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IL-12 KO: knock-out para IL-12

i.d.: intradérmica

i.m.: intramuscular

i.p.: intraperitoneal

i.v.: intravenosa

KO: knock-out

LACK: Leishmania homologue of receptorsfor activated C kinase
LCR1: antigen cloned from amastigote L. chagasi library
LelF: Leishmania elongation initiation factor

LmSTI1: Leishmaniamajor stress-inducible protein 1
LPG: lipofosfoglicano

M¢: macrofago

MF59: emulsdo de 6leo em agua

MHC: complexo principal de histocompatibilidade
MPL®-SE: monophosphoryl lipid A-squalene

NK: natural Killer

NO: 6xido nitrico

0;": anion superodxido

ONO-4007: analogo sintético do lipideo A

P4: antigeno especifico da forma amastigota de Leishmania
P8: antigeno especifico da forma amastigota de Leishmania

PBS: salina tamponada com fosfato



PFP: proteina formadora de poro

PMSF: fenilmetilsulfonilfluoreto

Polidocanol: polyoxyethylene 9-lauryl ether

s.c.: subcutanea

Sch: Schneider

Sch/SFB: Schneider contendo sulfato de gentamicina e soro fetal bovino
SDS: dodecil sulfato de sddio

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
SFB: soro fetal bovino

TCR: receptor de antigeno de célula T
TC-TOX: PFP descrita para o T. cruz

TGF-B: fator B de crescimento e transformagao
Thl: T helper 1

Th2: T helper 2

TLC: cromatografia em camada delgada

Treg: células T regulatorias

Tris: (hydroxymethyl)-aminomethane

TSA: thiol-specific antioxidant

Tween 20: polyoxyethylenesorbitan monolaurate
UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais
WT: tipo selvagem



RESUMO



O objetivo deste trabalho foi investigar se proteolipossomos carregando proteinas de membrana da
forma amastigota de L. amazonensis poderiam induzir uma imunidade protetora contra a leishmaniose
cutinea experimental. Como um passo preliminar para preparar os proteolipossomos, as amastigotas
eram sonicadas e misturadas com diferentes detergentes. O SDS (dodecil sulfato de soédio) se
mostrou mais eficiente do que os detergentes neutros ou zwiteridnicos em promover a solubiliza¢ao
das proteinas de membrana do parasita. O maximo de solubilizagdo foi alcangado instantancamente
usando 0,5 mg/mL de proteina e 0,1 % de SDS. A melhor reconstitui¢do das proteinas em lipossomos
foi obtida usando DPPC (dipalmitoil fosfatidilcolina), DPPS (dipalmitoil fosfatidilserina) e colesterol
na razdo em massa de 5:1:4 e 0,5 mg/mL de proteina solubilizada. Esse protocolo gerou
proteolipossomos com uma razdo em massa de DPPC, DPPS e colesterol de 1:1:5. Para avaliar a
imunidade protetora, os camundongos BALB/c eram vacinados pela via intraperitoneal com 10, 20 ou
40 pg de proteolipossomos e apos trés semanas eram desafiados na pata com 10° promastigotas de L.
amazonensis. A protecédo foi avaliada durante 12 semanas, por meio da medida do tamanho das lesdes
causadas pelo parasita. Doze semanas apds a infecgdo, os camundongos BALB/c imunizados com 10
ou 20 pg de proteolipossomos mostraram uma prote¢do de 25 e 35 %, respectivamente, quando
comparados com os camundongos que receberam tampao. Além disso, os camundongos imunizados
com 40 ug de proteolipossomos apresentavam uma protecdo de 69 % com 6 semanas de infecgdo e
esse valor caiu para 50 % no final do experimento. Aumentando a concentracdo dos proteolipossomos
e diminuindo o niimero de promastigotas no momento do desafio, o nivel de protecao foi de 100 %.
Essa protecao foi observada por 39 semanas nos camundongos BALB/c imunizados com 120 pg de
proteolipossomos e desafiados com 10" promastigotas de L. amazonensis. Esses resultados indicam
que a vacinagdo dos camundongos com os proteolipossomos induz uma imunidade protetora contra a
L. amazonensis. Por outro lado, a vacinagdo com os proteolipossomos ndo protege camundongos
C57BL/6 knock-out para interleucina-12 ou interferon-y. Nossos resultados com os camundongos
knock-out indicam que a protecdo contra a L. amazonensis através da vacinagdo com o0s

proteolipossomos ¢ dependente de interleucina-12 e interferon-y.



ABSTRACT



The present study was designed to investigate if proteoliposomes carrying membrane proteins of L.
amazonensis amastigotes could induce protective immunity to infection in BALB/c mice. As a
preliminary step to prepare the proteoliposomes, amastigotes were sonicated and mixed with different
detergents. SDS (sodium dodecyl sulfate) was shown to be more effective than neutral or zwiterionic
detergents in promoting solubilization. The maximum of solubilized proteins was achieved
instantaneously using 0.5 mg/mL of protein and 0.1% SDS. An optimization for protein reconstitution
into liposomes was obtained using the mixtures of DPPC (dipalmitoyl phosphatidylcholine), DPPS
(dipalmitoyl phosphatidylserine) and cholesterol, at weight ratio of 5:1:4 and 0.5 mg/ml of solubilized
protein. This system generated proteoliposomes presenting a final lipid weight ratio for DPPC, DPPS
and cholesterol of 1:1:5. To assay protective immunity, BALB/c mice were injected intraperitoneally
with either 10, 20 or 40 ug of proteoliposomes and three weeks later challenged in the footpad with
10° L. amazonensis promastigotes. Protective immunity was evaluated weekly for up to 12 weeks by
measuring the size of lesions caused by the parasite. At 12 weeks post infection, BALB/c mice
immunized with 10 or 20 ug of proteoliposomes showed a protection of 25 and 35 %, respectively, as
compared to mice that received only the buffering solution. Furthermore, mice immunized with 40 ug
of proteoliposomes displayed a maximum protection of 69 % at 6 wk, decreasing to 50 % at 12 wk
post-infection. A further degree of protection was observed by increasing the dose of proteoliposomes
and decreasing the number of promastigotes injected. BALB/c mice immunized with 120 pg of
proteoliposomes and challenged with 10* L. amazonensis promastigotes showed a protection of 100 %,
for up to 39 weeks, as compared to control mice. These results indicate that proteoliposomes may be
used to induce protective immunity against L. amazonensis in mice. Vaccination with proteoliposomes
failed to induce protection in either interleukin-12 or interferon-y knock-out C57BL/6 mice. Our
results with knock-out mice indicate that the protection against L. amazonensis by vaccination with

proteoliposomes is dependent on interleukin-12 and interferon-y.
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1.1 - A leishmaniose

Entre as doencas consideradas como negligenciadas, inclui-se a leishmaniose. O
termo doencas negligenciadas se aplica aquelas doencas que ndo recebem investimentos
consideraveis em pesquisa das companhias farmacéuticas, devido a baixa perspectiva de
lucro com a venda dos medicamentos, uma vez que afetam populagdes miseraveis de paises
pobres. Os medicamentos que eventualmente poderiam tratar tais doengas, caso descobertos,
ndo constituiriam um mercado consumidor atraente, pela falta de recursos das populagdes
afetadas. A leishmaniose ¢ um exemplo de doenca negligenciada que afeta cerca de 12
milhdes de individuos, com 1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano ¢ 350 milhdes de pessoas
sob risco de infeccdo (Desjeux, 2004). Essa doenga apresenta um elevado indice de
mortalidade, sendo uma importante parasitose endémica em 88 paises de varios continentes,
destacando-se paises tropicais e sub-tropicais (WHO, 2006).

As leishmanioses podem ser classificadas, de acordo com suas manifesta¢des clinicas,
em quatro grupos: leishmaniose cutidnea, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose
mucocutanea e leishmaniose visceral (Tabela I). A leishmaniose cutinea ¢ caracterizada por
lesdes ulceradas, desenvolvidas geralmente no local da picada do inseto vetor. Essas lesoes
também podem ocorrer de forma disseminada. Na leishmaniose cutinea difusa as lesdes sdo
nodulares, ndo ulceram e apresentam-se disseminadas. Essa forma da doenca esta, em geral,
associada a um sistema imune debilitado. A forma mucocutanea, por sua vez, pode causar
destruicdo total ou parcial das mucosas do nariz, boca e faringe, sendo geralmente
acompanhada por infec¢des secundarias. A leishmaniose visceral, também conhecida como
calazar, ¢ uma doengca sistémica muito grave, na qual hd migracdo dos parasitas para o figado,
baco e medula 6ssea. Essa forma ¢é caracterizada por febre irregular, perda de peso, aumento

do figado (hepatomegalia) e do bago (esplenomegalia) (Desjeux, 2004).
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Os agentes etioldgicos da leishmaniose sdo protozodrios que pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae ¢ género Leishmania. Esse parasita foi
primeiramente observado em 1885 por Cunningham e, subseqiientemente, descrito por
Leishman e Donovan em 1903 (citado em Peters, 1987). Lainson & Shaw (1987) propuseram
a divisdo do género Leishmania em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. Para isso,
basearam-se principalmente no desenvolvimento das espécies no intestino do inseto vetor,
além de diferencas detectaveis por técnicas bioquimicas, imunoldgicas e de biologia
molecular, associadas aos critérios classicos de morfologia, desenvolvimento em meio de

cultura e distribuicao geografica.

1.2 - Ciclo biolégico da Leishmania

Todas as espécies de Leishmania sao parasitas intracelulares obrigatorios de
macrofagos de mamiferos (cdes, raposas, roedores, marsupiais, entre outros) € sao
transmitidas ao homem por fémeas de insetos flebotomineos dos géneros Phlebotomus (no
Velho Mundo) ou Lutzomyia (no Novo Mundo) (Killick-Kendrick, 1990). A multiplicagdo da
Leishmania nos seus hospedeiros ocorre por fissdo binaria e nenhum ciclo sexual foi descrito
at¢é o momento. Durante seu ciclo evolutivo, esses protozodrios apresentam duas formas
principais: as promastigotas e as amastigotas. As promastigotas sdo formas alongadas,
flageladas, mdveis, que vivem no limen do tubo digestivo do inseto vetor e as amastigotas
sdo formas arredondadas, sem flagelo aparente, que infectam células do sistema mononuclear
fagocitico do hospedeiro vertebrado (Courret et al., 2001). Durante o repasto sanguineo do
inseto vetor, as formas promastigotas sao inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado sendo,
posteriormente, fagocitadas.

A ligacdo e a internalizacdo das formas promastigotas durante o processo de

fagocitose sdo eventos mediados por receptores presentes na membrana do macrofago que



interagem com os seus respectivos ligantes na superficie do parasita (Rittig & Bogdan, 2000).
A interagdo da forma promastigota com o macrofago envolve o receptor de complemento 1
(CR1) e 3 (CR3) (Kedzierski et al., 2004; Da Silva et al., 1989), o receptor de fibronectina
(Brittingham et al., 1999) e o receptor manose ¢ fucose (Blackwell et al., 1985). Esses
receptores sao cruciais no processo de interagdo e interiorizagdo do parasita pelo macrofago,
culminando com a formagdo do fagossomo, o qual fundindo-se com o lisossomo, origina o
fagolisossomo ou vactolo parasitoforo (Henriques et al., 2003; Antoine et al., 1998). E no
vacuolo parasitéforo que o parasita sofre a transformagdo de promastigota para amastigota, a
forma intracelular obrigatoria capaz de suportar as condi¢des adversas do novo ambiente.
Essas amastigotas multiplicam-se até o ponto em que ha o rompimento da membrana dos
fagolisossomos com disseminagdo dessas formas pelos tecidos, as quais infectam novos
macrofagos (Figura 1).

Noronha e colaboradores (1994 ¢ 1996) descreveram uma proteina de L. amazonensis
capaz de lisar eritrécitos de varias espécies de mamiferos de maneira similar ao TC-TOX,
uma proteina formadorade poro (PFP) descrita para o T. cruzi por Norma Andrews (1990). A
PFP da Leishmania, denominada Leishporina, causa lesdo nao s6 em eritrocitos, mas também
em células nucleadas como os macréfagos (Almeida-Campos & Horta, 2000; Almeida-
Campos et al., 2002). Essa proteina, presente em promastigotas ¢ amastigotas de Leishmania,
tem uma atividade 6tima em pH 5,0 ¢ a 37°C. A temperatura ¢ o pH necessarios para a
atividade otima dessa enzima dao indicios de que a Leishporina deve ser mais efetiva dentro
do hospedeiro vertebrado, particularmente no interior do vacuolo parasitoforo (Horta 1997).
Em conjunto, esses resultados evidenciam uma participacdo importante da Leishporina no

mecanismo de ruptura do vactiolo parasitoforo e, conseqiientemente, da célula hospedeira.
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Figura 1 - Ciclo bioldgico da Leishmania (modificado de DPDx, 2006).



1.3 - Tratamento

O tratamento ¢ um fator importante no controle da letalidade da leishmaniose, sendo
um componente essencial na luta contra essa doenga. Os farmacos de primeira escolha para o
tratamento da leishmaniose sdo compostos de antimonio pentavalente. Dois produtos
equivalentes sdo usados, Glucantime® e Pentostan®, ndo sendo esse tltimo comercializado no
Brasil. Entretanto, ambos apresentam algumas desvantagens, como o regime de tratamento e
os efeitos colaterais. A administracdo do antimonio pentavalente ¢ feita por via intramuscular
(i.m.) ou intravenosa (i.v.) durante 20 dias, para o tratamento da leishmaniose cutanea, e
durante 28 dias, para o tratamento da forma mucocutanea da doenga (Herwaldt & Berman,
1992). Arritmia cardiaca (Chulay et al., 1985), pancreatite (Gasser €t al., 1994) e disfungdo
hepatica (Hepburn et al., 1993) sao alguns dos efeitos colaterais descritos para esses
medicamentos.

Mais recentemente, farmacos alternativos aos antimoniais pentavalentes foram
registrados para uso em alguns paises. Dentre esses podemos citar:
- Miltefosine: a sua eficacia foi demonstrada em modelos experimentais in vitro e in vivo
(Kuhlencord et al., 1992; Croft et al., 1987) e os achados conduziram a triagem clinica e ao
registro desse medicamento na india em 2002 e na Colémbia em 2005, para tratamento das
formas visceral e cutanea da leishmaniose. O miltefosine tem uma meia-vida longa no
organismo ¢ isso pode favorecer o aparecimento de resisténcia (Bryceson, 2001).
- Paromomicina: a eficacia desse antibiotico contra a leishmaniose foi descoberta em 1960 e
atualmente ele € utilizado em ensaios clinicos em casos de leishmaniose visceral ou cutanea.
Assim como foi observado com miltefosine (Escobar et al., 2002), a eficacia da
paromomicina também esta diretamente relacionada com a espécie do parasita (el-On &
Hamburger, 1987). A paromomicina foi também avaliada em formulacdo de gel para uso

topico no tratamento da forma cutanea da doenga, com sucesso (Mussi €t al., 2007).



- Anfotericina B: esse composto, originalmente desenvolvido como um antifingico, € toxico e
para amenizar a sua toxicidade ele foi encapsulado em lipossomos (AmBisome™) e esta
registrado para o tratamento da leishmaniose visceral (Meyerhoff, 1999). Apesar de eficiente,
o uso do AmBisome® est restrito aos paises industrializados devido ao seu alto custo.

- Pentamidina: é usada no tratamento da leishmaniose visceral, cutdnea ou cutdnea difusa.
Esse farmaco pode induzir diabetes mellitus e também causar danos irreversiveis nos rins,

pancreas e medula 6ssea (Markle & Makhoul, 2004).

1.4 - Vacinacio

Atualmente, as medidas de controle da leishmaniose envolvem o controle das
populacdes do vetor ¢ a eliminacdo dos reservatorios domésticos da doenga. Na pratica,
essas medidas se mostraram ineficazes na maioria dos casos e, além disso, elas requerem
uma infra-estrutura que a maior parte dos paises em desenvolvimento ndo consegue manter.
Assim, o desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz contra as diferentes formas de
leishmaniose parece ser a abordagem mais vantajosa.

Em geral, as vacinas em desenvolvimento contra a leishmaniose, assim como contra
outras doengas infecciosas, podem ser divididas em trés categorias: (i) Vacina viva, incluindo
também as construgdes geneticamente modificadas; (ii) Vacinas de primeira geragdo, que sao
aquelas produzidas com fragdes do agente patogénico ou ainda com o patégeno inteiro e
morto, com ou sem adjuvantes ¢ (iii) Vacinas de segunda geragdo, produzidas com proteinas
recombinantes ou DNA (&cido desoxirribonucléico) e vetores microbianos (virus e bactérias)
expressando antigenos do parasita.

O emprego de organismos vivos e virulentos para a imunizagdo contra a leishmaniose,
uma técnica denominada leishmanizagdo, ¢ bastante antigo e teve como base a variolizagdo.

No século XVIII, a mulher do embaixador britdnico na Turquia, Lady Mary Wortley



Montagu, observou que pessoas saudaveis inoculadas com a secrecdo da pustula de uma
pessoa com a doenca contraiam, na maioria das vezes, a variola fraca. Mais tarde, Lady
Montagu introduziu a pratica de variolizagdo na Europa (Grundy, 2000; Strohl, 1964). Na
leishmanizagdo, secre¢des de lesdes eram inoculadas em partes do corpo normalmente
cobertas pelo vestudrio, na tentativa de se conseguir uma prote¢ao contra lesdes na face e em
outras partes normalmente expostas do corpo. O uso de material de lesdes humanas ou de
outros animais foi substituido pelo uso de promastigotas de L. major obtidas de cultura
(Greenblatt, 1980; Senekji & Beattie, 1941). A leishmanizagdo foi usada em Israel na década
de 70 e no Ird nos anos 80 (Nadim et al., 1983), como uma vacina profilatica. Essa pratica
também foi adotada pelo Governo iraniano em um programa que abrangeu cerca de 2 milhdes
de pessoas, durante a guerra entre o Ird e o Iraque, um conflito que foi de 1980 a 1988. A
variabilidade no tamanho e na duracdo das lesdes resultantes da inoculagdo de cepas
virulentas fez com que a técnica fosse abandonada no Ira, apds da guerra.

