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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca tropical negligenciada de distribui¢ao global, que ainda acomete
cerca de 700 mil a 1 milhdo de pessoas por ano. As opgdes de prevengdo e controle sao
limitadas, e ndo ha vacinas aprovadas para uso em humanos. Nesse contexto, vacinas baseadas
em RNA mensageiro (mMRNA) surgem como uma abordagem promissora, por induzirem
predominantemente resposta Thl, essencial no combate a parasitas intracelulares como
Leishmania. Estudos anteriores mostraram que a proteina recombinante LinKAP, em
associac¢do ao adjuvante Poly ICLC (Hiltonol®), induziu uma resposta imune com produ¢ao de
IFN-y e conferiu protecdo parcial em camundongos infectados com L. infantum. Neste estudo,
desenvolvemos uma vacina de mRNA codificando o antigeno LinKAP e comparamos sua
imunogenicidade e eficicia protetora com a vacina a base de proteina recombinante frente a
infec¢do por L. amazonensis € L. infantum. Foram testados protocolos homologos de trés doses
de mRNA ou de proteina e protocolos heter6élogos de duas ou trés doses combinando mRNA e
proteina. Os mRNAs codificantes para LinKAP foram transcritos in vitro, e a expressdo da
proteina foi validada por Western blot e imunofluorescéncia. Em seguida, os mRNAs foram
encapsulados em nanoparticulas lipidicas (LNPs) e suas caracteristicas fisico-quimicas foram
avaliadas, confirmando sua adequagao para a imunizacao de camundongos. Em camundongos
CS57BL/6, o protocolo homologo com mRNA gerou predominancia de IgG2c, enquanto a
proteina induziu IgG1. Tanto a proteina quanto o mRNA induziram a produgao de IFN-y, porém
nenhuma das formulagdes conferiu protecdo contra a infeccdo por L.amazonensis. Protocolos
heter6logos apresentaram niveis semelhantes de IgG total, com aumento de IgG1l e IFN-y
proporcional as doses de proteina, protegendo parcialmente contra L. amazonensis. No
protocolo homologo em BALB/c apenas a proteina rLinKAP induziu resposta humoral e
celular, com perfil equilibrado de citocinas inflamatérias, sendo também a tnica formulagao
capaz de proteger parcialmente contra L. infantum. Em conclusao, a vacina de mRNA mostrou-
se promissora na inducao de resposta humoral, mas a proteina recombinante foi mais eficaz na
indugdo de resposta Thl e prote¢do. Os dados destacam o impacto da plataforma vacinal e da
apresentagao antigénica no perfil imune, reforcando a necessidade de otimizag¢do da formulagao

de mRNA e do modelo animal usado.

Palavras-chave: leishmaniose; vacina de mRNA; antigeno recombinante; LinKAP.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease of global distribution, still affecting around
700,000 to 1 million people per year. Prevention and control options are limited, and no
vaccines are approved for human use. In this context, messenger RNA (mRNA)-based vaccines
emerge as a promising approach, as they predominantly induce a Thl response, which is
essential for controlling intracellular parasites such as Leishmania. Previous studies have shown
that the recombinant protein LinK AP, in association with the adjuvant Poly ICLC (Hiltonol®),
induced an immune response with IFN-y production and conferred partial protection in mice
infected with L. infantum. In the present study, we developed an mRNA vaccine encoding the
LinKAP antigen and compared its immunogenicity and protective efficacy with the
recombinant protein-based vaccine against infection by L. amazonensis and L. infantum.
Homologous regimens of three doses of mRNA or protein, as well as heterologous regimens of
two or three doses combining mRNA and protein, were tested. LinKAP-encoding mRNAs were
transcribed in vitro, and protein expression was validated by Western blot and
immunofluorescence. Subsequently, the mRNAs were encapsulated in lipid nanoparticles
(LNPs), and their physicochemical characteristics were evaluated, confirming their suitability
for mouse immunization. In C57BL/6 mice, the homologous mRNA regimen induced a
predominance of IgG2c, whereas the protein induced IgG1. Both protein and mRNA induced
IFN-y production, but neither formulation conferred protection against L. amazonensis
infection. Heterologous regimens elicited similar levels of total IgG, with increased IgG1 and
IFN-y proportional to protein doses, partially protecting against L. amazonensis. In the
homologous regimen in BALB/c mice, only recombinant LinKAP protein induced both
humoral and cellular responses, with a balanced profile of inflammatory and regulatory
cytokines, and was also the only formulation able to partially protect against L. infantum. In
conclusion, the mRNA vaccine proved promising in inducing humoral responses, but the
recombinant protein was more effective in inducing Th1 responses and protection. These data
highlight the impact of the vaccine platform and antigen presentation on the immune profile,

reinforcing the need to optimize the mRNA formulation and the animal model used.

Keywords: leishmaniasis; mRNA vaccine; recombinant antigen; LinKAP.
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1. INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

A leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada de distribuicdo global, presente em cerca
de 99 paises, principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas e
Mediterraneo, sendo considerada uma das principais doengas tropicais pela World Health
Organization (WHO), devido a seu impacto nas populagdes mais vulneraveis e a falta de
recursos para pesquisa, diagndstico e tratamento. Apesar da redugdo da incidéncia global da
leishmaniose visceral na ultima década, a doenca ainda representa um problema de saude
publica em varias regides, com surtos recorrentes relacionados a guerras, migracdo forcada,
pobreza e destrui¢do ambiental. Estima-se que entre 700 mil a 1 milhdo de novos casos ocorram
anualmente, com aproximadamente 70 mil mortes associadas a doenca (World Health
Organization, 2023).

A leishmaniose cutanea (LC) ¢ a forma mais comum da doenca, com cerca de 600.000
a 1 milhdo de casos novos anuais globalmente (Burza; Croft; Boelaert, 2018). Estd amplamente
distribuida nas Américas, Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Os paises com maior
carga incluem Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Ira, Peru e Siria, que juntos concentram
cerca de 70% dos casos (Alvar et al., 2012) (Figura 1). A LC ¢ geralmente causada pelas
espécies L. major, L. tropica, L. braziliensis, L. mexicana, L. panamensis. A transmissao ¢
principalmente zoondtica, e fatores como desmatamento, atividades rurais, deslocamentos

populacionais e conflitos armados contribuem para a sua disseminagao (Reithinger et al., 2007).
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Countries reporting imported CL cases, 2022 Number of new CL cases, 2022

Egypt - 200 Gemnany - 7 B 0 cases reporied

Swilzerland - 28 Qatar . 7 —

Beigium - 27 China-3 —— <100

United Azab Emirates - 25 Itaty - 3 Bl 100-%99 ] No autochthoncus cases reported

Colombia - 22 Bokvia - 1 B 1000-4999 B Nodsta

Sweden - 14

B =500 ] Not appicatie

The boundaries and names shown anc the designations used on this map do not imply the expression Dats Source. World Health Organizaticn B
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organzation corcerning the legal status Map Production: Control of Neglected & World Health
of any country, terntory, city o ares of of fts authorities, o concerning the delimitation of its frontiers Tropcal Diseases (NTD) ™ Orgamzatlon

or boundaries. Dotted Ines on maps represent approxmate border lines for which there may not Werle Health Organization
yet be full agreement. © WHO 2023. Al rights reserved

Figura 1. Situacio de endemicidade da Leishmaniose Cutanea. Adaptado de WHO, 2023.

A leishmaniose visceral (LV), ou kala-azar, ¢ a forma mais grave e potencialmente letal
da doenca, responsavel por cerca de 50.000 a 90.000 casos anuais (WHO, 2023). Os casos
ocorrem em seis paises: ndia, Bangladesh, Sudao, Sudao do Sul, Etidpia e Brasil, sendo que o
Brasil concentra mais de 90% dos casos registrados (Figura 2). A LV ¢ causada principalmente
por L. donovani (Asia e Africa) e L. infantum (Mediterraneo, América Latina). A transmissdo
pode ser antropondtica, quando o homem € o Unico reservatorio, como na India, ou zoonética,
com o cdo como principal reservatdrio, como ocorre na América Latina e Europa (Guerin et al.,
2002). A LV atinge principalmente criangas menores de 5 anos e adultos imunocomprometidos,
incluindo pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A coinfec¢ao
LV-HIV representa um desafio crescente, especialmente em areas onde ambas as doencas
coexistem, como na Etiopia e no Brasil (Pagliano; Esposito, 2017). Se ndo tratada, a LV pode
evoluir para Obito. Estima-se que 20.000 a 40.000 mortes por leishmaniose ocorram
anualmente, embora esse nimero possa ser subestimado devido a subnotificacdo (Pan

American Health Organization, 2023).
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Countries reporting imported VL cases, 2022 Number of new VL cases, 2022
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Figura 2. Situacio de endemicidade da Leishmaniose Visceral. Adaptado de WHO, 2023.

As leishmanioses constituem um espectro de doengas causadas por protozodarios
intracelulares do género Leishmania, pertencentes a ordem Trypanosomatida e familia
Trypanosomatidae. As principais espécies envolvidas em infec¢des humanas pertencem aos
subgéneros Leishmania (Leishmania), Leishmania (Viannia) e Leishmania (Mundinia)
(Espinosa et al., 2018).

A transmissdo ocorre por meio da picada de fémeas de flebotomineos, conhecidos como
mosquitos-palha, insetos artropodes pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. Por possuirem espécies antropofagas, os géneros Phlebotomus
(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo mundo), desempenham um papel importante na transmissao
de Leishmania spp. para humanos (Arenas et al., 2017).

O ciclo biologico de Leishmania dura de 53 a 100 dias e envolve duas formas
morfologicas principais: promastigota e amastigota. A promastigota ¢ a forma flagelada e
extracelular presente no intestino do vetor; mede de 12 a 20 um e ¢ a forma infectante para o

hospedeiro vertebrado. J4 a amastigota ¢ uma forma intracelular, arredondada e sem flagelo
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aparente, com 2,5 a 3,5 um, que se desenvolve, principalmente, no interior de macréfagos e
outras células fagociticas (Cecilio; Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022).

Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos laceram a pele do hospedeiro vertebrado
com suas mandibulas dentadas e se alimentam do sangue extravasado. Por meio da sua saliva,
os flebotomineos introduzem varias moléculas que auxiliam em sua alimentagdo, como
moléculas vasodilatadoras, inibidores da agregacdo plaquetéria, da cascata de coagulacdo e
inibidores das vias do complemento (Cavalcante; Pereira; Gontijo, 2003; Ferreira et al., 2016;
Mendes-Sousa et al., 2013). Ao se alimentar de um hospedeiro infectado, a fémea do vetor
inocula promastigotas metaciclicas na derme. Esses parasitas sdo entdo fagocitados por
macrofagos, e no fagolisossomo as amastigotas se multiplicam por fissdo binaria, promovendo
a expansao local e sistémica da infec¢do. Quando um flebotomineo se alimenta de um
hospedeiro infectado, ele ingere amastigotas e, em seu trato digestivo, esses amastigotas se
transformam em promastigotas prociclicas, uma forma proliferativa e ndo infectante. Nessa
fase, além da multiplicagdo assexuada, ja foi demonstrada a ocorréncia de eventos de
recombinacdo genética semelhantes a reproducdo sexual. Os promastigotas passam por um
processo de diferenciacdo sequencial (prociclicas — nectomonas — haptomonas —
promastigotas metaciclicas), culminando na formacdo de formas metaciclicas altamente
infectantes, que serdo transmitidas na proxima picada. Um achado recente ¢ a capacidade de
promastigotas metaciclicas, antes consideradas diferenciadas terminalmente, de se
desdiferenciarem em formas prociclicas proliferativas apds uma segunda refeicdo de sangue do
vetor. Esse processo aumenta significativamente a carga parasitdria no intestino do
flebotomineo, permitindo maior multiplicacdo e garantindo maior eficiéncia de transmissao.

Assim, a plasticidade no ciclo de vida de Leishmania favorece tanto a manutengdo no vetor
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quanto a amplificagdo da infec¢do em hospedeiros vertebrados (Figura 3) (Serafim et al., 2018;

Silva-Moreira et al., 2025).

Figura 3. Ciclo de vida da Leishmania spp.(A) a fémea infectada de flebotomineo inocula
promastigotas metaciclicas na derme de um hospedeiro; (B) diferenciacdo em amastigotas no
interior de neutrofilos; (C—D) macrofagos fagocitam corpos apoptoticos infectados e tornam-se
hospedeiros; (E-F) multiplicagdo de amastigotas por fissdo bindria em vactiolos lisossomais,
ampliando a infec¢do. No vetor: (G) ingestao de células contendo amastigotas; (H-I) liberagcao
e diferenciacdo em promastigotas prociclicas, que se multiplicam por fissdo bindria; (J)
ocorréncia de eventos de recombinacao genética; (K) diferenciacdo sequencial (prociclicas —
nectomonas — haptomonas — promastigotas metaciclicas). Apoés um segundo repasto
sanguineo, promastigotas metaciclicas podem se desdiferenciar em prociclicas proliferativas,
aumentando a carga parasitaria e a eficiéncia de transmissdo (Silva-Moreira et al., 2025).

A leishmaniose se expressa e manifesta como uma doenga de apresentagcdo clinica
heterogénea devido as caracteristicas de cada parasito, sua espécie e regido de endemicidade,

bem como as respostas do hospedeiro. Clinicamente, a leishmaniose pode ser dividida em:
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Leishmaniose Cutanea (LC), podendo ser localizada (LCL) ou disseminada (LCD),
Leishmaniose Mucocutanea (LMC), e Leishmaniose Visceral (LV) ou kala-azar.

Diversas espécies de leishmania podem causar a LC. A forma cutanea localizada (LCL)
geralmente € associada a L. tropica, L. mexicana, L. major, L. braziliensis, € L. panamensis.
Ap6s a inoculagdo do parasita pela picada do flebotomineo, que ocorre nas areas do corpo mais
expostas, com rosto, bragos e pernas, ha um periodo de incubagdo que pode variar de uma a
quatro semanas, podendo se estender por anos (Reithinger et al., 2007). O primeiro sinal da
infec¢do ¢ um pequeno edema com aumento de temperatura local, evoluindo para uma papula
eritematosa que se transforma em vesicula, puastula e, finalmente, uma ulcera nodular tipica
dessa forma da doenca (Figura 4). A LCL pode evoluir para cura espontanea em 2-6 meses (L.
major), 3-9 meses (L. mexicana) ou 6-15 meses (L. tropica, L. braziliensis, L. panamensis).
Apesar do bom prognostico, a doenca pode recidivar, apresentando manifestacdes que podem

ser mais graves que a inicial (Arenas et al., 2017).

a) b)

Figura 4. Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Cutinea Localizada. (a) Ulcera precoce
no antebrago de paciente com LCL. (b) Estagio atrofico de ulcera com cicatriz deformante na
orelha de paciente com LCL. Adaptado de Arenas et al., 2017.

A forma disseminada da LC (LCD), causada pelas espécies L. amazonensis e L.
braziliensis, ¢ caracterizada por uma anergia aos antigenos do parasita, favorecendo sua
disseminagdo por toda a pele e mucosas. Nesses casos, surgem multiplas lesdes ulcerativas ou
ndo ulcerativas associadas a sinais como febre, linfedema e linfoadenopatia. O
comprometimento de mucosas leva ao aparecimento de ulceras dolorosas, e o curso clinico
tende a ser cronico, estigmatizante e de dificil tratamento, sem resolug¢do espontanea (Figura
5a). (Reithinger et al., 2007; Vannier-Santos; Martiny; de Souza, 2002). A Leishmaniose
Mucocutanea (LMC) ¢ causada pelo chamado complexo L.braziliensis, que inclui L.

braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis. A maioria dos casos de LMC surge anos apds a
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resolugdo aparente de uma lesdo cutanea prévia. A disseminagdo ocorre lentamente, causando
disturbios muitas vezes imperceptiveis, como inchago e prurido. A lesdo tem inicio na mucosa
nasal e se espalha para a nasofaringe, laringe, boca e para a pele que recobre essas regides. Nas
lesdes da nasofaringe, os pacientes geralmente relatam obstrucdo nasal, epistaxe e secre¢ao.
Queixas de dor, inflamacao e deformidade nasal sdo comuns. Ao exame, podem ser observados
placas granulomatosas, ulceras ou poélipos no epitélio do septo nasal, podendo evoluir para
perda parcial ou total do septo cartilaginoso. Na cavidade oral, a doenga frequentemente
compromete o palato duro, podendo se estender para o palato mole, tvula, faringe ou, menos
frequentemente, para as gengivas e o labio superior. O palato mole pode aderir a parede da
orofaringe, bloqueando a nasofaringe, ¢ a fibrose na regido das amigdalas pode causar
deformidade do canal oral (Figura 5b). O envolvimento da laringe ¢ geralmente indicado por
rouquiddo e tosse. Embora seja possivel alcangar a cura com o tratamento adequado, o processo

inflamatorio frequentemente resulta em sequelas deformantes e permanentes (Marsden, 1986).

Figura 5. Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Cutinea Difusa e Leishmaniose
Mucocutinea. (a) Paciente com a forma difusa da leishmaniose cutanea. (b) Paciente com a
forma mucocutanea da doenga, caracterizada pelo comprometimento da cavidade nasal e oral.
Adaptado de Arenas et al., 2017.

