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Imunizacdo de camundongos com antigeno de leishmania imobilizados em
guitosana nédo induz protecao, mas induz inflamacéao local e morte celular.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses s&do causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania e sdo endémicas em 88 paises. Nos ultimos anos, o numero de casos
de leishmaniose tem aumentado dramaticamente com o surgimento de cepas de
parasitos resistentes as drogas tradicionais (REITHINGER, 2001), havendo uma
tendéncia para a urbanizacdo desta enfermidade (MORAIS & OLIVEIRA, 2000).
Isto faz com que se torne cada vez mais necessario o desenvolvimento de vacinas
mais eficientes para o controle do ciclo do parasito no ambiente doméstico. O
desenvolvimento de novas vacinas e de melhores diagndsticos faz parte de uma
estratégia de controle das doencgas tropicais sugerida pela Organizagdo Mundial
de Saude, incluindo a leishmaniose, (REMME et al., 2002). Uma vacina adequada
deveria oferecer uma resposta imune protetora contra o antigeno e manter a
producao de células T de memodria (SCOTT P. et al., 2004). Nesse sentido, nos
propusemos o uso da quitosana como adjuvante para vacina. A quitosana € um
polissacarideo biocompativel de grande interesse para a area farmacéutica e que
tem sido utilizada para testes de liberagédo lenta de drogas bem como de genes
(OZBAS-TURAN, S. et al., 2003). Neste estudo este carboidrato foi usado na
imobilizagdo de antigeno soluvel de leishmania (SLA) com o objetivo de se avaliar
as alteragcbes na imunogenicidade de proteinas soluveis de L. amazonensis apos
a imobilizacao destas.

2. METODOLOGIA
Preparacdo de antigenos soluveis de L. amazonensis e sua imobilizacdo em
quitosana: Antigenos leishmania (SLA) foram obtidos a partir da lise de
promastigotas de fase estacionaria, sendo que 500 a 1000 ug desta proteina foi
incubada com microesferas de quitosana (3-6 mg respectivamente) em PBS por
18 h. A quantidade de antigeno imobilizado foi determinado pelo método de BCA.
Vacinacao e Desafio: Camundongos C57BL/6 foram injetados com 25 pg/animal
de SLA imobilizado ou ndo em microesferas de quitosana (aprox. 140 ug), PBS ou
somente quitosana (aprox.140 pg) na pata trazeira direita. As patas foram
mensuradas a cada 72 horas e apds 7 dias foi injetada a segunda dose da
vacina.Trés semanas apos a primeira dose os animais foram desafiados com 1 x
10° L. amazonensis na pata trazeira esquerda. A lesdo desencadeada pelo
parasito foi mensurada semanalmente.
Estimulacdo de células peritoneais e linfécitos esplénicos com SLA, quitosana,
quitosana+SLA ou ConA: Células peritoneais de animais sadios e linfécitos
esplénicos de animais infectados foram cultivados em meio RPMI completo
contendo 10% de soro bovino fetal. A cultura das células peritoneais foi feitas em
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placas de 24 pocos (5 x 10°mL/poco) na presenca de SLA, quitosana,
SLA+quitosana ou ConA. Essas células foram mantidas em cultura por 24 horas
ou por 5 dias quando se retirou todo o sobrenadante, lavou-se com PBS por 2
vezes e adicionaram-se os linfécitos (5 x 10%/mL/pogo). Os sobrenadantes das
culturas foram colhidos apés 72 h para dosagens de IFN-y e IL-4.
Avaliacdo da dose resposta de macréfagos a quitosana: Macréfagos peritoneais
ou macréfagos J774A1 (5 X 10°mL) foram cultivados e estimulados com
quitosana nas concentragdes de 0.5, 1, 2, 4 e 8 ug/mL por 24 ou 48h. Para avaliar
o metabolismo das células foi feito o ensaio colorimétrico com MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol- 2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma).