Outra abordagem na busca de uma vacina contra a leishmaniose baseia-se na
manipulagdo génica e criacdo de parasitas geneticamente modificados. Nessa estratégia,
aqueles genes que sdo essenciais para a sobrevivéncia da Leishmania no seu hospedeiro sido
bloqueados, removidos ou mesmo substituidos por outros genes. A primeira constru¢do que
gerou um mutante deficiente para um gene deu origem a uma cepa de L. major knock-out
(KO) para a enzima dihidrofolato redutase-timidilato sintase (DHFR-TS) (Cruz et al., 1991).
Os camundongos inoculados com esses mutantes apresentaram uma prote¢do significativa,
mas temporaria, apds o desafio com os parasitas virulentos (Veras et al., 1999; Titus et al.,
1995). Além desse mutante, muitos outros ja foram construidos e utilizados na tentativa de se
induzir imunidade contra a leishmaniose, a prote¢do alcangada foi, no entanto, variavel

(Papadopoulou et al., 2002; Alexander et al., 1998).
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No Brasil, o uso de parasitas mortos na tentativa de se induzir uma prote¢ao contra a
leishmaniose teve inicio na década de 40. A partir de 1970, Wilson Mayrink e seus
colaboradores na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), desenvolveram uma vacina
morta composta de quatro espécies diferentes de Leishmania (Genaro et al., 1996). Essa
vacina acabou sendo simplificada pelo uso de uma unica espécie e esta sendo usada aqui no
Brasil como um adjuvante durante o tratamento contra a leishmaniose (Machado-Pinto €t al.,
2002) apos ter sido aprovada pelo Ministério da Saude. Além disso, essa vacina também foi
testada na Colombia (Vélez et al., 2005; Veléz et al., 2000) ¢ no Equador (Armijos €t al.,
2004). Na Colombia, os voluntarios receberam a vacina pela via i.m. ou ainda a vacina com
BCG (bacilo de Calmette-Guérin) pela via intradérmica (i.d.) e foram acompanhados durante
12 meses. Nesse estudo, os ensaios clinicos de fase I e Il comprovaram que a vacina é segura
e imunogénica (Veléz et al., 2000). Em 2005, Vélez e colaboradores realizaram os ensaios
clinicos de fase I1I com 2.597 soldados colombianos. Um ano ap6s a imunizag¢ao, a incidéncia
da leishmaniose cutanea no grupo vacinado e controle foi de 7,7 e 6,8 %, respectivamente. No
Equador, ensaios clinicos de fase III também demonstraram que essa vacina nao foi capaz de
diminuir a incidéncia da leishmaniose em uma area rural endémica (Armijos €t al., 2004).

As vacinas de primeira geragdo, produzidas com fragdes do parasita, também ja foram
empregadas. Uma vacina de subunidade contra a leshmaniose visceral canina, conhecida
como Leishmune®, est4 sendo produzida e comercializada no Brasil, desde que foi autorizada
pelo Ministério da Agricultura em junho de 2003. Essa vacina, constituida pelo ligante de
fucose ¢ manose (FML) da L. donovani com saponina, induz cerca de 92 a 97 % de protegdo
contra a leishmaniose visceral zoondtica (Saraiva et al., 2006). A Leishmune®, apesar de
eficaz, traz um risco para a populagdo, pois tanto o cdo que recebeu a vacina como o que foi
infectado naturalmente, se tornam soropositivos, dificultando a distingdo entre o animal

vacinado e o infectado assintomatico.
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Desde que a pratica de leishmanizagdo foi abandonada no Ira, os pesquisadores locais
se dedicaram a produgdo de uma vacina composta por L. major autoclavada associada ao
BCG. Em 1996, Bahar e colaboradores avaliaram a seguranga ¢ a imunogenicidade dessa
vacina e, apds a analise dos dados, os autores do trabalho revelaram que a vacina ¢ segura e
que 50% dos individuos vacinados produziam alguma resposta imunoloégica. A vacina foi
testada profilaticamente em 3.637 criangas em idade escolar (Sharifi et al., 1998) e em 2.453
pessoas com idade entre 5 ¢ 72 anos (Momeni et al., 1999) ¢ uma diminui¢ao na incidéncia da
doenca foi observada apenas durante o primeiro ano apos a vacinagdao. Apos esse periodo, a
incidéncia da leishmaniose ndo era estatisticamente diferente entre o grupo vacinado e o
grupo controle. Essa vacina também foi testada no Suddo contra a leishmaniose visceral ¢ os
resultados ndo foram animadores (Khalil et al., 2000).

Apds os estudos citados acima, os pesquisadores concluiram que a vacina composta
por L. major autoclavada associada ao BCG néo era suficientemente imunogénica e que outro
adjuvante deveria ser considerado. Dessa forma, buscando aumentar a imunogenicidade, a
vacina foi adsorvida em hidréxido de aluminio e a nova féormula foi avaliada em macacos
Langur (Misra et al., 2001), caes (Mohebali et al., 2004) e em voluntarios humanos saudaveis
(Khalil et al., 2005). Os macacos Langur eram vacinados com a preparagdo de L. major
autoclavada precipitada em hidroxido de aluminio + BCG e avaliados durante 180 dias, apo6s
o desafio com L. donovani. Um dos animais vacinados morreu apos 130 dias de infecgdo e
sete apresentaram uma cura completa no final do experimento (Misra et al., 2001). Essa
mesma preparacao mostrou uma eficacia de 69,2 %, apds um estudo profilatico envolvendo
347 caes. Dezesseis meses apds a imunizagdo, os cdes foram avaliados através de testes
sorologicos e a razdo de incidéncia da doenca foi de 3,7 % nos animais vacinados ¢ 12 % nos
animais controles (Mohebali et al., 2004). O estudo realizado com os voluntarios humanos

saudaveis revelou que essa vacina ¢ bem tolerada e induz uma reagdo de hipersensibilidade



12

tardia, apos a injegdo i.d. de promastigotas de L. major mortas nos individuos previamente
imunizados. Além disso, as células mononucleares do sangue periférico desses individuos
produzem uma alta quantidade de interferon-y (IFN-y) quando estimuladas com antigenos de
L. donovani (Khalil et al., 2005).

Na constru¢do das vacinas de segunda geragdo, muitos antigenos de Leishmania ja
foram utilizados. A regido codificadora para a parte protéica de uma glicoproteina da
superficie da Leishmania com peso de 63 kDa, conhecida como gp63, foi a primeira vacina de
plasmideo produzida contra a leishmaniose (Xu & Liew, 1994). Resultados conflitantes foram
relatados em modelos experimentais usando a gp63 purificada e diferentes adjuvantes (Rivier
et al., 1999). Em 1995, Olobo e colaboradores imunizaram macacos Vervet com gp63
recombinante e apenas uma prote¢do parcial foi alcancada, apdés o desafio com as
promastigotas virulentas de L. major. Com relacdo ao antigeno LACK (Leishmania
homol ogue of receptorsfor activated C kinase), enquanto cies vacinados com vetores do virus
da vaccinia expressando esse antigeno apresentaram 60 % de protecdo contra a leishmaniose
visceral causada pela L. infantum (Ramiro et al., 2003), camundongos BALB/c vacinados
com DNA do LACK nio foram protegidos contra a infec¢ao pela L. chagas (Marques-da-
Silva et al., 2005).

Os estudos de vacinagdo contra a leishmaniose visceral sdo bastante reduzidos, quando
comparados aos estudos dedicados ao desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose
cutanea. Porém, as cisteino-proteinases (CPs) (Rafati et al., 2006), os antigenos HASPB1
(hydrophilic acylated surface protein B1) (Stager et al., 2000) ¢ LCR1 (antigen cloned from
amastigote L. chagas library) (Streit et al., 2000) ¢ uma proteina especifica da forma
amastigota denominada A2 (Ghosh et al., 2002) se mostraram eficientes na indugdo de
imunidade contra a forma visceral da doenga, quando usados como vacinas de segunda

geracao.
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As histonas de Leishmania também sdo importantes imundgenos para o0
desenvolvimento de uma vacina. Camundongos BALB/c foram imunizados com uma mistura
de quatro DNAs de plasmideos codificando as histonas H2A, H2B, H3 e H4 de L. infantume
avaliados durante 10 semanas, apos o desafio com promastigotas de L. major (Iborra et al.,
2004). No final do experimento, 67 % dos animais vacinados ndo apresentaram nenhuma
lesdo. Por outro lado, a imuniza¢do com a histona H1 recombinante nao foi suficiente para
proteger macacos Verdes Africanos contra a infec¢ao por L. major (Masina €t al., 2003).

A predisposi¢do genética e a resposta imune de cada individuo em uma populacio
indicam que uma vacina contra a leishmaniose deveria ser composta por varios antigenos e
ndo apenas por uma molécula em particular. Esse foi o racional proposto para uma vacina
constituida de uma poliproteina recombinante, obtida da fusdo de trés genes pelo grupo do
Infectious Disease Research Ingtitute, de Seattle. Essa vacina, denominada Leish-111f, ¢é
formada pelos antigenos TSA (thiol-specific antioxidant), LelF (Leishmania elongation
initiation factor) e LmSTI1 (Leishmania major stress-inducible protein 1) em combinagdo
com o adjuvante MPL®-SE (monophosphoryl lipid A plus squalene). Esses pesquisadores
observaram que camundongos BALB/c imunizados com a poliproteina se mostravam
resistentes a leishmaniose cutdnea, por pelo menos trés meses (Coler et al., 2002). Eles
demonstraram, agora em colabora¢ao com pesquisadores do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG, que caes da raga beagle vacinados com essa preparagao e desafiados com L.
chagasi, apresentaram uma relagdo de anticorpos IgG (imunoglobulina G)2/IgG1 cerca de 40
vezes superior aos controles (Fujiwara et al., 2005).

Apesar da extensa lista de trabalhos com resultados promissores citados acima, ainda
ndo existe nenhuma vacina aprovada para uso humano contra as varias formas da

leishmaniose. Em geral, as vacinas que se mostram eficazes em experimentos com animais
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empregam adjuvantes ndo compativeis com o uso em humanos. Por isso, novas estratégias de

vacinagdo continuam sendo propostas e desenvolvidas.

1.5 - Fatores de resisténcia e suscetibilidade do hospedeiro na leishmaniose

A infec¢do causada por L. major pode ser fatal, dependendo da linhagem do
camundongo hospedeiro. Camundongos da linhagem BALB/c desenvolvem uma infec¢ao
grave e progressiva, enquanto muitas outras linhagens de camundongos, incluindo C3H/HeN,
apresentam uma unica lesdo no sitio de inoculacao do parasita (Scott, 1991). A diferenca entre
as linhagens resistentes e suscetiveis de camundongos parece depender da natureza da
resposta das células T CD4+. As células T CD4+ podem ser divididas em dois subgrupos, T
helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), de acordo com as citocinas produzidas. As células com
caracteristica Thl produzem a interleucina-2 (IL-2) e o IFN-y, enquanto as células com
fendtipo Th2 produzem interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-10)
(Mosmann & Coffman, 1989).

Ja estd bem estabelecido que uma resposta imune protetora contra a leishmaniose
depende do desenvolvimento de uma resposta primariamente Thl. O consenso ¢ que a
interleucina-12 (IL-12) produzida pelos macréfagos e/ou células dendriticas (DCs) infectados
direciona a diferenciacdo e a proliferagcdo das células Thl. Apenas a apresentagdo dos
antigenos da Leishmania pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) através do MHC
(complexo principal de histocompatibilidade) de classe II ndao ¢ suficiente para estimular as
respostas das células Th1. Outro pré-requisito € a ligagdo das moléculas co-estimulatorias B7-
1/B7-2 e de adesao CD40, presentes nas APCs, com os seus respectivos ligantes CD28 ¢
CD40L, nas células T (Brodskyn et al., 2001). Os linfocitos Thl ativados produzem IFN-y e
subseqilientemente ativam os macréfagos. Os macréfagos sdo as primeiras células hospedeiras
para a Leishmania ¢ a ativagao desses fagocitos é o primeiro mecanismo para a eliminagao

desses parasitas. Algumas evidéncias apontam para dois metabolitos produzidos pelos
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macrofagos como essenciais no controle da infecgdo por Leishmania. Durante os primeiros
estagios da infec¢do, o anion superéxido (O,) € produzido pelos macréfagos humanos e
murinos em resposta a fagocitose (Murray, 1982; Haidaris & Bonventre, 1982). O outro
metabolito produzido pelos macrofagos € o 6xido nitrico (NO) (Evans et al., 1993). Diferente
do O, que ¢é gerado durante a fagocitose do parasita, o NO ¢ produzido apos a ativa¢ao dos
macroéfagos pelo IFN-y.

Durante a infecg¢ao por L. major, os camundongos C57BL/6 apresentam uma resposta
Th1, e isso culmina com a morte do parasita ¢ o eventual controle da infecg¢do. Por outro lado,
camundongos da linhagem BALB/c reagem preferencialmente com uma resposta Th2, que
acaba resultando no desenvolvimento de lesdes que ndo cicatrizam (Figura 2). Foi
demonstrado que a suscetibilidade da linhagem BALB/c esta relacionada com a expansao de
células T CD4+ com receptor de antigeno de célula T (TCR) VB4Va8. Essa expansio,
dependente do antigeno LACK de L. major, faz com que essas células produzam IL-4 que
atua diminuindo a expressdo da cadeia 2 do receptor de IL-12 das células T (Himmelrich et
al., 1998). Além de contribuir para a infec¢@o latente e imunidade, a produgdo de IL-10 pelas
células T regulatorias (Treg) pode também ser fundamental para a manutencdo de uma
resposta imunoldgica ndo protetora (Belkaid et al., 2006; Peters & Sacks, 2006; Sacks &
Anderson, 2004).

A resisténcia e suscetibilidade dessas duas linhagens de camundongos dependem
também do background genético do hospedeiro (Foote & Handman, 2005). Alguns loci nos
cromossomos 6, 7, 10, 11, 15 e 16 estdo associados com resisténcia a leishmaniose,
demonstrando a natureza multigénica desse fenotipo (Beebe et al., 1997). Além das células T

CD4+, as células T CD8+ também exercem um papel protetor na leishmaniose.
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Figura 2 - Leishmania major: resposta imunologica protetora e niio protetora (modificado de Alexander &
Bryson, 2005). Durante uma resposta protetora, a produg@o de IL-12 pelas células infectadas induz a ativagdo
das células NK (natural Killer) e a diferenciagdo das células Thl e produgdo de IFN-y. A morte do parasita
ocorre ap6s a ativacdo dos macrofagos pelo IFN-y que estimula a produgido de NO nas células infectadas. A falha
na expressdo de IL-12 ou alternativamente a produgdo de IL-4 resulta na replicacdo do parasita dentro das
células infectadas. Essa replicagdo descontrolada ainda ¢é facilitada pela produgdo de IL-10 pela célula
hospedeira.
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Isto ocorre tanto apds uma infec¢do primaria com uma baixa quantidade de L. major (Belkaid
et al., 2002), como durante uma infecgdo secundaria com o mesmo parasita (Muller et al.,
1994).

Outras espécies de Leishmania, em particular a L. amazonensis ou a L. mexicana,
estdo associadas com padrdes de doenga completamente diferentes, apds a infecgdo. Por
exemplo, C57BL/6 ou C3H/HeN, que se curam apdés uma infec¢do com L. major,
desenvolvem lesdes cronicas quando infectados com L. amazonensis ou L. mexicana. Ha
diferengas nos fatores de viruléncia dos parasitas pertencentes ao complexo L. (L.) mexicana
em comparacdo com a L. major e esses fatores afetam tanto a patologia como os mecanismos
imunes associados com a doenca. Alguns estudos indicam que a CPB ¢ um importante fator
de viruléncia para os parasitas pertencentes ao complexo L. (L.) mexicana (Denise et al.,
2003).

Outros fatores de viruléncia s3o expressos por algumas, mas ndo por todas as espécies
de Leishmania. Por exemplo, o antigeno A2 ¢ um fator de viruléncia expresso em L. donovani
e nas espécies do complexo L. (L.) mexicana, mas ndo em L. major (Zhang et al., 2003). Ja o
antigeno gp46, uma glicoproteina da superficie da Leishmania com peso de 46 kDa, ¢
expresso por L. major, L. donovani e por todas as espécies do complexo L. (L.) mexicana e
ndo ¢ espresso em L. panamensis ou L. brazliensis (McMahon-Pratt et al., 1992). O
lipofosfoglicano (LPG) é um fator de viruléncia para L. major (Spath et al., 2000) e L.
donovani (McNeely & Turco, 1990) e ndo o ¢ para a L. mexicana (Ilg, 2000). Essas moléculas
microbianas especificas podem induzir as células apresentadoras de antigenos a direcionar ou
ndo uma resposta imune protetora contra a Leishmania (Manickasingham et al., 2003).

Como mencionado, a resposta imune protetora contra a Leishmania é dependente de
uma resposta Thl e, conseqiientemente, da producdo de IFN-y. Ja o papel das citocinas de

padrao Th2 na suscetibilidade ¢ duvidoso. A IL-4, por exemplo, pode exercer um papel
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protetor durante a infec¢do com L. donovani (Stager et al., 2003). Em 2001, Biedermann e
colaboradores demonstraram que o tratamento de camundongos BALB/c com IL-4, antes e
oito horas apos a infecgdo com L. major, é capaz de induz uma resposta Th1 nesses animais.
O papel das citocinas de padrao Th2 na exacerbacdo da leishmaniose também esté
diretamente relacionado com a espécie da Leishmania. Camundongos C57BL/6 deficientes
para IL-4, tratados ou ndo com IL-12 exdgeno, permanecem suscetiveis a infec¢do por L.
amazonensis (Jones et al., 2000). Nesse trabalho, os autores também demonstraram que a
administracdo de IL-12 ndo ¢ suficiente para induzir a cura de camundongos da linhagem
C3HeB/Fe] infectados com essa mesma espécie de Leishmania. Em 2002, Jones e
colaboradores demonstraram que camundongos da linhagem C57BL/6 deficientes para IL-10
ndo conseguem controlar a infec¢do causada por L. amazonensis. O tamanho da lesdo desses
animais e dos camundongos tipo selvagem (WT) foi similar apdés um indculo de 5,0 x 10°
parasitas. Camundongos da linhagem BALB/c, deficientes para IL-10 ou WT, também
apresentaram lesdes similares durante todo o curso de infec¢do com L. amazonensis. (Padigel

et al., 2003).

1.6 - Os lipossomos

Certamente, as vacinas produzidas com fracdes dos patdogenos sdo mais seguras do que
as vacinas feitas com organismos vivos ¢ atenuados, porém elas tém uma baixa
imunogenicidade, que pode ser compensada pelo uso de um adjuvante. Basicamente, os
adjuvantes descritos até 1995 sdo irritantes que estimulam uma forte reagdo inflamatéria no
local que foi injetado, criando um efeito de depdsito. Com o novo paradigma de
subpopulagdes de linfocitos T, ficou evidente que para cada vacina é necessario um tipo
particular de adjuvante, que induza preferencialmente uma reposta Thl ou Th2. Os dois

unicos adjuvantes aprovados para uso em humanos, o hidréxido de aluminio e uma emulsdo
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de 6leo em agua (MF59), induzem uma potente resposta humoral (Del Giudice €t al., 2001),
menos importante na imunidade protetora a leishmaniose.