A leishmaniose visceral ¢ a forma mais grave e potencialmente fatal. Os principais
agentes etioldgicos dessa doenca sdo L. donovani e L. infantum (ou L. chagasi, como era
anteriormente conhecida), L. tropica e L. amazonensis tém sido relatadas em casos de

visceralizacao. O periodo de incubagao da doenga varia de 3 a 8 meses e sua expressao pode se
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dar de forma subclinica, oligossintomatica ou sintomatica (Guerin et al., 2002). Em individuos
imunossuprimidos, como transplantados, gestantes, pessoas em uso de corticosteroides ou
portadores de HIV/Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a LV pode recidivar ou
recrudescer devido a deplecdao de células T CD4* (Pagliano; Esposito, 2017). Tipicamente,
pacientes com LV apresentam sintomas como febre, tosse, perda de peso e dor abdominal, que
podem se resolver espontaneamente ou podem progredir para kala-azar, a forma estabelecida
da doenca. Nessa condi¢do, pode ocorrer anorexia, palidez, linfoadenopatia, hepatomegalia,
esplenomegalia, pigmentacao cutinea, anemia, leucopenia, trombocitopenia (Figura 6). Se ndo

tratada, pode levar a um acometimento sistémico e evoluir para morte (Arenas et al., 2017).

Figura 6. Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Visceral. Hepatoesplenomegalia e atrofia
em jovens com leishmaniose visceral. Adaptado de Murray et al., 2005.

1.2.  Imunidade do hospedeiro vertebrado na infec¢do por Leishmania

O sistema do complemento desempenha um papel importante na infec¢do por
Leishmania spp. ao aumentar a habilidade de anticorpos e fagdcitos de eliminar o protozoario
recém inoculado no hospedeiro vertebrado. Assim que as promastigotas metaciclicas sao
inoculados na pele pelo flebotomineo, elas entram em contato com o sangue do hospedeiro,
ativando rapidamente as vias do complemento. A ativacdo de qualquer uma dessas vias resulta
na deposi¢do de fragmentos C3b e iC3b na superficie do parasita, levando a sua opsonizacao e
favorecendo a fagocitose por macrofagos e neutrédfilos através de receptores do complemento,
como CR1, CR2 e CR3 (Corbett et al., 1996). Assim, a cascata do complemento ¢ responsavel
por eliminar 85% dos parasitas ali presentes, porém os restantes sdo capazes de subverter esse

processo e estabelecer a infeccdo (Dominguez et al., 2002).
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Os neutrofilos sdo as primeiras células imunes a serem recrutadas para o sitio da
infeccdo e podem desempenhar um papel protetivo ou progressivo, a depender da espécie de
Leishmania e de fatores intrinsecos ao hospedeiro. Os neutréfilos fagocitam as promastigotas
através da formagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NET) e as matam através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que vai levar a liberagdo de granulos contendo
enzimas liticas e antimicrobianas e a produ¢do de 6xido nitrico (NO) (Guimaraes-Costa et al.,
2009). Entretanto, a infec¢do de neutrofilos por Leishmania também pode favorecer a
sobrevivéncia do parasita. Ao produzir citocinas € quimiocinas a fim de atrair mais células
fagociticas para o local da infec¢do, os neutrdfilos parasitados podem atuar como um “cavalo
de Troia”, sendo fagocitados por macréfagos, que proporcionardo um ambiente favoravel para
a sobrevivéncia e proliferagdo desses parasitas no seu interior (Van Zandberger; Solbach;
Laskay, 2004).

Os macréfagos exercem um papel importante na resposta imune contra a Leishmania,
atuando como o principal reservatdrio no hospedeiro e também eliminando o parasita. Esses
fagocitos podem ser ativados de duas formas. A ativagdo classica, ou polarizagio M1, ¢
induzida por citocinas como o interferon-gama (IFN-y), produzido por células Thl e células
natural killers (NK). Os macrofagos M1 sdo pro-inflamatorios e produzem NO, molécula que
possui atividade microbicida e desempenha um papel importante no controle e na eliminagao
da Leishmania (Loria-Cervera; Andrade-Narvaez, 2020). A polarizacdo M2, ¢ induzida por
citocinas associadas a resposta Th2, como IL-4 e IL-13. Os macrofagos M2 apresentam um
perfil anti-inflamatorio, com produgdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-, o
que favorece a sobrevivéncia e a multiplicacido do parasita no interior dos vacuolos
parasitoforos (Pessenda; Silva, 2020). Dessa forma, os macrofagos se configuram como
elementos-chave tanto na defesa quanto na permissividade a infec¢do por Leishmania,
dependendo do contexto imunologico e das estratégias de evasdo utilizadas pelo parasita.

As células dendriticas (DCs) desempenham um papel essencial na resposta imune contra
a Leishmania, atuando como pontes entre a imunidade inata e adaptativa (Feijo et al., 2016).
Elas sdo responsaveis por capturar e processar antigenos do parasita no local da infec¢ao, migrar
para os linfonodos drenantes e apresentar esses antigenos as células T, iniciando a resposta
adaptativa (Von Stebut; Tenzer, 2018).

As células da resposta imune adaptativa sdo indispensaveis para a eliminacao do

parasita e para a prote¢ao contra reinfec¢des, entretanto, também participam da patogénese da
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doenga. As células T CD4" sdo importantes mediadores da resposta imune adaptativa e sdo
ativadas apods seus receptores reconhecerem peptideos de Leishmania ligadas ao complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) das células apresentadoras de antigenos (APCs)
(Jawed; Dutta; Majumdar, 2019). De acordo o modelo murino de infec¢do por L.major, as
citocinas presentes no microambiente influenciam a diferenciagio das células T CD4" em dois
subtipos, tipo 1 (Th1) ou tipo 2 (Th2) (Reed; Scott, 1993). Na presenca de IL-12, IL-2 e outras
citocinas pro-inflamatorias, as células T CD4" se diferenciam em células Thl, que vdo produzir
IFN- y e TNF-a, ativando macrdéfagos parasitados, matando as amastigotas presentes ali via
produg¢do de NO (Luckheeram et al., 2012). Por outro lado, a presenca de IL-4 no
microambiente leva a diferenciagdo em células Th2, que sdo responsaveis pela secrecdo de
citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, que mediam a susceptibilidade a
Leishmania. Entretanto, essa correlacdo ¢ mais bem descrita em camundongos, em humanos ja
foi visto que a altos niveis de TNF-a e IFN- y estdo associados a casos graves de LC e LMC,
respectivamente (Bacellar et al., 2002; Melby, et al., 1994).

As células CD4" Th17 geralmente relacionadas a doengas autoimunes, mostraram ser
predominantemente patogénicas na infec¢do por Leishmania. Em camundongos BALB/c
infectados com L. major, a presenca de IL-17 esta associada a piora da doenga, € camundongos
deficientes nessa citocina controlam melhor a infec¢ao (Lopez Kostka et al., 2009). O bloqueio
de IL-10, leva ao aumento da IL-17, aumentando também a inflamacdo e a carga parasitaria
(Gonzalez-Lombana et al., 2013). J& em humanos, niveis elevados de IL-17, tem sido
relacionado a lesdes cutaneas e mucosas exacerbadamente inflamatérias causadas por
L.braziliensis (Bacallar et al., 2009). Por fim, células T reguladoras (Treg), uma subpopulacao
especializada de T CD4", possuem fung¢do imunomoduladora ao evitar o dano tecidual causado
por uma resposta imune exacerbada em infeccao por L.infantum. As Tregs produzem citocinas
como IL-10 e TGF-B, que inibem a ativagdo de macréfagos e a produgdo de IFN-y, acabando
por suprimir a resposta imune protetora € aumentando a carga parasitaria (Bhattacharya et al.,
2016).

As células T CD8" tém um papel controverso na resposta imune a Leishmania. Nos
estagios iniciais da infec¢do, essas células produzem IFN-y, que promove a ativacao de células
dendriticas e a producao de IL-12, citocina essencial para a diferenciagdao de células T CD4*
em Thl e supressdo da resposta Th2 (Cardoso et al., 2015). Por outro lado, as CD8* citotoxicas

com alta expressdo de granzimas e IL-10 estdo associadas a formas graves e destrutivas da
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doenga, como a leishmaniose mucocutanea (MCL) e cutanea difusa (DCL). Ao matar células
infectadas, os parasitas sdo liberados juntamente a moléculas associadas a dano tecidual
(DAMPs), o que contribui para a inflamagado exacerbada e facilita a disseminacao do parasita
(Novais et al., 2013).

As células B medeiam a imunidade humoral pela produgdo de anticorpos especificos e
geracdo de memoria imunoloégica. Entretanto, Leishmania spp. sdo parasitas intracelulares,
estando assim protegidos da agdo de anticorpos, o que faz com que a resposta humoral seja
pouco eficaz no controle da doencga. As células B ainda podem contribuir para a susceptibilidade
do hospedeiro a infec¢des por L.amazonensis ou L.donovani pela produgdo de IL-10 (Smelt et
al., 2000; Wanasen; Xin; Soong, 2008).

Leishmania spp. desenvolveram diversos mecanismos de evasdo da resposta imune do
hospedeiro que lhes permitem sobreviver, replicar e persistir no interior das células fagociticas,
principalmente dos macrofagos. Um dos primeiros mecanismos utilizados pelo parasita ¢ a
evasdo do sistema complemento. A susceptibilidade ao sistema do complemento varia de
acordo com a forma e a espécie de Leishmania, mas parece estar relacionada a expressao de
antigenos de superficie. Por exemplo, as formas metaciclicas expressam moléculas de
superficie como lipofosfoglicano (LPG) e a metaloprotease GP63, capazes de degradar
componentes do complemento, inibir a formac¢ado do complexo de ataque a membrana (MAC)
e converter C3b em iC3b, fragmento inativo que ndo leva a lise celular (Hoover et al., 1984).
Ainda, moléculas da superficie do parasita como ecotina e LdISP2 podem inibir MASP-1,
MASP-2 e MASP-3, responsaveis pelo inicio da cascata do complemento pela via das lectinas
(NAGY etal., 2019; VERMA et al., 2018).

Outro mecanismo importante envolve a modulagdo de receptores Toll-like (TLRs),
principalmente TLR2 e TLR4, que estdo envolvidos no reconhecimento de componentes da
superficie de parasitas e na sinalizacdo que leva a produc¢ao de IL-12, TNF-a e NO, que levarao
a ativagdo de macrofagos. A Leishmania pode desviar essas vias de sinalizacdo ativando
moléculas reguladoras negativas como SHP-1 e SOCS, que suprimem a producao de citocinas
inflamatorias (De Veer et al., 2003). Além disso, espécies como L. amazonensis € L. mexicana
se beneficiam da ativagdo de TLR2, que induz a produgdo de IFN-f} e enzimas antioxidantes,
favorecendo sua sobrevivéncia intracelular (Carvalho Vivarini et al., 2011). O TLR4 reconhece
principalmente as moléculas glico-esfingofosfolipideos (GSPL) e o complexo

proteoglicolipidico PSGLC presentes na superficie de amastigotas e induz uma resposta
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antiparasitaria coordenada por TNF-a, porém Leishmania também desenvolveu mecanismos
para modular negativamente essa via (Kropf et al., 2004). Em L.major foi relatado a utilizacao
de inibidores de serina protease (ISP) para bloquear a ativagdo de TLR4, dificultando a
fagocitose e destruicao do parasita (Faria et al., 2011). Ja L. mexicana modula negativamente a
via de sinalizagdo do TLR4 para inibir a producdo de IL-12 pelos macréfagos, o que torna o
ambiente favoravel a permanéncia do parasita (Holm et al., 2001; Vinet et al., 2009).

Para sobreviver no interior dos macrofagos, a Leishmania precisa resistir a condi¢des
adversas como pH 4cido, altas temperaturas e estresse oxidativo. Assim, apos a fagocitose, as
formas promastigotas adotam estratégias para escapar do fagolisossomo, O parasita retarda a
fusdo do fagossomo com o lisossomo, impedindo sua maturagdo e acidificacdo, através da agao
do lipofosfoglicano (LPG), que interfere na bomba V-ATPase e promove acimulo de F-actina
ao redor do vactolo. Essa interferéncia permite que os promastigotas se diferenciem em formas
amastigotas mais resistentes (Holm et al., 2001; Vinet et al., 2009). Além disso, as amastigotas
consomem esfingolipidios do hospedeiro para se proteger do ambiente acido e modulam a
proteina LYST, levando a formacao de vacuolos parasitoforos maiores, ajudando a diluir os
efeitos do o0xido nitrico e favorecendo a sobrevivéncia do parasita (Wilson et al., 2008).

As formas amastigotas de Leishmania necessitam de nutrientes como ferro e arginina
para sua divisao e sobrevivéncia. O ferro ¢ crucial para o metabolismo do parasita, mas sua
disponibilidade ¢ limitada pela a¢do da proteina Nramp1 do hospedeiro, que o transporta para
fora do fagolisossomo. Para contornar isso, Leishmania expressa transportadores proprios,
como LIT1 e LIT2, que competem por esse nutriente. A arginina também ¢ essencial para o
crescimento do parasita, mas também ¢ substrato para a produgdo de NO pelos macrofagos.
Assim, Leishmania expressa a enzima arginase, que converte arginina em poliaminas para seu
proprio beneficio, a0 mesmo tempo em que reduz a disponibilidade de arginina para a produgao
de NO (Reguera et al., 2009).

A apresentagdo de antigenos pelos macrofagos também ¢ prejudicada durante a
infeccdo. A Leishmania pode sequestrar antigenos e impedir sua ligacdo ao MHC de classe 11,
como ¢ o caso do antigeno LACK (Leishmania homolog of receptors for activated C kinase),
interferindo na sua apresentagdo (Courret et al., 1999), como também pode internalizar o MHC
IT em megassomos e utilizar proteases como a cisteina protease, para degrada-lo, impedindo a
apresentacao de antigenos (Ledo et al., 1995). Leishmania também possui a habilidade de alterar

a fluidez da membrana plasmatica dos macrofagos infectados e alterar a apresentacdo de



25

antigenos (Pradhan et al., 2021). As lipid rafts sdo regides ricas em colesterol e esfingolipidios
onde se localizam proteinas importantes para a sinaliza¢cdo imune, como os complexos MHC-
peptideo. A Leishmania consegue retirar colesterol da membrana das células fazendo com que
as lipid rafts se desorganizem, assim, o complexo MHC-peptideo perde a estabilidade ou fica
mal posicionado, dificultando o reconhecimento por células T e, consequentemente, resultando
numa resposta imune fraca e ineficaz (Chakraborty et al., 2005; Ghosh et al., 2014)

A Leishmania também emprega multiplos mecanismos para interferir nas cascatas de
sinalizacdo de macrofagos. Um dos primeiros alvos do parasita € a produgao de espécies ROS,
essenciais para a resposta imune inata. A ativagdo do complexo NADPH oxidase, responsavel
por gerar ROS, depende da fosforilagdo de subunidades como p67 e p47, processo que é
bloqueado em macréfagos infectados por L. donovani devido a inibicdo da via da proteina
quinase C (PKC) (Bhattacharyya et al., 2001). Em L. mexicana, o LPG presente nas formas
promastigotas também interfere na ativagcdo da PKC ao bloquear sua associagdo com calcio e
diacilglicerol, impedindo sua translocagdo para a membrana, o que reduz a explosdo oxidativa
e permite a sobrevivéncia do parasita (Delgado-Dominguez et al., 2010).

A Leishmania também interfere na via de sinalizacdo do IFN-y por meio da via
JAK/STAT. O parasita ativa a fosfatase SHP-1, que inibe a fosforilacdo da JAK2, resultando
em diminuicdo da producao de NO (Blanchette et al., 2009). A via MAPK, composta por
proteinas como ERK1/2, INK e p38MAPK, critica para a producdo de citocinas inflamatorias,
como IL-12 e TNF-0; também ¢ manipulada por Leishmania. Em infecgdes por L. donovani,
observa-se a inibicdo de ERK1/2, JNK e p38, resultando na supressao da resposta inflamatoria
(Privé; Descoteaux, 2000). J4 em infecgdes por L. amazonensis, ERK1/2 ¢ ativado, promovendo
a producao de IL-10, uma citocina reguladora que favorece a persisténcia do parasita (Yang;
Mosser; Zhang, 2007). Por fim, outro alvo importante sdo os fatores de transcricdo NF-kB e
AP-1, ambos essenciais para a expressdao de genes envolvidos na defesa imune. Leishmania
reduz a expressao da subunidade p65 de NF-kB e, por meio da acao de GP63 e proteases, realiza
sua clivagem em uma forma menor (p35), que ativa genes relacionados a sobrevivéncia do
parasita. Ja os amastigotas induzem a degradacdo de p65 via fosfatases (Abu-Dayyeh et al.,
2010). O fator de transcricio AP-1, também tem sua atividade reduzida, o que impacta

negativamente na producao de citocinas como IL-1p, TNF-a e IL-12 (Abu-Dayyeh et al., 2008).
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1.3 Diagnostico, tratamento e estratégias de controle das leishmanioses

O diagnostico da leishmaniose visceral (LV) requer confirmagao laboratorial, ja que
seus sintomas sao inespecificos. O padrao-ouro ¢ a identificagao de amastigotas em aspirados
de 6rgaos como bago ou medula 6ssea (Sundar; Rai, 2002). Testes sorologicos, como o rK39,
sdo amplamente usados, embora apresentem limitacdes em algumas regides (Boelaert et al.,
2014). PCR e outros testes moleculares sao uteis em casos atipicos, mas pouco acessiveis em
areas endémicas. Ja o teste de Montenegro tem aplicacdo apenas epidemioldgica na LV. Para a
LC, o diagnoéstico baseia-se na observagdo direta do parasita em lesdes, complementada por
PCR para maior sensibilidade e identificacdo da espécie (Jara et al., 2013). A sorologia tem
valor limitado, ¢ o teste de Montenegro ¢ util como marcador de exposi¢do. Uma vez
confirmado o diagnoéstico, a defini¢do rdpida da conduta terapéutica ¢ essencial para evitar
complicagdes.

