da Faculdade de Medicina da
USP (FMUSP),

1. Cultive dos Parasitas: As formas promastigotas da cepa
MPRO/BRITZILVTY de L. amazonensis, cedidas pela Dra. Silvia Celina Alfien,
do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP,
isaladas de pata de camundongos infectados, foram cuitivadas em meic RPMI
1640 (SIGMA®) com 20% de soro fetal boving, adicionade de 20 pg/ml de
Estreptomicina ¢ 50 pg/ml de Gentamicina, € mantidos em estufa do tipo
B.Q.C., atemperatura de 24° C,

2. lrradiagao: O processo de iradiagdo foi realizado no Centro de Tecnoiogia
da Radiagao (CTR) do Instiiuto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN/CNEN-SP, em fonte de **Co (GAMMACELL, Atomic Energy of Canada
Lid.), de forrna homogénsa, em presenca de oxigénic, a uma taxa de dose de
6,36 KGy/Mhora. As doses de radiagao utilizadas foram de 50, 100 e 200Gy, sem
atenuador; & 400, §00, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 e 3200Gy,
com atenuador de 90%, a fim de se evifar que as doses mais altas de radiacio
ndo afetassem diretamente os parasitas, podendo alterar os propositos dos
experimentos. Irradiou-se 107 parasitas por mililitro de mejo de cultura RPMI
1640 em tbos contendo 5 ml de cultura,
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3. Teste de viabilidade por diluigio limitante: Os parasitas irradiados foram
distribuidos em placas de 96 pogos, com diluicdo progressiva de 1:10 e
concentracdo inicial de 1x 107 parasitas/ 100u. As placas foram entdo deixadas
na estufa , a 24* C por 24 horas, quando foi feita a leitura em microscdpio
éptico invertido, contando-se o nimero de parasitas sobreviventes por pogo,
utiizando um contador manual. Apos 48 ¢ 72 horas foram realizadas novas
jeituras. De acordo com: 0 nOmero de parasitas vives encontrados por pogo,
foram atribuidos indices de crescdimento variando de zero a quatro, Desta
maneira foi possivel determinar o crescimenty dos parasitas, em diferentes
concentracdes, e avaliar a viabilidade apts a exposigao as diferentes doses de
radiacho, Os resultados desta anilise foram determinados por grafico
elaborado no Graph Pad ® {Prismay.

4. Estudos Metabolicos: Foram realizados dois tipos de ensaios para avaliar o
metabolismo celular do parasita: utilizando-se prolina na averiguagéo do
metabolismo protéico & Mpoxantna, na sintese de DNA, ambas marcadas com
Tricio (°H).

4.1 Prolina: O estudo do metabolismo celular para Leishmania foi realizado
com a utilizac@io de prolina tritiada (*H-prolina). Apos a irradiagdo, os parasitas
foram centrifugados por 10 minutes a 800 g. O sobrenadante foi desprezado e
0% parasitas colocados em meio de cultura DME (Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium), acrescidoe de *H-prolina (3,7 x 10° Bg/ml). A cultura foi estabelecida
em placa de 24 pogos, com concentragao de 3 x 10° parasitasiml a 37° C com
5% de CO-. Nos intervalos de terpo (0, 1, 2, 4 & 18 horasg) foram retirados 100
ul da cultura e colocados em papel de filire tipo Whatmann 3 mm, 0s quais
foram mantidos A temperatura ambiente até estarem completamente secos.
Todos os papéis foram colocades em solugao de TCA 10% por uma hara e, em
sequida, em TCA 5% por mais uma hora, finalizando com etanol 100% por
tinta minutos. Uma vez completamente secos estes papéis fitro foram
colocados em iubos contendo 3 ml de liquide de cintilagdo (PPO 2,5
Diphenyloxazene (5,0g] + POPOP {1,4-Bis[2-(5Phenyl) Oxazolyl]Benzene [0,9]
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+ 1 litro de tolueno p.a.), sendo efetuada a leitura de *H por cinco minutos, A
radioatividade incorporada foi determinada em B-cintilador {leitura de H por
cince minutos), sendo a contagem apresentada em c.p.m. {contagens por

minuto).

4.2 Hipoxantina: Apds a irradiagdo, 05 parasitas foram cenftrifugados por 10
minutos a 300 g e ¢ sobrenadante, desprezado. Acrescentou-se ent3o, meic
de cuktura com *H-hipoxantina (3,7 x 10° Bq/mil), sendo a cultura realizada em
placa de 24 pogos, com concentragao de 1x1 07 parasitas por ml, a 37° C com
5% de CO,. Nos diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 4 & 18 horas) foram
reirados 100 pl da cultura, colocados em papel de filtro ipo Whatmann 2 mm e
mantidos & femperatura ambiente, até estarem completamente secos. Todos
os papéis feram colocados em sclugéo de TCA 10% por uma hora, em seguida
em TCA 5% por mais uma hora, finalizando com etancl 100% por trinta
minuios. Apds fotaimente secos estes papeéis fitro faram colocados em tubos
contendo 3 ml de liquido de cintilagdo (PPQ 2,5 Diphenyloxazane [5,0g] +
POPOP (1.4-Bis[2-(5Phenyl) Oxazolyl|Banzene [0,5] + 1 litro de tolueno p.a)),
sendo efetyada a leitura de *H por cince minutos. A radioatividade incorporada
foi determinada em p-cintilador (leitura de °H por cince minutos) e a contagem

apresentada em ¢.p.m. (contagens por minute}.

5. Microscopia Eletronica: A metodologia de Microscopia eletronica seguiu o
protocolo de DUARTE e colaboradores (1992) ¢ foi realizada em microscépio
eletrbnico (JEOL) da Facuklade de Medicina da USP. Amestras de formas
promastigota de Leishmania amazonensis normais € aquelas iradiadas com
dose de 1500 Gy, foram cenfrifugadas separadaments por 10 minutos a 1000
g. o sobrenadante retirado, e o pefiet resultante foi fixada em uma solugio com
3% de glutaraldeido com formaldeido em tamp#o cacodilato (0,1 M, pH 7.0) por
trinta minutos. Postaricrmente, o material foi lavado trés vezes com tampéo
cacodilato com 2% de sucrose e foi feita a fixagio em Tetroxido de Osmio 2%
por trinta minutos. Apés trés novas lavagens, ¢ material foi mantido em 5% de
acetato de uranil com 100% de etanol (solugdo final: 2,5% de uranil, 50% de
¢tanol} por cince minutos, seguido de trés lavagens em etanol 70%. Os
espacimeas foram desidratados em 2,2 dimetoxipropano acidificado com 0,05 ml
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de HCI (1 M) por cinco minutos, sendo entdo colecados em solucaa de sulfato
eupnco anidre por dois minutos. As amostras foram embebidas em acefona
Epon FPolybed® com Araldite 502% (1:1) por trinta minutos e novamente
merguthados mais duas vezes nesta solugao por dez minutos. A polimerizacgég
fot dada a 100°C por uma hora. Cortes semifinos e ultrafinos foram feitos e
fixados em acetato de uranil 70% em metanol,

6.Extrato de Antigeno Solivel (MINEG, 1982): Geatrifugou-se culturas de
Leishmania amazonensis em tubos cdnicos até a obten¢io do precipitado e em
geguida foram adicionados 5 ml de Agua destilada. A suspensa@o diluida foi
submetida ao ultra-som (THORNTON-INPEC®) a 40 ciclos por periodos de 30
segundos em bacho de gelo. Apds a certificaciio da lise completa dos
protozoarios, foram acrescentados 5 ml de solugiio de MaCl 0,3 M para
isotonizar a suspensao e centrifugou-se a 10.000 g, por winta minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi distribuido em aliquotas de 0.5 ml e armazenada a -70° C.