Em 1974, Allison e Gregoriadis descreveram o uso dos lipossomos como adjuvantes
imunolodgicos. Os lipossomos sdo vesiculas formadas por camadas lipidicas, delimitando um
compartimento aquoso. Eles possuem importantes vantagens como imunoadjuvantes: sio
biodegradaveis, ndo sdo toxicos e tem a aprovagao do FDA (Food and Drug Administration).
Além da resposta de células T CD4+, os lipossomos podem instruir uma resposta dos
linfocitos T citotoxicos (Chikh & Schutze-Redelmeier, 2002).

Muitos protocolos de vacinagdo contra a leishmaniose experimental utilizando
lipossomos como adjuvantes podem ser encontrados na literatura e muitos deles apresentam
resultados animadores. Camundongos BALB/c imunizados com o antigeno LmSTII
recombinante encapsulado em lipossomos apresentaram uma prote¢ao significativa ao desafio
com L. major (Badice et al., 2007). Recentemente, o antigeno gp63 recombinante também foi
reconstituido em lipossomos e uma prote¢do de 73 % foi observada doze semanas apds o
desafio dos camundongos com L. major (Jaafari et al., 2006).

Esses trabalhos demonstram que um aprimoramento no desenvolvimento dos
lipossomos e a escolha correta dos antigenos fazem desses sistemas vesiculares candidatos
promissores como adjuvantes para o desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose.

O objetivo principal deste trabalho foi empregar lipossomos como carreadores de
proteinas antigénicas da forma amastigota de L. amazonensis e, posteriormente, verificar se
esses proteolipossomos apresentavam a propriedade de proteger camundongos isogénicos

contra a leishmaniose cutanea experimental.
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2.1 - Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema carreador de proteinas

antigénicas da forma amastigota de L. amazonensis, empregando-se lipossomos, na

perspectiva de ser usado como um imunogeno. Para isso, camundongos isogénicos foram

inoculados com os proteolipossomos gerados ¢ desafiados com promastigotas de L.

amazonensis.

2.2 - Objetivos especificos

1.

Obter um extrato bruto da forma amastigota de L. amazonensis e verificar a
imunogenicidade das proteinas presentes neste extrato.

Definir o detergente de melhor rendimento no processo de solubilizagdo das proteinas
de membrana presentes no extrato bruto.

Otimizar as condigdes de solubilizagdo dessas proteinas de membrana empregando-se
apenas um detergente.

Reconstituir em lipossomos as proteinas solubilizadas presentes no extrato bruto e
caracterizar bioquimicamente os proteolipossomos.

Avaliar a capacidade de prote¢ao de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6
contra a leishmaniose cutdnea experimental apdés a imunizagdo com 0S
proteolipossomos.

Verificar a importancia in vivo de IFN-y e IL-12 na protecdo induzida pelos
proteolipossomos através da utilizagdo de camundongos C57BL/6 deficientes para

estas citocinas.



3 - MATERIAL E METODOS
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3.1 - Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 com idade
entre 8 e 12 semanas, provenientes do Biotério de Criagdo de Camundongos Isogénicos da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Também foram
utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 knock-out para IFN-y (IFN-y KO) ou para IL-
12 (IL-12 KO) gentilmente cedidos pelo Dr. Jodo Santana da Silva do Departamento de
Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo. Os animais KO foram protegidos por barreiras ambientais em estantes especiais e

receberam agua e alimento estéreis.

3.2 - Parasitas

Os parasitas utilizados no presente trabalho foram amastigotas e promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis IFLA/BR/67/PHS8, cuja cultura original foi
gentilmente cedida pela Dra. Maria Norma Mello do Departamento de Parasitologia do ICB

da UFMG.

3.3 - Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a propagag@o in vitro das promastigotas de L.
amazonensis foi o meio Schneider (Sch) (Sigma, USA) contendo sulfato de gentamicina
(Ducto, Brasil) na concentracdo final de 50 mg/L e 10 % de soro fetal bovino (SFB)
(HyClone, USA) previamente inativado a 56°C por 30 minutos. Esse meio, denominado em
nosso laboratério de Sch/SFB, foi esterilizado por filtragio em membrana de nitrocelulose

com poro de 0,22 um (Sartorius, Alemanha).
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3.4 - Obtencio e cultivo dos parasitas

A cultura inicial foi obtida de camundongos BALB/c previamente inoculados com 10°
promastigotas de L. amazonensis em uma das patas traseiras pela via subcutanea (s.c.). Depois
de 2 meses de infecgdo, os animais foram sacrificados e as patas infectadas foram retiradas e
mantidas em alcool para a remog¢do da pele necrosada. Em seguida, as patas foram maceradas
em meio Sch/SFB e as amastigotas de L. amazonensis presentes nas células das patas foram
isoladas e colocadas em meio Sch/SFB, onde se transformavam em promastigotas.

Para a propagagdo in vitro das promastigotas, uma aliquota de parasitas no sexto dia de
cultivo foi contada com o corante eritrosina B (Merck, Alemanha) 0,04 % em camara
hemocitométrica tipo Neubauer espelhada (Boeco, Alemanha) em microscopio dptico com
aumento de 400x. Os parasitas corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles
birrefringentes e moveis foram considerados vivos. A média aritmética de duas contagens foi
utilizada para calcular o niimero de parasitas em 1 mL de cultura. O célculo foi feito
utilizando-se a seguinte formula:

Numero de parasitas = média dos 4 quadrantes x inverso da dilui¢io da amostra x 10*

Apos a realizagdo dos calculos, 5x10° promastigotas/mL foram inoculadas em meio

Sch/SFB, preparado como descrito anteriormente. Os parasitas foram mantidos a 25°C e

repicados por sucessivas passagens, até um maximo de 12 passagens.

3.5 - Preparacio do soro contendo os anticorpos contra os determinantes imunogénicos
de L. amazonensis

Camundongos BALB/c foram infectados pela via s.c. em uma das patas traseiras com
10° promastigotas de L. amazonensis. Dois meses ap0s a infec¢do, o sangue dos animais foi
coletado por via retrorbital para a obtengdo do soro contendo os anticorpos contra 0s

determinantes imunogénicos do parasita.
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3.6 - Preparacio do extrato bruto de amastigotas de L. amazonensis

As amastigotas isoladas como descrito no item 3.4 foram centrifugadas a 1.200 x g por
10 minutos e ressuspensas em tampao Tris [(hydroxymethyl)-aminomethane]-HCl (acido
cloridrico) (5 mM, pH 7,5) contendo 1 mM EDTA (4cido etileno diamino tetra acético), 1,6
mM PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto), 0,1 mM E-64 [trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-
guanidino)butane] ¢ 1mM 1,10-fenantrolina (Sigma, USA). A suspensdo foi sonicada a 4°C

com um sonicador de ponta com 3 pulsos de 30 segundos a 60 W.

3.7 - Solubilizacio das proteinas de membrana de amastigotas de L. amazonensis
empregando-se diferentes detergentes

Para solubilizar as proteinas de membrana de amastigotas de L. amazonensis,
aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto preparado como descrito no item 3.6 foram
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com diferentes detergentes, tais como: CHAPS
{3-[(3-Cholamidopropyl )dimethylammonio]-1-propanesulfonate)} 0,4 %, CHAPSO {3-[(3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfonate)} 0,3 %, Tween 20
(polyoxyethylenesorbitan monolaurate) 1 %, SDS (dodecil sulfato de sodio) 0,1 % e
Polidocanol (polyoxyethylene 9-lauryl ether) 5 % (Sigma, USA). As proteinas solubilizadas
foram separadas por centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora e a porcentagem de proteina
soluvel foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e no sobrenadante, conforme

descrito no item 3.16.

3.8 - Estudo das condicdes otimas de solubilizacio, conforme descrito por Santos e
Ciancaglini (2000):
Apobs a escolha dos detergentes mais eficientes na solubilizagdo das proteinas de

membrana de amastigotas de L. amazonensis presentes no extrato bruto, foram realizados
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experimentos para otimizar esse processo. Nesses ensaios alguns parametros foram variados

e, posteriormente, analisados:

3.8.1 - O efeito da concentracio do detergente na solubilizacio das proteinas de
membrana de amastigotas de L. amazonensis

Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente com diferentes concentracdes de Polidocanol ¢ SDS. As concentragdes de
Polidocanol variavam de 5 a 10 % e a do SDS de 0,05 a 1 %. Apds centrifugagdo a 100.000 x
g por 1 hora, a porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de

proteinas no pellet e no sobrenadante, conforme descrito no item 3.16.

3.8.2 - O efeito da concentragio da proteina na solubilizacio das proteinas de membrana
de amastigotas de L. amazonensis

Diferentes concentragdes protéicas do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente com SDS 0,1 %. Apds centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora, a
porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e

no sobrenadante, conforme descrito no item 3.16.

3.8.3 - O efeito da temperatura e do tempo de incubacio da proteina com o detergente
na solubiliza¢do das proteinas de membrana de amastigotas de L. amazonensis

Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas com SDS 0,1 % por 0, 30,
60 e 120 minutos, tanto a temperatura ambiente como a 4°C. Apds centrifugacao a 100.000 x
g por 1 hora a 4°C, a porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de

proteinas no pellet e no sobrenadante, conforme descrito no item 3.16.
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3.9 - Eletroforese em condi¢do desnaturante [SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis)]

O peso molecular das proteinas foi determinado pelo método descrito por Laemmli
(1970). Resumidamente, 5 % de poliacrilamida foi utilizado no gel de empilhamento ¢ 10 %
no gel de separacdo. As amostras tratadas, conforme descrito pelo método, foram levadas ao
banho-maria a 100°C por 5 minutos ¢ aplicadas no gel. Para se determinar a mobilidade
relativa de cada proteina foi aplicado em cada gel o padrao de peso molecular da Sigma
(USA) ou da Fermentas (USA) ou ainda uma mistura contendo trés proteinas [soro albumina
bovina (BSA) (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbdnica (31 kDa)]. O padrao de
peso molecular da Sigma (USA) era constituido pelas seguintes proteinas: miosina (205 kDa),
B-galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) ¢
anidrase carbdnica (29 kDa). As seguintes proteinas constituiam o padrdo de peso molecular
da Fermentas (USA): B-galactosidase (116 kDa), BSA (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98I (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e

lisosima (14,4 kDa).

3.10 - Coloracio pela prata

Para a visualizacdo das proteinas fracionadas no SDS-PAGE, o gel foi corado pela
prata segundo o método descrito por Blum e colaboradores (1987). Apos a corrida, o gel foi
fixado por 24 horas com uma solu¢do de 100 mL composta de metanol 50 %, 4cido acético 12
% e 50 uL de formaldeido. Apos a fixagao, o gel foi lavado 3 vezes com etanol 50 %, sendo
de 20 minutos cada lavagem. Posteriormente, o gel foi tratado com tiossulfato de sodio 0,02
% por 2 minutos. Apos 3 lavagens com agua deionizada, o gel foi incubado durante 20
minutos em 100 mL de uma solugdo de prata 0,1 % contendo 75 uL de formaldeido. O gel foi

lavado novamente com 4gua deionizada e incubado com 100 mL da solucdo reveladora
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(carbonato de soédio 3 %, tiossulfato de sodio 0,0002 % e 75 uL de formaldeido) até a
visualizagdo das bandas. Apds a parada da reagdo com metanol 50 % e &cido acético 12 %, o
gel foi embebido em uma solugdo de metanol 50 % durante 20 minutos, montado e

fotografado.

3.11 - Western Blotting

As amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese em condi¢do desnaturante
como descrito no item 3.9 e transferidas por corrente elétrica para membranas de nitrocelulose
(Gibco, USA). Apos a transferéncia feita sob voltagem constante de 100 V a 4°C por 1 hora, a
membrana foi corada com Ponceau S 0,5 % para a visualizagdo das bandas protéicas e
marcacdo do padrdo de peso molecular. O corante foi retirado através de lavagens sucessivas
com agua deionizada e a membrana bloqueada com tampao de bloqueio [PBS (salina
tamponada com fosfato)/Tween 20 0,05 % contendo 5 % de leite em po desnatado (Nestlé,
Brasil)] por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada com
tampao de lavagem (PBS/Tween 20 0,05 %) e incubada durante 1 hora com o soro preparado
como descrito no item 3.5 diluido 1:75 em tampao de bloqueio. A membrana foi lavada com
tampao de lavagem e incubada por 1 hora com o anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Southern Biotechnology Associates, USA) diluido 1:1000 em
tampao de lavagem. ApoOs vdrias etapas de lavagem, a membrana foi revelada com 3,3’
diaminobenzidina (DAB) (Sigma, USA) na concentracdo de 0,5 mg/mL. Assim, as bandas
protéicas imunogénicas foram visualizadas e as suas massas moleculares determinadas por

correlagdo com o padrdo revelado previamente com Ponceau S (Sigma, USA).
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3.12 - Preparacio dos proteolipossomos e lipossomos

Os proteolipossomos foram preparados pelo método de co-solubilizagdo de lipideos,
proteina e detergente. Na preparacdo, 10 mg de lipideos foram dissolvidos em 1 mL de
cloroférmio, o qual foi removido através da passagem de uma corrente de nitrogé€nio pela
solugdo até sua completa evaporagdo. O filme de lipideos formado nas paredes do recipiente
foi mantido a vacuo por 1 hora para garantir a completa secagem do meio. Posteriormente, os
lipideos foram ressuspensos em tampao Tris-HCl (5 mM, pH 7,5) contendo 25 mg/mL de
SDS e mantidos por 1 hora a 60°C com agitacdes em intervalos de aproximadamente 10
minutos. Os lipideos solubilizados foram sonicados por 2 minutos a 240 W com um sonicador
de ponta e em seguida foram mantidos em repouso por 1 hora. Apos esse periodo, a solugao
foi incubada durante 45 minutos com 0,5 mg do sobrenadante do extrato bruto tratado com
SDS 0,1 %.

Para promover a remog¢ao do detergente da suspensao foi utilizada a resina hidrofobica
Calbiosorb® na propor¢io de 200 mg para cada mililitro de amostra com 3 trocas, duas a cada
2 horas e uma overnight. As duas primeiras incubag¢des foram realizadas a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante e a Gltima foi realizada a 4°C. Apds a decantagdo da resina,
a suspensdo foi coletada e centrifugada a 140.000 x g por 1 hora a 4°C. O pellet, constituido
dos proteolipossomos, foi ressuspenso em tampao Tris-HCI (5 mM, pH 7,5).

A preparacdo dos lipossomos, na auséncia de proteinas, foi realizada empregando-se a
mesma metodologia, porém no lugar da adicdo de 0,5 mg de proteina a suspensdo foi
acrescentado o tampdo Tris-HCl (5 mM, pH 7,5) contendo 0,1 % de SDS para manter a
mesma relacdo lipideo:detergente.

Na preparagdo dos proteolipossomos foram utilizados dipalmitoil fosfatidilcolina
(DPPC), dipalmitoil fosfatidilserina (DPPS) e colesterol (Sigma, USA) nas seguintes razdes

€m massa:
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1) 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol
2) 10 mg DPPC
3) 5 mg DPPC:5 mg DPPS
4) 1 mg DPPC:1 mg DPPS:5 mg colesterol

Quando os proteolipossomos foram preparados utilizando-se a ultima razdo em massa,
a concentragdo protéica do sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 % utilizada na
preparacao foi de 0,35 mg.

Na preparacao dos lipossomos foi utilizada somente a primeira combinagdo descrita

acima.

3.13 - Medidas de distribuicio de tamanho de particula por espalhamento de luz
dinamico
As medidas de distribui¢do de tamanho dos proteolipossomos foram realizadas
empregando-se o equipamento Zetasizer 3000HS, (Malvern Instruments Ltda, Inglaterra).
Nos experimentos de espalhamento de luz dinamico, o diametro médio ¢ determinado
a partir do coeficiente de difusdo das vesiculas quando estas se movem ao acaso devido ao

movimento Brawniano.

3.14 - Centrifugacao em gradiente de densidade de sacarose

Uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra (sobrenadante do extrato bruto tratado com
SDS 0,1 %, proteolipossomos ou lipossomos) foi aplicada sobre um gradiente continuo de
sacarose de 1 a 30 % em tampao Tris-HCI (5 mM, pH 7,5) com uma densidade variando de
1,0381 a 1,1764 g/cm’. Apbs a ultracentrifugacdo a 180.000 x g por 4 horas a 25°C, o tubo foi
perfurado e acoplado a um coletor calibrado para coletar fragdes de 0,5 mL. De cada fragdo

foram retiradas aliquotas para serem analisadas quanto a concentracdo de proteina pelo
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método de Read e Northcote (1981) e concentracao de fosfato inorganico oriundo da hidrélise
dos fosfolipideos, conforme descrito nos itens 3.16 e 3.17, respectivamente. A concentragao

de sacarose foi determinada por refratometria.

3.15 - Avaliacio da concentracio de lipideos

A constitui¢do lipidica dos proteolipossomos e lipossomos foi determinada por
cromatografia em camada delgada (TLC), depois do tratamento das amostras com
cloroférmio:metanol (1:1). A placa de silica para TLC (Sigma, USA) foi ativada a 100°C por
2 horas e posteriormente as amostras foram aplicadas. Apds a secagem das amostras, a placa
foi submetida a dois solventes, na mesma direcao. O solvente primario foi preparado com
cloroférmio:metanol:amdnia (65:35:5) e o secundario com cloroférmio:metanol:acetona:acido
acético:agua (10:2:4:2:1). Ap6s a cromatografia, os lipideos foram detectados com vapores de
iodo. As manchas, correspondentes a cada lipideo, foram marcadas e a placa ficou descoberta
até a descoloracdo total. A silica, correspondente a cada mancha, foi raspada e o lipideo foi
extraido utilizando-se cloroférmio. Os fosfolipideos e o colesterol foram quantificados pelos

métodos descritos nos itens 3.17 e 3.18, respectivamente.

3.16 - Dosagem de proteinas

A concentragdo protéica das amostras foi determinada pelo método descrito por
Hartree (1972) na presenca de SDS 2 % utilizando-se BSA como padrao.