O tratamento de primeira linha para LV ha décadas vem sendo os antimoniais
pentavalentes, sodio estibogluconato ou antimoniato de meglumina. Os antimonais necessitam
ser administrados sob supervisdo médica, o que leva o paciente a uma internacdo que vai de
trés a quatro semanas, que ¢ o tempo de tratamento (Sundar; Chakravarty, 2010). Seu uso causa
efeitos colaterais como nauseas, dores nas articulagoes, dor abdominal e cardiotoxicidade em
tratamentos prolongados. Além disso, a resisténcia aos antimoniais tém sido relatada na india,
onde 65% dos novos pacientes com LV sdo irresponsivos ao tratamento (Sundar; Chakravarty,
2010).A busca por tratamentos alternativos aos antimoniais levou a miltefosina e a paromicina.
A miltefosina ¢ o Unico farmaco oral disponivel e se mostra eficaz para o tratamento da LV,
apesar da sua queda de desempenho anos apds uso. Apresenta efeitos gastrointestinais leves,
mas ¢ contraindicado na gravidez devido a sua agdo teratogénica. Seu uso pode favorecer o
surgimento de cepas resistentes, especialmente por sua longa meia-vida, sendo recomendada a
terapia combinada para mitigar esse risco (Bryceson, 2001). A paromicina ¢ um farmaco
geralmente utilizado em combinacdo com os antimoniais e tem se mostrado efetiva, bem
tolerada e barata. No entanto, sua administracdo ocorre apenas em algumas regides, como na
Africa Oriental. Atualmente, a anfotericina B lipossomal (LAMB) é considerada o tratamento
mais eficaz e seguro contra LV, apresentando altas taxas de sucesso. Entretanto, apresenta um

alto custo e sua disponibilidade em areas endémicas ¢ escassa. Seu uso ¢ bem tolerado, mas
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ainda assim alguns efeitos colaterais como febre, calafrios, hipocalemia e insuficiéncia renal
sdo relatados (Balasegaram et al., 2012).

A maioria dos casos de LC apresentam cura espontanea em 2 a 18 meses, a decisdo de
tratamento se deve a necessidade de acelerar a cura, evitar cicatrizes e deformidades e diminuir
o risco de disseminacdo. A Sociedade de Doengas Infecciosas da América publicou um guia
sugerindo uma classificagdo em leishmaniose cutanea simples ou complexa, onde o tratamento
seria local ou sistémico (Aronson et al., 2016). Os tratamentos locais para LC geralmente sao
injecdes intralesionais de estibogluconato de sddio, aplicagdo topica de paromicina, crioterapia
ou terapia termal. A combinagdo dessas terapias resulta em altas taxas de cura (Gakidou et al.,
2017). Os tratamentos sistémicos sdo reservados para pessoas imunossuprimidas, com lesodes
extensas e para pacientes com leishmaniose mucocutanea. As opg¢des incluem estibogluconato
de sodio, miltefosina e LAMB nas mesmas concentragdes usadas no tratamento de LV. Apesar
da falta de estudos clinicos, estudos observacionais evidenciaram taxas de cura de até 90%
(Kim et al., 2009; Mosimann et al., 2016; Solomon et al., 2013). Embora o tratamento seja
fundamental para a recuperacao dos pacientes, ele ndo ¢ suficiente para interromper o ciclo de
transmissdo. Assim, medidas de controle sdo estratégias complementares indispensaveis para
prevenir e conter a disseminagdo da doenca.

A estratégia de controle de vetores baseia-se principalmente na pulverizagdo residual
intradomiciliar com inseticidas. Devido a resisténcia emergente ao diclorodifeniltricloroetano
(DDT), o inseticida mais usado, paises como India, Bangladesh e Nepal tém adotado inseticidas
piretroides sintéticos como alternativa (Coleman et al., 2015). O uso de mosquiteiros
impregnados com inseticidas oferece protecdo individual contra picadas, mas estudos ndo
comprovaram redugdo significativa da incidéncia de leishmaniose visceral em nivel
populacional. Isso se deve, em parte, ao fato de que a transmissdo ocorre frequentemente fora
das residéncias, em areas peridomiciliares (Picado et al., 2011). As vacinas sdo uma estratégia
de controle de doengas de maior impacto preventivo a longo prazo, entretanto, ainda ndo existe
vacina licenciada para uso humano contra a leishmaniose, embora alguns candidatos estejam

em fases clinicas e muitos outros em desenvolvimento pré-clinico.

1.4 Vacinas para leishmaniose
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Como visto anteriormente, as estratégias de controle disponiveis atualmente para a
leishmaniose sdo limitadas. Nesse cenario, as vacinas surgem como uma alternativa promissora
pois oferecem a possibilidade de atuar de forma integrada com outras medidas de controle, além
de prevenir a infec¢ao e o desenvolvimento da doenga, reduzir a carga parasitaria na populacao
humana e animal e diminuir a transmissdo do parasita entre vetores ¢ humanos (Kaye et al.,
2023). O fato de que a infec¢do natural por Leishmania spp. pode induzir uma imunidade
protetora duradoura, conhecida como imunidade concomitante, fornece uma base imunoldgica
para o desenvolvimento de vacinas (Peters et al., 2014). Essa imunidade ¢ mediada,
principalmente, por células T CD4* Thl produtoras de IFN-y, fundamentais para a ativacao de
macrofagos e o controle da infecg¢do intracelular. Por essa razao, os esforgos vacinais buscam
reproduzir esse perfil de resposta, estimulando a imunidade celular capaz de conter o parasita e
prevenir as formas graves da doenca (Hohman; Peters, 2019). Embora ainda ndo exista uma
vacina eficaz aprovada para uso humano contra a leishmaniose, avangos significativos tém sido
alcangados nos ultimos anos nesse campo.

As vacinas de primeira geracdo surgiram em substitui¢do a chamada Leishmanizacao,
uma pratica onde se inoculava parasitas vivos retirados de lesdes ativas ou de cultivo celular
em pessoas saudaveis para induzir uma infec¢ao controlada para que depois a pessoa adquirisse
uma imunidade protetora duradoura. As vacinas de primeira geragao utilizam parasitos mortos
ou inativados. Em alguns estudos, parasitas mortos foram combinados com BCG (Bacillus
Calmette-Guérin), usada na vacina contra tuberculose (Armijos et al., 1998; Khalil et al., 2000).
Essa combinagdo, em tese, atuaria como um adjuvante bioldgico ao potencializar a resposta
celular, induziria uma polarizagdo Thl e compensaria a baixa imunogenicidade da leishmania
morta. Esses estudos ndo seguiram uma padronizagdo, apresentaram resultados inconsistentes
e foram abandonados. As vacinas vivas atenuadas representam uma estratégia de primeira
geracdo, na qual os parasitas sdo geneticamente modificados, por exemplo, por meio da
tecnologia CRISPR-Cas9, para a delegao de genes associados a viruléncia e/ou a sobrevivéncia,
resultando em formas atenuadas incapazes de causar doenga, mas ainda capazes de induzir uma
resposta imune protetora. Um exemplo promissor ¢ a vacina LmCen—/—, desenvolvida a partir
de uma cepa de L. major com delecao do gene centrina. A auséncia desse gene compromete a
capacidade do parasita de se replicar dentro dos macréfagos. Camundongos imunizados com
essa cepa atenuada ndo desenvolveram lesdes apds o desafio com flebotomineos infectados,

enquanto os animais nao imunizados apresentaram lesdes e elevada carga parasitaria. A vacina
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LmCen—/— estd em processo avancado para estudos clinicos em humanos (Pacheco-Fernandez
etal., 2021).

As vacinas de segunda geragdo sao desenvolvidas a partir de antigenos do parasita,
podendo incluir proteinas recombinantes, proteinas nativas purificadas ou peptideos sintéticos
que representam epitopos imunogénicos. A vantagem dessa abordagem ¢é segurancga, pois nao
utiliza parasitos vivos. Entretanto, as proteinas recombinantes purificadas utilizadas como
antigeno sao pouco imunogénicas, para superar essa limitacao, passaram a ser incorporados
adjuvantes capazes de induzir uma resposta imune do tipo Thl, essencial para o controle da
infeccdo por Leishmania spp. Entre os adjuvantes mais eficazes testados em modelos murinos
destacam-se os oligodesoxirribonucleotideos contendo motivos CpG, formas sintéticas de
monofosforil lipidio A (MPL), e o Poly-ICLC (Hiltonol®) (Marques et al., 2024; Moura et al.,
2024; Rhee et al., 2002). Esses compostos atuam por meio da ativagdo de TLRs, TLR9 no caso
do CpG, TLR4 para MPL e TLR3 para Hiltonol®. A ativacdo de TLRs em células
apresentadoras de antigeno leva a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-12 e IFN-
Y, resultando na ativagdo de células T CD4* Thl (Duthie et al., 2011). Assim, diversos
antigenos recombinantes tém sido testados na presenca ou auséncia de adjuvantes e mostrado
uma protecao em modelos pré-clinicos. Exemplo disso sdao LEISH 111F/MPL-SE, LACK,
GPL3, TSA, LmSTI1, LelF, HASPB, SMT, KMPH11, A2 (Alvar et al., 2013). A proteina
recombinante LinKAP adjuvantada com Hiltonol® induziu respostas humorais e celulares
protetoras em modelos murinos e de hamster, reduzindo significativamente a carga parasitaria
em infec¢do por L. infantum, tanto em protocolos profilaticos quanto terapéuticos (De Oliveira
et al., 2025). As vacinas recombinantes LEISH-F1, LEISH-F2 e LEISH-F3 adjuvantadas com
a emulsao estavel de Glucopiranosil Lipideo A (GLA-SE) chegaram a estudos clinicos de fase
IT apresentando resultados promissores (Chakravarty et al., 2011). A proteina A2 de amastigota
de Leishmania associada a saponina apresentou prote¢do parcial em cdes desafiados com
L.chagasi, resultando no desenvolvimento da vacina Leish-Tec®, comercializada no Brasil
entre 2008 e 2023 (Fernandes et al., 2008).

As vacinas de terceira geragdo sdo baseadas em acidos nucleicos, seja DNA plasmidial,
vetores virais ou mais recentemente, RNA mensageiro (mRNA). O exemplo mais avangado
quando se fala em vacinas para leishmaniose e vacinas de terceira geracao ¢ a ChAd63-KH,
baseada em um adenovirus simio nao replicativo que expressa os antigenos KMP-11 e HASPB

de L. donovani. Essa formula¢do demonstrou seguranca e induziu resposta celular robusta em
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ensaios clinicos de fase I e Ila, representando uma abordagem promissora para a prevencao € o
tratamento da leishmaniose visceral e dérmica pos kala-azar (Osman et al., 2017). Avangos
mais recentes também exploraram o uso de vacinas de mRNA com antigenos recombinantes
como LEISH-F2 e LEISH-F3+ que, ao imunizar camundongos induziram respostas Thl
potentes. A combinacdo heterdloga de vacina de mRNA seguida de vacina de proteina
recombinante com gera respostas robustas de células T CD4+ e CD8+ e protege contra infeccao

por Leishmania donovani (Duthie et al., 2022).

1.5 Tecnologia de vacinas mRNA

Desde seu descobrimento em 1961, o mRNA vem sendo aplicado em pesquisas para
varias doengas e o primeiro estudo mostrando a produgdo de proteinas em camundongos
vacinados com mRNA transcrito in vitro (IVT mRNA) foi publicado em 1990 (Wolf et al,
1990). Apesar dos resultados promissores, ndo houve um interesse financeiro no
desenvolvimento de terapias utilizando mRNA. Na ultima década, entretanto, o surgimento de
algumas inovagdes tecnologicas possibilitou o aprimoramento da tecnologia de mRNA,
levando a um avango no campo das terapias utilizando essa molécula e, principalmente, no
desenvolvimento de vacinas. Por fim, as vacinas de mRNA ganharam um grande destaque
durante a pandemia de COVID-19, ao serem aprovadas em tempo recorde e mostrarem sua
eficacia e seguranga no combate ao Sars-CoV-2 (Corbett et al., 2020; Polack et al., 2020). Essas
vacinas desenvolvidas pela Pfizer-BioNTech e Moderna, consolidaram a plataforma de vacinas
de mRNA e despertaram o interesse em sua aplicagdo para outras doencas.

Ao contrario de vacinas baseadas em DNA ou vetores virais, as vacinas de mRNA ndo
se integram ao genoma, evitando o risco de insercao de mutacdes. Para serem traduzidas em
proteinas, as vacinas de mRNA necessitam apenas entrar no citoplasma das células. Além disso,
sua produgdo ocorre por sintese in vitro, sem a necessidade de cultivo em células ou bactérias,
o que reduz o risco de contaminacdo bioldgica e permite maior rapidez e escalabilidade na
producao (Chaudhary; Weissman; Whitehead, 2021). As vacinas de mRNA sdo divididas em
dois tipos, as ndo-replicativas e as autorreplicativas. As vacinas ndo-replicativas sdo desenhadas
para codificar apenas o antigeno de interesse, enquanto as vacinas autorreplicativas sdo
projetadas para incluir também genes que codificam proteinas ndo estruturais de alfavirus.

Essas proteinas sao traduzidas na célula hospedeira e formam um complexo enzimatico capaz
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de amplificar o proprio mRNA, resultando em uma produgdo intracelular muito maior do
antigeno sem, no entanto, formar particulas infectantes, ja que as sequéncias que codificavam
as proteinas virais estruturais foram removidas (Geall; Mandl; Ulmer, 2013). As vacinas de
mRNA sao projetadas para reproduzir a estrutura do mRNA enddgeno, assim, sdo compostas
do cap 5°, regido 5’ ndo traduzida (UTR), uma janela de leitura aberta que codifica o antigeno
de interesse contendo ou nao as proteinas nao estruturais de alfavirus, a regido 3° UTR e uma
cauda poli (A).

O cap 5° ¢ responsavel por proteger estericamente o mRNA da degradacdo por
exonucleases e por viabilizar a tradu¢ao ao se ligar a proteinas que recrutardo o ribossomo
(Ziemniak et al., 2013). Em eucariotos, o cap 5’ ¢ uma 7-metilguanosina ligada por uma ponte
trifosfatada a regido 5> do mRNA. No caso de mRNAs IVT o capeamento pode ser realizado
de maneira pos-transcricional ou cotranscricional. A abordagem pds-transcricional utiliza
enzimas derivadas de vaccinia virus, que irdo remover um fosfato 5’ do mRNA e adicionar uma
guanosina em seu lugar e, em seguida, adicionar um grupo metil na posi¢ao 7 dessa guanosina,
formando o cap 0. A abordagem cotranscricinal utiliza um analogo de cap que ¢ adicionado
durante a transcri¢do in vitro. Esse analogo ¢ uma guanosina modificada que compete com o
nucleotideo GTP, o que pode resultar em uma baixa propor¢do de mRNA efetivamente
capeado. Para contornar essa limitagdo, ¢ feito um ajuste na razdo molar entre o analogo de cap
e o0 GTP na reacdo, permitindo que a guanosina seja incorporada em intervalos e garantindo o
capeamento eficiente da maioria do mRNA nascente (Sahin; Kariké; Tiireci, 2014).

As regides 5’ e 3° UTR flanqueiam a regido codificadora do antigeno de interesse e sao
responsaveis pela estabilidade e modulacao da traducdo do mRNA (Zinckgraf; Silbart, 2003).
Geralmente essas regides escolhidas sdo conhecidas por aumentar a tradugdo e prolongar a
estabilidade do mRNA no citoplasma, exemplos disso sdo a regido 5° de mRNA de
orthopoxvirus e a regido 3’ de P-globina humana (Jia et al., 2013). Apesar dessa regido
codificadora nao ser tdo maledvel como as UTRs, € possivel realizar modificagdes estratégicas
que aumentem a eficiéncia traducional sem alterar a sequéncia de aminoacidos da proteina, um
processo conhecido como cddon-otimizagdo. Essa técnica permite a substituicdo de cddons
raros por cddons sindnimos mais frequentes no organismo-alvo. Cddons mais frequentes
tendem a ser traduzidos mais rapidamente ¢ de forma mais eficaz, resultando em maior

producao do antigeno de interesse (Cannarrozzi et al., 2010).
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Modificacdes na estrutura dos nucleotideos também podem ser incorporadas ao mRNA
sintético para otimizar sua traducdo. Em mRNAs enddgenos, nucleosideos modificados
ocorrem naturalmente e desempenham um papel crucial no reconhecimento do RNA como
“self” pelo sistema imunoldgico, evitando sua ativagdo contra o proprio organismo. Por outro
lado, o0 mRNA obtido por transcricdo in vitro sem essas modificagdes ¢ frequentemente
identificado como um sinal de infec¢do, sendo reconhecido por sensores de RNA, como os
TLRs (TLR3, TLR7 e TLRS8) e o receptor do gene induzivel por acido retindico I (RIG I). A
ativagdo desses receptores leva a producao de interferons do tipo I, que resulta na inibi¢ao ou
degradagdo do mRNA (Kariko et al., 2005). O uso de nucleosideos modificados como
pseudouridina, N1-metilpseudouridina, 2’-O-metiladenosina, 5-metiluridina, reduz a ativagao
de TLRs, preservando a integridade do mRNA que seja traduzido. A descoberta desse
mecanismo de supressdo da resposta imune pelo uso de nucleosideos modificados foi
fundamental para viabilizar as vacinas de mRNA contra a COVID-19, e resultou a Katalin
Kariké o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2023.