7.Imunizagio dos camundongos (BRETSCHER ef af , 1997); Camundongos
Balb/c, susceliveis a infeccio por Leishmania amezonensis, foram imunizados
em intervalos quinzenais com trés doses de 100 pl, contendo 10° parasitas em
meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA®), frradiados com dose de 800 ou 1500 Gy
de radiagio gama de ®Co, com indeulos subcutdneos na base da cauda.

8.Estudos de cooperagio celular (in vitre inducible antibody production -
WIAP) (CANDOLF! et al., 1994): Foram utilizados: baco de camundongos
normais {livrves de parasitas), infectados com L. amazonensis vidveis, e
imunizados com L. amazonensis inradiadas com doses de 1500 Gy, meio de
cuitura RPMI 1840 (SIGMA®) acrescido de 10% de soro fetal bovino; Ficoll-
Pagque {(densidade 1.077 = 0.001 g/mY}, preparado com 5,7 g Ficoll 400 e Bg de
sodium diatroziate com calcio EDTA por 100 ml {79 Ficoll 400 + dgua q.s.p. 90
ml (autoclavada a 110° C por 10 minutos) + 20 ml de Hipaque] (AMERSHAN
PHARMACIA®); *H-Timidina a 37 x 10% Bg/ml em meio de cultura e liquido de
cintilagao (descrito nos procedimentos para Protina).
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Em um fluxo laminar estérl o baco, retirado de camundongo normat,
infectado com  Lefshmania amazorensis viaveis ou imunizado, foram
macerados em meio de cultura RPMI 164D em trés placas de Petri {um em
cada placa) e colocados em Ficoll-Paque na proporgao 2.1 de meio de
culturafFicol-Pagque, com a finatidade de criar um gradiente de centrifugacac
para separar os linfocitos das demais células presentas na cultura. Centrifugou-
se a 400 g por 20 minutos & temperatura ambiente e ¢ sobrenadante, com a
camada de linfdeitos, foi retirado com uma pipeta Pasteur e adicionado a 1 ml
de meic de cultura. Centrifugou-se novamente a 250 g por 15 minutos a
temperatura ambienta e removeu-se o sobrenadante. Lavou-se duas vezes, em
meig de cultura, por cenfrifugagia (150 g por 10 min) e foi removida uma
aliquota de células para determinar 0 namero de linfacitos viaveis por mililitro.
Ajustou-se a concentragéo para 2 x 10° linfécitos/ml, por contagem em camara
de Neubauer.

Uma placa de 96 pogos (CORNING®) foi previamente sensibilizada com
50 pl de antigeno de Leishmania na concentragdo de 10ugiml em tampéo
Carbonato 0,1 M (esteriiizado em filro de 0,22 um - Milliporz®} pH 9,0 durante
18 horas a 4°C, posteriormente lavada com PBS & incubada com albumina
bovina 2% (SIGMA%) por uma hora em camara Gmida a 37°C para blogueio de
eventuais sitios inespecificos. Em cada pogo da placa foram colecados 50 ul de
RPM) 16840, 50 ul de antigeno tofal de Leishmania (item 6), 50l da suspensao
de linfocitos @ 50pt de soro de camundongos normmais, infectados com parasitas
vidaveis ou de camundongos imunizados com parasitas irradiados com doses de
1500 Gy. A placa foi posteriormente colocada em estufa com 5% de COz por
24 horas. Apos este periodo, o material presente nos pogos foi transferido com
o auxilio de um pipetador muiticanal para outra placa semelhante, sendo a
primeita reservada para o ensaio de imunoabsorvéncia. A magnitude da
resposta mittica foi determinada pela adigéc de 50pt de *H-Timidina para cada
pogo, por 18 horas, antes da transferéncia do matetial para um papel fitro
apropriadc (FINNPETTE STEPPER-SIGMA®™ por meio de um coletor de
células. Utilizou-se um coletor de células (cell harvester) semi-automatico
{(WALLAC®} para transferir o material, sendo que os discos de papéis filtro com
as células secaram por trés horas a 37°C. Cada disco foi colocado em um
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frasco com fluide de cintilagio, e fez-se as contagens num contador de
particulas Beta (WALLAC®),

9, Ensaios de imunoabsorvincia (Enzyme Linked Immunossorbent Assay
- ELISA): Os ensaios de imunoabsorvincia foram utilizados para a deteccfio da
produgdo de anticorpos it vive e in vitro. Para a realizagio do teste para
verificagdo da produgdo de anticorpos produzidos peor linfacitos esplénicos in
viro, foi utilizada a microplaca reservada do ensaio descrito no item 7.
Realizou-se um novo ciclo de lavagens com PBSTL por trés vezes. Foi
aplicado conjugado anti-lgG de camundongo {SIGMAF] na diluigao de 1:20.000
ern PBSTL sob agita¢do. A placa foi levada a estufa de CO2 a 37° C por mais
uma hora. Lavou-se com PBSTL por seis vezes e foram aplicados 100 pl de
QPD {orfo-fenilenodiamina 1 mg/ml, HxO; 0,03% em Tampdo fosfato — citrato
0.2 M pH 5,0) por trinta minutos em camara escura. Cinglerda microlitros de
HCI 4N foram adicipnados para interromper a reagio 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 Prisma 3.0.

Para a realizagao do ensaio de imuncabsorvincia para a deteccéo da
titulagdo de anficorpos produzidos em soro de camundongos Balblc, in vivo,
sensibilizou-se uma placa de 96 pogos (CORNING™ com 100 pl de antigeno
de Leishmania na concentracdo de 10ug/ml em tampéo Carbonato 0,1 M
(esterilizado em filtro de 0,22 um - Millipore™ pH 8.0 durante 18 horas a 4°C
em cAmara Omida. Lavou-se posteriormente com PBST trés vezes, sendo
incubada com PBSTL per uma hora em cadmara Umida a 37°C, para o bloqueio
de eventuais sitios inespecificos. Apbs trés novas lavagens com FPBSTL
aplicou-se 100 pl de soro de camundongos imunizados com parasitas
iradiados com 800 ou 1500 Gy diluidos (1:200} em cada pogo, mantendo a
placa por mais urna hora em estufa a 37°C. Aplicou-se 100 pl de conjugado anti
camundongo (1:20.000), deixando a placa por mais uma hora em astufa com
5% de CO; a 37°C. A seguir a placa foi lavada por seis vezes com PBSTL e
aplicou-se 100 W de OPD (orto-fenilenodiandna 1 mg/mi, H20: €,03% em
Tampéao fosfato — citrato 0,2 M pH 5,0). Apds trinta minutos em cémara escura
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foram adicionados HCl 4N a fim de parar a reagio. A Ieitura da densidade
ptica foi realizada em leitor de microplacas (Multiscan-UNISCIENCE®) a 492
nm. O resultado fol analisado em grafice elaborado no Graph-Pad Prisma 3.0,