Para a determinacdo da concentracdo de proteina das fragdes do sobrenadante do
extrato bruto tratado com SDS 0,1 % ou dos proteolipossomos, coletadas apos a centrifugagao
em gradiente de sacarose, foi empregado o método descrito por Read e Northcote (1981),

utilizando-se também BSA como padrao.
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3.17 - Dosagem de fosfato inorgéanico

O fosfato inorganico liberado pela hidrélise dos fosfolipideos foi quantificado
utilizando-se o procedimento descrito por Chen e colaboradores (1956). Aliquotas de 200 uL
da amostra foram digeridas com 0,5 mL de 4cido nitrico 65 % a temperatura de 120°C até a
completa secagem. Em seguida, as aliquotas foram ressuspensas em 0,5 mL de 4gua destilada
e misturadas com 1,0 mL do reagente (1 parte de acido ascorbico 10 % para 6 partes da
solugdo de molibdato de amoénio 3,4 mM e 4cido sulfurico 0,45 mM). Em seguida, as
amostras foram mantidas por 20 minutos em banho-maria a 45°C e submetidas a andlise
espectrofotométrica, utilizando-se um comprimento de onda de 820 nm. A determinagdo da
concentragdo de fosfato inorganico foi estimada a partir da regressdo linear dos valores
obtidos.

Para a obtencdo da curva padrdo, foram utilizadas concentracdes de 5 a 80 nM de

fosfato preparado a partir de uma solugao estoque de dihidrogénio fosfato de so6dio 1,0 mM.

3.18 - Dosagem de colesterol

As concentragdes de colesterol foram determinadas pelo método descrito por Higgins
(1987), utilizando-se como padrao uma solugdo de colesterol 0,01 % em acido acético glacial.

Apbs a completa secagem das aliquotas através da passagem de uma corrente de
nitrogénio pela solucdo foi adicionado 1,5 mL de acido acético glacial e 0,5 mL de uma
solucao constituida de cloreto de ferro hexa-hidratado 2,5 % em acido ortofosforico 85 %
diluido 12,5 vezes em 4cido sulfirico concentrado. Apds 10 minutos de incubagdo, as
amostras foram submetidas a andlise espectrofotométrica utilizando-se um comprimento de

onda de 550 nm.
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3.19 - Imunizacdo de camundongos com os proteolipossomos e avaliacio da proteciao
contra a infec¢do com L. amazonensis
Grupos de cinco animais foram imunizados com tampao Tris-HCl (5 mM, pH 7.5),

lipossomos, sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 % ou proteolipossomos. Apos
duas ou trés semanas, os animais foram desafiados com as promastigotas de L. amazonensis
da fase estacionaria de crescimento. O desafio foi feito por via s.c. na pata traseira direita de
cada um dos camundongos ¢ o tamanho da lesdo foi avaliado semanalmente e/ou
quinzenalmente, durante todo o experimento. As patas traseiras dos animais foram medidas
com o auxilio de um paquimetro de resolugdo 0,02 mm (Starrett, cat. # 125MEA-6/150,
Brasil) e o tamanho da lesdo foi calculado pela diferenga de tamanho entre a pata direita ¢ a
pata esquerda. O tamanho da lesdo foi representado pela média + SE das diferengas obtidas
em cada camundongo. Alguns parametros foram variados durante o experimento de
Imunizagao:

1. Linhagem de camundongo: BALB/c e C57BL/6.

2. Via de imunizagdo: s.c. e intraperitoneal (i.p.).

3. Concentragdo dos proteolipossomos: 10, 20, 40, 80 ¢ 120 ug.

4. Quantidade de promastigotas de L. amazonensis utilizada no desafio: 10%, 10° e 10°.

Para que o sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 % fosse utilizado nesse

ensaio, a retirada do detergente se fez necessario. Para tal, cada mililitro da suspensdo foi
incubado duas vezes com 62 mg da resina Calbiosorb®, por 2 horas a temperatura ambiente ¢

sob agitacdo constante.
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3.20 - Avalia¢do in vivo do papel de IFN-y e IL-12 na protecdo induzida pelos
preoteolipossomos contra a leishmaniose cutinea experimental

Grupos de quatro camundongos da linhagem C57BL/6 (WT, IFN-y KO ou IL-12 KO)
foram imunizados por via i.p. com tampao ou 40 pg de proteolipossomos. Apoés trés semanas,
os animais foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita com 10° promastigotas de L.
amazonensis da fase estacionaria de crescimento. O tamanho da lesdo foi calculado como

descrito no item anterior.
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4.1 - O efeito de diferentes detergentes na solubilizacio de proteinas de membrana de
amastigotas de L. amazonensis

As formas amastigotas do parasita isoladas, conforme descrito no item 3.4 de Material
e M¢étodos, foram submetidas ao processo de sonicagdo utilizando-se uma poténcia de 60 W e
3 pulsos de 30 segundos. Esse processo, seguido de centrifugacdo a 100.000 x g durante 1
hora, foi responsavel pela liberacdo de 44 % de proteinas soluveis no sobrenadante. Ja o
pellet, rico em fragdes de membrana, continha 56 % das proteinas.

Como a analise por Western Blotting revelou a presenca de proteinas imunogénicas,
tanto nas fracdes de membrana como no sobrenadante (resultados ndo mostrados), a
solubilizagcdo das proteinas de membrana dos parasitas foi feita na presenca das proteinas
soluveis. Dessa forma, o extrato bruto ndo foi submetido a centrifugagdo a 100.000 x g
durante 1 hora para a recuperacdo das fragdes de membrana e eliminagdo das proteinas
soluveis antes do tratamento com o detergente.

Com o objetivo de se escolher o detergente mais eficiente na solubilizagdo das
proteinas de membrana, aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas a
temperatura ambiente com diferentes detergentes, tais como: CHAPS 0,4 %, CHAPSO 0,3 %,
Tween 20 1 % , SDS 0,1 % e Polidocanol 5 %. A Figura 3 mostra a porcentagem de proteina
solubilizada para cada um dos detergentes testados, ap6s a incubacdo das aliquotas por 2
horas. Como podemos observar, o SDS foi o detergente mais eficiente na solubilizacdo das
proteinas de membrana, resultando em uma recuperagdo de 93 % de proteinas soluveis, apds
centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora. Por outro lado, o rendimento de proteinas soluveis foi

em torno de 57 %, ap6s o tratamento do extrato bruto com os outros detergentes.
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Figura 3 - Efeito de diferentes detergentes na solubilizacdo de proteinas de membrana de amastigotas de
L. amazonensis. Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
com diferentes detergentes: (1) controle, (2) CHAPS 0,4 %, (3) CHAPSO 0,3 %, (4) Tween 20 1 %, (5) SDS 0,1
% e (6) Polidocanol 5 %. As proteinas solubilizadas foram separadas por centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora.
A porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e no sobrenadante,
conforme descrito no item 3.16 de Material e Métodos.
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Para visualizar as proteinas apos o tratamento do extrato bruto com os diferentes
detergentes, foi realizada a eletroforese em condi¢do desnaturante. Os resultados apresentados
indicam que o sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 % teve a maior recuperagao
de proteinas soluveis (Figura 4A, canaleta 4a). Consistente com esse achado, o pellet
apresentou apenas algumas bandas protéicas discretas (Figura 4A, canaleta 4b). O perfil
eletroforético do sobrenadante ¢ pellet se mostrou similar quando a solubilizagdo das
proteinas de membrana dos parasitas foi realizada com os outros detergentes (Figura 4A,
canaletas 1,2,3e5,aeb).

Como o SDS ¢ um detergente altamente desnaturante, foi realizado um Western
Blotting para verificar se o tratamento com esse detergente alteraria a atividade antigénica das
proteinas. A Figura 4B mostra a analise do sobrenadante do extrato bruto sem tratamento e
do sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 % com o soro contendo os anticorpos
contra os determinantes imunogénicos de L. amazonensis. Como podemos observar, o
material solubilizado ndo apresentou alteragdo significativa na ligagdo com o anticorpo

(Figura 4B, canaleta 2).

4.2 - O efeito da concentraciio do detergente na solubilizacio de proteinas de membrana
de amastigotas de L. amazonensis

O efeito da concentragdo do detergente na solubilizagdo das proteinas de membrana
dos parasitas foi estudado utilizando-se diferentes concentragdes de SDS e Polidocanol e uma
concentragdo fixa de 0,5 mg/mL do extrato bruto. Como ja demonstrado, o SDS foi o
detergente mais eficiente na solubilizagdo das proteinas de membrana presentes no extrato
bruto (Figura 4A, canaleta 4a). Porém, como ele ¢ altamente desnaturante, concentragdes

maiores do Polidocanol também foram ensaiadas na tentativa de se conseguir uma maior



39

la __ 2a 2b 3a 3b 4a S5a 5b 6a 6b

Figura 4 - (A) Eletroforese em condicao desnaturante (SDS-PAGE) e coloracio pela prata. Aliquotas de 0,5
mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com diferentes detergentes: (1)
CHAPS 0,4 %, (2) CHAPSO 0,3 %, (3) Tween 20 1 %, (4) SDS 0,1 %, (5) Polidocanol 5 % e (6) controle. O
sobrenadante (a) ¢ o pellet (b) separados ap6s centrifugagdo a 100.000 x g por 1 hora foram submetidos ao SDS-
PAGE e coloragdo pela prata, conforme descrito nos itens 3.9 e 3.10 de Material ¢ Métodos, respectivamente.
(B) Western Blotting. Anélise do sobrenadante do extrato bruto (1) e do sobrenadante do extrato bruto tratado
com SDS 0,1% (2) com o soro preparado como descrito no item 3.5 de Material e Métodos.
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solubilizacao protéica das membranas com o uso desse detergente, sem precisar fazer o uso do
SDS. Uma concentragdo de 5 % de Polidocanol foi responsavel pela recuperacao de 59 % de
proteinas soltveis apds centrifugagdo do extrato bruto a 100.000 x g por 1 hora (Figura 3).
Como podemos observar na Figura 5, as concentracdes de 7,5 ¢ 10 % desse detergente nao
aumentaram a quantidade de proteinas solubilizadas ap6s 2 horas de incubagao.

Para se verificar o efeito da concentragdo do SDS na solubilizacdo de proteinas de
membrana de amastigotas de L. amazonensis foram utilizadas concentragdes de 0,05 a 1 % do
detergente. A Figura 6 mostra a porcentagem de proteina solubilizada como uma fun¢do da
concentragdo de SDS para uma quantidade fixa de proteina no extrato bruto. Sob essas
condi¢des, a porcentagem de proteina soluvel aumenta constantemente, alcangando o maximo
de solubilizagao com 0,1 % de SDS. Concentra¢des maiores do detergente ndo melhoram o
rendimento na solubilizagdo do extrato bruto.

A Figura 7 mostra o perfil eletroforético do extrato bruto, apds o tratamento de 2
horas com as diferentes concentragdes de SDS e Polidocanol. Como podemos observar, o
Polidocanol nao foi eficiente para solubilizar as proteinas de membrana presentes no extrato
bruto (Figura 7, canaletas 4b e 5b). O perfil eletroforético do sobrenadante e pellet do
extrato bruto tratado com o Polidocanol foi similar ao sobrenadante e pellet do extrato bruto
sem nenhum tratamento (Figura 7, canaletas 4, 5 e 6, a e b). Por outro lado, os resultados
apresentados indicam que o sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS teve a maior
recuperagao de proteinas soluveis (Figura 7, canaletas 1a, 2a e 3a). De acordo com a Figura
7, o rendimento das proteinas soluveis foi muito similar quando a solubilizagdo das proteinas
de membrana do parasita foi realizada com as diferentes concentragdes de SDS. Porém, de
acordo com a dosagem de proteinas, as concentracdes de 0,1 % e 0,5 % se mostraram mais

eficientes do que a concentragao de 0,05 % (Figura 6).
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Figura 5 - Efeito da concentracio do Polidocanol na solubilizacio de proteinas de membrana de
amastigotas de L. amazonensis. Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente com diferentes concentragdes de Polidocanol. As proteinas solubilizadas foram separadas
por centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora. A porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela
dosagem de proteinas no pellet e no sobrenadante, conforme descrito no item 3.16 de Material e Métodos.
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Figura 6 - Efeito da concentracio do SDS na solubilizacdo de proteinas de membrana de amastigotas de L.
amazonensis. Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
com diferentes concentragdes de SDS. As proteinas solubilizadas foram separadas por centrifugacao a 100.000 x
g por 1 hora. A porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e no
sobrenadante, conforme descrito no item 3.16 de Material e Métodos.
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Figura 7 - Eletroforese em condicio desnaturante (SDS-PAGE) e coloragdo pela prata. Aliquotas de 0,5
mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com diferentes concentragdes de
SDS e polidocanol: (1) SDS 0,05 %, (2) SDS 0,1%, (3) SDS 0,5%, (4) Polidocanol 7,5%, (5) polidocanol 10% e
(6) controle. O sobrenadante (a) e o pellet (b) separados apds centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora foram

submetidos ao SDS-PAGE e coloragdo pela prata, conforme descrito nos itens 3.9 e 3.10 de Material e Métodos,
respectivamente.
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Assim, ficou constatado que o melhor detergente para solubilizar as proteinas de

membrana do extrato bruto é o SDS na concentracao de 0,1 %.

4.3 - O efeito da concentracio da proteina na solubilizacio de proteinas de membrana
de amastigotas de L. amazonensis

Uma vez selecionado o detergente mais eficiente € a sua concentragdo no processo de
solubilizagdo do extrato bruto, foi realizado um estudo para definir a concentragdo ideal de
proteina no processo de solubilizacdo. Nesse estudo, as concentragdes de proteina do extrato
bruto variavam de 0,2 a 0,75 mg/mL. O grafico resultante, mostrado na Figura 8, revelou que
o maximo de solubilizagdo foi atingido quando 0,5 mg/mL do extrato bruto foi incubado com
SDS 0,1 %, durante 2 horas. Nessas condig¢des, a recuperacao de proteinas soluveis do extrato

bruto foi de 94 % apos centrifugagdo a 100.000 x g por 1 hora.

4.4 - O efeito da temperatura e do tempo de incubacio da proteina com o detergente na
solubiliza¢do das proteinas de membrana de amastigotas de L. amazonensis

Finalmente, o efeito da temperatura e do tempo de incubacdo na solubilizagdo das
proteinas de membrana do extrato bruto foi estudado, fixando-se a concentragdo de SDS em
0,1 % e a concentragdo de proteina em 0,5 mg/mL. Nessas condi¢gdes, o extrato bruto era
incubado durante 0, 30, 60 ¢ 120 minutos, tanto a temperatura ambiente como a 4°C. Os
resultados apresentados na Figura 9 indicam que a solubilizagdo das proteinas de membrana
do parasita ocorre instantaneamente e que tempos maiores de incubagdo ndo melhoram o

rendimento de proteinas soluveis, que foi em torno de 96 % a temperatura ambiente e 94 % a

4°C.
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Figura 8 - Efeito da concentracio da proteina na solubilizacido de proteinas de membrana de amastigotas
de L. amazonensis. Diferentes concentra¢des do extrato bruto foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente com SDS 0,1%. As proteinas solubilizadas foram separadas por centrifugacdo a 100.000 x g por 1
hora. A porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e no
sobrenadante, conforme descrito no item 3.16 de Material e Métodos.
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Figura 9 - Efeito da temperatura e do tempo de incubacio na solubilizacio de proteinas de membrana de
amastigotas de L. amazonensis. Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas com SDS 0,1%
durante 0, 30, 60 e 120 minutos, tanto a temperatura ambiente como a 4°C. As proteinas solubilizadas foram
separadas por centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora a 4°C. A porcentagem de proteina solubilizada foi
acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet e no sobrenadante, conforme descrito no item 3.16 de
Material e Métodos.
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Assim, ficou definido que a solubilizacdo das proteinas de membrana de amastigotas
de L. amazonensis seria realizada com SDS 0,1 % e 0,5 mg/mL do extrato bruto, sem periodo
de incubagdo. A recuperacdao das proteinas soluveis do extrato bruto seria realizada apds a
centrifugacdo desse material a 100.000 x g por 1 hora a 4°C.

Para facilitar a leitura, o sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,1 %
recuperado como descrito no paragrafo anterior, serd chamado desse ponto em diante de
Extrato Bruto Solubilizado (EBS).

Uma vez determinadas as condi¢des adequadas para a solubilizagdo das proteinas de
membrana de amastigotas de L. amazonensis foram realizados estudos sistematicos para

definir a melhor condigdo para a reconstituicdo do EBS em lipossomos.

4.5 - Preparacdo e caracterizacio dos proteolipossomos preparados com diferentes
razoes em massa de DPPC, DPPS e colesterol

A incorporagdo das proteinas soliveis do parasita em lipossomos foi realizada através
do método de co-solubilizagdo. Um passo importante para alcangar um alto rendimento na
incorporagao das proteinas nesses sistemas vesiculares € o estudo da composi¢ao lipidica mais
adequada. Dessa forma, na preparacdo dos proteolipossomos foram utilizados DPPC, DPPS e
colesterol com diferentes razdes em massa. A Tabela II resume as caracteristicas dos
proteolipossomos preparados com as diferentes combinagdes lipidicas. A incorporagdo das
proteinas presentes no EBS foi de 60 % nos lipossomos preparados com 5 mg DPPC:1 mg
DPPS:4 mg colesterol. Quando os proteolipossomos foram preparados com 10 mg de DPPC
ou 1 mg DPPC:1 mg DPPS:5 mg colesterol, a incorporagao das proteinas foi em torno de 35
%. A incorporacdo mais baixa ocorreu nos proteolipossomos constituidos de 5 mg DPPC:5

mg DPPS.
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Tabela II - Caracteristicas dos proteolipossomos preparados com diferentes razées em
massa de DPPC, DPPS e colesterol.

DPPC:DPPS:colesterol Incorporagdo de Numero de Porcentagem de Diametro dos
(Razdo em massa) proteina (%) Populagdes cada populagdo  proteolipossomos (nm)

5:1:4 60 1 100,0 140,0

10:0:0 36 3 1,2 43,8

45,9 326,9

52,9 1.200,4

5:5:0 6 2 50,7 155,2

49,3 525,8

1:1:5 34 2 6,7 62,8

93,3 229,5
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A proporcao dos lipideos utilizados também influenciou na homogeneidade desses
sistemas vesiculares. DPPC, DPPS ¢ colesterol na razdo em massa de 5:1:4 deram origem a
uma Unica populacdo de proteolipossomos com um didmetro médio de 140 nm. O maior
numero de populagdes foi observado quando os proteolipossomos foram preparados com 10
mg de DPPC. Nessas condigdes, foram encontrados trés populagdes com diametros variando
entre 43,8 ¢ 1.200,4 nm. Os sistemas vesiculares preparados com DPPC, DPPS ¢ colesterol na
razao em massa de 5:5:0 ou 1:1:5 deram origem a duas populacdes distintas (Tabela II). A
Figura 10 mostra as populagdes dos proteolipossomos preparados com as quatro
combinagOes distintas.