Por fim, a cauda poli (A) é uma sequéncia de 100-150 adeninas adicionadas apos a
extremidade 3° UTR do RNA que serdo fundamentais na regulacdo da tradu¢ao e estabilidade
do mRNA. Essa estrutura recruta proteinas de ligacdao a poli(A), que se associam a cauda e
interagem com fatores de iniciagdo da tradugdo, como elF4G (Mugridge; Coller; Gross, 2018).
Essa interacdo permite a formacdo de um arranjo denominado loop fechado, no qual as
extremidades 5’ € 3’ do mRNA sdo aproximadas, facilitando o recrutamento do ribossomo para
o inicio da tradug@o. Além de promover a tradugdo, a cauda poli(A) também protege 0o mRNA
da degradagdo por exonucleases (Gallie; Wolff; Riddle, 1991).

Para que o antigeno seja traduzido e induza o sistema imune, 0o mRNA precisa transpor
a membrana das células e chegar ao citoplasma. Entretanto, a difusdo das moléculas de mRNA
através da membrana é termodinamicamente desfavoravel, uma vez que os fosfolipides
negativamente carregados da membrana celular e suas cabegas polares repelem
eletrostaticamente as moléculas de mRNA, que também sdo carregadas negativamente, além
de serem grandes e hidrofilicas (Iavarone et al., 2017). Além disso, as moléculas de mRNA
desnudas seriam degradadas por exonucleases ao passar pela pele e entrar em contato com o
sangue (Hajj; Whitehead, 2017). Para que o mRNA chegue ao citoplasma da célula e ndo seja
degradado, ele necessita ser encapsulado em sistemas de entrega. Muitas estratégias de entrega

de mRNA tém sido desenvolvidas e a mais bem sucedida sdo as nanoparticulas lipidicas
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(LNPs). Além de proteger e entregar o mRNA, as LNPs propiciam a captacdo celular,
aumentam a expressao antigénica e ainda podem atuar como um adjuvante para o sistema imune
(Kanasty et al., 2012; Pepini et al., 2017). Todas as vacinas de mRNA contra Sars-CoV-2
licenciadas para uso em humanos utilizam LNPs. A estrutura das LNPs ¢ composta por quatro
componentes principais: um lipideo ionizavel, colesterol, um lipideo auxiliar (helper) e um
lipideo contendo polietilenoglicol (PEG) (Chaudhary; Weissman; Whitehead, 2021b).

Os lipidios ionizaveis sdo o componente principal das LNPs e sdo projetados para serem
protonados apenas em pH baixo. Durante a formulagdo das LNPs, realizada em meio acido, os
lipidios ionizaveis adquirem carga positiva, atraem e complexam o mRNA, que ¢ carregado
negativamente. Apds a administragdo em pH fisioldgico, os lipidios ionizaveis tornam-se
neutros, o que reduz sua toxicidade e evita interacdes indesejadas com células e proteinas do
sangue (Cullis; Hope, 2017; Kowalski et al., 2019; Meng et al., 2021). Apds sua entrada na
célula, as LNPs sdo direcionadas aos endossomos, cujo ambiente acido confere novamente
carga positiva aos lipidios. Essa mudanga facilita a interagdo com a membrana endossomal,
promovendo sua desestabilizagdo e permitindo o escape do mRNA para o citoplasma, onde sera
traduzido (Patel et al., 2019).

O colesterol ¢ um componente estrutural, responsavel por modular a rigidez e a
integridade da LNP. Sua geometria poliedral multilamelar ajuda no preenchimento dos espagos
entre os lipideos (Eygeris et al., 2020; Yang et al., 2016b). Os lipidios auxiliares (helper)
ajustam a fluidez das LNPs e desempenham um papel essencial durante a entrega do mRNA.
Os lipidios helper ajudam os lipidios da LNP a mudar sua conforma¢do de lamelar para
hexagonal, favorecendo a fusdo da LNP e o escape endossomal. A escolha do lipidio helper
deve ser feita de acordo com o tipo de lipidio ionizdvel e o RNA utilizado. Entre os mais
utilizados em vacinas de mRNA estdo o dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e o
distearoilfosfatidilcolina (DSPC) (Cheng; Lee, 2016).

Os lipidios PEG possuem muitas fungdes. Sua cauda de PEG se projeta para fora da
superficie da LNP, formando uma barreira estérica, impedindo que as LNPs se aproximem
demais uma da outra, reduzindo sua agregacao. Essa barreira também dificulta sua opsoniza¢ao
pelas proteinas do complemento, favorecendo a evasdo do sistema imune e prolongando o
tempo de circulagdo no organismo (Zhu et al., 2017). Além disso, por ser altamente hidrofilico,

o PEG contribui para neutralizar parcialmente a carga superficial das LNPs, reduzindo o
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potencial zeta, e minimizando as interacdes indesejadas entre as LNPs e entre proteinas
plasmaticas (Ryals et al., 2020).

As vacinas de mRNA induzem respostas imunes por meio da expresssao do antigeno
diretamente pelas células apresentadoras de antigenos (Figura 7). Apds a administragao do
mRNA formulado em LNPs, alguns eventos imunoldégicos ocorrem simultaneamente. Além de
proteger o mRNA da degradagdo e facilitar sua entrada nas células, as LNPs também atuam
como adjuvantes ativando o sistema imune inato (Verbeke et al., 2022). No local da inje¢ao, as
LNPs se acumulam no tecido e sdo captadas por células do sistema imune inato residentes ou
recrutadas, como macréfagos, DCs e monocitos. Essas células sdo capazes de internalizar as
LNPs por diferentes mecanismos como endocitose mediada por clatrina, caveolina e
macropinocitose.

ApoOs a internalizagdo, as LNPs sdo direcionadas para compartimentos endossomais,
onde ficam retidas. O escape endossomal ¢ uma etapa critica para que o mRNA atinja o
citoplasma e seja traduzido em proteina e embora esse mecanismo ainda ndo esteja
completamente elucidado, sabe-se que os lipidios ionizaveis presentes nas LNPs se tornam
protonados no ambiente acido do endossomo, adquirindo carga positiva. Isso favorece a
interacdo eletrostatica com a membrana endossomal, que ¢ negativamente carregada,
promovendo sua desestabilizagdo e subsequente rompimento, liberando o mRNA no citoplasma
(Hassett et al., 2019).

A partir desse momento, ocorrem dois processos interligados: no citoplasma, o mRNA
¢ traduzido pelos ribossomos, levando a produgao de proteinas antigénicas. Essas proteinas sao
processadas pelo proteassoma e apresentadas via MHC classe 1, ativando linfocitos T CD8*
citotoxicos. Parte do antigeno também pode ser secretada ou processada por via endossomal e
apresentada via MHC classe II, promovendo a ativagdo de células T CD4" auxiliares, que, por
sua vez, estimulam a produ¢@o de anticorpos por células B e a ativacdo de fagocitos como os
macrofagos (Chaudhary; Weissman; Whitehead, 2021).

Simultaneamente, o processo de entrada das LNPs e a perturbacdo das membranas
endossomais ativam sensores de estresse intracelulares. Os lipidios ionizdveis das LNPs
desencadeiam a ativagdo do inflamassoma NLRP3, um complexo proteico presente no citosol
de células imunes inatas que, quando ativado, leva a clivagem da pro-IL-1B e pro-IL-18,

levando a liberagdo de IL-1p e IL-18. A via do TLR4 também pode ser ativada nesse processo,
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levando a produgao local de TNF-a, IL-6 e IL-12 que promovem o recrutamento de mais células

imunes e aumentam a apresentagdo de antigeno (Tahtinen et al., 2022).
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Figura 7 . Mecanismo de inducio da resposta imune das vacinas de mRNA. (1) Apos a
inje¢do, 0 mRNA ¢ internalizado pelas células por endocitose. (2) Uma vez liberado no
citoplasma, o mRNA ¢ traduzido pelos ribossomos, originando proteinas antigénicas. Essas
proteinas podem ativar o sistema imune por diferentes vias. (3) Os antigenos produzidos no
interior da célula sdo degradados em pequenos peptideos pelo complexo do proteassoma e
apresentados na superficie celular por moléculas do MHC de classe I, sinalizando para
linfécitos T citotoxicos. (4) Esses linfocitos, quando ativados, eliminam as células-alvo por
meio da liberacdo de perforina e granzima. (5) Além disso, antigenos secretados podem ser
captados por outras células, processados em endossomos e apresentados por moléculas do MHC
de classe II para linfocitos T auxiliares. (6) Esses linfocitos T auxiliam na eliminagdo de
patogenos circulantes, estimulando a produgdo de anticorpos neutralizantes por células B e
ativando fagdcitos, como os macrdéfagos, por meio da liberagdo de citocinas inflamatorias.
Adaptado de Chaudhary et al., 2021.

1.6 Vacinas de mRNA para doengas infecciosas

Nos ultimos anos, a plataforma de vacinas de mRNA tem sido usada no
desenvolvimento de imunizantes contra doengas infecciosas, principalmente infec¢des virais

como influenza (Hekele et al., 2013; Petsch et al., 2012), Zika (Pardi et al., 2017; Pattnaik;
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Sahoo; Pattnaik, 2020) eChikungunya (Ge et al., 2022), com algumas dessas candidatas ja em
estudos clinicos de fase III. Mais recentemente, esfor¢os tém sido direcionados para o uso dessa
tecnologia em doengas infecciosas negligenciadas causadas por parasitas intracelulares, como
a malaria e a doenga de Chagas.

No caso da malaria, candidatos vacinais baseados em mRNA que codificam os
antigenos PfCSP (Plasmodium falciparum) e Pvs25 (Plasmodium vivax) demonstraram
resultados promissores, promovendo protecao estéril em camundongos knockout e induzindo
anticorpos que bloqueiam a transmissdo do parasita (Kunkeaw et al., 2023; Mallory et al.,
2021). Para a doenga de Chagas, duas abordagens distintas com vacinas de mRNA também
mostraram eficacia: uma estratégia de imunizacao heteréloga (mRNA/proteina) induziu uma
resposta imune celular ampla e polifuncional, enquanto outra, com uma vacina terapéutica,
resultou na redugdo da carga parasitéria e da inflamacgao cardiaca em um modelo murino cronico
(Duthie et al., 2018; Mancino et al., 2024; Versteeg et al., 2024).

Entretanto, no campo das leishmanioses, apenas um imunizante apresentou eficacia ao
reduzir a carga parasitaria de camundongos desafiados com L.donovani e previamente
imunizados com uma vacina heterdloga combinando mRNA autorreplicativo e proteina,
utilizando os antigenos F2/F3 (Duthie et al., 2018). Até o momento, nenhuma vacina de mRNA
nao-replicativo foi testada para leishmaniose.

Sabe-se que as vacinas de mRNA sdo reconhecidas por sua capacidade de induzir uma
resposta imune celular robusta, com polarizacdo Thl, levando a produgdo de citocinas
inflamatorias como IFN-y, fundamentais para a ativagao de macréfagos e destrui¢ao do parasita.
Além disso, as vacinas de mRNA promovem a geragao de células T e B de memoria de longa
duracdo, o que ¢ fundamental para garantir prote¢dao sustentada. Dessa forma, as vacinas de
mRNA representam uma estratégia promissora para o combate a leishmaniose, superando as

limitagdes de vacinas tradicionais e da imunidade adquirida apenas pela infec¢@o natural.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes protocolos baseados em formulagcdes de mRNA codificando o antigeno

LinKAP de leishmania e compara-los a vacina¢ao com a proteina recombinante LinKAP.

2.1 Objetivos especificos

Sintetizar os mRNAs LinKAP e secLinKAP, e analisar a expressdo da proteina

LinKAP apos transfeccao in vitro,

o Caracterizar a formulagao vacinal de Nanoparticulas Lipidicas (LNPs) contendo
mRNA LinKAP e secLinKAP, e analisar a expressao da proteina LinKAP apos

transfeccao in vitro;

e Avaliar a resposta imune humoral e celular em camundongos C57BL/6 imunizados
com protocolo homoélogo de trés doses de LNP mRNA LinKAP ou de proteina

rLinKAP, bem como a protec¢ao apds desafio com L.amazonensis,

e Avaliar a resposta imune humoral e celular em camundongos C57BL/6 imunizados
com protocolo heterologo de trés doses associando LNP mRNA LinKAP e proteina

rLinKAP, bem como a protec¢do apds desafio com L.amazonensis;

e Avaliar a resposta imune humoral e celular em camundongos C57BL/6 imunizados
com protocolos de duas doses, empregando LNP mRNA LinKAP e a proteina

rLinKAP, bem como a prote¢do apds desafio com L.amazonensis,

e Avaliar a resposta imune humoral e celular em camundongos BALB/c imunizados
com protocolo homoélogo de trés doses de LNP mRNA LinKAP ou de proteina

rLinKAP, bem como a protecao apds desafio com L.infantum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao dos plasmideos codificantes

O plasmideo pcDNA3.1LinKAP, contendo o gene que codifica a proteina LinKAP, a
sequéncia Kozak, o gene de resisténcia a ampicilina, o promotor da T7 RNA polimerase, uma
regido 5’UTR e 3’UTR da a-globina humana e uma cauda poli(A) com 110 adeninas, foi
sintetizado pela empresa GenScript Biotech (Piscataway, NJ, EUA). Um segundo plasmideo,
denominado pcDNA3.1secLinKAP, foi construido com a mesma arquitetura basica,
diferenciando-se pelas UTRs, contendo a 5’ UTR do Tobacco etch virus (TEV) e a3’ UTR da
-globina de Xenopus, além da adicdo na extremidade 5' do gene LinKAP, de uma sequéncia
codificante para o peptideo sinal do ativador do plasminogénio tecidual (tPA), com o objetivo
de favorecer a secrecdo da proteina expressa. Cada um dos plasmideos, pcDNA3.1LinKAP e
pcDNA3.1secLinKAP, foi individualmente transformado em 100 puL de bactérias competentes
E. coli XL-1 Blue preparadas conforme protocolo de competéncia por cloreto de célcio, como
descrito por Sambrook et al. 1989. Os microtubos contendo as bactérias transformadas foram
incubados no gelo por 30 minutos, seguidos de um choque térmico a 42 °C por 1 minuto e novo
resfriamento por 2 minutos no gelo.

Em seguida, foram adicionados 400 pL. de meio LB (Lysogeny Broth — triptona 1%
(m/v), extrato de levedura 0,5% (m/v), NaCl 1% (m/v)) e as suspensdes bacterianas foram
incubadas a 37 °C por 1 hora sob agitacao. Apds recuperagdo bacteriana, 60 pL de cada cultura
foram plaqueados em 25 mL de meio LB solido (LB com agar 1,5% (m/v)) contendo 25 pL de
ampicilina (100 mg/mL) e incubados a 37 °C por 16 horas. De cada placa, uma colonia foi
selecionada e inoculada em 5 mL de meio LB liquido contendo 5 pL. de ampicilina (100
mg/mL), com incubagdo a 37 °C por mais 16 horas sob agitacdo. A extra¢cdo plasmidial de cada
cultura foi realizada utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha), e os
plasmideos obtidos foram quantificados em espectrofotometro NanoDrop™ OneC (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA). Precedente a produ¢do do mRNA, os plasmideos
pcDNA3.1LinKAP e pcDNA3.1secLinK AP foram digeridos com as enzimas de restri¢ao Nhel
e Xhol, e Ndel e Xhol, respectivamente (Promega, Madison, EUA), para confirmagido da
identidade e integridade dos insertos. Para a sintese de mRNA, 50 pg de cada plasmideo foram

linearizados com a enzima Xhol e posteriormente purificados do gel de agarose apos
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eletroforese, utilizando o kit Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). A
concentragdo dos DNAs linearizados foi determinada por absorbancia a 260 nm no NanoDrop®

OneC e eles foram armazenados a —20 °C até o uso.

3.2 Transcricao in vitro dos mRNAs

Os mRNAs foram sintetizados por transcri¢ao in vitro utilizando o kit MEGAscript™
T7 Transcription (Thermo Fisher Scientific), a partir dos plasmideos linearizados. Durante a
reacdo de transcri¢do, o nucleotideo uridina trifosfato (UTP) foi substituido pelo nucleosideo
modificado NI-metilpseudouridina (TriLink Biotechnologies, San Diego, EUA), e o
capeamento dos mRNAs nascentes foi realizado de forma cotranscricional com a adi¢ao do
analogo de trinucleotideo capl CleanCap® AG (TriLink). A transcrigdo foi realizada a 37 °C
por 3 horas, sob agitacdo a 2500 rpm. Apoés a transcrigao, os mRNAs sintetizados foram
incubados com 1 pL. de DNase (fornecida no kit MEGAscript™ T7 Transcription) por 15
minutos a 37 °C, também sob rotacdo a 2500 rpm, para degradagdo do DNA molde. A
precipitacdo dos mRNAs foi realizada pela adigao de cloreto de litio (LiCl), seguida de
incubacdo a —20 °C por 2 horas. As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 x g por 10
minutos a 4 °C, e os sobrenadantes foram descartados. O pellet dos mRNAs foi lavado trés
vezes com etanol 75%, com centrifugacdes entre cada etapa. Ao final da purificagdo, o mRNA
LinKAP e secLinKAP foram quantificados com o ensaio de RNA no Qubit™ Flex (Thermo
Fisher Scientific) e tiveram sua integridade avaliada em gel de 1% de agarose. O mRNAs
purificados foram armazenados a —80 °C até o momento da encapsulacdo em nanoparticulas

lipidicas (LNPs).