10. Reagdc em Cadeia da Polimerase - Multiplex {Multiplex Polimerase
Chain Reaction - Multiplex-PCR) {HARRIS sf af., 1298): O material a ser
nrocessado por rea¢ao em cadeia da pollmerase (PCR), para amplificacaoe e
detecgdo de DNA de Leishmania armazonensis, foi coletado por raspagem da
lesdo ocorrida nos camundongos Balbfc bknunizados com  Leishmania
amazonensis irradiadas com 800 Gy, ufilizando uma ldmina de bisturi estéril,
10.1 Desenho dos primers: Para a amplificago do material foram utilizados
um iniciador {primer} com homelogia para genes da regido do mini-exon
conservado nos wés complexos do género (Leishmaiia brasiliensis,
Leishmania mexicana e Laishmania donovany) (LU-54), e trés especificos para
cada complexo {LB-3C, LM-3A e LC-3L), com a finalidade de identificar a
presenca de DNA de Leishmania amazonensis. Estas seqiéncias foram
escolhidas por ndo apresentarem homelogia com outros protozoarios como T.
cruzi, T. brucal, T. rangeli e Crithidia fasciculata.

LU-B5A; 5-TTT ATT GGT ATG CGAAAC TTC -3

LB-3C: 5- CGT {C/G)CC GAM CCC CGT GTC-3

LM-3A 5- GCA CCG CAC CGG (A/GYCC AC-Y

LC-3L: 5'- GCC CGC GICMG TCACCACCAT-3

Os primers foram sintetizados pela Life Technologies®.

10.2Preparagao do mix: 1.5 mM MgClz, 2.0 pl de dNTP {200 pbul ), 2,5 pul de
PCR buffer{50 mi KCI + 10 mM Tris pH 8,3}, 1l de cada primer (0,4uM LU-
5A, 8 0.2 pM LB-3C, LM-3A e LC-3L), 15u! de agua ¢ G4 ul de Tag Polimerasa
((Life Technologies™. Distibuiu-se 20l deste mix por tubo e acrescentou-se
5ul do materiat a ser analisado. Centrifugou-se a 11000 g por 1 minuto para
sedimentar e evitar bolhas. Colocou-se no termociclader.

10.3 Programagio do termociclador. Temperatura de 95° C por 5 minutos
para denatura¢do inicial. A seguir foram feitos 35 ciclos de 95° C por 1 minuto
{denaturagdo), 54°* C por 1 minuto (aneeling), 72° C {exensdo}.
Posteriormente, a 72° C por & minutos para extensao final.
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10.4 Extra¢do do DNA utilizando TRizol {Life Technologies®): Centrifugou-se
a 10000 g a 4° C e adicionou-se 1 mi de TREzol por tubo contendo o tecide da
raspado da cauda dos camundengos imunizados com parasitas irradiados com

800 Gy, utiizados nos ensaios de imunizagio. Colocou-se 200y de cloroformio
(MERK® M-119, 39g/mi) e agitou-se no vortex. Centrifugou-se novamente a
10000 g a 4° C por 15 minutos. Descartou-se a fase aquosa contendo RNA e
adicionou-s& ao tubo 300 de etanol. Centnfugou-se a 2000 g por 5 minutos a
4° C. Retirou-se a fase fendlica e ressuspendeu-se o precipitade em 10 pl de
agua. :

10.5 Eletroforese em gel de Poliacrilamida para ¢ produte do PCR: ©
produto da amplificacdo do PCR foi analisado em gel de poliacrilamida, sendo
gue o tamanho da banda esperada para Leishmania amazonensis varia em
torno de 200 pares de base {200 bp). A reacdc de eletroforese foi realizada em
gel de acrilamida 6%, preparada com 10 ml de solugdo de Acrilamida,
acrescidos de 125 pl de Persulfato de Amdnio e 30 pl de TEMED para
polimerizagdo. Preparado o gel, as amostras foram colocadas nos respedtivos
pocos sob uma corrente elétrica de 90 V at® a entrada no gel, sendo entéo
ajustada para 60 V até o final do gel. O padrdc de Peso Molecular utilizado
apresenta bandas a partir de 50 pares de bases. Terminada esta etapa ¢
material foi refirado da cuba de corrida e fixado com uma solugéo preparada
com: 1 ml de Acido acético, 15 ml de stanol & 136 m de Agua bidestilada, por
18 minutos. A coloragio do gel foi feita utilizando WNitrato de Prata (0,3 g)
adicionado de 50 ml de agua bi-destilada por 5 minutos. O gel foi lavade com
Agua bidestilada por trés minutos. A revelagao foi obtida com uma solucao de 2
ml de formol, com 4.5 g de hidrdxido de Sadio e 148 mi de Agua bidestilada por
aproximadamente 8 minutos (BASSAM el &, 1981).

11. Western Blot (SILVEIRA et al., 2001):

11 1Eletroforase em gel de Poliacrilamida para o Western Blot
Primeiramente preparou-se um gel de empilhamento formado por uma mistusa
de 10 mi de solucio contenda 30 g de Acrilamida (71,08 M), 0.8 g de N,N-
metilena-bisacrilamida {154,2M) e 100 ml de H:O bidestilada, 6.5 ml de solugio
(0.5 M, pH 6.8) contendo 18,17 g de Trizma base, 0.4 g de SDS, 40 ml de H2O
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bidestitada, ajustando ¢ pH para 6,8 com HCI 1N, completando ¢ valume com
12,9 ml de H:0. Acrescentou-se 50 pl de Persuifato de aménio e 10 pl de
TEMED a solugao, para polimerizagéo, € homogeneizou-se. Verteu-se esta
solugdo entre duas placas montadas em um sistema, para a formmagdo de um
gel com 0,75 mm, fechado em sua parte supenor com um pente plastico
dentado. Apos a polimerizagio do gel este pente foi retirado e nos pogos
formados foram adicionados o padrio de peso molecular e ¢ antigeno de
Leishmania amazonensis {item &} adicicnado de Z-metcaptoetanol e azul de
bromofenol. Este sistema foi colocado em uma cuba contendo tampéo de
comida (3,0 q de Tris (25mM), 144 g de Glicina (192mM), 10 ¢ de SDS (0,1%)
e submetido a wma corrente de 120 Volts por cerca de uma hora, até que o
bromofencl atingisse o final do gel. Ao final da corrida o gel foi retirado da placa
e as proteinas, ja separadas, foram submetidas 4 fransferéncia para a
membrana de nitrocelulose.