Para detectar as proteinas presentes nos proteolipossomos preparados com as
diferentes combinagdes lipidicas foi realizada a eletroforese em condi¢cdo desnaturante. Uma
banda protéica com massa molecular em torno de 60 kDa foi preferencialmente incorporada
nos proteolipossomos preparados com 1 mg DPPC:1 mg DPPS:5 mg colesterol (Figura 11,
canaleta 5). Por outro lado, ndo houve seletividade na incorporac¢do das proteinas quando os
proteolipossomos foram preparados com as outras trés combinagdes lipidicas. Como podemos
observar, o perfil eletroforético desses proteolipossomos ¢ do EBS foi similar (Figura 11,
canaletas 1,2,3 e 4).

A partir desses resultados, padronizamos uma metodologia de obtengdo de
proteolipossomos utilizando-se 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol. Essa relacdo foi
escolhida porque proporcionou a maior porcentagem de incorporagao das proteinas presentes
no EBS, além de dar origem a uma populacdo homogénea de proteolipossomos. Uma outra
vantagem dessa formulagdo foi a sua capacidade de incorporar praticamente todas as
proteinas da solu¢do, sem uma seletividade marcante. Além disso, esses proteolipossomos
também se mostraram muito estaveis, apresentando uma unica populacdo com diametro de

150 nm, mesmo apos quinze dias de preparo.
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Figura 11 - Eletroforese em condicio desnaturante (SDS-PAGE) e coloracio pela prata. (1) EBS e
proteolipossomos utilizando-se DPPC, DPPS e colesterol nas seguintes razdes em massa: (2) 5:1:4, (3) 10:0:0,
(4) 5:5:0 0u (5) 1:1:5.
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4.6 - Caracterizacdo dos proteolipossomos preparados com 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4
mg colesterol

Os proteolipossomos preparados com 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol foram
submetidos a uma centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose. Este estudo foi feito
para caracterizar o grau de incorporagdo nos lipossomos das proteinas presentes no EBS.
Como podemos observar na Figura 12A, o EBS revelou a presenga de proteinas no meio do
gradiente, na faixa de 14,2 a 16,2 % de sacarose. Com os lipossomos, um pico correspondente
ao conteudo de fosfato inorganico foi observado ao redor de 12 % de sacarose. Finalmente, os
proteolipossomos mostraram um unico pico em concentragdes de sacarose ao redor de 11,3
%. Esse pico unico, correspondente ao conteudo de fosfato inorganico e proteina, indica uma
eficiente incorporacdo durante a reconstituicdo das proteinas presentes no EBS nos sistemas
de lipossomos.

Os proteolipossomos preparados com 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol e 0,5
mg EBS foram submetidos a uma TLC para verificar se esses sistemas continuavam
mantendo a mesma razdo em massa, apds a incorporagdo das proteinas. Os lipossomos
também foram submetidos a cromatografia e a andlise estd mostrada na Figura 13. As
manchas correspondem aos lipideos detectados com vapores de iodo. Apds a marcagdo e
descoloracdo total dessas manchas, a silica foi raspada e o lipideo foi extraido para a
quantificag¢do de fosfolipideo e colesterol.

A Tabela III fornece a razdo em massa ¢ em molaridade dos lipossomos e
proteolipossomos antes e depois da preparacdo. Na preparacdo dos lipossomos e
proteolipossomos foram utilizados 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol, o que significa
que a mistura inicial tinha uma razio em massa de 5:1:4. Nos lipossomos prontos, essa razao

em massa passou para 3:1:3.
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Figura 12 - Centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose. (A) EBS, (B) lipossomos e (C)
proteolipossomos. Analise espectrofotométrica: (O) proteina, utilizando-se comprimento de onda de 820 nm e
(@) lipideo, utilizando-se comprimento de onda de 595 nm. (m) porcentagem de sacarose determinada por
refratometria.
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Figura 13 - TLC. A placa de silica foi submetida a dois solventes, na mesma dire¢do. O solvente primario era
composto por cloroférmio:metanol:amonia (65:35:5 v/v) e o secundario por cloroféormio:metanol:acetona:acido
acético:agua (10:2:4:2:1 v/v). Apds a cromatografia, os lipidios foram detectados com vapores de iodo. As
fragdes correspondem a: (1) DPPC, (2) DPPS, (3) colesterol, (4) DPPC, DPPS e colesterol, (5) extrato bruto, (6)
EBS, (7) proteolipossomos ¢ (8) lipossomos.
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Tabela III - Composicao lipidica dos lipossomos e dos proteolipossomos determinada
por TLC.

DPPC:DPPS:Colesterol DPPC:DPPS:Colesterol
Amostra (a) (b)
Mistura inicial 5:1:4 5:1:7
Lipossomos 3:1:3 3:1:6
Proteolipossomos 1:1:5 1:1:9

a: razao em massa
b: razao em molaridade
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Durante a formacao dos proteolipossomos, a razao em massa de DPPC, DPPS e
colesterol passou de 5:1:4 para 1:1:5 (Tabela III). A analise desse valor indica que houve
uma perda de DPPC e um aumento na concentracdo de colesterol. Provavelmente, esse
processo ocorreu para incorporar ¢ estabilizar as proteinas de L. amazonensis no sistema
vesicular. Além disso, a diminui¢do de DPPC durante a formagao dos proteolipossomos pode
ter ocorrido devido a formagdo de lipossomos livres de proteinas e também devido a adsor¢ao
desse fosfolipideo com a resina Calbiosorb®.

Para verificar o potencial desses sistemas vesiculares em induzir a produgdo de
anticorpos contra as proteinas de L. amazonensis, cinco camundongos da linhagem BALB/c
foram inoculados pela via i.p. com 20 pg de proteolipossomos preparados com DPPC, DPPS
e colesterol na razdo em massa de 5:1:4. A Figura 14B mostra o Western Blotting do EBS
previamente separado por eletroforese, transferido para uma membrana de nitrocelulose e
imunocorado com o anticorpo secundario acoplado a peroxidase. Como podemos observar, as
bandas protéicas foram reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro de camundongos
imunizados com proteolipossomos, indicando que esses sistemas vesiculares apresentam
atividade imunogénica (Figura 14B, canaleta 2). Assim como as amastigotas de L.
amazonensis (Figura 14B, canaleta 1), os proteolipossomos também induzem uma resposta
imune humoral apos a inoculagdo em camundongos BALB/c. A Figura 14A mostra
novamente o perfil eletroforético do EBS antes (canaleta 1) e depois da incorporagdo nos
sistemas de lipossomos (canaleta 2). Essa figura enfatiza a incorporagdo ndo seletiva das

proteinas de L. amazonensis nesses sistemas.
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Figura 14 - (A) Eletroforese em condicio desnaturante (SDS-PAGE) e coloraciio pela prata. (1) EBS e (2)
proteolipossomos. (B) Western Blotting. Analise do EBS com o soro preparado como descrito no item 3.5 de
Material ¢ Métodos (1) e com soro coletado 3 semanas apds imunizagdo i.p. de camundongos BALB/c com 20
ug de proteolipossomos (2).
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4.7 - Avaliagdo da protecdo contra a infeccio com L. amazonensis em camundongos
BALB/c apés duas imunizag¢des com os proteolipossomos por via i.p. ou s.c.

Ap6s a caracterizagdo dos proteolipossomos constituidos de 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4
mg colesterol, testamos a atividade protetora dessa preparacdo. Para isso, camundongos da
linhagem BALB/c foram imunizados com tampao Tris-HCI (5 mM, pH 7,5), lipossomos, 20
png do EBS ou 20 ug de proteolipossomos. Os camundongos receberam duas imunizagdes
com intervalo de trés semanas e duas semanas apo6s a ultima imunizac¢do foram desafiados por
via s.c. na pata traseira direita com 10° promastigotas de L. amazonensis. Para se testar a
melhor via de imunizagdo, os animais receberam as preparacdes tanto pela via s.c. como pela
via 1.p.

Como podemos observar na Figura 15, os camundongos que receberam 20 pg do EBS
ou lipossomos nao foram protegidos da doenca e tiveram as lesdes caracteristicas da
leishmaniose cutidnea experimental. Esse resultado se aplica para as duas vias de imunizagao
testadas. Até a quarta semana de infec¢do, os animais imunizados com os proteolipossomos
tiveram um padrdo de crescimento no tamanho da lesdo semelhante aos animais que
receberam tampao e esse fato pode ser observado nas duas vias de imunizagdo utilizadas
(Figura 16). Na quinta semana apds a infec¢do, o grupo imunizado com os proteolipossomos
pela via i.p. apresentou uma lesdo 59 % menor quando comparado com o grupo que recebeu
tampao. Esse valor caiu para 45 % quando os animais estavam com 6 semanas de infec¢do e
na décima semana, a prote¢ao do grupo foi de apenas 14 %. Por outro lado, os animais
imunizados com os proteolipossomos pela via s.c. apresentaram uma exacerbagdo da doenga.
Na oitava e nona semana apoés a infec¢do, a média do tamanho da lesdo desse grupo foi 40 %
maior quando comparada ao grupo controle e esse valor caiu para 33 % no final do

experimento (Figura 16).
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Figura 15 - Tamanho da lesio de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. ou s.c. com EBS,
lipossomos ou tampio e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis. Os camundongos receberam
duas imunizagdes com intervalo de trés semanas. Duas semanas ap6s a ultima imunizagdo, os animais foram
desafiados por via s.c. na pata traseira direita. A medida e o calculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos
como descrito no item 3.19 de Material e Métodos.
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Figura 16 - Tamanho da lesdo de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. ou s.c. com
proteolipossomos ou tampio e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis. Os camundongos
receberam duas imuniza¢des com intervalos de trés semanas. Duas semanas apos a Gltima imunizagdo, os
animais foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita. A medida ¢ o calculo do tamanho da lesdo das patas
foram feitos como descrito no item 3.19 de Material e Métodos.
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Os resultados apresentados na Figura 16 sugerem que a imunizagdo dos
proteolipossomos pela via i.p. confere uma protecdo apenas no inicio da doenca e essa
prote¢do vai decaindo durante as semanas de infecgdo até se tornar insignificante no final do
experimento. Por outro lado, os animais que receberam esses sistemas vesiculares pela via s.c.

tiveram lesdes maiores do que os camundongos que receberam tampao.

4.8 - Avaliagdo da protecio contra a infeccio com L. amazonensis em camundongos
BALB/c e CS7BL/6 ap6s uma imuniza¢io com os proteolipossomos por via i.p.

Na tentativa de buscar uma melhor protecdo com os proteolipossomos inoculados pela
via 1.p., decidimos variar alguns parametros, como a concentragdo dos proteolipossomos, a
quantidade de imunizagdes ¢ o intervalo entre a imunizacdo ¢ o desafio. Nesse estudo,
camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram imunizados uma tnica vez com 10, 20
ou 40 pg de proteolipossomos e apos trés semanas foram desafiados com 10° promastigotas
de L. amazonensis, na pata traseira direita.

O curso da infeccdo dos camundongos BALB/c esta representado na Figura 17A e a
Figura 17B mostra a evolucdo da infec¢do dos camundongos C57BL/6. Como podemos
observar, uma protecdo dose dependente foi observada durante o curso de infec¢do dos
camundongos BALB/c previamente imunizados com os proteolipossomos (Figura 17A). A
Figura 18 mostra de forma mais clara o nivel de protecdo desses animais para cada
concentragdo de proteolipossomo utilizada na imunizacdo. Na sexta semana de infeccdo, o
grupo de animais que recebeu 40 pg da vacina teve um nivel de protecdo de 69 % quando
comparado ao grupo que recebeu tampdo. Na oitava semana, esse valor caiu para 51 %
mantendo-se constante até o final do experimento. O grupo que recebeu 10 ug de
proteolipossomos chegou ao final do experimento com uma protegdo de 25 % e esse valor foi

1,4 vezes maior no grupo que recebeu 20 g dos sistemas vesiculares. Por outro lado, os
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camundongos da linhagem C57BL/6 ndo apresentaram uma protecao dose dependente apds a
imunizacdo com as diferentes concentragdes de proteolipossomos. Os grupos experimentais
que receberam 10 ou 20 pg da vacina ndo apresentaram nenhum nivel de prote¢do durante as
doze semanas de infec¢dao (Figura 17B). Por outro lado, a protecdo conferida pela
concentracdo de 40 pg de proteolipossomos comecou a ficar evidente a partir da quarta
semana de infec¢do. Nesta etapa do experimento, os animais desse grupo ndo apresentavam
nenhuma lesdo. Essa prote¢ao foi diminuindo durante todo o curso da infecgdo, chegando a 65
% na sétima semana de infec¢ao e 46 % no final do experimento (Figura 17B).

Vale lembrar que o curso da infecgdo por L. amazonensis ocorre de maneira diferente
entre as duas linhagens de camundongos utilizadas neste trabalho. Os camundongos da
linhagem BALB/c sdo muito mais suscetiveis a esse parasita do que os camundongos
C57BL/6. Esse fato pode ser facilmente visualizado na Figura 19 apds a comparagdo do
tamanho da lesdo das duas linhagens previamente inoculadas com o tampao. Da quinta até a
sétima semana de infec¢do, as lesdes observadas nos camundongos da linhagem BALB/c
tinham o dobro do tamanho daquelas observadas na outra linhagem. Na décima semana, o
tamanho da lesdo dos camundongos BALB/c era seis vezes maior e esse valor passou para
oito vezes no final do experimento (Figura 19). Curiosamente, os camundongos da linhagem
BALB/c vacinados com 40 ug de proteolipossomos tiveram um padrdo de crescimento no
tamanho da lesdo semelhante aos animais da linhagem C57BL/6 que receberam tampdo. Esse

fato pode ser observado até a sétima semana de infec¢do (Figura 19).
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Figura 17 - Tamanho da lesdo de camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados por via i.p. com tampao,
lipossomos, EBS ou diferentes concentragdes de proteolipossomos e desafiados com 10° promastigotas de
L. amazonensis. Os camundongos receberam uma imunizagdo e apos trés semanas foram desafiados por via s.c.
na pata traseira direita. A medida e o célculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item
3.19 de Material e Métodos. Curso da infec¢do de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B).
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Figura 18 - Nivel de protecio de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. com diferentes
concentracdes de proteolipossomos e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis. Os
camundongos receberam uma imunizacdo e apés trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira
direita. A medida e o calculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item 3.19 de Material

e Métodos.
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Figura 19 - Tamanho da lesdo de camundongos BALB/c e CS7BL/6 imunizados por via i.p. com tampao
ou 40 pg de proteolipossomos e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis. Os camundongos
receberam uma imunizagao e apos trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita. A medida e
o calculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item 3.19 de Material e Métodos.
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4.9 - Avaliacdo da protecdo contra a infeccio com L. amazonensis em camundongos
BALB/c ap6s uma imuniza¢io com os proteolipossomos por via i.p.

Como descrito anteriormente, uma prote¢do dose dependente foi observada durante
o curso de infeccdo dos camundongos BALB/c previamente imunizados com o0s
proteolipossomos. Os animais foram vacinados com 10, 20 ou 40 pg de proteolipossomos ¢ a
melhor prote¢do foi observada apos o indculo i.p. da maior concentragdo da vacina (Figura
18). Esses resultados nos levaram a pensar que concentracdes maiores que 40 |Lg poderiam ser
mais eficientes na protecdo contra a leishmaniose cutdnea experimental. Dessa forma,
passamos a investigar o curso dessa doenga em camundongos previamente imunizados com
40, 80 ou 120 ug de proteolipossomos. Além da concentracdo da vacina, outro parametro
variado nesse estudo foi a quantidade de promastigotas de L. amazonensis utilizada no
desafio. Trés semanas apos a vacinagio, os camundongos BALB/c foram desafiados com 10°
ou 10* parasitas.

O curso da infeccio dos camundongos desafiados com 10° promastigotas de L.
amazonensis esta representado na Figura 20 e a Figura 21 mostra a evolugdo da infecgdo dos
camundongos infectados com 10* parasitas. Os camundongos que foram vacinados com 40
ug de proteolipossomos e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis tiveram uma
prote¢do de 53 %, quando comparados aos animais que receberam tampao (Figura 20). Essa
prote¢do, observada na oitava semana de infec¢do, praticamente se manteve constante até a
décima segunda semana e passou para 33 % no final do experimento. Os outros dois grupos
experimentais imunizados com o0s proteolipossomos apresentaram basicamente o mesmo
padrdo de protecdo frente a infecgdo por L. amazonensis. Da décima até a décima segunda
semana de infecg¢do esses dois grupos tiveram um nivel de prote¢do em torno de 87 % e no

final do experimento esse valor passou para 61 %.
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Figura 20 - Tamanho da lesio de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. com tampao ou diferentes
concentracdes de proteolipossomos e desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensis. Os
camundongos receberam uma imunizacdo e apés trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira
direita. A medida e o calculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item 3.19 de Material
e Métodos.
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Figura 21 - Tamanho da lesdo de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. com tampao ou diferentes
concentracdes de proteolipossomos e desafiados com 10* promastigotas de L. amazonensis. Os
camundongos receberam uma imunizagdo e apos trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira
direita. A medida e o calculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item 3.19 de Material
e Métodos.
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Até a vigésima primeira semana uma protecdo de 100 % pode ser observada nos
animais imunizados com 80 pg da vacina de infecgio e desfiados com 10 parasitas (Figura
21). Com vinte e cinco semanas, esse valor caiu para 81 % e, quando esses animais estavam
na vigésima nona semana de infec¢do, a protegdo foi de 77 %. Os animais imunizados com
120 pg de proteolipossomos ndo desenvolveram nenhuma lesdo durante os nove meses de
experimento, o que indica uma protecao de 100 %. A Figura 22 mostra a lesdo dos animais
inoculados com tampao, 80 e 120 ug de proteolipossomos. Esses animais foram fotografados
quando estavam com vinte e nove semanas de infec¢cdo. Como podemos observar, os animais
imunizados com a maior concentracdo da vacina ndo apresentaram qualquer sinal de lesdo e a

pata infectada tem o mesmo tamanho da contralateral.

4.10 - Avaliacdo in vivo do papel de IFN-y e IL-12 na protecio de camundongos
C57BL/6 apo6s a imunizacio com os proteolipossomos por via i.p.

