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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania e
sdo endémicas em 88 paises com uma prevaléncia de 12 milhdes de
individuos(DESJEUX,1996). Dados da Secretaria Estadual de Saude do Estado de
Goias (SINAM) também demonstram o aumento do numero de casos de
Leishmaniose Tegumentar Americana neste Estado nos ultimos 20 anos e uma
tendéncia para a urbanizacdo desta enfermidade. Macréfagos ativados sdo capazes
de matar as leishmanias, enquanto macréfagos residentes permitem a multiplicacao
do parasito. IFN-y tem se mostrado como a principal citocina capaz de ativar
macrofagos para matar estes parasitos (GAZZINELLI et al., 1998). Uma das
medidas de controle da expansao da doenca seria a obtencdo de vacinas com maior
eficacia. A imobilizacdo de enzimas tem sido utilizada para aumentar a eficiéncia e
estabilidade de enzimas. Assim, enzimas imobilizadas mostram-se muito mais
resistentes a desnaturacdo frente a diversos agentes desnaturantes (CHIBATA et
al., 1978). O nosso objetivo é imobilizar antigenos sollveis de Leishmania
amazonenis num polimero, a quitosana, para verificarmos se ocorre uma liberacao
lenta do antigeno de modo a prolongar a estimulagéo, esperando-se uma protecao
imunologica duradoura. A quitosana foi escolhida por ser um polissacarideo
biodegradavel, ndo-téxico e com baixa imunogenicidade (ARAI et al., 1968).

2. METODOLOGIA

2.1 — Parasitos

O isolado de parasitos de Leishmania amazonensis (IFLA/Br/67/PH8) foi cultivado
em estufa BOD a 25°C em meio de Grace, repicado a cada 3 dias a partir de 1 x 10°
promastigotas/mL. Os parasitos foram utilizados na fase estacionaria e foram
colhidos cinco dias apés o inicio da cultura.

2.2 - Preparacdo de antigenos soluveis de L. amazonensis (SLA)
Os SLA foram obtidos a partir da lise de promastigotas de fase estacionaria por
congelamentos e desgelos repetitivos até que nenhum parasito integro fosse
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identificado em microscopia Optica. O lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min
e o0 sobrenadante filtrado em uma membrana de poro igual a 0,22 um. A
concentracdo dos antigenos foi avaliada seguindo o método de Bradford segundo
recomendacéao do fabricante.

2.3 — Preparacéo de microesferas de gquitosana

Quitosana (0,25% m/v) foi dissolvida em solucdo aquosa de acido acético (2% v/v)
sob agitacao por 18 h em temperatura ambiente. A solucéo foi filtrada a vacuo em
papel de filtro. Adicionou-se 1 mL de Tween-80 a solucdo de quitosana (filtrado) e
em seguida adicionou-se solucdo de sulfato de sédio 20% lentamente sob agitacao
a 500 rmp por mais ou menos 1 hora, até que a transmitancia fosse 0%. As
microesferas de quitosana formadas foram separadas por centrifugacédo a 4000 x g
por 10 minutos. O sedimento (microesferas de quitosana) foi liofilizado e irradiado
com radiacdo gama para garantir esterilidade e armazenado para uso posterior.

2.4 — Imobilizacdo por adsorcdo do antigeno em quitosana

1000 pg de SLA foi adicionado as microesferas de quitosana (6 mg), os quais foram
ressuspendidos para volume final de 800 pL em PBS. Ap6s 18 h a 10°C a
suspensao foi centrifugada a 4.000 x g por 10 min. O sedimento foi ressuspendido
em PBS e usado para imunizacdo dos animais. O valor de antigeno imobilizado foi
obtido pelo método de Bradford fazendo-se a subtracdo da quantidade de antigeno
remanescente no sobrenadante daquela adicionada inicialmente.