11.2. Transferéncia para membrana de nitrocelulose: Apds a cormida, o gel
foi montado em forma de "sanduiche”, da seguinte maneira: uma esponja, dois
papéis filtras (todos do tamanho do gel), ¢ gel, uma membrana de nitrocelulose,
dois papéis filtro & outra esponja. Este "sandulche” foi colocado em uma cubsa
de transferéncia, svitando-se a formagéo de bolhas, submetendo o sistema a
uma diferenca de potencial de 1.5 watts por 40 minutos na presenca de tampao
Towhin de transferéncia (25mM de Trizma base, 192 mM de glicina, e 20% de
metano! pH 8,1-8.5). Apds a fransferdncia desmontou-se o “"sanduiche" e
corou-se (coloracdo reversivel) a membrana com uma solugde de Ponceau,
(0.5 g Ponceau S, 1 ml de acido acético glacial, e 1000mL de HO hidestilada}
por cince minutos sob agitagdo lenta. O lado onde estavam as bandas foi
identificado e recortou-se 0 padrio. O resto da membrana foi recortade em
tiras, fque foram lavadas com tampéo fosfato (PBS) (82 g de NacCli, 10,5 g de
Na;HPO4 e 3,55 g de NaH:FPO,, pH 7.2) contendo 3% de leite sem gordura
{PBSL) por uma hora sob agitacdo. Apds o bloqueio as tiras foram lavadas com
PBS por trés vezeas e acresceram-se 500 ul de amostra (sor¢ de camundongos
normal, infectado com parasitas viaveis e imunizados com parasitas irradiados
com 800 ou 1500 Gy) dilsida em PBSL na concentragéo de 1:30 (50 pl de soro
+ 450 pi de PBSL), mantendo sob agitagéo overnight a - 4° C. No dia seguinte,

apos mais trés lavagens com PBS, foram acrescentados 50 pul de conjugado
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anticamundengo (1:10000) {SIGMA®) por uma hora sob agitagdo. Finalmente
revelou-se com solu¢ho de diaminobenzidina ({DAB) {10 mg de 3,3-
diaminobenzidina, 10 ml de PBS, e 15 pi de HO;).
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RESULTADOS

1.Tests de Viabilidade por Diluigao Limitante:

A prova de diluigdo limitante foi realizada para  verificar a
radiossensibilidade das formas promastigotas da Leishmania amazonensis,
com concentragdo inicial de 1x107 parasitas/ml, em diluigbes seriadas de 1:10,
frente a doses de radiagdo variando entre 50 e 3200 Gy, Na FIGURA 2{a}
apresenta-se o indice de crescimento das formas promastigotas imadiadas com
diferentes doses de radiagdo, determinado por contagem manual dos parasitas
sobreviventes na cultura, mostrando que a parliv da dose de 400 Gy de
radiagdo diminui a scbrevida dos parasitas, sendo que nas doses de 1600 e
3200 Gy nenhum parasita sobreviveu. Nas menores doses foi observado um
aurmento de numero de parasitas em relagdo aoc grupoc controle, mais
significative nas populagdes com menos Leishmania. Este grafico foi
determinado através da andlise das curvas de crescimente exponencial
(GraphPad Prisma®) dos parasitas mantidos em cultura em diferentes

concentragdes, durante 72 horas, frenta a diferentes dosas de radiagio gama.
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FiG.2(a). indice de crescimento das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis submetidas as doses de 50, 100, 200,
sem atenuador, e 400, 800, 1600 & 3200 Gy de radiagio gama de
e, com atenuador de 90%.
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Feita a curva de crescimento com as doses relacionadas anteriormente,
ghservou-se dque 0O intervalo de doses para a esterilizagado das formas
promastigotas estava compreendido entre as doses de 800 e 1600 Gy, na quad
penhum parasita cresceu. Assim, repetiu-se o experimentn utilizando um novo
intervalo de doses.

Na FIGURA 2{b) pode ser visto o indice de crescimento das formas
promastigotas de [eishmania amaronensis submetidas as doses de 1000,
1100, 1200, 1300, 1400, 1500 ¢ 1600 Gy de radiacio gama, com atenuador de
g0%, mostrando que a menor dose capaz de matar os parasitas em sua
totalidade foi a dose de 150G Gy, sendc que as doses intermedianas
diminuiram o crescimento do parasita sem, no eptanto, matar a todos. Assim
como o grafico anterior, esie foi determinado pela analise das curvas de
crescimento exponencial dos paragitas mantidos em cullura em diferentes
concentraghes, durante 72 haras, frente A diferentes doses de radiagio gama,

2.0
1.5
1.0+

Q.54

indice de Crescimento

'0-5 T T -1 T T 1

1 b 3 4 5 & 7 8
Namero de parasitas {log)

Dose de radlaclo aplicada (Gy)

——-1000,0 ~—— 1200,0 —— 1400,0
g0 13000 —— 1500,0
—— 15000

FiG.2(b)indice de crescimento das formas promastigotas de
Lefshmania amazonensis, submetidas as doses de radiagio gama
variando antre1000 a 1600 Gy, com atenuador de 90%.
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Determinada a minima dose efetiva de radiagio para ssterflizagdo total
dos parasitas, determinou-se entfo a curva da velocidade de crescimento dos
parasitas sobreviventes em relagdo ao aumente da dose de radiagao.

Na FIGURA 3 chserva-se a curva da velocidade de crescimento das
formas promastigotas de Leishmania amazonensis sobreviventes na cultura,
apos a irradiagio com doses variando de 50 4 3200 Gy de radiagio gama, Este
grafico foi elaborado por meic do calculo de uma curva de reqressao n&o linear
do tipo dose-resposta (GraphPad Prisma®), determinada a partir do indice de
crescimento dos parasitas scbreviventes em relagdo ao aumento da dose de
radiagdo mostrado nos graficos anteriores (FIGURAS 2a e 2Zb). A curva de
velocidade se mantém constante até a dose de 1000 Gy, com uma diminuigio
acentuada desta velocidade nas doses entre 1000 e 1500 Gy. Através deste
caiculo foi possivel determinar a dose de radiagao gama eficaz para diminuir
em 50% a velocidade de ¢rescimenio dos parasitas sobreviventes (EC50), € a
variagio desta velocidade nas diferentes concentragdes de parasitas {FF;,, O
resuitado foi uma dose de 1338 Gy para a diminuicao de 50% da velocidade de
crescimento dos parasitas, com um baixo indice de vanacio da velocidade
gntre as diferantes diluigdes de parasitas no meio de cultura.
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FIG.3: Curva de welocidade de crescimento das formas
promastigotas de Leishmania amazonensis sobreviventes, frente
as doses de radiagdo gama variando de 50 a 3200 Gy, com
analise da ECH50 e do indice de variagdo da velocidade entre as
diferentes concentragtes de parasitas (R?).
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2 Viabilidade por contagem de radicativos; Com o intuito de se verificar a
capacidade do protozoaric irradiade em metabolisar profeinas e Acidos
nucléicos, foram realizados testes utilizando prolina e hipoxantina marcadas.
2.1.Prolina: Os testes de viabilidade por contagem radioativa {*H-Prolina),
permitiram avaliar a capacidade de metabolismo protéico. Este teste confirmou,
de uma outra mangira, a capacidade da radiagdio gama de esterilizar as
Leishmania amazonensis. O resuttade apresentado na FIGURA 4{a} mostra
gue, comparadas a Leishrmania ndo irradiada, existe uma diminuicio gradativa
da capacidade de sintese protéica pelas Leishmanias irradiadas, até a dose de
400 Gy. Acima desta dose, ndo & observada qualquer modificagiic significativa
do padrio de incorporagéo de *H Prolina, demonstrando a existéncia de uma
sintese basal de proteinas até a dose de 1500 Gy.
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FIG.4(a) Testes de viabilidade por contagem de H-Prolina,
utilizando-se L. armazonensis, cultivadas a 24°C em meioc RPM)
1640 (SIGMA®), submetidas as diferentes doses de radiag8o gama
%Co. Controle(+); Parasitas ndo irradiados: Controle(-): meio de
cultura sem Leishmania.
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2.2 Hipoxantina: A capacidade de metabolisar material nucléica {DNA)} do
protozodrio foi avaliada, utilizando-se *H-Hipoxantina. O resultado apresentado
na FIGURA 4(b) mostra que ocormeu uma diminuicdo mais acentuada da
sintese de material nucléico em relagho ac aumento da dose, sendo que na
dose de 1500 Gy houve uma redugio de 90% da sintese de material nucléico:
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FIG.4{b} Avaliagdo da simtese de DNA de L. amazonensis,
cultivadas a 24°C em meio RPMI 1640 (SIGMA®), utilizando *H-
hipoxantina, frente &s diferentes doses de radiagio gama de ¥Co.