Para avaliar a importancia in vivo do IFN-y e IL-12 na protecdo induzida pela
imunizagdo com os proteolipossomos, camundongos C57BL/6 (WT, IFN-y KO ou IL-12 KO)
foram imunizados por via i.p. com tampao ou 40 ug de proteolipossomos e apos trés semanas
foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita com 10° parasitas (Figura 23). Quando
comparados aos animais WT que receberam tampdo, os camundongos WT que receberam a
vacina apresentavam uma prote¢do de 44, 52 e 54 %, na quarta, sexta e sétima semana de
infeccdo, respectivamente. Os animais IL-12 KO vacinados com os proteolipossomos nao
foram protegidos contra a doenca e desenvolveram lesdes semelhantes aos animais I1L-12 KO
que receberam tampdo. A partir da sexta semana, os camundongos IL-12 KO, vacinados ou
ndo, desenvolveram lesdes com o dobro do tamanho daquelas observadas nos animais WT

ndo vacinados.
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Figura 22 - Tamanho da lesdo de camundongos BALB/c imunizados por via i.p. com tamp2o, 80 ou 120 pg
de proteolipossomos e desafiados com 10* promastigotas de L. amazonensis. Os camundongos receberam
uma imunizagdo e apos trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita. As imagens foram
feitas quando os animais estavam com vinte ¢ nove semanas de infecgdo apos a imunizagdo com 120 (a) ou 80
ug de proteolipossomos (b) ou tampao (c).
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Figura 23 - O papel in vivo de IFN-y e IL-12 na protegiio de camundongos C57BL/6 induzida pelos
proteolipossomos. Os camundongos (WT, IFN-y KO ou IL-12 KO) foram imunizados por via i.p. com tampao
ou 40 ug de proteolipossomos e apés trés semanas foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita com 10°
parasitas. A medida e o célculo do tamanho da lesdo das patas foram feitos como descrito no item 3.19 de
Material e Métodos.
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Assim como os camundongos 1L-12 KO, os animais INF-y KO também nio foram
protegidos contra a leishmaniose cutdnea experimental apds a imunizagdo com o0s
proteolipossomos (Figura 23). Esses animais, vacinados ou ndo, também desenvolveram
lesdes maiores do que aquelas observadas nos animais WT nao vacinados. Curiosamente, 0s

camundongos INF-y KO vacinados desenvolveram lesdes maiores do que os ndo vacinados.
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No modelo de mosaico fluido, a membrana plasmatica de uma célula ¢ formada
basicamente por lipideos e proteinas. Os lipideos constituem o substrato estrutural, enquanto
as proteinas sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas que acontecem na superficie da
membrana plasmatica. Para que um organismo estranho (virus, bactéria ou parasita) possa
invadir uma célula mamifera, suas moléculas de superficie devem interagir com as proteinas
da célula hospedeira (Thiakaki et al., 2006). As proteinas de superficie sdo, na maioria das
vezes, as grandes responsaveis pela viruléncia de organismos que causam as doengas, € por
isso, muito utilizadas na preparacdo de vacinas. Algumas vacinas s3o constituidas por
patdgenos irradiados ou atenuados quimicamente (Daneshvar et al., 2003). A atenuagdo da
viruléncia apresenta um certo risco, pois existe a possibilidade dos agentes patogénicos
atenuados sofrerem reativagdo ou mesmo escapar ao tratamento. Esses riscos sdo importantes
devido a capacidade que muitos organismos tém de produzir doengas graves. Uma alternativa,
que tem sido empregada com sucesso, ¢ o isolamento de moléculas, particularmente proteinas,
da membrana de agentes patogénicos e a sua reconstitui¢do em lipossomos (Daghastanli et al.,
2004; Afrin et al., 2000; Afrin & Ali, 1997; Ali & Afrin, 1997). Por esse processo, tenta-se
preservar as caracteristicas estruturais desejaveis para sua antigenicidade, sem o perigo da
patogenicidade.

Como as técnicas utilizadas para isolar e purificar as proteinas de membrana sio
bastante drasticas, podendo causar a desorganizagdo da estrutura nativa da proteina, a
principal preocupagdo nesses estudos ¢ a de preservar a estrutura protéica e,
conseqlientemente, a sua funcdo, para que estas ndao sejam alteradas ou perdidas, apds os
procedimentos de solubilizagdo e purificagdo (le Maire et al., 2000). Uma maneira de impedir
a desnaturagdo dessas proteinas € reincorpora-las em uma estrutura que mimetize a membrana
plasmatica, um processo conhecido como reconstituicdo (Rigaud, 2002). A reconstituicdo de

proteinas de membrana em lipossomos revelou-se uma alternativa viavel para a preparagao de
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componentes antigé€nicos visando a indu¢dao de imunidade (imunogenicidade) em animais de
experimentacdo (Leserman, 2004). Além de preservar a estrutura nativa das proteinas, os
lipossomos apresentam a vantagem de conferir uma atividade de adjuvante nas vacinas contra
varios patogenos (Laing et al., 2006; Daghastanli et al., 2004).

Como os componentes da membrana da Leishmania estdo associados com a sua
patogenicidade, acredita-se que a gera¢ao de uma resposta imune contra esses componentes
possa levar ao desenvolvimento da imunoprofilaxia contra a leishmaniose (Sacks & Noben-
Trauth, 2002). N6s escolhemos a forma amastigota de L. amazonensis como fonte de
antigenos para a preparagdo da vacina desenvolvida neste trabalho porque a amastigota ¢ a
responsavel pela patologia associada com a doenca. Além disso, alguns protocolos de
imunizacdo que utilizaram as proteinas da forma amastigota apresentaram resultados bastante
promissores. Em 1995, Soong e colobaboradores purificaram trés antigenos especificos da
forma amastigota (A2, P4 e P8) e a imunizagdo com P8 induziu protecdo total em
camundongos BALB/c desafiados com L. pifanoi e prote¢do parcial nos animais desafiados
com L. amazonensis. Antigenos de amastigota de L. amazonensis em combinagdo com o
adjuvante ONO-4007 (um analogo sintético do lipideo A) foram utilizados tanto na
imunoterapia como na imunoprofilaxia e a porcentagem de protecdo foi de 40 e 60 %,
respectivamente (Calvopina et al., 2006). O antigeno A2 recombinante foi capaz de induzir
protecdo em camundongos BALB/c contra a infecgdo pela L. amazonensis. Essa vacina, que
utilizou IL-12 recombinante como um adjuvante, perdia a sua eficacia quando combinada
com o antigeno LACK (Coelho et al., 2003).

O sucesso para a reconstituicdo das proteinas de membrana em lipossomos envolve
trés aspectos: (i) a solubilizagdo completa ou parcial dos componentes lipidicos e protéicos da
membrana, (ii) a preservagdo da atividade bioldgica das proteinas solubilizadas e (iii) a

proporcdo ideal entre as proteinas soluveis purificadas e os lipideos para alcangar a melhor
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reconstitui¢do (Rigaud et al., 1995). Durante o processo de reconstitui¢do, as proteinas de
membrana devem estar acessiveis para que ocorra a incorporacdo nos lipossomos. Os
detergentes sdo fundamentais para o isolamento das proteinas integrais e esse processo de
solubilizagcdo ¢ afetado tanto pelo cardter idonico como pela concentragdo micelar critica
(CMC) do detergente (Seddon et al., 2004; le Maire et al., 2000).

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um sistema carreador de proteinas
antigénicas da forma amastigota de L. amazonensis, empregando-se lipossomos e, com isso,
verificar se 0s proteolipossomos eram capazes de proteger camundongos isogé€nicos contra a
leishmaniose cutanea experimental. Como mencionado, para que as proteinas sejam
incorporadas nos lipossomos elas devem estar soliveis. Sendo assim, nds investigamos a
eficacia de cinco detergentes diferentes no processo de solubilizagdo das proteinas de
membrana da L. amazonensis. Dentre os detergentes usados, o SDS foi o mais eficiente nesse
processo, sendo responsavel pela recuperacio de 93 % de proteinas soluveis quando utilizado
na concentracao de 0,1 % (Figura 3). Concentra¢des maiores do SDS ndo promoveram um
melhor rendimento na solubilizagdo do extrato bruto (Figura 6). Esse detergente também ja
havia se mostrado muito eficiente durante a solubilizagdo das proteinas de membrana da
Pasteurella multocida. Nesse trabalho, o SDS solubilizou 85 % das proteinas presentes na
fragdo de membrana (Daghastanli et al., 2004).

Embora o SDS seja altamente desnaturante, o tratamento do extrato bruto com esse
detergente ndo afetou de forma consideravel a sua capacidade de ligacdo com os anticorpos
gerados contra os determinantes antigénicos de L. amazonensis (Figura 4B, canaleta 2).

Escolhido o detergente e a sua concentragdo, outros pardmetros foram variados na
tentativa de se aperfeicoar o processo de solubilizagdo. Além da concentracdo do extrato
bruto, nés também avaliamos o efeito da temperatura e do tempo de incubagdo do extrato

bruto com o SDS no processo de solubilizacdo. Apds todos os testes, nds optamos por um
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protocolo em que a solubilizagdo das proteinas de membrana de amastigotas de L.
amazonensis seria realizada com SDS 0,1 % e 0,5 mg/mL do extrato bruto, sem periodo de
incubacdo. Para recuperar as proteinas soliveis do extrato bruto, esse material foi
centrifugado a 4°C. Determinadas as condi¢des adequadas para a solubilizagdo das proteinas
de membrana da Leishmania, o proximo passo foi realizar estudos sistematicos para definir a
melhor condi¢do para a reconstituicdo do EBS em lipossomos.

O mecanismo de formagdo dos proteolipossomos ¢ complexo e extremamente
importante para a reconstitui¢do correta de proteinas na membrana lipidica. Quatro técnicas
principais para a reconstituicdo da proteina na membrana artificial podem ser encontradas na
literatura (Rigaud et al., 1995). A reconstitui¢do mediada por solvente organico ¢ uma das
técnicas utilizadas para preparar os proteolipossomos. No entanto, essa técnica ¢ pouco
utilizada porque normalmente desnatura as proteinas de membrana. Os proteolipossomos
também podem ser formados através de métodos mecanicos. A principal vantagem desse
método ¢ a rapidez, ja as maiores desvantagens encontradas sdo a ndo reprodutibilidade do
ensaio, a inativacdo de muitas proteinas devido ao longo processo de sonicagdo e também o
pequeno diametro dos proteolipossomos resultantes (Rigaud et al., 1995). Uma técnica
alternativa ¢ a incorporacdo direta da proteina de membrana em lipossomos pré-formados. A
principal desvantagem desse método ¢ a exigéncia da remogao total do detergente da amostra
protéica antes da incubagdo com o lipossomo previamente preparado o que, eventualmente,
pode favorecer o aparecimento de agregados. O método de co-solubilizagdo ¢ a estratégia de
reconstituicdo de proteinas de membrana que tem apresentado melhores resultados e portanto,
mais freqlientemente utilizado (Rigaud et al., 1995).

Dentre as diversas metodologias utilizadas para a obtencdo de proteolipossomos nds
adotamos a de co-solubilizagdo. Ter escolhido essa metodologia foi importante porque a mesma

ndo exige a retirada prévia do detergente presente na amostra a ser reconstituida nos lipossomos,
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evitando a precipitacdo das proteinas solubilizadas. Na metodologia escolhida, o detergente ¢
removido da amostra quando a mesma estiver na presenga dos lipossomos. Nessa etapa, a
completa remog¢ao do detergente ¢ essencial para que os proteolipossomos se formem.

Na técnica de co-solubilizagdo, a remog¢ao do detergente pode ser realizada de diversas
formas. Entre os métodos usuais, a resina hidrofébica ¢ a preferida porque ¢ rapida e ndo dilui
a amostra (Rigaud et al., 1998). A desvantagem desse método ¢ que uma quantidade
significativa de proteina e/ou lipideo também pode ser adsorvida pela resina durante o
processo de reconstituicdo. Porém, esse problema pode ser minimizado pela exposicao da
mistura a intervalos de tempo curtos e repetitivos com a resina. Como descrito por
Daghastanli e colaboradores (2004), a remog¢do do SDS pode chegar a 99 % com o uso da
resina Calbiosorb®. Assim, nos também utilizamos essa resina para remover o detergente e,
conseqiientemente, reconstituir o EBS nos lipossomos.

O sucesso na reconstituicdo de proteinas de membrana em lipossomos pode ser
influenciado também pela natureza dos lipideos escolhidos. Dessa forma, um passo
importante para alcangar um bom rendimento na incorporagdo das proteinas nesses sistemas
vesiculares ¢ o estabelecimento da composi¢do lipidica mais apropriada. NoOs preparamos
proteolipossomos com DPPC, DPPS e colesterol com diferentes razdes em massa. A melhor
incorporagao das proteinas presentes no EBS ocorreu quando noés utilizamos DPPC, DPPS e
colesterol na razdo em massa de 5:1:4 (Tabela II). Nessas condi¢des, a incorporacdo das
proteinas foi de 60 % e os proteolipossomos resultantes formaram uma populacdo homogénea
com diametro médio de 140 nm (Figura 10). A porcentagem de incorporagdo das proteinas
caia quando alteracdes eram feitas na propor¢ao descrita acima (Tabela II). Uma banda
protéica com massa molecular em torno de 60 kDa foi preferencialmente incorporada nos
proteolipossomos preparados com 1 mg DPPC:1 mg DPPS:5 mg colesterol (Figura 11,

canaleta 5). Por outro lado, os outros proteolipossomos apresentaram um perfil eletroforético
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similar ao do EBS (Figura 11, canaletas 1, 2, 3 e 4). Esses resultados indicam que um
aumento na quantidade de colesterol provoca uma incorporagdo seletiva de proteinas na
estrutura micelar.

Algumas proteinas se associam preferencialmente com microdominios da membrana
plasmatica ricos em colesterol, conhecidos como lipid rafts (Almeida et al., 2005). As
proteinas ancoradas por GPI (glicosil fosfatidil inositol) sdo preferencialmente localizadas
nesses dominios. Em 2001, Denny e colaboradores demonstraram que essas regides estao
presentes em Leishmania, e que o antigeno gp63, ancorado por GPI, esta presente nos lipid
rafts. Os nossos resultados sugerem que os proteolipossomos preparados com 1 mg DPPC:1
mg DPPS:5 mg colesterol podem incorporar seletivamente proteinas da Leishmania
localizadas nesses microdominios.

O mecanismo pelo qual os lipossomos exercem seu efeito adjuvante ainda ndo estd
bem compreendido, mas acredita-se que a imunogenicidade dos lipossomos ¢ influenciada
pela carga dos lipideos utilizados na preparacdo dessas vesiculas. Por exemplo, lipossomos
contendo fosfatidilserina s3o mais eficientes em induzir a produgdo de IFN-y pelas células de
bago de camundongos do que aqueles contendo fosfolipideos neutros (Aramaki et al., 1995).
Em um outro trabalho, os antigenos de membrana de promastigotas de L. donovani
reconstituidos em lipossomos induziram niveis significativos de protecdo em hamsters ¢ em
camundongos BALB/c. Em camundongos, o grau de prote¢do conferido por esses antigenos
foi dependente da carga dos proteolipossomos (Afrin et al., 2000; Afrin & Ali, 1997; Ali &
Afrin, 1997).

Nos adicionamos a fosfatidilserina em nosso protocolo porque lipossomos contendo
esse fosfolipideo, além de induzir a produgdo de IFN-y, sdo também capazes de estimular a
producdo de IL-12 pelas células murinas do bago (Yotsumoto et al., 2004). Além disso,

lipossomos contendo fosfatidilserina tem como alvo as células que possuem receptores
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scavenger, como por exemplo, os macrofagos (Peiser et al., 2002). Em 2004, Tempone e
colaboradores demonstraram que o antimonial pentavalente encapsulado em lipossomos que
continha fosfatidilserina era capturado de maneira muito eficaz pelos macréfagos infectados
com L. chagasi.

Apobs a caracterizacdo dos proteolipossomos constituidos de 5 mg DPPC:1 mg
DPPS:4 mg colesterol, avaliamos a atividade protetora dessa preparacdo. A primeira
estratégia foi investigar a melhor via de inoculagdo dos proteolipossomos e, para isso, 0s
camundongos foram imunizados com as preparacdes tanto pela via s.c. como pela via i.p. Os
camundongos receberam duas imuniza¢des com intervalo de trés semanas e duas semanas
apos a Gltima imunizacdo foram desafiados por via s.c. na pata traseira direita com 10°
promastigotas de L. amazonensis. Em 1997, Lezama-Davila demonstrou que a imunizago de
camundongos com antigenos da superficie de L. mexicana incorporados em lipossomos era
mais eficiente pela via i.p. do que pela s.c. Por outro lado, camundongos BALB/c imunizados
pela via s.c. com o antigeno LmSTI1 recombinante encapsulado em lipossomos tiveram uma
protecdo significativa apos o desafio com L. major (Badiee et al., 2007). No nosso trabalho, a
via 1.p. também se mostrou mais eficiente na indu¢do da imunidade protetora (Figura 16).

Quando administrados pela via s.c., além de ndo conferir protecdo alguma, os
proteolipossomos levaram a uma exacerbacao da doenga (Figura 16). Como demonstrado por
Pinheiro e colaboradores em 2005, o aumento na suscetibilidade dos animais pode estar
relacionado com uma maior produ¢do de TGF-f (fator B de crescimento e transformacao). Os
autores do trabalho demonstraram que os camundongos BALB/c vacinados
intramuscularmente com antigenos de L. amazonensis se tornavam mais suscetiveis apos o
desafio com a mesma espécie de Leishmania devido ao aumento na produgao de TGF- .

A imunizagdo i.p. dos camundongos BALB/c com 20 pg proteolipossomos conferiu

uma prote¢do apenas no inicio da doenca e essa protecdo foi decaindo nas semanas seguintes,
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até se tornar insignificante no final do experimento (Figura 16). Para tentar melhorar essa protecao
conferida pelos proteolipossomos inoculados pela via i.p., nés decidimos variar alguns parametros.
Dentre esses podemos citar: a concentragdo dos proteolipossomos, a quantidade de imunizagdes € o
intervalo entre a imunizagdo e o desafio. Assim, camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6
foram imunizados uma tnica vez com 10, 20 ou 40 ug de proteolipossomos e apés trés semanas
foram desafiados com 10° promastigotas de L. amazonensisna pata traseira direita.

O novo protocolo utilizado melhorou a protecdo conferida pelos proteolipossomos.
Para notar essa melhora, basta comparar o grupo dos camundongos BALB/c que recebeu 20
pg de proteolipossomos antes e depois da modificagdo no protocolo de imunizagdo. Como
podemos observar na Figura 16, os animais imunizados com 20 pg da vacina tiveram um
nivel de prote¢do de 14 %, apos 10 semanas de infec¢do. Apds a mudanga no protocolo de
imunizagao, essa prote¢do passou para 30 % no mesmo periodo de infec¢ao (Figura 18). Isso
indica que uma dose da vacina foi suficiente para induzir algum nivel de prote¢dao nos
camundongos BALB/c, ndo havendo a necessidade de um refor¢o. Além disso, uma protegao
dose dependente foi observada durante o curso de infeccdo dos camundongos BALB/c
previamente imunizados com os proteolipossomos.