3.RESULTADOS e DISCUSSAO:
Quitosana imobilizou SLA eficientemente e o liberou lentamente in vitro: A
incubacao de SLA com microesferas de quitosana possibilitou a imobilizagdo de
85,0% de antigeno. A liberagdo do antigeno imobilizado foi lenta em cultura, em
torno de 4 pg/ dia sugerindo que o mesmo possa estar ocorrendo in vivo.
Vacinacdo de camundongos com antigenos de leishmania imobilizados em
quitosana n&o induz protecdo contra leishmaniose: Camundongos CS57BL/6
infectados com L. amazonensis trés semanas apds a imunizacdo com SLA
imobilizado em quitosana ou com os respectivos controles desenvolveram uma
lesdo crescente na pata infectada até a nona semana apods a infeccdo. Em todos
os grupos foi observado um decréscimo semelhante da lesdo que atingiu o menor
tamanho em torno da 142 semana de infecgéo.
Quitosana induz inflamacé&o no sitio inoculado: Embora n&o tenha sido observada
protecdo nos animais imunizados, o grupo de camundongos que recebeu
quitosana ou quitosana+SLA apresentou uma reacdo inflamatéria acentuada na
pata, com um pico em 72 horas. Esta inflamacgao foi significativamente maior nos
animais imunizados com quitosana+SLA que naqueles imunizados apenas com
quitosana. Houve uma regressao da reacao inflamatdria 72 horas apdés a injecao
de quitosana, entretanto, apdés a segunda dose de imunizagdo houve nova
indugao da inflamacéo.
Efeitos da imobilizacdo de SLA em quitosana sobre apresentacdo de antigenos in
vitro: O IFNy é uma citocina proé-inflamatéria importante no controle de varios
patdgenos, incluindo a leishmania. Como era esperado, esplendcitos de
camundongos infectados com L. amazonesis produziram IFNy quando cultivados
com células apresentadoras de antigeno (APC) primadas com 25ug de SLA. Uma
menor producdo desta citocina foi observada na presenca de quitosana, porém,
inesperadamente a associacdo de SLA e quitosana ndo aumentou a producio de
IFNy. APCs primadas com SLA+ quitosana ou SLA 5 dias antes da exposi¢cao aos
linfécitos ndo induziram a producdo IFNy pelos linfocitos, sugerindo que a
imobilizacdo do antigeno em quitosana nao prolonga a apresentacao deste.
Efeitos da quitosana sobre células peritoneais em cultura. A diminuicdo da
producado de IFNy, quando o SLA foi adicionado juntamente com a quitosana
levantou a hipotese de que este polimero pudesse estar induzindo morte das
APCs. Para avaliar a toxicidade da quitosana em cultura, macréfagos foram
cultivados na presenca de diferentes concentragées de quitosana. Observou-se
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que concentragdes tao baixas quanto 0.5ug/mL de quitosana promoveu uma
diminuicao de atividade metabdlica de macrofagos apds 48h de incubagao. Desde
que a quantidade de quitosana necessaria para imobilizar 25ug de SLA
(quantidade utilizada para reestimular células esplénicas em cultura) era de
aproximadamente 140 pg, a auséncia da produgéo de IFNy observada em células
esplénicas cinco dias apds a primagem por SLA imobilizado em quitosana se deve
provavelmente por morte celular. De acordo com nossos resultados podemos
observar que embora houvesse uma liberacdo lenta do antigeno, nao foi
observada mudanga no perfil da lesdo desencadeada pelo parasito e que o
aumento no tempo de apresentagdo de antigeno nao foi possivel de ser
observada in vitro, ja que quantidades minimas de quitosana induziram morte
celular, o que pode justificar em parte a presenga da inflamagdo no sitio da
inoculagéo de quitosana.
4. CONCLUSOES
e A quitosana imobiliza eficientemente o SLA in vitro e promove uma
liberagao lenta e homogénea deste
e SLA ou SLA imobilizado em quitosana ndo oferece protegcdo contra
leishmaniose.
¢ Quitosana injetada no coxim plantar de camundongos desencadeia uma
reacao inflamatdria que pode ser devida a indugcao de morte celular por este
polimero
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