Contrcle{+):; parasitas nao imadiados; Controle(-}: meic de cultura
sem {eistimania.




b

franco claudio bonetti 34

3.Estudos da cooperagdo celular - IVIAP: A indu¢do de proliferagao celutar
de linféciios in vifro foi realizada para a comparar a viabilidade das células
gspiénicas de animais imunizados com Leishmania amazonensis irradiadas
com dose de 1500 Gy, com o ocorrido em camundongos normais e infectados
com parasitas vidveis. Esta capacidade de proliferacho foi determinada pela
incorporagdo de timidina marcada com tricio (*H), mostrande que as células
retradas do bago dos camundongos imunizados tiveram uma produgae de
linfocitos esplénices maior que nos oulros dois grupos, como mostrado na
FIGURA 5a:
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FI3.5(a): Incomporagdo de *H-fimidina por linfocitos vidveis de
bago de camundongos normais, infectados com parasitas viaveis
ou imunizados com parasitas irradiados com dose de 1500 Gy.
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A partir do teste de proliferagio celular in vitro, foi possivel determinar
pOol ensalo de imuncsorvancia (ELISA) a capacidade destes linfécitos

produziram  anticorpos.

Os titulos encontrados séo  praporcionais ao

crescimento das células presentes na cultura. Iste comprova a presenca de

linfocitos diferenciados, produtores de anticorpos anti-Leishmania (FIGURA

bh).
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FIGS(b): Titulo de anticorpos produzidos por (nfécitas espiénicos de
infectados com Leishmania amazonensis
nativas, ou imunizados com Leishmania amazonensis imadiadas com 1500 Gy
de radiagdo gama de °%Co. Os valores do grafico estio expressos pela
densidade oplica a 492 pm {D.O.us) da reagho colonmétrica de
imunosarvancia (ELISA),
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4.Thulacao de Anticorpos em soro de camundongos: Para os ensaios
imunoldgicos i vivo foram utilizados camundongos de linhagem Balbfe,
ingculados com parasitas imadiados com duas doses diferentes: 800 e 1500
Gy, posteriormente desafiados com formas promastigotas widveis de
Leishmania amazonensss.

Os ensaios imunokbgicos foram avaliados por ELISA e estéo
representados na FIGURA &. A titulagio de ankicorpos {Ac) produzidos por
camundongos imunizados com dose de 1500 Gy e desafiados 15 dias apds o
ditimo indculo foi maior que ¢ tituio encontrado nos camundongos imuniZados
com parasitas irradiados com 800 Gy, desafiados no mesmo periodo:

27 —a— 800 Gy
—— 1500 Gy

D.0. 492rnm

0 25 5060 75 100 125
Dias apos a infecgéao

FIG.6: Titulo de anticorpos produzidos no soro de camundongos
imunizados com promastigotas de Lemshmaria amazonensis
wradiadas com doses de 800 e 1500 Gy de radiagdo gama, e
desafiados com Leishmania amazonensis viaveis quinze dias apds
o ultimo indcuic. Os valores do grafico estdo expressos pela
densidade optica a 492 nm (D.O.e2) da reacdo colorimétrica de
imunosoryancia {ELISA).
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5 Lesdes causadas pelos parasitas:

Camundongos Inoculados com Leishmama amazonensis iradiada com
dose de 800 Gy (haQ letal) apresentaram lesdes no local do indculo para
imunizagao, antes mesmo do desafio com parasitas vidveis, Por outro lado,
gamundongos inoculados com parasitas irradiados com dose letal {1500 Gy}
nao sofreram o desenvolvimento da doenga, mesmo apos o desafio com
protozodnes patogénicos conforme FIGURA 7:

FIG.7: (A} Fotografia de lesdo causada na basa da cauda de
camundongo Balb/c wnunizado com parasitas irradiados com 800
Gy, (B) cauda de camundongoe imunizadoe com parasitas
irraciados com dose de 1500 Gy — sem @330,
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6. Microscopia Eletronica:

A Microscopia Eletrbnica foi realizada em Leishmania amazonensis
normais & iradiadas com 1500 Gy , dose capaz de matar os parasitas na sua
totalidade, (FIGURAS Bfa) & 8(b)). Nos parasitas normais (n3o0 itradiados)
pode-se notar claramenie a presenca do fiagelo, saco flagelar, cinetoplasto,
mitocbndrias & nuciee. Ja no outro grupo, a radiagao causou uma total
desorganizacao do nicleo e do matesial citoplasmatico, com perda do flagele e
da conformacgdo celular, preservando porém, a membrana plasmética e parte
do arcabougo celular formado pelos microtdbulos, ndo expondo o material

intracelular para ¢ meio.

FIG8: Fotos de Microscoma Eletrdnica de Lershmania
amazonensis (R) Leishmania amazonensis normais; flagelo
{1), cinetoplasto {2), mitecéndrias (3) e material genético (4),
(B} Leishmanis amazonensis imadiada com 1500 Gy
mambrana plasmatica (5) e citoesqueleto formado peios
rmicrotubulos (). Aumento de 12.000 x,
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7 .Reagao em cadeia da polimerase - Muitipiex (MULTIPLEX-PCR):

A reacio de Multiplex-PCR foi realizada para confirmagdo da presenca
de Leishmania amazonensis na lesdo causada em camundongos Balblc
imunizados com parasitas irradiados com dose de 800 Gy de radiagdo gama,
utilizados nos ensaios de imunizagéo, com & finalidade de comprovar a
auséncia de contaminagao por outros agentes infecciosos. Inlciadores (primers)
hamélogos a genes alvo de repeticio da regido do mini-exon, um conservado
para o$ tréds complexos do género (Leishmania brasiiensis, Leishmania
mexicana e Leishmania donovani) (LU-5A), e trés especificos para cada
complexo (LB-3C, LM-34 e LC-3L), foram escolhidos por ndo apresentarem
cruzamento com outros protozoarios. O mesme padrao de bandas presente no
padrag de Laishimania amazonensis (a), pode ser encoentrado na amostra (d),
diferente do que ocorre para os outros dois padrdes: Leishmania brasiliensis e