Como a melhor protecdo foi conseguida apds o indculo i.p. da maior concentragao da
vacina, o proximo passo foi investigar se concentragdes maiores que 40 (g poderiam ser mais
eficientes na protecdo contra a leishmaniose cutdnea experimental. Para tentar melhorar ainda
mais o nivel de protecdo, nds também diminuimos a quantidade de parasitas utilizada no
desafio dos camundongos previamente imunizados. Em 1995, Soong e colaboradores
demonstraram que a prote¢do contra a L. pifanoi conferida apos a imuniza¢ao dos
camundongos BALB/c com o antigeno A2 era dependente da quantidade de parasitas
inoculados no desafio. Nos utilizamos 10* ¢ 10° promastigotas de L. amazonensis para fazer o

desafio dos animais. Essa quantidade de parasitas ¢ bem inferior do que a normalmente
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utilizada nos estudos de vacinagao contra a leishmaniose. Porém, sabe-se que na natureza a
quantidade de promastigotas metaciclicas inoculadas pelo inseto vetor durante o repasto
sanguineo varia de 10 a 1000 formas (Kamhawi, 2006; Sacks, 1989).

Ao diminuirmos a quantidade de parasitas no desafio, de 10° (Figuras 17A e 18) para
10° (Figura 20), nio melhoramos a protegio dos camundongos BALB/c previamente
imunizados com 40 ug de proteolipossomos. Da oitava até a décima segunda semana de
infec¢do, uma protecdo em torno de 50 % foi observada tanto nos animais desafiados com 10°
como nos desafiados com 10° parasitas. Ja os animais imunizados com 80 ou 120 ug de
proteolipossomos tiveram um nivel de protecdo em torno de 87 % na décima segunda semana
de infecgio apds o desafio com 10° parasitas (Figura 20). A melhor protecio foi alcancada no
grupo imunizado com 120 pg de proteolipossomos ¢ desafiado com 10* promastigotas de L.
amazonensis (Figuras 21 e 22). Esses animais ndo desenvolveram nenhuma lesdo durante os
nove meses de experimento, o que indica uma protecdo de 100 %. Esses resultados indicam
que a protecdo induzida pelos proteolipossomos ¢ dependente da quantidade de parasitas
inoculados no momento do desafio e também da concentragdo dos proteolipossomos. Quanto
maior a concentragdo da vacina, maior a prote¢do contra a infec¢ao pela L. amazonensis.

O papel das citocinas na resisténcia e suscetibilidade durante a infec¢do experimental
com L. major esta claramente definido: a produgdo de IL-4 pelos camundongos BALB/c leva
a suscetibilidade enquanto que, a produ¢do de IFN-y dependente de IL-12 culmina com a
ativagcdo do macrofago e controle do crescimento do parasita nas linhagens resistentes (Sacks
& Noben-Trauth, 2002). A IL-12 induz a produgdo de IFN-y pelas células NK e pelas células
T (Figura 2), sendo essencial para promover a diferenciagdo e a proliferagdo das células Thl
e também para ligar a resposta imune inata com a adaptativa (Manetti et al., 1993).
Camundongos geneticamente deficientes para o receptor de IL-12 sdo suscetiveis durante uma

infecgdo com L. major e desenvolvem um padrdo de resposta Th2 (Chakir et al., 2003). Em
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2006, Hernandez e colaboradores demonstraram que camundongos C57BL/6 IL-12 KO sao
mais suscetiveis durante uma infec¢do com L. amazonensis.

Além da IL-12, o IFN- y também desempenha um papel essencial durante o controle
da infecgdo por L. amazonensis. Camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com L.
braziliensis sdo capazes de controlar a infecgdo. Por outro lado, eles desenvolvem lesdes
cronicas com um elevado nimero de parasitas, quando infectados com L. amazonensis (Jones
et al., 2002; Jones et al., 2000). Maioli e colaboradores (2004) demonstraram que essa
diferenga no controle do parasita estd associada com a diminui¢ao na produgdo de IFN-y pelas
células do linfonodo dos animais infectados com L. amazonensis. Apesar da suscetibilidade
que os camundongos da linhagem C57BL/6 demonstram durante a infeccdo com L.
amazonensis, os camundongos da linhagem BALB/c desenvolvem lesdes muito maiores
quando infectados com essa espécie de Leishmania. Uma maior produgdo de IFN-y pelas
células T CD8+ explica a maior resisténcia encontrada nos camundongos C57BL/6 durante a
infec¢do pela L. amazonensis (Chan, 1993). Em outro trabalho, Colmenares e colaboradores
(2003) demonstraram que o antigeno P8 ¢é capaz de proteger camundongos da linhagem
C57BL/6 contra a infecgdo desenvolvida pela L. amazonenis e essa protegdo ¢ mediada pelas
células T CD8+ presentes no sitio da infec¢do que secretam [FN-y e perforina.

Os dados da literatura comentados acima indicam claramente a importancia de IFN- y
e IL-12 para o controle da infec¢@o desenvolvida pela L. amazonenis. Com base nesses dados,
nés avaliamos a importancia in vivo dessas duas citocinas na prote¢do induzida pela
imunizacdo com os proteolipossomos. Em 2006, Herndndez e colaboradores demonstraram
que uma protegdo parcial contra a infecgdo por L. amazonensis pode ser induzida pela
Leishvacin® na auséncia de IL-12. Nossos achados indicam o oposto, pois a prote¢io em

torno de 50 % nos camundongos WT que receberam a vacina foi perdida nos animais
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deficientes tanto para IL-12 como para IFN- y (Figura 23). Esses resultados indicam que a

protecdo induzida pela vacina desenvolvida neste trabalho ¢ dependente dessas citocinas.
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As proteinas de membrana da forma amastigota de L. amazonensis foram
eficientemente solubilizadas apos o tratamento com SDS, um detergente anidnico com
propriedades desnaturantes. Quando detergentes zwiterionicos (CHAPS ¢ CHAPSO) ou
neutros (Tween 20 e Polidocanol) sdo utilizados, a recuperacao das proteinas soluveis
¢ 36 % menor, quando comparada com o rendimento apds o tratamento com o SDS.
Lipossomos preparados com DPPC, DPPS e colesterol na propor¢do de 5:1:4 foram
eficazes no processo de reconstituicao das proteinas soliiveis da forma amastigota de
L. amazonensis. Os proteolipossomos resultantes apresentam um diametro médio de
140 nm e uma taxa de incorporagdo de proteina de 60 %.

Esses proteolipossomos foram capazes de induzir uma protecdo parcial contra o
desafio com 10° promastigotas de L. amazonensis em camundongos da linhagem
C57BL/6, previamente imunizados pela via i.p. com 40 g dessas vesiculas lipidicas.
Os proteolipossomos apresentaram também a capacidade de induzir protegao total por
um periodo de 39 semanas em camundongos da linhagem BALB/c, previamente
vacinados com 120 pg de proteolipossomos e desafiados com 10* promastigotas de L.
amazonensis.

Os proteolipossomos nao protegeram camundongos da linhagem C57BL/6 deficientes
para IL-12 ou IFN- vy. Esses achados indicam que a protecao observada contra a L.
amazonensis, por meio da vacinagdao com os proteolipossomos, ¢ dependente dessas

citocinas.
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Abstract. Liposomes have long been used as models
for lipid membranes and for the reconstitution of a
single or multiple proteins. Also, liposomes have
adjuvant activity in vaccines against several proto-
zoan or bacterial organisms. Thus, the main objective
of the present study was to obtain a crude extract
of detergent-solubilized proteins of Leishmania
amazonensis amastigotes and reconstitute them into
liposomes. Neutral and zwiterionic detergents were
less efficient than an ionic detergent. In order to
obtain efficient solubilization using only sodium
dodecyl sulfate (SDS), the effects of detergent and
protein concentration and incubation time were
studied. The maximum of solubilized proteins was
obtained instantaneously using a ratio of 0.5 mg/ml
of protein to 0.1% (w/v) detergent at 4°C. Dipal-
mitoylphosphatidylcholine (DPPC), dipalmitoyl-
phosphatidylserine (DPPS) and cholesterol in a
weight ratio of 5:1:4 were used for protein reconsti-
tution into liposomes using the cosolubilization
method, yielding 60% of incorporation. The incor-
poration of multiple parasite proteins results in a
vesicular diameter of proteoliposomes of about 140
nm, presenting a final lipid weight ratio for DPPC,
DPPS and cholesterol of 1:1:5, with high stability.
The detergent-solubilized proteins of L. amazonensis
amastigotes present in the proteoliposome, when
analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
include a wide range of parasite-incorporated pro-
teins. BALB/c mice inoculated with these proteo-
liposomes were able to produce antibodies against the
proteins reconstituted in DPPC:DPPS:cholesterol
liposomes and were partially resistant to infection
with L. amazonensis promastigotes. These results

Correspondence to: P. Ciancaglini; email: pietro@ffclrp.usp.br

indicate that this system can be used as a possible
vaccine against L. amazonensis.

Key words: Leishmania amazonensis — Membrane
protein — Detergent solubilization — Liposome —
Proteoliposome — Cosolubilization method

Introduction

While lipids are the fundamental structural elements
of cell membranes, proteins are responsible for car-
rying out specific membrane functions. When a for-
eign organism invades a mammalian cell, these
molecules are important in the first contact with the
host cell during the invasion of parasites (Mitchell
et al., 2004; Hespanhol et al., 2005). To bypass the
use of intact dead parasites to induce protective
immunity into experimental animals, integral mem-
brane proteins reconstituted in liposomes have been
used (Lezama-Davila, 1997). Because the techniques
used to recover membrane proteins may also disor-
ganize the native protein structure, a challenge in
many membrane studies is to ensure that the protein
function is not altered or lost when removed from the
membrane by solubilization and purification proce-
dures (le Maire, Champeil & Moller, 2000). One
approach to avoid membrane protein denaturation is
to reincorporate these molecules back into a mimetic
membrane structure, a process generally referred to
as “‘reconstitution” (Rigaud, 2002). The reconstitu-
tion of membrane proteins into liposomes is a useful
tool to prepare antigenic components to induce
immunity in experimental models (de Jonge et al.,
2004; Kita et al., 2005). In addition to preserving the
active structure of proteins, liposomes have adjuvant
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activity in vaccines against protozoan parasites (Afrin
et al., 2002; Mazumdar, Anam & Ali, 2004; Uemura
et al., 2005).

During their life cycle, the protozoan parasites of
the genus Leishmania replicate and differentiate in
the gut of the sandfly as flagellated promastigotes
and are transmitted to a vertebrate by the vector.
Survival of this parasite within the vertebrate host is
dependent on successful entry into a macrophage and
transformation of promastigotes into the amastigote
form (Courret et al., 2001). During these processes,
the surface of the parasite undergoes considerable
changes to adapt alternatively to the different envi-
ronments within the vertebrate and invertebrate
hosts.

In the present study, we prepared a crude extract
of detergent-solubilized proteins of Leishmania
amazonensis amastigotes and reconstituted them into
liposomes, employing the cosolubilization method
(Seddon, Curnow & Booth, 2004; Daghastanli et al.,
2004). The experiments were designed to study the
effects of detergent and protein concentration, time
and incubation temperature on L. amazonensis pro-
tein solubilization, followed by a standard procedure
of proteoliposome construction. We further employed
this material to induce an immune response in BALB/
¢ mice and were able to show both an antibody re-
sponse and significant protection from homologous
infection. These results with proteoliposomes indicate
a possible application of these mimetic membrane
systems in the preparation of a putative vaccine
against promastigotes of L. amazonensis.

Materials and Methods
MATERIALS

All solutions were prepared using Millipore (Bedford, MA)
DirectQ ultrapure apyrogenic water. Tris(hydroxymethyl)amino-
methane (TRIS), phosphate-buffered saline (PBS), bovine serum
albumin (BSA), Schneider’ insect medium, molecular weight
markers (10-205 kDa), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), trans-epoxysuccinyl-L-leu-
cylamido-(4-guanidino)butane (E-64), 1,10-phenanthroline, dipal-
mitoylphosphatidylcholine (DPPC), dipalmitoylphosphatidylserine
(DPPS), cholesterol, sodium dodecyl sulfate (SDS), 3-([3-cholami-
dopropyl]dimethyl-ammonio)-1-propane  sulfonate =~ (CHAPS),
3-([3-cholamidopropyl]dimethyl-ammonio)-2-hydroxy-1-propane
sulfonate (CHAPSO), polyoxyethylene 9-lauryl ether (Polidoca-
nol), polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween 20) and 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) were purchased from Sigma (St. Louis,
MO); peroxidase-labeled goat anti-mouse immunoglobulin G
(IgG) conjugate was from Southern Biotechnology (Birmingham,
AL); Calbiosorb resin was from Calbiochem (San Diego, CA).

MICE AND PARASITES

Female BALB/c mice, 8—12 weeks old, were bred and maintained
under standard conditions in the animal facility at the Faculdade
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de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. The
parasite strain IFLA/BR/67/PH8 of L. amazonensis was main-
tained in BALB/c mice (Noronha et al., 1998; Nunes et al., 1997).
The amastigotes were isolated from footpad lesions of infected
mice and transferred to Schneider’s medium. The parasite suspen-
sion was centrifuged at 1,200 x g for 10 min, and the pellets were
collected and stored at —20°C.

PREPARATION OF CRUDE EXTRACT OF
L. AMAZONENSIS

The frozen pellets of amastigotes were resuspended in 5 mm TRIS-
HCI buffer (pH 7.5), containing | mm EDTA, 1.6 mm PMSF, 0.1
mMm E-64 and 1 mm 1-10 phenanthroline. The suspension was
sonicated at 4°C with three 30-s blasts at 60 W.

ESTIMATION OF PROTEIN CONCENTRATION

Protein concentration was estimated in the presence of SDS 2.0%
(w/v) by the procedure described by Hartree (1972), using crys-
tallized BSA as standard. To estimate protein concentration in the
fractions collected after isopycnic density gradient centrifugation,
the method described by Read & Northcote (1981) was employed,
also using crystallized BSA as standard.

ANTISERUM PREPARATION

BALB/c mice were infected subcutaneously in the hind footpad
with 10° stationary growth phase L. amazonensis promastigotes.
Two months after infection, the animals were bled and the anti-
serum against total L. amazonensis antigenic determinants was
collected.

SDS-PoLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS AND
WESTERN BLOTTING

The determination of the molecular weight of proteins was
achieved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) as
described by Laemmli (1970). Briefly, 5% polyacrylamide was used
for the stacking gel and 10% for the running gel (1.0 mm thick).
The gels were silver-stained to visualize the profile of the protein
bands. Molecular weight markers ranged 10-205 kDa. Western
blotting was performed by electrophoretically transferring the
protein bands to a nitrocellulose membrane. The membrane was
treated with blocking buffer (PBS, containing 5% [w/v] nonfat milk
and 0.05% [v/v] Tween 20) for 1 h and probed with antiserum
against total L. amazonensis at a dilution of 1:75 in the blocking
buffer for 1 h. Excess proteins were removed with four washes of 5
min with washing buffer (PBS, containing 0.05% [v/v] Tween 20).
Finally, the membrane was probed with peroxidase-labeled goat
anti-mouse IgG conjugate at a 1:1,000 dilution in the washing
buffer. The DAB substrate was used to reveal protein-antibody
interactions at the concentration of 0.5 mg/ml.

SOLUBILIZATION OF L. AMAZONENSIS MEMBRANE
PROTEINS

Samples of crude extract of parasite (0.5 mg/ml of protein) were
first incubated for 2 h at 25°C with different detergents in the
concentration range of about 0.1-7% (w/v). Solubilized proteins
were then separated by ultracentrifugation at 100,000 x g for 1 h.
Optimal solubilization condition was determined by changing
protein or detergent concentration and incubation time of the
protein sample with the detergent. The solubilized protein
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concentration was estimated in the supernatant and in the resus-
pended pellets to calculate the yield of solubilization.

PROTEOLIPOSOME PREPARATION

Proteoliposomes were prepared with DPPC, DPPS and cholesterol
at different weight ratios. The lipid mixture was dissolved in 1 ml
chloroform and dried under nitrogen flow, and the lipid film
formed was maintained under vacuum for 1 h. Then, 2 ml of a
solution of 5 mm TRIS-HCI (pH 7.5) containing 25 mg/ml SDS was
added to the film. The mixture was incubated at 60°C for 1 h and
vortexed at 10-min intervals. After that, solubilized lipids were
sonicated, using the microtip, for 2 min at 240 W. One milliliter of
SDS-solubilized protein extract (0.5 mg/ml) was added to this
mixture, which was then incubated for 45 min at room tempera-
ture. The detergent was removed from the mixture using 200 mg/ml
Calbiosorb hydrophobic resin. After detergent removal, the
mixture was centrifuged at 140,000 x g for 1 h and the pellet,
constituted by proteoliposomes, was resuspended in 1 ml of 5 mm
TRIS-HCI. Liposomal formulations in the absence of protein were
prepared with identical lipid composition and used as control.

EsTiMATION OF LiPID CONCENTRATION

The lipid constitution of proteoliposomes or liposomes was deter-
mined by thin-layer chromatography (TLC, silica plate) after
extraction with chloroform:methanol (1:1 v/v) using as primary
solvent chloroform:methanol:ammonia (65:35:5 v/v) and as sec-
ondary solvent chloroform:methanol:acetone:acetic acid:water
(10:2:4:2:1 v/v) in the same dimension. After lipid detection, using
iodine vapor, the silica spots were scraped and treated with chlo-
roform and the phospholipids and cholesterol were quantified as
described by Chen, Toribara & Warner (1956) and Higgins (1987),
respectively.

IsopycNICc DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION

A continuous sucrose gradient was prepared as described by
Daghastanli et al. (2004) (1-30% sucrose in 5 mm TRIS-HCI [pH
7.5], density ranging 1.0381-1.1764) using a Gradient Maker
(Hoeffer Scientific Instruments, San Francisco, CA). Samples of
SDS-solubilized protein extract, liposomes or proteoliposomes
(500 pl) were loaded on the gradient and centrifuged at 180,000 x g
for 4 h at 25°C. The gradients were then fractioned into 500 pl
fractions and analyzed for protein and inorganic phosphate content
(Chen et al., 1956).

LIGHT SCATTERING OF PROTEOLIPOSOMES

The liposome and/or proteoliposome size distribution was deter-
mined by dynamic light scattering using a Zetasizer 3000HS
(Malvern Instruments, Malvern, UK). Proteoliposomes were
stored at 4°C, and the diameter average was monitored for 15 days.