3.3 Transfecgao celular

As células HEK293T foram plaqueadas em placas de 6 pogos para cultivo celular
(Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha), na densidade de 7 x 10° células por pogo, utilizando meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) livre de endotoxinas, virus e micoplasma (Gibco), além de 1% de antibioticos (100 U/mL
de penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As células foram

incubadas por 16 horas em estufa imida a 37 °C com 5% de CO: para permitir a adesdo.
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As transfeccdes foram realizadas separadamente para as sequéncias LinKAP e
secLinKAP. Para as transfecgdes com mRNA, foram utilizados 3 pug de mRNA por pogo
(LinKAP ou secLinKAP), conforme as instru¢gdes do kit TransIT®-mRNA Transfection Kit
(Mirus Bio, Madison, EUA). Como controles positivos, foram utilizados os plasmideos
pcDNA3.1LinKAP e pcDNA3.1secLinKAP, também transfectados separadamente, seguindo o
protocolo do reagente Lipofectamine™ 3000 (Thermo Fisher Scientific), com 3 ug de DNA
por poco. Foi incluido também um controle negativo, composto por células submetidas ao
mesmo protocolo de transfec¢do, porém sem adi¢gdo de nenhum DNA ou RNA. Apods as
transfecgdes, a placa com células transfectadas foi mantida por 24 horas em estufa umida a
37 °C com 5% de COa.

O sobrenadante das células HEK293T transfectadas com pcDNA3.1secLinKAP e com
mRNA secLinKAP foi recolhido e armazenado a —20 °C até o uso. O sobrenadante das células
HEK293T transfectadas com pcDNA 3.1LinKAP e com mRNA LinKAP foi removido por
aspira¢do e a monocamada celular foi lavada e ressuspendida em 1 mL de PBS 1X. As células
foram entdo transferidas para um microtubos conicos e centrifugadas a 1200 x g por 10 minutos
a 4 °C (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado por inversdo para garantir a completa remocao do meio de cultivo. Aos pellets
celulares foram adicionados 40 uL de RIPA Buffer 1X (Thermo Fischer Scientific), seguidos
de vortexacao por 1 minuto e incubacao no gelo por 10 minutos para promover a lise celular.
As amostras foram centrifugadas a 14 000 x g por 10 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes,
contendo os extratos celulares, foram transferidos para novos microtubos conicos de 1,5 mL.
Em seguida, foi adicionado tampao de amostra 4X, e as amostras foram aquecidas a 96 °C por

10 minutos. As amostras preparadas foram armazenadas a —20 °C até o uso.

3.4 Western blot para avalia¢do da expressao da proteina LinKAP a partir de células

transfectadas

As proteinas totais obtidas dos extratos celulares e 50 ng da proteina LinKAP
recombinante foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% e
posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando o sistema IBlot 3
Western Blot Transfer (Thermo Fischer Scientific) para detecgdo por Western Blot. Apos a

transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite em p6 (m/v) diluido em TBS com
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0,1% de Tween-20 (TBS-T) durante 1 hora sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada
trés vezes com TBS-T por 10 minutos sob agitacdo entre cada etapa. O anticorpo primario (soro
de anticorpo de coelho gerado contra a proteina LinKAP recombinante) foi diluido em TBS-T
na propor¢ao de 1:5000 (anticorpo:diluente). A incuba¢dao da membrana com o anticorpo
priméario ocorreu por 1 hora sob agitacdo. Apos as lavagens com TBS-T, a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-coelho conjugado com HRP) diluido
em TBS-T na propor¢ao de 1:10000 (anticorpo:diluente). A incubagao da membrana com o
anticorpo secundario ocorreu por 1 hora sob agitacdo. Ao final da incubacdo, a membrana foi
novamente lavada trés vezes com TBS-T durante 10 minutos sob agitagdo. Em seguida, a
detecgdo por quimioluminescéncia foi feita adicionando 1 mL da solugdo de ECL Prime
Western Blotting System (Cytiva, Marlborough, EUA) e a aquisi¢do das imagens foi feita em
fotodocumentador ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA).

3.5 Ensaio de imunofluorescéncia

Células HelLa foram plaqueadas em chambers slides de oito pogos (Thermo Fischer
Scientific), na densidade 2 x 10* células por pogo, utilizando meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) livre de endotoxinas, virus e micoplasma (Gibco), além de 1%
de antibidticos (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina). As células foram
incubadas por 16 horas em estufa imida a 37 °C com 5% de CO: para permitir a adesdo. Apos
a adesdo, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100
a 0,1% em PBS por 10 minutos. Apds nova lavagem, as células foram bloqueadas com solugao
de albumina de soro bovino (BSA) a 1% em PBS com 0,2% de Tween-20 (PBS-T) por 1 hora
a temperatura ambiente, com o objetivo de reduzir a ligacdo inespecifica dos anticorpos.
Posteriormente, as amostras foram incubadas com o anticorpo primario anti-LinKAP, diluido
1:1000 em solugdo de bloqueio, durante 1 hora a temperatura ambiente. Como controle
negativo, pocos foram incubados sem o anticorpo primario. Apoés trés lavagens com PBS-T, foi
realizada a incubagdo com o anticorpo secundario anti-IgG conjugado ao fluoroforo Alexa
Fluor 488 (Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, EUA), também diluido 1:1000 em solugao
de bloqueio, por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos as lavagens finais, os

nucleos celulares foram corados com 1 ug/mL de DAPI (49,6-diamidino-2-fenilindole) (Life
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Technologies) por 5 minutos. Apos novas lavagens com PBS-T, as laminas foram montadas
com o reagente ProLong Gold (Life Technologies) e cobertas por uma laminula de vidro. As
imagens foram adquiridas com objetiva 63 no Microscopio de Fluorescéncia invertido Zeiss
Axio Observer.Al (Carl Zeiss AG, Jena, Alemanha) na Rede de Plataformas Tecnologicas do

Instituto René Rachou da Fiocruz Minas.

3.6 Formulagcdo de mRNAs em Nanoparticulas Lipidicas

As LNPs usadas nesse trabalho apresentaram composi¢do semelhante a descrita
anteriormente (Fernandes et al., 2025). Mas brevemente, as LNPs foram formadas por quatro
lipidios (lipidio cationico ionizavel, DSPC, colesterol e lipidio peguilado), na propor¢ao
50:38,5:10:1,5, pelo método de nanoprecipitagdo. Os mRNAs LinKAP e secLinKAP foram
encapsulados em LNPs utilizando um processo de automontagem, no qual uma solugdo aquosa
de mRNA em tampao citrato pH 3,0 foi rapidamente misturada a uma solu¢ao contendo uma
pré-mistura dos lipidios previamente dissolvidos em etanol. Essa mistura ocorreu em sistema
microfluidico (Particle Works, Royston, Reino Unido) na propor¢do 1:3 (fase organica:fase
aquosa), em uma velocidade de fluxo de 3,0 e 9,0 mL/minuto, respectivamente. Apds a
producdo, as LNPs foram caracterizadas quanto ao tamanho, indice de polidispersdo e potencial
zeta utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido), ¢ a
eficiéncia de encapsulacdo foi determinada por meio do kit RNA Quant-iT RiboGreen
(ThermoFisher Scientific). As LNPs foram armazenadas de 4 a 8 °C por um dia antes de serem

administradas em camundongos.

3.7 Anélise de LNP contendo mRNA LinKAP por Criomicroscopia Eletronica de
Transmissao (Cryo-TEM)

As LNPs contendo mRNA LinKAP foram concentradas e aplicadas diretamente em
grades Quantifoil R1.2/1.3 de cobre com filme de carbono, previamente tratadas com plasma.
Aproximadamente 3 pL da amostra foram depositados sobre a grade, seguidos pela remogao
do excesso de liquido por blotting durante 3 segundos e pela vitrificagdo imediata em etano
liquido, utilizando um sistema de plunge-freezing (Leica EM GP Automatic Plunge Freezing -

Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) mantido a 4 °C e 100% de umidade. As imagens
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foram adquiridas em um microscépio eletronico de transmissdao Tecnai G2-12 — Spirit Biotwin
FEI (Thermo Fisher Scientific) equipado com uma camera direta. As imagens foram coletadas
no modo de dose fracionada com uma dose total de ~50 e /A% a uma magnitude que
corresponde a um pixel size de, aproximadamente, 1 A. A variagdo de desfoco ocorreu entre -
1,0 e -2,5 um, para otimizar a fun¢ao de contraste de transferéncia (CTF). O processamento dos
dados, incluindo alinhamento de quadros, correcdo de movimento e estimacao do contraste por
funcdo de transferéncia (CTF), foi realizado utilizando o software cryoSPARC. A qualidade
estrutural das LNPs foi avaliada com base na morfologia, tamanho e integridade da
nanoparticula, bem como na visibilidade da carga interna presumida como mRNA. O

processamento e aquisi¢ao das amostras foi feito no Centro de Microscopia da UFMG.

3.8 Deglicosilacdo enzimatica com PNGase F

Para a deglicosilagdo de proteinas sob condigdes desnaturantes, foi utilizado o protocolo
com a enzima PNGase F (Promega). Inicialmente, 10 pg do extrato total de proteinas obtido no
item 3.3 ou o controle, a proteina Spike produzida em célula eucariota (Arruda et al., 2023),
foram diluidos em dgua em um volume final de 12 pL. Em seguida, foram adicionados 1 pL de
SDSa5%e 1 pul de DTT 1 M. As amostras foram entdo desnaturadas por aquecimento a 95 °C
por 5 minutos, e posteriormente resfriadas a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Apos o
resfriamento, foram adicionados 2 pL de tampao fosfato de sodio 0,5 M (pH 7,5) e 2 uL de
Triton X-100 a 10%. Por fim, foram adicionados 2 pL. da enzima PNGase F. As reacdes foram
incubadas a 37 °C por 3 horas. A eficiéncia da deglicosilacao foi avaliada por anélise em SDS-
PAGE para a proteina Spike e por Western Blot para o extrato total de proteinas, observando-

se o deslocamento da banda correspondente a proteina deglicosilada.

3.9 Imunoprecipitagdo de LinKAP a partir do extrato de células transfectadas com

mRNA LinKAP

A imunoprecipitacao foi realizada conforme o protocolo do kit Dynabeads® Protein A
(Thermo Fisher Scientific). Brevemente, 200 pL. de beads foram transferidos para um
microtubo e colocados em uma rack magnética para separagdo das beads e remoc¢do do

sobrenadante. Em seguida, as beads foram lavadas com tampao de elui¢ao (glicina 50 mM, pH
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2,5) para eliminar possiveis contaminantes. Posteriormente, 100 pg do anticorpo anti-LinKAP,
diluido em 1 mL de tampao de lavagem (PBS com 0,02% Tween®-20), foi adicionado as beads.
A mistura foi incubada sob rotacao a 4 °C por 1 hora. Apos esse periodo, o tubo foi novamente
colocado na rack magnética, o sobrenadante foi descartado e as beads foram ressuspendidas em
200 pL de tampdo de lavagem. Essa lavagem foi repetida duas vezes nas mesmas
condi¢des. Em seguida, foi adicionada ao complexo beads-anticorpo a amostra contendo 100
ug de antigeno, diluida em 1 mL de tampao de lavagem. A mistura foi incubada sob rotacao a
4 °C por 1 hora para permitir a ligacdo do antigeno. Apds a incubagdo, o sobrenadante foi
descartado e o complexo beads-anticorpo-antigeno foi lavado trés vezes com 200 uL de tampao
de lavagem, utilizando a rack magnética entre cada etapa e ressuspendendo por pipetagem
suave. Apods a ultima lavagem, o complexo foi ressuspendido em 200 pL de tampao de lavagem
e transferido para um tubo limpo, a fim de evitar coelui¢do de proteinas aderidas as paredes do
tubo original. Para a elui¢do da proteina LinKAP, o microtubo foi colocado na rack magnética
para remogao da fragdo ndo ligada. Em seguida, foram adicionados 40 uL de tampao de eluigdo,
com ressuspensao suave para evitar formagdo de espuma. A mistura foi incubada sob rotagao
por 15 minutos a 4 °C. Por fim, o microtubo foi colocado na rack magnética e o sobrenadante,
contendo o anticorpo e o antigeno eluidos, foi transferido para um novo tubo. O eluato foi

quantificado por ensaio de proteina utilizando o Qubit™ Flex (Thermo Fischer Scientific).

3.10 Analise de massa intacta por MALDI-TOF

A espectrometria de massas por dessor¢do/ionizacdo a laser assistida por matriz
acoplada ao analisador de tempo de voo (MALDI-TOF) foi realizada no modo linear positivo
utilizando o equipamento MALDI-8020 (Shimadzu Corporation, Japao), equipado com um
laser de estado solido de 200 Hz, 355 nm. A fragdes imunoprecipitadas obtidas do extrato de
células nao transfectadas (mock), ¢ do extrato de células transfectadas com mRNA LinKAP,
bem como a proteina rLinKAP, foram co-cristalizados com a matriz acido sinapico (SA) na
propor¢ao 1:1 (v/v), em placas FlexiMass-SR48 (Shimadzu Corporation). O instrumento foi
calibrado em massa utilizando dois picos com m/z 33.215,55 e 66.431,077 provenientes da
albumina sérica bovina. Trés espectros de massa foram adquiridos na faixa de m/z 10.000—
30.000, com supressao de ions inferior a m/z 9.000. Os resultados foram analisados utilizando

o software MALDI Solutions Data Acquisition (Shimadzu Corporation).
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3.11 Animais de experimentacao

Camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c foram adquiridos do Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais ¢ mantidos no Biotex (Bio-Experimentagdo) do IRR da
Fiocruz Minas. Foram utilizados camundongos com idade entre 6 e 8 semanas. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as boas praticas para uso de

animais em pesquisa e foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Fiocruz

(protocolo CEUA-Fiocruz LW03/21).

3.12 Protocolos de imunizagao

3.12.1 Imunizacdo homoéloga com trés doses

Camundongos C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, foram randomicamente
distribuidos em grupos de 11 animais e submetidos a um protocolo de imuniza¢cdo homologo,
detalhado na Tabela 1. Brevemente, os animais foram imunizados por via intramuscular no
coxim plantar da pata traseira com 10 pg da formulagdo de LNP mRNA LinKAP ou LNP
mRNA secLinKAP, ou por via subcutinea na regido dorsal com 10 ug da proteina rLinKAP
associada a 50 pg do adjuvante Poly ICLC (Hiltonol®), uma forma estabilizada de 4cido
poliinossinico-policitidilico (poly I:C) complexada com carboximetilcelulose e polilisina
(Oncovir, Inc., Washington, DC, EUA).

Os grupos controles foram imunizados por via intramuscular com 50 pL. de PBS 1X
estéril ou com 100 pL de formulacdo de LNP vazia, conforme o grupo. Todas as imunizacdes
seguiram um esquema de trés doses, com intervalo de 21 dias entre as aplicagdes. Amostras de
sangue foram coletadas entre os intervalos de imunizagdo para separacao do soro, que foi
armazenado a —20 °C até a analise da produgdo de anticorpos.

Trinta dias ap6s a ultima imunizagdo, quatro camundongos de cada grupo foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico com Xilazina (50 mg/kg) e Ketamina (500
mg/kg), e tiveram seus bacos coletados de forma asséptica para avaliacdo da resposta imune

celular, conforme descrito adiante. Os seis camundongos restantes de cada grupo foram
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desafiados com Leishmania amazonensis, de acordo com os protocolos descritos
posteriormente.

Tabela 1. Grupos experimentais e cronograma de imunizagdo homoéloga com 3 doses.

PBS PBS PBS 11

1
2 LNP vazia LNP vazia LNP vazia 11
3 LNP mRNA LinKAP | LNP mRNA LinKAP | LNP mRNA LinKAP 11
4 LNP mRNA LNP mRNA LNP mRNA 1
secLinK AP secLinKAP secLinK AP
5 5510; ?éli (er(lII;I;gﬁoﬁl_) Proteina rLinKAP + | Proteina rLinKAP s 1
Poly ICLC (Hiltonol) | Poly ICLC (Hiltonol)

3.12.2 Imunizac¢ao heter6loga com trés doses

Camundongos C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, foram randomicamente
distribuidos em grupos de 10 animais e submetidos a um protocolo heterdlogo combinando as
imunizagdes com a formulagdo de LNP mRNA LinKAP e a proteina rLinKAP, detalhadas na
Tabela 2. Para essa estratégia de vacinacao, foi mantido o cronograma de trés imunizagdes com
intervalos de 21 dias entre as aplicagdes, bem como as vias de administragdo e as quantidades
injetadas de cada formulagdo, conforme descrito anteriormente. Trinta dias apds a ultima dose,
quatro camundongos por grupo foram eutanasiados para coleta asséptica dos bacos e analise da
resposta imune celular. Os demais foram desafiados com Leishmania amazonensis, conforme

protocolos descritos a seguir.

Tabela 2. Grupos experimentais e cronograma de imunizagao heteréloga com 3 doses.