Laishmaris chagasi {b e c), conforme mostrado na FIGURA 9:
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FIG.9: Eletroforese em gel de peliacrilamida de uma reacéo de
Multiplex-PCR, apresentando bandas para diferentes espécies de
Leishmarda. p= padrdo de peso molecular, a = Lsishmania
amazonensis, b = Leishmania braziliensis, ¢ = Leishmania
chagasi, & d = amastra de raspado de pele camundongo imunizado
com Lefshmania amazonensis irradiadas com dose de 800 Gy de
radiagcio gama.
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8. Western Blot Na FIGURA 10 estio representadas as profeinas de
Leishmania amazonensis separadas por eletroforese e gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) 10% e transferidas para membrana de nitrocelulose. As fitas
correspondem aos scros de camundongos neormais, inoculados com L.
amazonensis viavels ou imunizados com L. amazonensis irradiadas com
diferentes doses de radiagio (800 ou 1500 Gy), sendo possivel cbservar a
presenga de bandas de 63 e 70 kDa nas fitas incubadas nos soros dos
camundongos inoculados com parasitas viaveis € imunizados com parasitas
irradiados com 800 Gy e 1500 Gy, coletados apos 15 dias do desafio.

FIG.10: Western biot contendo proteinas de Leishmaria
amazonensis. As fitas representam respectivamente: (a) soro de
camundongo normal, {b) camundongo infectado com L
amazonensie, {c) camundongo imunizado com parasitas
irradiados com dose de 800 Gy (15 dias apods desafio), (d)
camundongo imunizado com parasitas irradiados com 1500 Gy
(15 dias apbs desafip), () camundongos imunizados com
parasitas iradiados com 1500 Gy (45 dias apds desafio).
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PISCUSSAO

Os estudos da ulilizagdo de diferentes formas de imunizagdo, em
modelos  experimentais, com parasitas mornos, atenuados ou preparos
antigénicos com fraghes de Leishmania spp, vém sendo realizados ha algum
tempo afim de que se enconire uma possivel vacina confra a leishmaniose.

Um dos primeiros estudos de vacina contra leishmaniose cutinea
envolveu a utilizacAo de parasitas autociavados. Esta metodologia foi testada
em modelos experimentais ¢ tambeém em humanos [DE LUCA ef a/,,1999), Os
grupes de pesquisas que trabalham esta linha de estudos mostram ao final,
resultados semelhantes e pouco alentadores. Este tipo de imunizagao, tanto
em modelos exparimentais, quanto em humanos, pode levar ao aparecimento
de pequenas ulceragdes eaulofimitadas oriundas de reacdo as fragbes
antigénicas contidas na vacina {SATTI ef al., 2001).

O uso de um extrato de proteinas totas proveniente de diferentes
espacies de Ledshmania, aplicados em duas doses com intervalp semanal, em
camundongos C57Bl/10, levou a protegdo parcial dos animais, corroborando
resultados obtidos com a unica vacina contra leishmaniose cutdnea existente
no mercado, a Leishvacin® (BIOBRAS S.A.) (MAYRINK ot al , 2002).

Outra forma encontrada para a produgdco de vacing foi a descrita por
HANDMAN ¢ colaboradores (1985) que usaram proteinas purificadas ou
recombinantes inoculadas em camundongos. A mais utilizada entre elas & a
glicoproteina de 63 kDa (gpB3), encontrada em abundancia na superficie da
membrana plasmatica da Leishmania e envolvida nos processes de
reconhecimento e ligagio do parasita a célula do hospedeiro. Utilizando esta
mesma metodologia, PAPADOPOULOS e colaboradores (1998) ufilizaram a
gp63, agora com O use de um adiuvante, 08 chamados complexos
imunoestimulantes (ISCOMs) que aumentam a eficacia da vacina. Em ambos
os casos nao houve o desenvolvimente de uma resposta imune satisfatéria,
levando apenas a wna protegan parcial dos camundongos.

Varios oulros adjuvantes foram testados com o intuito de aumentar ¢
reconhecimento, como por exemplo, Salmonelia typhi (GONZALES ef al., 1098)
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e Corynebacterivm parvurn (SJOLANDER ef af, 1998). Contudo, segundo
MORA e colaboradores {1999}, para se conseguir uma protegao eficiente seria
necessaria a formagao de um cockfall de proteinas purificadas de diferentes
pesos moleculares e com diferentes caracteristicas funcionais.

Cepas de protozoarios menos virulentas vém sendo utilizadas hé mais
de dez anos. Nestes casos, as formas promastigotas sdc modificadas
geneticamente (BABIUK et a/,, 2000) diminuindo a capacidade patogénica dos
parasitas mantendo, perém, sua viabilidade (MITCHEL et al, 1984). Em 1998,
ALEXANDER e colaboradores realizaram uma experiéncia utitizando parasitas
menos virulentos por modificagdo do gene responsavel pela producdo de
cisteina {por ruptura do gene) em uma cepa de L. {L.) amazonensis. Foram
imunizados camundongos Balbfc e C57BL/AS, resultando no aparecimento de
pequenas lesdes autolimitadas, porém, com uma resposta imunolégica
exacerbada considerando-se o numero de parasitas encontrados nas lesdes.

Segundo GRADONI (2001) o processamento completo do antigeno &
necessaro para o estabelecimento de uma resposta imune eficiente, com
ativacdo das células responsaveis pela produgdo de anticorpos especificos
para os diversos epitopos presentes na membrana do parasita.

Assim, o problema encontrado ao longo destes estudos foi a baixa
especificidade, devido a utifizacic de parasitas mortos, partes de citoplasma ou
DNA de Leishmaria spp (HANDMAN, 2001), o que facilita a fagocitose de
forma rapida pelo sistema primario de defesa do organismo, nac permitindo
gque as demais células do sistema imune sejam alcangadas (MARZOCHI e! al.,
1948; KHAL of af., 1989,

Para que no futuro seja possivel se estabelecer um modelo de
imunizagdo, utllizando parasitas irradiados, neste trabaiho foi feita a
caracterizacao de protozoarios da espécie ! eishmania amazonangis quanto a
sua fisiologia, morfologia e crescimento, além da avaliagdc do seu poder
imunogénico em modelos experimentais.

Estes resultados complementam as informagdes relatadas antetiormente
de que a radiacdo gama tem a capacidade de, dependendo das condigbes,
destruir © DNA da Leishmania (BEVERLEY, 198%), sem no entanto destruir a
membrana celular do parasita (SEO ef af, 1993) evitando assim a exposicao
do material citoplasmdtico para o meio externg. A utilizacio desta metodologia
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Ja fol aplicada a outros protozodrios como o 7, gondi {(HIRAMOTO et al,, 2002)
e para Schistosoma mansoni (COULSON & WILSON, 1997), resultando em
aumento da imunidade em modelos experimentais.