EVALUATION OF PROTECTION AGAINST INFECTION WITH
L. AMAZONENSIS

Groups of five animals were immunized intraperitoneally (i.p.) with
liposome, 20 pg of SDS-solubilized protein extract or proteolipo-
some (10, 20 or 40 pg). The control group received PBS. At 3 weeks
after immunization, mice were challenged with one subcutaneous
injection in the right hind footpad with 10° stationary growth phase
L. amazonensis promastigotes. At various times after infection,
footpads were measured with a caliper (125SMEA-6/150; Starrett,
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Sdo Paulo Brazil). Lesion size was determined by subtracting the
caliper-measured thickness of the uninfected contralateral footpad
from that of the infected one.

Results

SOLUBILIZATION OF L. AMAZONENSIS MEMBRANE
AND IDENTIFICATION OF ANTIGENIC PROTEINS

A typical preparation of crude extract of
L. amazonensis by sonication yields around 44% of
water-soluble proteins. By Western blotting, these
proteins were shown to be reactive to an antiserum
generated by inoculation of live promastigotes into
mice (data not shown). To enhance the process of
solubilization, frozen pellets of amastigotes were
resuspended in TRIS buffer and sonicated, protein
was quantified and detergent was added.

The capacity of the detergent to solubilize the
crude extract was studied using different classes of
surfactants in the concentration range of about 0.05—
7.0% (w/v) and using different times and tempera-
tures of incubation and different protein concentra-
tions. The soluble protein recovery of crude extract of
L. amazonensis (0.5 mg/ml) treated for 2 h at 25°C
with 0.4% (w/v) CHAPS, 0.3% (w/v) CHAPSO, 1%
(w/v) Tween 20 or 5% (w/v) Polidocanol were similar,
yielding approximately 59% of the parasite proteins.
Our results indicate that the most efficient detergent
at solubilizing L. amazonensis membrane proteins
was SDS at a concentration of 0.1% (w/v), giving a
recovery of 93%.

To visualize the proteins present in the crude
extract of L. amazonensis solubilized with the various
detergents, a silver stain method was used. Our re-
sults, presented in Figure 1A, indicate that almost
every preparation displayed a similar pattern of
protein recovery. However, the SDS-solubilized pro-
tein extract, as expected from protein determination,
gave higher yields (Fig. 1A, lane 5a). Consistent with
this finding, the unsolubilized pellet displayed only
discrete protein bands (Fig. 1A, lane 5b). The elec-
trophoretic profile of supernatants and pellets was
very similar when the solubilization of L. amazonensis
membrane proteins was achieved with the other
detergents (Fig. 1A, lanes 2, 3, 4, 6, a and b). Fig-
ure 1B shows the antigenic profiles of crude extract
and SDS-solubilized protein extract after reaction
with antiserum against total L. amazonensis antigenic
determinants (lanes 8 and 9, respectively).

In order to determine the optimal conditions for
efficient solubilization of proteins with SDS from the
crude extract of L. amazonensis, the effects of this
detergent dependent on protein concentration, incu-
bation time and temperature were studied. Figure 2
shows the amount of protein solubilized as a function
of SDS concentration for a fixed amount of protein in
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Fig. 1. (A) Silver-stained SDS-PAGE gel of proteins from L. amazonensis. Aliquots of 0.5 mg/ml of crude extract were mixed at 25°C with
different detergents, as described in Materials and Methods. Supernatants containing solubilized proteins are shown in lanes labeled ¢ and
resuspended pellet in lanes labeled b. Lanes: /, molecular mass standard proteins in kDa; 2, 0.4% (w/v) CHAPS; 3, 0.3% (w/v) CHAPSO; 4,
1% (w/v) Tween 20; 5, 0.1% (w/v) SDS; 6, 5% (w/v) Polidocanol and 7, without detergent (control). (B) Western blotting analysis of (lane §)
crude extract and (lane 9) SDS-solubilized protein extract with antiserum prepared as described in Materials and Methods.
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Fig. 2. Effect of SDS concentration on the solubilization of crude
extract of L. amazonensis. Aliquots of 0.5 mg/ml of crude extract
were mixed at 25°C with SDS at different concentrations. After 2 h,
the solubilized proteins were separated by centrifugation at 100,000
x g for 1 h.

the extract. Under these conditions, the amount of
solubilized proteins increased steadily, reaching a
maximum at a detergent concentration of 0.1% (w/v).
Higher concentrations of SDS did not increase the
amount of proteins recovered in solution. Changes in
protein concentration for the fixed SDS concentra-
tion of 0.1 % (w/v) showed that 0.5 mg/ml of crude
extract gave the maximum yield of 94% (Fig. 3). The
degree of solubilization decreased as protein con-
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Fig. 3. Effect of protein concentration on the solubilization of
crude extract of L. amazonensis. Different concentrations of crude
extract were mixed at 25°C with 0.1% (w/v) SDS. After 2 h, the
solubilized proteins were separated by centrifugation at 100,000 x g
for 1 h.

centration increased above 0.5 mg/ml, suggesting that
this amount of detergent was insufficient to promote
solubilization of the larger quantities of membrane
proteins. Accordingly, using a ratio of 0.5 mg/ml of
protein to 0.1% (w/v) SDS at 4°C, the solubilization
of crude extract was achieved almost instantaneously
(data not shown).

It is important to remark that the SDS-solubi-
lized protein extract of L. amazonensis contains little
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phospholipid and sterol, resulting in 27 and 38 pg/mg
of total protein, respectively, when determined after
chloroform extraction.

PROTEOLIPOSOME PREPARATION AND CHARACTERIZATION

In order to prepare proteoliposomes, different mix-
tures of lipids (DPPC or DPPS alone or both phos-
pholipids with or without cholesterol, in different
proportions) and SDS-solubilized protein extract
were used and optimization of protein incorporation
was obtained using the mixtures of DPPC, DPPS and
cholesterol at weight ratios of 5:1:4 and 0.5 mg/ml of
protein. The incorporation of proteins into liposomes
by the cosolubilization method requires complete
removal of the detergent. Here, SDS removal was
achieved by batch hydrophobic adsorption with the
Calbiosorb resin, giving an SDS-free proteoliposome.
In our system, the reconstitution of solubilized pro-
teins was around 60%.

To determine the stability of the proteoliposomes
in TRIS buffer, a dynamic light scattering assay was
used. This assay revealed that the average diameter of
the proteoliposome was 140 nm soon after prepara-
tion and 150 nm after 15 days, indicating a high
stability of this system.

Data presented in Table 1 indicate that lipid
composition of liposome results in considerable loss
of amount of DPPC and cholesterol, exhibiting a
marked change of the initial lipid proportion present
in solution. Also, during the formation of the prote-
oliposome a high loss of both phospholipids occurs
compared with the concentration of remaining cho-
lesterol. Probably, this process occurs to incorporate
and stabilize the proteins in the vesicular system be-
sides the loss by resin adsorption and/or the forma-
tion of liposomes free of protein.

To characterize the degree of incorporation of
L. amazonensis proteins into proteoliposomes, an
isopycnic density gradient centrifugation was per-
formed, and the fractions were assayed for protein
and phosphate contents. As shown in Figure 4A,
analysis of SDS-solubilized protein extract revealed
the presence of proteins in the middle region of the
gradient (around 14.2-16.2% sucrose concentration,
density 1.058-1.064 g/cm?). With liposomes, a peak
corresponding to the inorganic phosphate content
occurred at 12% sucrose, density 1.046 g/cm?
(Fig. 4B). Finally, proteoliposomes showed a single
peak at 11.3% sucrose concentration (1.042 g/cm®),
for both the inorganic phosphate and protein, indi-
cating efficient incorporation during reconstitution of
SDS-solubilized protein extract (Fig. 4C).

SDS-PAGE of proteoliposomes revealed a vari-
ety of proteins with a distribution similar to that
observed in the SDS-solubilized protein extract of
L. amazonensis, indicating nonselective incorporation
of parasite proteins into liposomes (Fig. 5A, lane 3).
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Table 1. Lipid composition (in w/w and mol/mol proportion) of
the liposome and proteoliposome determined by silica plate TLC as
described in Materials and Methods

Sample DPPC:DPPS: DPPC:DPPS:
cholesterol cholesterol
(w/w) ratio (moles/moles) ratio
Initial mixture 5:1:4 5:1:7
Liposome 3:1:3 3:1:6
Proteoliposome 1:1:5 1:1:9

To determine whether BALB/c mice inoculated
with proteoliposome were capable of producing
antibodies against L. amazonensis proteins, five ani-
mals were inoculated with one i.p. injection of 20 pg
of the material and, 3 weeks later, bled and their sera
pooled. Our results of immunoblotting with SDS-
solubilized protein extract, which had been electro-
phoretically separated by SDS-PAGE and probed
with serum from mice inoculated with proteolipo-
some, indicate that these animals were able to pro-
duce antibodies against L. amazonensis proteins
present in the SDS-solubilized protein extract recon-
stituted into DPPC:DPPS:cholesterol liposomes
(Fig. 5B, lane 5).

To evaluate whether the proteoliposomes-carry-
ing L. amazonensis antigens could induce an immune
response in BALB/c mice to generate some degree of
protective immunity to a homologous infection, mice
were inoculated with different concentrations of the
preparation (Table 2). Our results indicate that mice
injected with proteoliposomes that contained parasite
antigens were able to counteract the promastigote
infection in a dose-response manner. Mice inoculated
with 1040 ng of proteoliposome presented a signifi-
cant reduction in the size of the footpad lesion at 12
weeks of infection, with less skin damage at higher
concentration of antigen (Table 2).

Discussion

Liposomes have been used in experimental thera-
peutics as carriers for drugs (Pinto-Alphandary, An-
dremont & Couvreur, 2000) or as immunoadjuvants
for vaccine preparations (Gregoriadis, 1990). To
achieve these goals, proteoliposome systems can be
prepared by a variety of techniques, such as
mechanical dispersion, sonication, extrusion, solvent
dispersion, reverse phase evaporation and cosolubi-
lization with detergents (Camolezi et al., 2002). As a
preliminary stage to investigate the possibility of
using liposomes to induce protective immunity in
mice to homologous infection, we incorporated SDS-
solubilized protein extract of L. amazonensis into
negatively charged liposomes.
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Negatively charged liposomes have been shown
to be efficient vehicles for specific delivery of anti-
Leishmania drugs to mouse macrophages (Tempone
et al., 2004). Accordingly, we prepared proteolipo-
somes with DPPC, DPPS and cholesterol, as a way to
present Leishmania antigens to scavenger receptors,
which are present in macrophages and dendritic cells
(Harshyne et al.,, 2003; Shakushiro et al., 2004;
Greaves & Gordon, 2005).

In view of the important role played by the cell-
surface molecules of pathogenic protozoa in their
interaction with the host, some effort has been de-
voted to the characterization of these membrane
components. Because the components of L. amazon-

ensis membrane appear to be associated with its
pathogenic activity, it has been suggested that
generating an immune response against these com-
ponents could lead to the development of immuno-
prophylaxis against cutaneous leishmaniasis (Sacks &
Noben-Trauth, 2002). Two major surface molecules,
lipophosphoglycan and the zinc-metalloproteinase
gp63, have been studied (Descoteaux & Turco, 1999;
llgoutz & McConville, 2001).

We chose amastigotes of L. amazonensis as the
source for antigen because developmentally regulated
molecules may be biologically important for the
intracellular survival of the parasite. Furthermore,
the amastigote is the stage of Leishmania parasites



F. R. Santos et al.: Proteoliposome System from L. amazonensis

" 66

45

31 =

A B

Fig. 5. (4) Silver-stained SDS-PAGE gel of proteins from
L. amazonensis. Lane 1, molecular mass standard proteins in kil-
odaltons; /lane 2, SDS-solubilized protein extract; and lane 3, pro-
teins present in proteoliposomes. (B) Western blotting analysis of
SDS-solubilized protein extract with: /ane 4 antiserum prepared as
described in Materials and Methods and (lane 5) sera collected 3
weeks after immunization intraperitoneal from mice with 20 pg of
proteoliposome.

responsible for the pathology associated with this
disease, and antigens from the amastigote have been
previously used in the construction of a leishmanial
vaccine by others (Rafati et al., 2000; Aebischer et al.,
2000). Furthermore, the efficacy of immunization of
BALB/c mice with purified soluble amastigote pro-
teins has been reported for three amastigote antigens
(P-2, P-4 and P-8), which provided significant pro-
tection against infection with L. pifanoi (Soong et al.,
1995).

A successful strategy for membrane reconstitu-
tion involves three main aspects: (1) partial or com-
plete solubilization of the membrane protein and lipid
components, (2) preservation of the biological activ-
ity of the solubilized proteins and (3) mixing of the
solubilized purified protein and lipids in order to
achieve reconstitution (Silvius, 1992). To be amena-
ble to being incorporated into liposomes, the mem-
brane protein components must first be solubilized.
Many detergents have been used to obtain solubilized
proteins from membranes, namely sodium deoxich-
olate, SDS, sodium cholate, Empingem BB and oc-
tylglucopyranoside (Parmar, Edwards & Madden,
1999; Daghastanli et al., 2004). The process of
membrane protein solubilization is affected by both
the ionic character and the critical micelar concen-
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Table 2. Level of protection against L. amazonensis promastigotes
of BALB/c mice immunized with different concentrations of pro-
teoliposome

Immunized Lesion size
Group? (mm)® (%) Reduction
PBS 79 £+ 1.1 -
Liposome 6.5 £ 0.7 18
SDS-solubilized protein 79 +£ 0.7

extract (20 pg)
Proteoliposome (10 pg) 59 +£0.5 25
Proteoliposome (20 pg) 5.1 £ 0.2 35
Proteoliposome (40 pg) 4.1+ 0.5 48

% BALB/c mice were immunized i.p. with liposome, SDS-solubi-
lized protein extract or proteoliposome as described in Materials
and Methods. Mice given PBS were used as control. At 3 weeks
after immunization, all animals were challenged with 10 L.
amazonensis promastigotes.

® Lesion size represents the mean lesion diameter in mm + sg of
lesions developing in groups of five animals at 12 weeks postin-
fection.

tration of the detergent (Santos & Ciancaglini, 2000).
The solubilization of membrane proteins of L. ama-
zonensis with neutral and zwiterionic detergents was
shown to be less efficient than with the anionic
detergent SDS (Fig. 1A, lane 5a). Although SDS is
known as a denaturing detergent, in our hands it
showed higher solubilization capacity (94%) without
a significant loss of antibody-binding ability of the
solubilized material (Fig. 1B, lane 9).

Antigenic proteins present in the SDS-solubilized
protein extract were used to prepare proteoliposomes
by a cosolubilization method in which detergent, lipid
and protein were mixed. A critical factor in this
technique is complete removal of the detergent
(Rigaud et al.,, 1998, Daghastanli et al., 2004).
Among the usual methods for detergent removal, the
hydrophobic resin is preferable because it is very ra-
pid and does not dilute the sample (Haaker &
Racker, 1979; Furth et al., 1984; Jones et al., 1988;
Silvius, 1992; Rigaud et al., 1998). Using the Cal-
biosorb resin, as described by Daghastanli et al.
(2004), SDS removal can be as high as 99%. In our
hands, the use of Calbiosorb resin for detergent re-
moval allowed 60% incorporation of SDS-solubilized
protein extract into proteoliposomes.

Our results with sucrose density gradients to
characterize the protein incorporation in the lipid
bilayer of lamellar liposomes indicate that liposomes
reconstituted with DPPC, DPPS and cholesterol
present a wide peak of phosphate originated from
acid hydrolysis of phospholipids, indicating the
presence of different liposome populations distrib-
uted in two close density ranges (Fig. 4B). Proteo-
liposomes showed a single symmetric elution profile,
as detected by phosphate and protein estimation,
indicating a remarkably homogeneous distribution of
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the vesicle population and the consistent absence of
other lipid-protein aggregates (Fig. 4C). Further-
more, these systems appear in lower densities prob-
ably because of their cholesterol content, as shown in
Table 1 and described by other authors (Ceve &
March, 1987). Our results clearly indicate that the
method employed here may lead to efficient protein
reconstitution, reaching a yield of 60% in a homo-
geneous proteoliposome population having a similar
density to that of the single lipid vesicle.

Incorporation of the protein into vesicles
depends on many factors but mainly on the length of
the fatty acid hydrocarbon chains and the type of
polar head group of phospholipid component in the
liposomes, as recently shown for antigenic membrane
proteins of Pasteurella multocida (Daghastanli et al.,
2004). Our results indicate that L. amazonensis
membrane proteins are efficiently incorporated in
proteoliposomes containing palmitoyl acyl chain,
present also in phosphatidylcholine and phosphati-
dylserine phospholipids.

The liposome bilayer composition has an
important effect on its interaction with tissues and
might be critical for targeting to specific antigen-
processing cells. Anionic liposomes containing phos-
phatidylcholine, cholesterol and phosphatidylglycerol
or phosphatidylserine interact with a small percent-
age of human and murine dendritic cells (Foged et al.,
2004). In contrast, inclusion of mannosylated phos-
phatidylethanolamine in the design of cationic lipo-
somes, intended for targeting the mannose receptor,
increases the interaction of these vesicles with den-
dritic cells. Also, cationic liposomes interact with a
very high percentage of both human and murine
dendritic cells (Foged et al., 2004).

Membrane antigens of L. donovani promastig-
otes, when entrapped in liposomes, can induce very
significant levels of protection against infection in
both hamsters and BALB/c mice (Afrin & Ali, 1997,
Ali & Afrin, 1997; Afrin, Anam & Ali, 2000). In mice,
the extent of protection conferred by these antigens
varies depending on the overall surface charge of the
proteoliposome. It has been shown that liposomes
containing phosphatidylserine entrapped with pen-
tavalent antimony are taken up by macrophages via
scavenger receptors, these systems being 16-fold more
effective against L. chagasi-infected macrophages
than the free drug (Tempone et al., 2004).

This report presents the biophysical characteris-
tics of the proteoliposomes and a preliminary study of
humoral immunological reactivity and protective
immunity of BALB/c mice immunized with these
proteoliposomes. We have shown that a careful choice
of the mixture DPPC, DPPS and cholesterol used to
obtain proteoliposomes was essential to optimize
protein incorporation. Furthermore, these studies re-
sulted in a proteoliposome constituted by multiple
L. amazonensis proteins, which not only were recog-
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nized by the antiserum against total L. amazonensis
antigenic determinants but also generated consider-
able level of protective immunity in mice (Table 2).
Accordingly, we are confident in suggesting that this
proteoliposome system could be used as a carrier for
antigenic proteins from L. amazonensis, thus con-
tributing to the development of potential vaccine
candidates for cutaneous leishmaniasis prevention.
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