1 PBS PBS PBS 10

2 LNP vazia LNP vazia LNP vazia 10
Proteina rLinKAP +

LNP mRNA LNP mRNA

LinK AP LinK AP Poly ICLC (Hiltonol) 10
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LNP mRNA Proteina , .
4 LinKAP | rLinKAP + Poly ;F rlo“;l(‘jli (er(‘;‘IIﬁfP Jlr) 10
ICLC (Hiltonol) | >~ ono
o Proteina

5 rLinKAP + rLinKAP + Poly Proteina rLanAP 4 10

Poly ICLC . Poly ICLC (Hiltonol)

: ICLC (Hiltonol)
(Hiltonol)

3.12.3 Protocolo de imunizagao com duas doses

Camundongos C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, foram randomicamente
distribuidos em grupos de 10 animais e submetidos a um protocolo de imunizagdo composto
por duas doses, com o objetivo de avaliar uma estratégia heter6loga combinando a formulagao
de LNP mRNA LinKAP e a proteina rLinKAP; e uma estratégia homodloga com duas doses da
formulacao LNP mRNA, como descrito na Tabela 3. O intervalo entre as aplicagdes foi de 21
dias, e as vias de administracao e quantidades injetadas seguiram o mesmo padrao previamente
descrito. Trinta dias ap6s a Ultima imunizacdo, quatro camundongos por grupo foram
eutanasiados para coleta asséptica dos bagos e andlise da resposta imune celular. Os demais

foram desafiados com Leishmania amazonensis.

Tabela 3. Grupos experimentais e cronograma de imunizagao heterdloga com 2 doses.

Grupo Prime Boost N° de animais

1 PBS PBS 10
. . +

2 e[ PO

LinKAP oY
(Hiltonol)
LNP mRNA

3 IiinrleI: ENP'mRINA 10

LinKAP

3.12.4 Protocolo de imuniza¢do homologo com 3 doses em camundongos BALB/c

Camundongos BALB/c, com 6 a 8 semanas de idade, foram randomicamente
distribuidos em grupos de 10 animais e submetidos a um protocolo de imuniza¢do homdlogo,

detalhado na Tabela 4. Os animais foram imunizados por via intramuscular no coxim plantar
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da pata traseira com 10 pg da formulagdo de LNP mRNA LinKAP ou por via subcutanea na
regido dorsal com 10 pg da proteina rLinKAP associada a 50 pg do adjuvante Poly ICLC
(Hiltonol®) (Oncovir, Inc.).

Os grupos controles foram imunizados por via intramuscular com 50 pL de PBS 1X
estéril ou com 100 pL de formulacdo de LNP vazia, conforme o grupo. Todas as imunizac¢des
seguiram um esquema de trés doses, com intervalo de 21 dias entre as aplicagdes. Amostras de
sangue foram coletadas entre os intervalos de imunizagdo para separacao do soro, que foi
armazenado a —20 °C até a analise da produgdo de anticorpos.

Trinta dias ap6s a ultima dose, quatro camundongos por grupo foram submetidos a
eutandsia por aprofundamento anestésico. Em seguida, os bagos foram retirados de maneira
asséptica para posterior analise da resposta imune celular. Os demais animais (n = 6 por grupo)

foram submetidos ao desafio com Leishmania infantum.

Tabela 4. Grupos experimentais e cronograma de imuniza¢do homoéloga com 3 doses em
BALB/c.

PBS 10

1 PBS PBS

2 LNP vazia LNP vazia LNP vazia 10

3 LNP mRNA LinKAP | LNP mRNA LinKAP | LNP mRNA LinKAP 10

4 Proteina rLinKAP + | Proteina rLinKAP + Proteina rLinKAP + 10
Poly ICLC (Hiltonol) | Poly ICLC (Hiltonol) | Poly ICLC (Hiltonol)

3.13 Ensaios imunoenzimaticos

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) de dilui¢do final foi realizado para determinar os
titulos de anticorpos especificos contra a proteina LinKAP apos a vacinagdo. Placas de 96 pocos
para ELISA (Sarstedt) foram sensibilizadas com 100 ng/poco de rLinKAP, diluida em solucao
de sensibilizagdo (Carbonato de sédio (>99,5%, granular) 105,99 mM; bicarbonato de sodio
84,01 mM; pH 9,5 + 0,3), e incubadas a 37 °C por 16 horas. Ap6s o descarte do conteudo, as
placas foram bloqueadas com 200 pL/poco de solucao de bloqueio (sacarose 10% p/v; cloreto
de so6dio 150 mM; albumina bovina 1% p/v; pH 7,4 + 0,3), por 2 horas a 37 °C.

O soro dos camundongos imunizados foi submetido a diluigdes seriadas com fator 5,

iniciando em 1:100 e finalizando em 1:625.000, seguido de incubagdo a 37 °C por 1 hora em
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placas previamente sensibilizadas e bloqueadas. Em seguida, as placas foram lavadas cinco
vezes com solu¢do de lavagem (fosfato de sodio dibdsico 10 mM; fosfato de potdssio
monobasico 1,8 mM; cloreto de sédio 150 mM; cloreto de potéssio 2,8 mM; Proclin 0,1% v/v;
Tween 20 1% v/v; pH 7,4 £0,3).

Foi entdo adicionado o anticorpo secundario conjugado a peroxidase, especifico para o
isotipo de interesse (IgG total, IgG1, IgG2a ou IgG2c), e incubado por mais 1 hora a 37 °C.
ApoOs nova lavagem, adicionou-se o substrato TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina), com
incubac¢do por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida
com acido sulfurico 0,5 M e a absorbancia foi lida em 450 nm utilizando multimodal
Varioskan™ LUX (Thermo Fisher Scientific). O resultado foi expresso como a absorbancia

obtida para cada amostra na dilui¢ao 1:100.

3.14 Preparo de esplenocitos e reestimulacdo in vitro

O baco dos animais foi coletado assepticamente 30 dias apos a tiltima imunizagdo. Cada
baco foi macerado com o auxilio do émbolo de uma seringa, lavado com 5 mL de meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium) (Gibco), filtrado em cell strainer de 100 pm
e centrifugado a 450 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e o pellet celular
foi ressuspendido em 900 uL de agua Milli-Q estéril para lise das hemacias. Apds 10 segundos,
a lise foi interrompida com a adi¢dao de 100 uL de PBS 10X, seguida de nova centrifuga¢do nas
mesmas condigdes. O pellet foi entdo ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 completo e
novamente filtrado em cell strainer. Uma aliquota da suspensao foi diluida na proporg¢ao 1:100
e corada com azul de tripan para avaliacdo da viabilidade celular em contador automatico
Countess 3 FL (Thermo Fisher Scientific). A partir dessa contagem, foram preparadas
suspensdes celulares com concentragdo ajustada para 1x107 células/mL.

Para os ensaios de ELISA ou Cytometric Bead Array (CBA), foram plaqueados 100 pL
da suspensao contendo 1x107 células/mL (ou seja, 1x10°¢ células por poco) em placas de 96
pocos de fundo em U para cultivo celular (Sarstedt). As células foram estimuladas com
10 pg/mL de proteina rLinKAP ou com 10 pg/mL de Concanavalina A (controle positivo) e
incubadas por 72 horas em estufa imida a 37 °C com 5% de CO.. Ap6s o periodo de incubagao,
as placas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes foram

coletados para posterior analise.
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3.15 ELISA de citocinas

Esse protocolo foi aplicado para a detec¢ao de IFN-y e IL-10, utilizando os kits Mouse
IFN-y Duoset ELISA e Mouse IL-10 Duoset ELISA, respectivamente. A placa de 96 pogos foi
sensibilizada com 50 pL por pogo do anticorpo de captura diluido em PBS 1X e incubada a
temperatura ambiente por 16 horas. Apos esse periodo, os pogos foram aspirados e lavados trés
vezes com 400 plL de tampao de lavagem (0,05% Tween 20 em PBS 1X, pH 7.2 - 7.4). Em
seguida, os pogos foram bloqueados com 300 pL de tampao de bloqueio (1% BSA em PBS 1X,
pH 7.2 - 7.4) por pogo e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Apds nova etapa de
lavagem, foram adicionados 50 pL. de amostras ou padrdes, previamente diluidos em diluente
(0,1% BSA, 0,05% Tween 20 em TBS 1X, pH 7.2 - 7.4), com incubagdo por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, os pogos foram novamente lavados e adicionou 50 puL
do anticorpo de detec¢do, previamente diluido no diluente reagente. A placa foi incubada por
mais 2 horas a temperatura ambiente, seguida de nova lavagem. Em seguida, adicionaram-se
50 uL da solugdo de estreptavidina-HRP a cada pogo, com incuba¢do por 20 minutos a
temperatura ambiente, protegida da luz. Apds mais uma etapa de lavagem, adicionaram-se 50
pL da solugdo de substrato, com nova incubagdo de 20 minutos sob as mesmas condi¢des. A
reacao foi interrompida com a adicdo de 50 pL de solugdo de parada por poco. A leitura da
densidade oOptica foi realizada imediatamente a 450 nm em leitor de microplacas. Os resultados
foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL), com base na interpolacdo dos valores de
densidade Optica das amostras em relacdo a curva padrdo construida com concentragdes

conhecidas de cada citocina.

3.16 Cytometric Bead Array (CBA)

Os sobrenadantes provenientes da cultura de esplenocitos foram utilizados para
quantificar as citocinas produzidas apos estimulo com a proteina rLinKAP. Foi usado o BD
CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences, San Jose, EUA), conforme as
instrucdes do fabricante. Inicialmente, as Capture Beads especificas para as citocinas IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF foram homogeneizadas por inversao suave e brevemente
vortexadas. Para o preparo do mix, foi retirada uma aliquota de 10 puL de cada tipo de bead por

amostra a ser analisada. A mistura foi entdo homogeneizada em vortex e 50 pL da suspensao
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foi adicionada aos pogos de uma placa de fundo U. Para a curva padrdo, 50 pL das dilui¢des
seriadas do padrdo de citocinas foram adicionados aos pogos controle, de acordo com as
concentracgoes listadas: 0 (controle negativo, apenas diluente), 20, 40, 80, 156, 312,5, 625,
1.250, 2.500 e 5.000 pg/mL, correspondendo as diluigdes de 1:256 a 1:2, sendo 5.000 pg/mL a
concentragdo do padrio maximo. Em seguida, 50 puL dos sobrenadantes da cultura de
esplendcitos do topico 3.10 foram adicionados aos pogos correspondentes. Posteriormente, 50
puL do reagente de detec¢gdo PE (Mouse Th1/Th2/Th17 PE Detection Reagent) foram
adicionados a todos os pocos. As amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente,
protegidas da luz. Apos a incubagdo, foram adicionados 200 pL de tampao de lavagem a cada
poco, seguido de centrifugagdo a 500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado, e os pellets foram ressuspendidos em 200 pL de tampao de lavagem. A aquisi¢do dos
dados foi realizada em citdmetro de fluxo FACSVERSE™ (BD Biosciences) pertencente a
Rede de Plataformas Tecnologicas da Fiocruz (Instituto René Rachou) e as analises foram feitas

utilizando o FCAP Array Software 3.0 (BD Biosciences).

3.17 Parasitos

Um estoque de formas promastigotas de Leishmania amazonensis PH8 e Leishmania
infantum PP75 foi mantido em nitrogénio liquido. Para os experimentos de desafio, os parasitos
foram descongelados em Meio Schneider Insect (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich), e incubados em estufa
tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a 26 °C até que recuperassem a viabilidade e
retomassem o crescimento. Apds a recuperagao inicial, os parasitos foram repicados, e a cultura
foi mantida por cinco dias para permitir o crescimento antes de ser utilizada nos ensaios de

infeccao.

3.18 Desafio de animais

No desafio com L. amazonensis, 30 dias apds a ultima imunizagdao, camundongos
C57BL/6 foram inoculados, na almofada plantar da pata traseira esquerda, com 5 x 10°

promastigotas metaciclicas. J4 para o desafio com L. infantum, 30 dias apds a ultima
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imunizac¢do, camundongos BALB/c foram inoculados de forma intraperitoneal com 1x10’

promastigotas metaciclicas.

3.19 Medida do tamanho da lesdo

Para avaliar o desenvolvimento das lesdes nos camundongos C57BL/6 desafiados com
Leishmania amazonensis, foi realizada semanalmente a medi¢do da diferenga de espessura
entre as almofadas plantares infectadas e ndo infectadas, utilizando um paquimetro digital

(Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Kanagawa, Japao).

3.20 Avaliacdo da carga parasitaria através de Dilui¢do limitante

A carga parasitaria dos animais imunizados e desafiados foi avaliada por meio do ensaio
de Dilui¢ao Limitante, conforme descrito por Lima et al. 1997. Ao final de nove semanas de
infeccdo com Leishmania amazonensis, os camundongos C57BL/6 foram eutanasiados, e as
lesdes nas patas foram removidas com auxilio de tesoura e laminas de bisturi. Cada pata foi
colocada separadamente em microtubos contendo meio Schneider e beads magnéticas, sendo,
em seguida, submetida a maceracdo no equipamento TissueLyser LT (Qiagen). Nos animais
BALB/c desafiados com L. infantum, a eutanasia foi realizada ao final de 60 dias de infecgao,
com remogao do figado e baco. Os drgaos foram individualmente macerados com o auxilio do
émbolo de uma seringa.

Apds a maceragdo, tanto os tecidos das patas quanto os o6rgaos foram filtrados em cell
strainer de 20 um. Os detritos celulares foram removidos por centrifugacdo a 150 x g por 10
minutos a 4 °C, e os parasitas foram concentrados por centrifugagdao subsequente a 2000 x g.
Os pellets foram ressuspendidos em 400 pL de meio Schneider Insect suplementado com 10%
de SFB. Em uma placa de 96 pocos de fundo reto para cultivo celular (Sarstedt), foram
adicionados 180 pL. de meio Schneider por pogo. Aos pocos da primeira coluna, foram
acrescentados 20 pnL do material macerado (patas ou 6rgaos) de cada animal. As amostras foram
entdo submetidas a dilui¢des seriadas logaritmicas, de 107! a 107", sendo plaqueadas em
duplicata. As placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D a 26 °C e analisadas por

microscopia ap6s 7 dias para L. amazonensis ou 14 dias para L. infantum. Os resultados foram
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expressos como o logaritmo negativo do titulo, ou seja, a maior dilui¢do na qual ainda se

observou a presenca de parasitas, ajustado por miligrama de tecido.

3.21 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versao 8.0.2.
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Verificou-se, através do teste de D’ Agostino-Pearson,
se a distribui¢do era paramétrica ou nao. Para os dados que apresentaram distribuicao normal,
aplicou-se o teste t de Student ou One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Para os dados que ndo apresentaram distribui¢do normal, foram
utilizados testes ndo paramétricos, como o teste de Mann-Whitney ou o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn como pos-teste. Os resultados foram expressos como mediana com
intervalo interquartil, e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Construgao dos plasmideos e sintese in vitro dos mRNAs LinKAP e secLinKAP

Os plasmideos codificantes para 0 mRNA LinKAP ¢ mRNA secLinKAP foram
sintetizados comercialmente pela empresa GenScript. A sequéncia de aminoacidos da proteina
recombinante LinKAP foi convertida em sequéncia de nucleotideos otimizada para expressao
em células humanas e inserida no vetor pcDNA3.1, sob controle do promotor citomegalovirus
(CMV). Para o plasmideo pcDNA3.1LinKAP, a inser¢do foi realizada entre os sitios de
restricdo das enzimas Nhel e Xhol. No caso do plasmideo pcDNA3.1secLinKAP, a regido N-
terminal da sequéncia da proteina recombinante LinKAP foi adicionada uma sequéncia
codificadora de peptideo sinal derivada do ativador do plasminogénio tecidual (tPA). A
inserc¢do dessa sequéncia também foi feita entre os sitios de clonagem das enzimas Nhel e Xhol.

Para que esses plasmideos pudessem ser utilizados como molde em reagdes de
transcrigdo in vitro, seus desenhos incluiram todos os elementos necessarios a produgdo de um
mRNA funcional. A construcao final do pcDNA3.1LinKAP apresenta as seguintes sequéncias:
o promotor da T7 RNA polimerase, responsavel por iniciar a transcri¢do in vitro; uma regiao 5'
UTR derivada do gene da a-globina humana; a sequéncia consenso de Kozak, que favorece o
reconhecimento do cédon de inicio pelo ribossomo; o codon de inicio (ATG), seguido pela
sequéncia codificadora da proteina LinKAP; a 3' UTR, também da a-globina humana,
importante para a estabilidade e tradu¢do do mRNA; e uma cauda poliadenilada de 110
nucleotideos (poliA), essencial para a estabilidade do transcrito e para a eficiéncia da traducao
em células eucarioticas. Para o pcDNA3.1secLinKAP, a construcdo apresenta as seguintes
sequéncias: promotor da T7 RNA polimerase, regido 5° UTR derivada de Tobacco etch virus
(TEV), a sequéncia consenso de Kozak, o cddon ATG seguido do peptideo sinal e da sequéncia
codificadora de LinKAP, uma regido 3’ UTR da B-globina de Xenopus e a cauda poliA.