Com os resultados encontrados neste trabalho, foi possivel avaliar
preliminammente a influéncia da radiagéo ionizante no crescimento das formas
promastigotas da L. amazonensis, seguindo dados obtidos por RIVIER {1993).
Estabeleceu-se para a esterilizagio das formas promastigotas de Leishmania
amazonensis a dose de 1500 Gy como dose minima efetiva, bem acima dos
valores obtidos para esterilizagio de células humanas ou de outros
protozoarios (HIRAMOTO, 2002). Doses intermediarias resultaram em uma
diminuicdo proporcional da viabilidade, fato compativel com um efeito dose-
resposta, ja ottide em outros modeles (HIRAMOTO, 1998), tal que a
velocidade de replicagio destes parasitas c¢aiu pela metade com a dose de
1338 Gy (EC50=1338). Considerando-se que a dose de 1500 Gy é suficiente
para esterilizar a totalidade dos parasitas e que na dose de 1338 Gy metade
dos protozoarios apresentam-se mortos, verifica-se a passibilidade de que com
0 aumento da dose de radiagho o efeite acontece em intervalos cada vez
menores, pois a partir desta dose a queda da viabilidade diminui bruscamente
até a dose minima efetiva para estenlizacio.

Dosas de 50 e 100 Gy de radiagdo parecem tar favorecido a velocidade
de crescimento das colénias de parasitas. Este fato pode ser explicado com um
fendmeno denominado hormese (STEBBING, 1982) que implica na otimizacao
das condigbes normais de crescimento com pequenas doses de radiagdo ou
outro agente fisico ou quimico.

A visualizagZo em microscOpio Optico invertido mostrou que nenhum
parasita irradiado com dose de 1500 Gy havia sobrevivido sugerinde que esta
dose seria entdc a dose minima necassdria para matar as formas
promastigotas da Leishmania amazonensis. Para confimnar estes dados foram
utilizados os tesies de avahacao da capacidade de metabolismo de proteinas e
de sintese de material nucléico, por incorporagdo de prolina e hipoxantina
triciadas (°H}.

Este recurso foi escolhido, pois as formas promastigotas de Leishrmania
armazonensis utilizam a prolina como farrma de obtengio de carbono para seus
metabolismos (MAZAREB of al., 1999}, enquanto a hipoxantina & necessana
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no processo de sintese de alguns dos oligonucleotideos do DNA deste
parasita, que possui em seu ciclo de vida apenas a forma assexuada de
reproducao.

Qs dados mostram que a incorporagéo de & afetada significativaments
pela acdo da radiacdo, em um modelo tipo dose-resposta, entre & e 400 Gy,
mas acima dissoc mantém-s& em um nivel basal, nf¢ sendo prejudicada por
doses maiores. Esta incorporagdo basal de proteina € reduzida 3 metade nos
parasitas iradiados com dose maxima de 1500 Gy, quando comparado ao
grupo controle. Isto pode significar que a populagio de promastigotas estudada

apresentava dois tipos celulares diferentes, um deles em rapido crescimento,

' altamente afetado pela radia¢ac, como habitualmente descrito na literatura

(SEC ef al, 1993} e uma outra populagio ndo envolvida em divisao celular,
que mantém sua viabilidade, embora sem capacidade reprodutiva. Assim, a

' populagdo celular de promasligotas, em crescimento constante, perde seus

processos metabodlicos de sintese de proteinas celulares em decorréncia da
morte celular induzida pela radiacie, enquantc que a popufacdo qgue nac esta
em divisAc mantém sua sintese basal de proteinas como ja foi demonstrado
em outros protezoarios (HIRAMOTO et af, 2002). Nas populaghes de
promastigotas em cultivo, mimetizande o que ocorre no intestino do inseto
{BATES, 1994), pode estar ccorrendc uma mefaciclogénese, preparando o
organismo infectante para o prowimo repasto sanguinec do inseto e

. conseqilente transferéncia de hospedsiro; o que implica em modificagtes da

superficie celular, preparando a promastigota para resistir aos sistemas da
defesa do hospedeirc vertebrado. Iste & habitualmente conseguido pela
insercao de malor ndmere de residuos de agicares na superfficie da
promastigota, tomando-a mais resistente ao Complemento (DOMINGUEZ,
2002) e inibicac de sua divisao celular, mais claramente evidenciada em outros
cinetoplastidess, como ¢ Trvpanosoma cruzi (ALLAOUI et al., 1989}, mas
também ja descrita em Leishmania spp. (LOUASSINI et al,, 1999). A radiagédo
ionizante poderia entdc, ser ulilizada como uma ferramenta para salecionar a
forma metaciclica (infectante) do parasita, que possui uma confarmagao
estrutural ideal para a produgio de imunégenos com presenca de epitopos que

" facilitam o seu reconhecimento pelo sistema imune do hospedseire vertebrado,

mas melheres estudos sl necessarios para confirmar esta hipotese.
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A sintese de DNA foi severamente inibida nos parasitas irradiados, em
um fendmeno tipo dose-resposta, chegando ao maxime de 90% de inibigio da
incotporagae de hipoxantina na maior dose. Istc implica em um dano
reprodutivo que explica a aparente auséncia de infecgéio em niveis maiores de
radiagdo (»800Gy). Interessante notar que a estrutura gendmica das
Leishmanias & muito complexa, com multiplos peguenos Cromossomos, que
axplicam a relativa radiorresisténcia do agente. Independentemente deste
processo, a perda da incorporagao de acidos nucleicos é significaliva em doses
bem rnenores de radia¢ao do que a perda da capacidade infectante Este fato
reforga a idéia de duas populagbes de promastigotas, uma em rapida divisdo e
regponsavel pelos altos nivels de Incorporagiio de hipoxantina encontrados €
cutra, mais radiorresistente, que néo estana snvolvida em diviséo celular e,
portanto ndo resultaria em niveis elevados de incorporagéo deste precursor,
sempre relagionada A sintese de Acidos nucléicos, como ja anteriormente
discutido quando da avaliagao da influencia da radiacdo sobre a sintese de
proteinas. Og 10% de incarporagdo de hipoxantina que foram mantidos pode
se dever ao fato que a hipoxantina é utilizada em outros processo biogquimicos
celular come formacdo de RNA (mRNA e tRNA)Y (VOET & VOET, 1998), ¢ que
& compreensived visto que a sintese protéica em 1500 Gy parmaneca em um
nivel basal, porém estes dados serfo estudados com maior profundidade em
futuros experimentos.

Ainda sobre esta hipdlese, o fato de um grupo de parasitas ser afetado
com doses menores de radiacdo explica-se pela Lei de Bergonié & Tribondeau
(HALL, 2000), deferminando que celulas em processo de divisdo ou células
menos diferenciadas sao mais radiossensiveis em relag@o as outras. Fortanto,
as Leishmanias metaciclicas, qua ndo se dividem, resistem a dose de 1500 Gy,
enquanto o grupo em diviso (prociclicas), presente na mesma cultura, 530
afetadas por doses a partir de 800 Gy.