2.5 — Liberacdo de SLA imobilizado em quitosana in vitro

Da solucdo de SLA imobilizado em quitosana descrito anteriormente, retirou-se 200
uL, o que corresponde a 300 ug de SLA em 2 mg de quitosana. A suspensao foi
submetida a centrifugacéo a 4000 x g por 10 min e o sobrenadante foi colhido para
dosagem de antigenos através do método de Bradford. A quantidade de antigeno no
sobrenadante corresponde a quantidade de antigeno liberado pela quitosana. Ao
sedimento, adicionou-se 200 pL de PBS, homogeneizou-se e armazenou-se a
suspensdo a 4°C. Esse procedimento de dosagem de antigeno do sobrenadante
repetiu-se por varios dias para verificar a eficiéncia da liberacdo de SLA.

2.6 — Vacinacdo dos Animais

Camundongos C57BL/6 (B6) foram injetados com PBS (controle); 25 pug de SLA; 140
ug de quitosana ou quitosana+SLA (25ug de SLA em 140ug de quitosana). A
vacinacdo foi feita em duas doses, sendo que a segunda foi administrada uma
semana apdés a primeira (administracfes subcutdnea na pata direita). Trés semanas
depois da ultima dose, os animais foram sacrificados para a analise de citocinas.

2.7 — Obtencéo de células de linfonodo, reestimulacdo com SLA e dosagem de IFN-y
As células foram obtidas por rompimento mecéanico da capsula dos linfonodos
popliteos. O macerado foi ressuspendido em meio RPMI 1640. Estas células foram
cultivadas na concentracdo de 5 x 10° células/mL e re-estimuladas ou ndo com
50ug/mL de SLA ou concanavalina A 5ug/mL. Apds 72 horas o sobrenadante de
cultura das células foi colhido e a dosagem de IFN-y feita através de ELISA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Liberacdo de SLA imobilizado em quitosana in vitro

A formacdo de microesferas de quitosana foi confirmada por visualizacdo das
mesmas em microscopia optica e apresentavam tamanhos que variavam de 0,5-3,0
um. Apés a producgdo de 1,2 g de microesferas de quitosana, foi feita a imobilizacéo
de 1000 pg de SLA para cada 6 mg de quitosana (o rendimento foi de 85% de
imobilizag&o, ou seja, 850 + 51,3 pg de SLA em 6 mg de microesferas de quitosana).
A quitosana libera pequenas quantidades de antigenos diariamente in vitro (Figura
1), o que sugere que esse mesmo fendmeno pode ocorrer in vivo.

20- FIGURA 1: Liberacdo de SLA por
guitosana in vitro. A liberacdo de SLA
2 pela quitosana em PBS nos trés
? 1o0d primeiros dias foi maior que nos dias
3 subsequentes, ou seja, a quitosana
liberou um total de 32,4 ug de SLA
od depois de 3 dias e a liberagdo do

. lempog((shorfss) 19z 218 antigeno do 4° ao 10° dia foi de 1,62 +

0,59 pg/dia.

3.2 — Quantificacdo de IFN-y produzidas por células de linfonodo

Os resultados da quantificacdo de IFNy estdo apresentados na figura 2. Nenhuma
producdo de IFNy foi detectada quando as células do linfonodo foram estimuladas
por um estimulador policlonal, a concanavalina A, o qual deveria estimular a
producdo de IFNy nas células dos animais de todos os grupos. Este ultimo dado
pode ser justificado por algum erro experimental durante a ativacdo com a
concanavalina A.

Dosagem de IFN-gamma FIGURA 2: Células do camundongo
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4. CONCLUSAO

A imobilizagcdo de SLA com quitosana promove uma liberagdo mais lenta do
antigeno, o que indica que este polimero pode ser Gtil como adjuvante. As Células
do animal que recebeu SLA imobilizado em quitosana produziram mais IFNy que o0s
demais animais, indicando que a imunizacdo foi mais eficiente neste animal,
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provavelmente porque a quitosana libera o antigeno lentamente, o que prolonga a
resposta imunoldgica, o que é ideal para uma vacina eficaz contra a leishmaniose.
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