Os plasmideos foram utilizados para transformar células competentes de E. coli XL1-
Blue. A partir das coldonias transformadas, foi preparado um estoque de glicerol, que
posteriormente foi utilizado para a propaga¢ao em meio seletivo com antibidtico, visando a
obten¢do de uma maior quantidade de DNA plasmidial para os experimentos subsequentes.
Apos extragdo plasmidial, o plasmideo pcDNA3.1LinK AP foi digerido com as enzimas Nhel e

Xhol para confirmagao da presenca e identidade do inserto. A analise por eletroforese em gel
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de agarose revelou dois fragmentos com os tamanhos esperados: um fragmento de
aproximadamente 5,3 kb, correspondente ao vetor plasmidial, € um fragmento de 891 pb,
correspondente ao inserto LinKAP (Figura 8a). Em seguida, o plasmideo foi linearizado com a
enzima Xhol e o fragmento resultante foi purificado diretamente do gel de agarose. A analise
da linearizagdo por novo gel de agarose confirmou a presenga de um tUnico fragmento,
compativel com o plasmideo linearizado (Figura 8b).

O plasmideo pcDNA3.1secLinKAP foi digerido com as enzimas Ndel e Xhol para
confirmacdo da presenca e identidade do inserto. A andlise do produto digerido em gel de
agarose revelou dois fragmentos distintos: um de aproximadamente 4,9 kb, representando o
vetor, e outro de cerca de 1,4 kb, referente ao inserto secLinKAP (Figura 8c). Na sequéncia, o
plasmideo foi linearizado com Xhol, e o fragmento linearizado foi purificado a partir do gel. A
integridade e linearizacdo completa do plasmideo foram verificadas por eletroforese, que

evidenciou um unico fragmento com o tamanho esperado (Figura 8d).
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Figura 8. Confirmacio da identidade e lineariza¢do dos plasmideos para transcriciao in
vitro. Apoés extracdo plasmidial, os plasmideos pcDNA3.1LinKAP e pcDNA3.1secLinKAP
foram digeridos para confirmacdo da presenca do inserto e posteriormente linearizados para a
reacao de transcri¢do in vitro. (a) O plasmideo pcDNA3.1LinKAP foi digerido com as enzimas
Nhel e Xhol para confirmacao da identidade. (b) Em seguida, foi linearizado com a enzima
Xhol, purificado e analisado em gel de agarose a 0,7%, corado com SYBR Safe. (c) O
plasmideo pcDNA3.1secLinKAP foi digerido com as enzimas Ndel e Xhol para confirmagao
da identidade. (d) Em seguida, foi linearizado com Xhol, purificado e analisado em gel de
agarose a 0,7%, corado com SYBR Safe.

A transcricao in vitro dos mRNAs LinKAP e secLinKAP foi realizada utilizando
nucleotideos modificados, com substituicdo da uridina por NI1-metilpseudouridina, e com
adicao cotranscricional do cap 5'. A integridade e o tamanho dos mRNAs obtidos foram

avaliados por eletroforese em gel de agarose. Conforme observado na Figura 9, as amostras
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apresentaram bandas integras, compativeis com o tamanho esperado para os transcritos, que ¢

de 909 pb para mRNA LinKAP e de 1106 pb para mRNA secLinKAP.

Figura 9. Sintese dos mRNAs. Eletroforese em gel de agarose a 1% demonstrando os produtos
da transcri¢do in vitro dos mRNAs LinKAP e secLinKAP. Os mRNAs sintetizados foram
purificados, quantificados e analisados quanto a integridade por migracao eletroforética. O gel
foi corado com brometo de etidio.

4.2 Avaliagdo da capacidade de tradu¢do dos mRNAs em células de mamiferos in

Vitro

Para avaliar a capacidade de expressdo da proteina LinKAP em células de mamifero,
células HEK293T (derivadas de rim embrionario humano) foram transfectadas com mRNA
LinKAP ou mRNA secLinKAP utilizando um reagente de transfec¢do. A expressao da proteina
foi analisada por Western blot. Como controle positivo foram utilizadas células transfectadas
com os plasmideos que serviram de molde para a sintese dos mRNAs e a proteina recombinante
LinKAP. Como controle negativo, foram utilizadas células incubadas apenas com o reagente
de transfec¢ao, sem mRNA.

Como mostra a Figura 10, as células transfectadas com mRNA LinKAP e secLinKAP
expressaram a proteina LinK AP, detectada por meio de um sinal especifico com peso molecular

de aproximadamente 40 e 30 kDa, respectivamente. Esse peso molecular ¢ ligeiramente
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superior ao da proteina recombinante rLinKAP, o que pode indicar a ocorréncia de
modificac¢des pos-traducionais ou diferengas no processamento da proteina expressa em células

eucarioticas.

Figura 10. Analise da expressio de LinKAP por Western blot em células HEK293T
transfectadas com mRNA LinKAP ou secLinKAP utilizando um agente de transfeccao.
Células HEK293T foram plaqueadas em placas de 6 pogos na densidade de 7 x 10° células/pogo
e transfectadas com os plasmideos que serviram de molde e com os mRNAs. Foi incluido
também um controle de células ndo transfectadas. Apds 24 horas, as células foram lisadas com
tampao RIPA, e os extratos celulares analisados por Western blot utilizando anticorpo anti-
LinKAP. A proteina rLinKAP foi utilizada como controle positivo.

Para confirmar a expressdo da proteina LinKAP em células transfectadas com o mRNA
LinKAP por outro método além do Western Blot, foi feita uma imunofluorescéncia. A Figura
11 mostra que a expressdo da proteina LinKAP ¢ induzida em células HeLa apo6s a transfec¢ao
com mRNA correspondente. Nas células que ndo foram transfectadas, ndo ha deteccao de sinal
verde, indicando auséncia da proteina LinKAP. Em contraste, nas células transfectadas
observa-se um sinal verde no citoplasma, correspondente a proteina LinKAP. Esses dados
confirmam que o mRNA usado na transfec¢dao ¢ funcional e capaz de promover a expressao

detectavel da proteina alvo.
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Figura 11. Expressiao de LInKAP em células HeLa transfectadas com mRNA LinKAP.
C¢lulas HeLa foram transfectadas com mRNA LinKAP (coluna da direita) ou, como controle,
ndo foram transfectadas (coluna da esquerda). A proteina LinKAP foi detectada por
imunofluorescéncia usando anticorpo anti-LinKAP (verde). Nucleos foram corados com DAPI
(azul). A expressdo de LinKAP ¢ observada apenas nas células transfectadas, com padrdo de
distribuicao citoplasmatica. As imagens foram adquiridas com objetiva de 100x ao
microscopio.

4.3 Produgdo e caracterizagdo fisico-quimica e estrutural de LNPs com mRNAs

LinKAP e secLinKAP
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Para que o mRNA nio seja degradado por nucleases e seja entregue de forma eficiente
dentro da célula, ele deve ser formulado em veiculos de entrega. Assim, os mRNAs LinKAP e
secLinKAP foram encapsulados em nanoparticulas lipidicas (LNPs) desenvolvidas e
caracterizadas no CT Vacinas. As LNPs formuladas foram caracterizadas quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, incluindo tamanho médio, indice de polidispersao (IP) e
potencial zeta. Para sistemas eficientes de entrega de mRNA, espera-se que as LNPs apresentem
tamanho médio entre 80 e 120 nm, um indice de polidispersao proximo a 1,0, indicando
homogeneidade da populagdo, e potencial zeta com valores negativos de voltagem (mV), o que
confere estabilidade coloidal as particulas. Além da caracterizacdo fisico-quimica, foi
quantificada a eficiéncia de encapsulagdo do mRNA LinKAP nas LNPs. Conforme apresentado
na Tabela 5, as formulagdes obtidas apresentaram parametros fisico-quimicos dentro dos
valores esperados para nanoparticulas lipidicas destinadas a entrega de mRNA, apresentando
uma taxa de encapsulagdo elevada, com mais de 80% do mRNA incorporado nas
nanoparticulas.

A caracterizacdo fisico-quimica por espalhamento dindmico de luz (DLS) evidenciou
que as LNPs formuladas apresentaram distribuicdo de tamanho homogénea, com didmetro
médio dentro da faixa esperada e baixo indice de polidispersao, confirmando a uniformidade
da populagdo de particulas (Figura 12a-b). A analise morfologica por cryo-TEM revelou que as
LNPs vazias (sem mRNA), utilizadas como controle, apresentavam formato esférico com
superficie lisa e estrutura interna homogénea, porém com densidade eletronica interna reduzida
(Figura 12c). J4 as nanoparticulas lipidicas contendo mRNA LinK AP exibiam estrutura esférica
bem definida, com tamanho aproximado de 100 nm, corroborando os dados obtidos por DLS.
Observamos uma fina camada ao redor de uma regido central menos densa, sugerindo a
presenca de uma bicamada lipidica. Nicleos com alta densidade eletronica e com pequenas

bolhas indicam que o mRNA estad encapsulado no interior das particulas (Figura 12d).

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas das LNPs mRNA LinKAP e secLinKAP.

D RN A AP DN A <o AP

1] cdade

Tamanho (nm) 93,05 92,94
1P 0,125 0,158
Potencial zeta (mV) -4,15 -4,352
E.E (%) 84,11 91,80
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Figura 12. Caracterizacio fisico-quimica e morfolégica das LNPs formuladas. (a) Analise
de dispersao de luz dindmica (DLS) das LNPs mRNA LinKAP e (b) LNPs mRNA secLinKAP
indicando um didmetro médio de, aproximadamente, 100 nm. (c) Micrografia obtida por
microscopia crioeletronica de transmissdo (cryo-TEM) de LNPs vazias (sem mRNA),
mostrando morfologia esférica e densidade interna reduzida. (d) Imagem por cryo-TEM de
LNPs contendo mRNA LinKAP, com estrutura esférica, superficie lisa e presenca de um nucleo
denso com cavidades internas, compativel com a encapsula¢do do mRNA. Barra de escala: 100
nm.

4.4 Expressao de LinKAP em células transfectadas com LNPs contendo mRNA
LinKAP

Para avaliar se células de mamifero eram capazes de expressar a proteina LinKAP a
partir da formulagao, células HEK293T foram transfectadas com a LNP mRNA LinKAP e,
apos 48 horas o extrato celular foi preparado para analise por Western Blot. Como controle
positivo, a proteina recombinante rLinKAP foi utilizada. Os controles negativos incluiram
células transfectadas com o mRNA LinKAP naked sem nenhum agente transfectante e células
incubadas apenas com meio de cultivo, na auséncia de mRNA.

Como mostra a Figura 13, as células transfectadas com o mRNA LinKAP encapsulado
em LNPs expressaram a proteina, que foi detectada pelo anticorpo anti-LinKAP. Observamos

uma banda especifica com peso molecular aproximado de 40 kDa, ligeiramente superior ao da
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proteina recombinante rLinKAP, sugerindo possiveis modificagdes pos-traducionais ou
diferengas no processamento da proteina expressa em células de eucarioto. Observamos
também a expressdo de [P-actina nas amostras correspondentes aos extratos celulares,
comprovando a uniformidade na quantidade de proteina carregada em cada canaleta do gel.
Esse controle de loading confirma que as varia¢des na intensidade dos sinais das proteinas de
interesse sdo resultado de diferencas reais na expressao e nao de discrepancias no carregamento

das amostras.

LinKAP

]
M— B-actina

Figura 13. Analise da expressio de LinKAP por western blot em células HEK293T
transfectadas com LNP mRNA LinKAP. Células HEK293T fora plaqueadas em placa de 6
pocos na concentragio de 7x10° células /poco e transfectadas com LNP mRNA LinKAP ou
com os controles (MRNA LinKAP naked ou meio). 48 horas apos a transfec¢do, as células
foram coletadas e lisadas com RIPA. Os extratos celulares foram analisados por western blot
utilizando anticorpo anti-LinKAP. A proteina rLinK AP foi incluida como controle positivo. A
b-actina foi utilizada como controle de loading.

4.5 Avaliagao de modificacdes pos traducionais da proteina LinKAP expressa em

célula de eucarioto

Para avaliar se a proteina LinKAP expressa a partir do mRNA sofre modifica¢des pds-
traducionais por N-glicosilagdo realizamos um ensaio de deglicosilagdo utilizando a enzima
PNGase F, que remove residuos de N-glicanos de proteinas glicosiladas. Extrato de células
HEK?293T transfectadas com mRNA LinKAP foram incubados com PNGase F e analisados por
Western blot. Como controle positivo, foi utilizada a proteina Spike do SARS-CoV-2, expressa

em células de mamifero, cuja glicosilagdo ¢ bem descrita na literatura.



63

Na analise por western blot, a proteina LinKAP expressa a partir do mRNA manteve-se
inalterada apds o tratamento, migrando em ambas as condigdes (com e sem PNGase F) com
peso molecular de aproximadamente 40 kDa (Figura 14a). Na analise por eletroforese de SDS-
Page, observamos que o controle, a proteina Spike, apresentou uma mudanga na mobilidade
eletroforética apos o tratamento com PNGase F, migrando de aproximadamente 200 kDa
(forma glicosilada) para cerca de 130 kDa (forma deglicosilada), confirmando a presenca de N-
glicanos (Figura 14b). Esses resultados indicam que a proteina LinKAP nao apresenta
modificacdes pos-traducionais do tipo N-glicosilagdo detectdveis, ao contrdrio da proteina
Spike, que foi eficientemente deglicosilada pela PNGase F.

Analises por MALDI-TOF foram utilizadas para avaliar a presenga e a massa molecular
da proteina LinKAP nas diferentes amostras (Figura 14c). Enquanto que no imunoprecipitado
a partir de extrato de células ndo transfectadas (controle negativo), foi detectado apenas sinais
de baixa intensidade provavelmente correspondente a contaminantes presentes na amostra, no
imunoprecipitado obtido do extrato transfectado com mRNA LinK AP, foi identificado um pico
em m/z 21,752, sugerindo a expressdo de uma proteina com massa molecular compativel com
LinKAP. A proteina recombinante purificada (rLinKAP) apresentou um pico em m/z 23,009,
compativel com a massa molecular tedrica da forma recombinante, que ¢ 22,206 kDa. Apesar
da massa detectada por MALDI-TOF ter sido 21,7 kDa, o Western blot da mesma amostra
revelou uma banda com mobilidade aparente proxima a 40 kDa. Essa diferenca pode ser
atribuida a fatores que afetam a migracdo da proteina durante a eletroforese em gel de SDS-
PAGE, em decorréncia da sua composi¢do de aminoacidos ou mesmo interagdo com proteinas
das células transfectadas. Portanto, os dados obtidos por MALDI-TOF indicam a massa
molecular real da proteina LinKAP, enquanto os resultados de Western blot corroboram sua

presenca, ainda que com mobilidade eletroforética superior ao valor teorico.
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Extrato de nio transfectado

Extrato transfectado - mRNA LinKAP

Proteina rLinKAP

Figura 14. Analise de deglicosilacdo por PNGase F e perfil de massa por MALDI-TOF da
proteina LinKAP expressa em eucarioto. (a) Western blot de extratos de células HEK293T
transfectadas com mRNA LinKAP, tratados ou ndo com a enzima PNGase F. A proteina
LinKAP apresentou uma banda com peso molecular de ~40 kDa em ambas as condigdes, sem
alteragdo de mobilidade apds o tratamento, sugerindo auséncia de N-glicosilagdo. (b)
Eletroforese em gel de SDS-PAGE da proteina Spike do SARS-CoV-2, expressa em células de
mamifero, tratada ou ndo com PNGase F. Apos o tratamento, observou-se uma reducao da
mobilidade eletroforética, com a banda migrando de ~200 kDa para ~130 kDa, confirmando a
presenca de N-glicosilagdo. (¢) Os espectros obtidos por MALDI-TOF mostram os perfis de
massa das trés amostras analisadas. No extrato celular ndo transfectado (controle negativo), nao
se observam picos compativeis com a massa molecular esperada da proteina LinKAP. No
extrato celular transfectado com mRNA LinKAP, ¢ possivel identificar um pico em 21,752 m/z.
O espectro da rLinKAP apresenta um pico majoritario definido, com m/z compativel com a
massa molecular tedrica, confirmando a identidade da proteina.

4.6 Comparagdo entre protocolos homologos de vacinacao com trés doses utilizando

proteina recombinante ou mRNA
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4.6.1 Analise da resposta imune humoral e celular

O protocolo vacinal com trés doses foi adotado para a imunizacdo com os mRNAs
encapsulados em LNPs com base no esquema previamente estabelecido para a vacina de
proteina recombinante, que ja demonstrava eficacia nesse regime. Assim, a adogao do mesmo
numero de doses permite uma comparagao direta entre as duas estratégias vacinais. Para analise
da imunogenicidade dos candidatos vacinais, camundongos C57BL/6 de idade entre 6 e 8
semanas, foram imunizados, a cada 21 dias, com 10 pg de LNP mRNA LinKAP ou LNP mRNA
secLinKAP, ou 10 pg da proteina rLinKAP associada a 50 pg de Hiltonol. O sangue dos
camundongos imunizados foi coletado no intervalo entre as imunizagdes e o soro foi separado
para quantificacdo do titulo de anticorpos através de ELISA (Figura 15a).

Ap6s a dose inicial (prime), o grupo imunizado com mRNA secLinK AP ndo apresentou
resposta detectavel de anticorpos IgG totais especificos para LinKAP, enquanto o grupo mRNA
LinKAP induziu a produciao de anticorpos especificos em apenas dois animais, ambos com
niveis baixos. Por outro lado, a proteina recombinante rLinKAP foi capaz de induzir anticorpos
especificos em todos os animais imunizados ja apds a primeira dose. Ap0os a primeira dose de
reforgo (boost), 0 mRNA secLinKAP induziu resposta humoral detectavel em apenas um
animal, enquanto o grupo mRNA LinKAP apresentou um aumento expressivo na resposta,
alcancando niveis comparaveis aos do grupo proteina recombinante. Com a administragdo do
segundo reforco (2° boost), a produgdo de anticorpos dos grupos mRNA LinKAP e proteina
recombinante rLinK AP se igualaram. Esses resultados indicam que mRNA LinKAP ¢ melhor
em induzir a resposta imune humoral do que secLinKAP e se compara a imunizagdo com
proteina rLinKAP (Figura 15b).