Em uma segunda etapa do trabalho foram realizados ensaios de
avaliacdo morfolégica do parasita, com o infuto de verificar possiveis
alteractes na membrana plasmatica e citoesqueleto, além de determinar ©s
nivefs de desorganiza¢do nuclear e citoplasméatica provocados pela alta dose
de radiacio ionizante (1500 Gy) necessarios para completa morle do parasiia.
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Para tanto se recorreu & metodologia da microscopia elefrdrica, por ser
um metaodo rapido e de facil preparac&o. Por comparagédo feita com fotografias
de microscopia eletrbnica, entre um grupc de parasitas normais e outros
irradiados, pdde-se confimnar que, apbs irradiacio das formas promastigotas
da Leishmania amazonensis, houve total destruicao de materiais nuciico e
citoplasmatico. No entanto, a membrana plasmatica e o citoesquelesto do
parasita ndo sofreram alteragdes morfoldgicas, 0 gue sugere que a celula
continuaria sendo reconhecida como viavel, pelas células apresentadoras de
antigeno {APCs), como ¢ macrafago. Este reconhecimanto pade ainda ser, em
alguns casos, otimizado pela radiagdo, que em doses elevadas, oxida as
proteinas, elevando o5 indices de reconhecimento e acelerando a
apresentacao do antigeno aos linfécitas (CARDI ef af, 1998 ).

Assim pode-se sugerir que, uma vez que os macrofagos reconheceram
a Leishmania, elas foram internalizadas e moleculas do MHC (Complexo Maior
de Histocompatibiidade), junto a prateinas do parasita, foram apresentados
aos linfécitog, que por sua vsz produziram anticorpos anti-Leisfimania. Esta
suposicio pode ser feita pois a Leishmania amazonensfs, em particular, fem
como forma de defesa inibir a apresentagdo das moléculas MHC aos linfocitos,
diminuindo a capacidade de resposta (ANTOINE ot af, 1959). Portanto,
poderia-se dizer que estes parasitas continuaram vidveis do pomto de vista
imunoldgico {MUSATTI & DE-LIMA, 1989) sendo reconhecidos como
organismo estranho (KIMA et ai., 2000), entretanto ser a capacidade de inibir
a resposta imune do hospedeiro.

Sem conseguir metabolisar suas proteinas nem sintetizar material
genético, o parasita maire por perdas de fungdes vitais, possivelmente, sem
perder suas caracteristicas morfolégicas sugerindo que, apesar de morto, o
parasita mantém suas propriedades imunogénicas, podende ser reconhecido
pelo sistema imune do hospedeire tal qual um parasita vivo.

A produgdo de anticorpos em camundongos incculados com parasitas
iradiados com 1500 Gy, posteriormente desafiados com parasitas normeans, foi
mais eficiente quando comparada aquela apresentada pelos camundongos
infectados com parasitas vidaveis, e agueles que receberam imunizagdo com
parasitas imadiados com dose de 800 Gy. Cabe ressaltar que camundongoes

inoculados com parasitas irradiados com a mencr dose adoeceram antes
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mesmo do desafic com parasitas viaveis, enquanto os imunizados com
parasitas irradiados com a dose maior, ndo adoeceram em momento algum do
ensaio. Iste porque a dose de 800 Gy ndo € suficiente para matar os
protozoarios na sua totalidade, desencadeando uma infecgdo cutdnea,
samelhante a0 ocormido no grupo controle.

A fim de confirmar a capacidade de reconhecimento de antigenc de
parasitas viaveis, por anficorpos produzidos pelas células esplénicas dos
camundongos imunizados com parasitas irradiados com duas doses diferentes
de radiacio ionizante {300 e 1500 Gy), foi realizado o ensaio de Westem biof,
utilizando extrato total de antigeno de Leishmania amazonensis, mostrando
que parasitas iradiados com dose de 1500 Gy, foram capazes de induzir
resposta imune nos camundongos durante pelo menos 45 dias apos o desafio
com pargsitas vidveis, sendo que aos 120 dias, os titulos de anticorpos
decresceram néo sendo mais detectados pelo ensaic. Estes anticorpos
demonstraram ser especificos para Leishmania spp nativas, pois quando
ambos os soros foram colocados frente ao antigeno total de Leishmania n&o
imadiada, reconheceram as mesmas fracies protéicas. Este tipo de ensaic @
amplamente utilizado para testar, por exemplo, a capacidade de imunizagao
produzida por diferentes preparos antigénicos contra infecco por Leishmania
spp, cU ainda para atestar a espedificidade de alguns anticorpos contra formas
promastigofas em detrimento a0 reconhecimento das formas amastigotas
(SILVEIRA et al., 2001).

Para atestar a confiabilidade da imunizacdo, demonstrando que nio
houve contamina¢do durante o ensaio, foi realizado um Multiplex-PCR do
material genético retirade pos raspagem da lesao provecada nos camundongos
estudados, sequndo metodologia proposta por HARRIS e colaboradores
(1998). Com a analise da eletroforese de um gel contendo amostras de
diferentes espécies de Leishmania @ uma amostra de material retirado do
camundongo, ficou compravado pele padrdo de bandas apresentados, que as
lesdas foram provocadas por parasitas da especie Leishmania amazonensis a
n&o por cutra espécie do parasita. Isto reforga ainda a idéia de gue 800 Gy de
radiac80 gama nfAc s&o suficientes para estenlizar a {otalidade dos
protozodrios.
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Este tipo de ensaio ja € utilizado em laboratdrios de pesquisa como uma
maneira confidvel de se estabelecer qual parasita esta sendo responsavel por
uma determinada infecgdo {REITHINGER et ai, 2000), podendo também ser
utilizado para diferenciar espécies de parasitas do mesmo género, cu até
mesmo de géneros diferentes de uma mesma familia, que poderiam ser
detectados erroneamente por outres tipos de ensaics, numa reagao cruzada
inespecifica (HARRIS et al., 1998), por exeimple com protozoarnios da especie
Trypanosoma cruzi, causadores da Doenga de Chagas.

A radiag8o ionizante pode ser utlizada para modificar antigenos de
forma a torna-los mais imunogénicos ou mMenos agressivos como no caso da
Leishmania amazonensis. A apresenfagioe de antigencs por parte das APCs &
feita apds a oxidagdo das proteinas do parasita para um melhor
reconhecimento pelos linféoitos; a radiagdo ionizante tem a capacidade de
oxidar estas proteinas, eliminando uma etapa da formagdo da resposta imune,
o que facilita e acelera o processo de reconhecmento e apresentagio,
aumentande a eficacia do processo imunaldgice.

D resultados obtidos neste estude sic muito promissores e abrem
novas linhas para a busca da prote¢do contra a doenga e a0 mesmo tempo um
meidhor entendimento desta ferramenta importante que € a radiacao ionizante
do tipc gama preduzida em fonte de ®Co.
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CONCLUSAO

& dose de 1500 Gy de radiagéo ipnizante & a ideal para inibir o
crescimento e a patogenicidade das farmas promastigotas de L. amazonensis.

Esta esterilizacdo & eficiente ao pento de impedir © desenvolvimento de
lesdo nos modelos experimentals imunizados.

Com a dose de 1500 Gy, os maleriais citoplasmatico e nucleares do
parasitas séo desiruidos, entretanto sua membrana plasmatica permanece
integra.

Células esplénicas dos camundongos imunizados com parasitas que

receberam 1500 Gy de radiacho reconhecem melhor os parasitas nao
irradiados.

A Leishmania amazonensis iradiada preserva ou até ofimiza suas

caracteristicas imunogénicas.
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