Ap6s o 2° boost, foram quantificados os niveis de anticorpos IgG especificos para
LinKAP das subclasses IgG1 e IgG2c. Para IgG1, o grupo imunizado com mRNA LinKAP
apresentou niveis relativamente baixos, enquanto o grupo imunizado com a proteina
recombinante rLinKAP apresentou niveis significativamente mais elevados. Em contraste, para
a subclasse IgG2c, observou-se o padrao oposto: a imunizacdo com mRNA LinKAP resultou
em uma alta produg¢do, indicando uma resposta mais robusta, enquanto o grupo imunizado com
a proteina rLinK AP exibiu niveis bastante reduzidos. O grupo mRNA secLinKAP ndo induziu
resposta humoral detectavel de IgG1, e apenas um animal apresentou resposta para [gG2c, com

niveis baixos (Figura 15c). Sabemos que o padrdao de produgdo de anticorpos das subclasses
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IgG1 e IgG2c¢ esta diretamente relacionado a polarizagdo da resposta imune adaptativa do tipo
Th2 ou Thl, respectivamente. Portanto, esses resultados podem sugerir a indu¢do de uma
resposta Th2 pela proteina rLinKAP e a inducao de uma resposta Th1 pelo mRNA LinKAP.
Além da resposta humoral, avaliamos também a resposta celular induzida pela vacina
nos camundongos imunizados. Trinta dias ap6s a ultima dose, os bacos dos animais foram
coletados para andlise da produ¢do de IFN-y por ELISA. Para estimular os esplendcitos in vitro,
utilizou-se a proteina recombinante rLinKAP ou a concavalina A (ConA). O meio RPMI foi
utilizado como controle negativo. A analise foi restrita ao IFN-y por se tratar de um estudo de
prova de conceito. Observou-se uma alta produgdo de IFN-y nos grupos imunizado com os
mRNAs LinKAP e secLinKAP, e especialmente no grupo imunizado com proteina rLinKAP,
quando comparados aos controles. O grupo imunizado com LNP vazia, diferente do esperado,
também apresentou niveis relevantes de IFN-y (Figura 15d). A incubagdo com meio (controle
negativo) resultou em baixos niveis dessa citocina, como esperado, enquanto todos os grupos
responderam a concavalina A (ConA), controle positivo, confirmando a viabilidade dos
esplendcitos. Esses resultados indicam que a LNP € responsavel pela maior parte da produgao
de IFN-y proveniente das formulacdes de mRNA, enquanto a vacinagdo com a proteina

rLinKAP também € capaz de induzir altos niveis dessa citocina.
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Figura 15. Avaliaciao da resposta imune induzida pelo protocolo homologo de trés doses.
(a) Descrigdo esquematica do modelo murino e esquema de imunizacao utilizado para avaliagao
da resposta imune e da protecdo contra Leishmania amazonensis. Os niveis de anticorpos
especificos para LinKAP foram avaliados por ELISA, 21 dias apds cada dose. Amostras de
soro diluidas a 1:100 foram utilizadas para deteccao de IgG total, IgG1 e IgG2c. (b) Niveis de
IgG total especificos para LinKAP apos prime, boost e 2° boost, expressos em valores de
absorbancia medida em 450 nm. (c¢) Detec¢ao das subclasses IgG1 e IgG2c especificas para
LinKAP apés o esquema vacinal completo. (d) Quantificacdo por ELISA da producao de IFN-
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v por esplendcitos estimulados com a proteina rLinKAP por 72 h. O meio RPMI foi utilizado
como controle negativo ¢ a ConA como controle positivo. Os dados sdo apresentados como
mediana + intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada por teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas. Diferencas estatisticamente
significativas foram consideradas para p < 0,05 e indicadas por asteriscos: *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001.

4.6.2 Desafio com L.amazonensis em camundongos C57BL/6 imunizados com o

protocolo homoélogo de trés doses

A eficécia protetora das formulagdes de LNPs contendo mRNA foi comparada a da
proteina recombinante rLinKAP associada ao adjuvante Hiltonol, em um modelo de infec¢ao
por L. amazonensis apos a imuniza¢cdo de camundongos C57BL6. O desenvolvimento das
lesdes foi monitorado por seis ou oito semanas. Ao término do desafio, as patas infectadas
foram coletadas para avaliagdo da carga parasitaria por meio da técnica de diluicdo limitante.
Em uma das replicatas experimentais foi visto que as formulagdes de mRNA LinKAP e de
proteina rLinKAP foram capazes de proteger parcialmente camundongos desafiados com
L.amazonensis, apesar da espessura da lesdo ndo se relacionar com essa prote¢ao. (Figura 16a-
b), enquanto uma segunda replicata mostrou que ambas formulagdes e a formulacdo de mRNA
secLinKAP ndo foram eficazes na protecdo dos animais infectados (Figura 16c-d). Isso torna
os resultados de protecdo inconclusivos e ressalta a necessidade de uma otimizac¢do do ensaio
de diluicdo limitante e do estabelecimento de novos métodos de quantificagdo da carga

parasitaria.
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Figura 16. Avaliacdo da eficacia protetiva em camundongos imunizados com esquema
homologo de trés doses e desafiados com Leishmania amazonensis. (a) Desenvolvimento da
lesdo na pata traseira esquerda de camundongos infectados com 5 x 10° promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis na primeira replicata experimental. O tamanho da lesdo foi
determinado pela diferenca entre as medidas das patas traseiras infectada e ndo infectada. (b)
Quantificacdo da carga parasitaria por dilui¢do limitante da primeira replicata experimental
realizada. O ensaio foi feito com o macerado das patas infectadas apds seis semanas de desafio.
Os resultados foram expressos em escala logaritmica na base 10 (logio). (¢) Desenvolvimento
da lesdo na pata traseira esquerda de camundongos infectados com 5 x 10° promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis na segunda replicata experimental. (d) Quantificagdo da carga
parasitaria por diluicdo limitante nas patas infectadas apos oito semanas de desafio. n = 6
animais por grupo. Os dados sdo apresentados como mediana + intervalo interquartil. A anélise
estatistica foi realizada por teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparagdes
multiplas. Diferencgas estatisticamente significativas foram indicadas por: *p <0,05; **p <0,01.

4.7 Comparagao entre protocolos heter6logos de vacinacao com trés doses

4.7.1 Resposta imune humoral e celular
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Com o objetivo de avaliar se a combinacdo de mRNA LinKAP com a proteina rLinKAP
poderia potencializar a resposta imune e a prote¢do, empregamos um protocolo heterélogo de
trés doses. Camundongos C57BL/6, com idade entre 6 e 8 semanas, foram imunizados a cada
21 dias com os seguintes esquemas: mMRNA-mRNA-proteina ou mRNA-proteina-proteina. O
protocolo proteina-proteina-proteina foi utilizado como controle comparativo, enquanto o
grupo controle negativo foi imunizado com PBS. Em cada dose, foram administrados 10 pg de
mRNA LinKAP ou 10 pg de proteina rLinKAP associada a 50 ug de Hiltonol como adjuvante
(Figura 17a). O soro dos camundongos foi coletado entre as trés imunizacdes e foi utilizado
para a quantificag@o de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2c¢ especificos para LinKAP.

Nossos resultados mostraram que, apds o prime, todos os grupos vacinados
apresentaram niveis detectaveis de anticorpos IgG totais especificos para LinKAP. No entanto,
o grupo mRNA-mRNA-proteina apresentou uma producdo mais baixa em comparagdo aos
grupos mRNA-proteina-proteina e proteina-proteina-proteina, cujos niveis foram equivalentes.
Apbs o boost, todos os grupos atingiram niveis semelhantes, mantendo-se estaveis apos o 2°
boost (Figura 17b).

Analises das subclasses IgG1 e IgG2c realizadas ap6s o 2° boost mostraram que o grupo
que recebeu duas doses de mRNA (mRNA-mRNA-proteina) apresentou niveis reduzidos de
IgG1 em relagdo aos grupos que receberam duas ou mais doses de proteina (mRNA-proteina-
proteina e proteina-proteina-proteina). Por outro lado, todos os grupos imunizados exibiram
niveis baixos de IgG2c¢ (Figura 17c¢).

Trinta dias apds a tltima dose, os bagos dos camundongos imunizados foram coletados
para avaliagdo da resposta imune celular, por meio da quantificagdo da producao de citocinas
em cultivo in vitro de esplendcitos estimulados com a proteina rLinKAP. Os dados mostram
que os grupos imunizados com duas ou mais doses da proteina recombinante (mMRNA-proteina-
proteina e proteina-proteina-proteina) apresentaram uma produgao significativamente elevada
de IFN-y. Em contraste, o protocolo contendo duas doses de mRNA e somente 1 dose de
proteina (MRNA-mRNA-proteina) resultou em niveis reduzidos dessa citocina. A estimulacdo

com ConA mostra ainda que os esplendcitos apresentavam boa viabilidade (Figura 17d).
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Figura 17. Avaliacio da resposta imune induzida pelo protocolo heterdlogo de trés doses.
(a) Representacdo do esquema experimental de imunizacdo utilizado para andlise da resposta
imune e protecdo contra Leishmania amazonensis. A produgdo de anticorpos especificos para
LinK AP foi quantificada por ELISA, 21 dias ap6s cada imunizagao, utilizando amostras de soro
diluidas a 1:100 para deteccao de IgG total, I[gG1 e IgG2c. (b) Niveis de IgG total especificos
para LinKAP apds prime, boost e segundo boost, expressos como valores de absorbancia
medidos a 450 nm. (c) Niveis das subclasses IgG1 e [gG2¢ apos o esquema vacinal completo.
(d) Producao de IFN-y por esplendcitos estimulados com a proteina rLinKAP por 72 h. O meio
RPMI foi utilizado como controle negativo e a ConA como controle positivo. As concentragdes
de IFN-y foi determinada por ELISA. Os resultados sdo apresentados como mediana =+ intervalo
interquartil. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn para comparagcdes multiplas. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas para p < 0,05 e indicadas por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e
*akxp < 0,0001.
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4.7.2 Desafio com L. amazonensis em camundongos C57BL/6 imunizados com

protocolo heterdlogo de trés doses

Para avaliar a eficacia protetiva das diferentes combinagdes vacinais, os camundongos
imunizados foram desafiados com L. amazonensis. O desenvolvimento das lesdes foi
monitorado ao longo de seis semanas, seguido pela quantificagdo da carga parasitaria nas patas
infectadas por meio da técnica de dilui¢do limitante. A andlise da progressao das lesdes revelou
que todos os grupos imunizados apresentaram redugado significativa no tamanho das lesdes em
compara¢do ao grupo controle. Dentre os grupos vacinados, o protocolo mRNA-mRNA-
proteina resultou nas menores lesdes ao final do acompanhamento (Figura 18a). Os dados de
dilui¢do limitante obtidos apds 6 semanas de infec¢do indicam que todas as formulagdes
vacinais conferiram protecdo parcial a infec¢do por L. amazonensis, com reducdo da carga
parasitaria em relagdo ao grupo controle, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos imunizados (Figura 18b).
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Figura 18. Avaliacdo da eficacia protetiva em camundongos imunizados com esquema
heterdlogo de trés doses e desafiados com Leishmania amazonensis. (a) Progressao da lesdao
na pata traseira esquerda de camundongos infectados com 5 x 10° promastigotas metaciclicas
de L. amazonensis, medida como a diferenca entre as patas infectada e ndo infectada. (b) Carga
parasitaria nas patas infectadas quantificada por dilui¢ao limitante, seis semanas ap6s o desafio,
expressa em escala logaritmica (logio). n = 6 animais/grupo. Os dados sdo apresentados como
mediana =+ intervalo interquartil. A andlise estatistica foi feita por Kruskal-Wallis com pds-teste
de Dunn. Diferencas significativas: *p < 0,05; **p <0,01.
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4.8 Comparagdo entre protocolos de vacinacdo homoélogo e heterélogo com duas doses

4.8.1 Analise da resposta imune humoral e celular

Buscando verificar se protocolos de imunizagao com apenas 2 doses seria capaz de
conferir protecdo a infec¢cdo, camundongos C57BL/6 com idade entre 6 e 8 semanas, foram
imunizados a cada 21 dias com o esquema mRNA-mRNA ou com mRNA-proteina. O grupo
controle negativo foi imunizado com PBS. Em cada dose, foram administrados 10 pg de mRNA
LinKAP ou 10 pg de proteina rLinKAP associada a 50 ug de Hiltonol como adjuvante. O soro
dos camundongos foi coletado apds a primeira e a segunda imunizagdes e foi utilizado para a
quantificagdo de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2c¢ especificos para LinKAP (Figura 19a).

Nossos resultados demonstraram que, ap6s o prime, a indugdo de anticorpos IgG totais
especificos foi baixa em ambos os grupos vacinados. No entanto, apos o boost, observou-se um
aumento expressivo nos niveis de IgG total, com valores semelhantes entre os grupos
imunizados com os esquemas mRNA-proteina e mRNA-mRNA (Figura 19b). Em relacdo as
subclasses de IgG, embora as diferencas ndo tenham alcancado significancia estatistica,
verificou-se uma tendéncia de maior produ¢do de IgG1 no grupo mRNA-proteina, enquanto o
grupo mRNA-mRNA apresentou niveis mais elevados de IgG2c, sugerindo perfis distintos de
polarizacao da resposta imune humoral entre os esquemas vacinais avaliados (Figura 19c).

A produgdo de IFN-y e IL-10 presente nos sobrenadantes da cultura de esplenocitos dos
animais imunizados foi avaliada apds estimulagdo com a proteina recombinante. Os resultados
indicam que a imunizagdo com os dois protocolos foi capaz de induzir uma resposta imune
celular caracterizada por uma producao moderada de IFN-y e baixos niveis de IL-10 apos

estimulo com a proteina rLinK AP, sugerindo uma resposta com perfil inflamatorio (Figura 19d-

e).
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Figura 19. Avaliacdo da resposta imune induzida pelo protocolo heterologo de duas doses.
(a) Esquema experimental de imunizagcdo adotado para andlise da resposta imune contra
Leishmania amazonensis. A produgdo de anticorpos especificos para LinKAP foi avaliada por
ELISA, 21 dias ap6s cada dose, utilizando amostras de soro diluidas 1:100 para deteccao de
IgG total, IgG1 e IgG2c. (b) Niveis de IgG total apods prime e boost, expressos em absorbancia
a 450 nm. (c) Niveis de IgG1 e IgG2c apos o esquema vacinal completo. (d-e) Producao de
citocinas por esplendcitos estimulados com a proteina rLinKAP por 72 h. O meio RPMI foi
utilizado como controle negativo e a ConA como controle positivo. As concentragdes de (d)
IFN-y e (e) IL-10 foram determinadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como
mediana + intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada por Kruskal-Wallis, seguida
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do teste de Dunn para comparagcdes multiplas. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05).

4.8.2 Desafio com L. amazonensis em camundongos C57BL/6 imunizados com

protocolo homologo e heterdlogo de duas doses

Para a avaliacdo da prote¢do ap6s imunizagdo, os camundongos imunizados foram
desafiados com formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e a progressdo da
infeccdo foi monitorada por meio da medi¢do do tamanho das lesdes e carga parasitaria. Em
uma das replicatas experimentais foi visto que os esquemas de vacinagdo nao foram capazes de
proteger os animais (Figura 20a), enquanto uma segunda replicata mostrou que as formulagdes
foram eficazes na protecdo dos animais infectados (Figura 20b-c). Isso novamente torna os
resultados de protegao inconclusivos e ressalta a necessidade de uma otimizag¢ao do ensaio de
dilui¢do limitante.
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Figura 20. Avalia¢ao da protecio em camundongos imunizados com protocolo de duas
doses e desafiados com Leishmania amazonensis. (a) Desenvolvimento da lesdo na pata
traseira esquerda de camundongos infectados com 5 x 10° promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis na primeira replicata experimental. O tamanho da lesdo foi determinado pela
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diferencga entre as medidas das patas traseiras infectada e ndo infectada. (b) Quantificacao da
carga parasitaria por dilui¢dao limitante da primeira replicata experimental realizada. O ensaio
foi feito com o macerado das patas infectadas apds sete semanas de desafio. Os resultados foram
expressos em escala logaritmica na base 10 (logio). (¢) Desenvolvimento da lesdo na pata
traseira esquerda de camundongos infectados com 5 x 10° promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis na segunda replicata experimental. (d) Quantificacdo da carga parasitaria por
dilui¢do limitante nas patas infectadas ap6s cinco semanas de desafio. n = 6 animais/grupo. Os
dados estdo representados como mediana + intervalo interquartil. A significancia estatistica foi
avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas.
A andlise estatistica foi feita por Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Diferengas
significativas: *p < 0,05; **p <0,01.

4.9 Comparagdo entre protocolos homologos de vacina¢ao com trés doses utilizando

proteina recombinante ou mRNA em camundongos BALB/c

4.9.1 Andlise da resposta imune humoral e celular

Apbs observar protecdo parcial contra Leishmania amazonensis em camundongos
C57BL/6 previamente imunizados, decidimos investigar o potencial protetor das vacinas frente
a outra espécie de Leishmania, a Leishmania infantum. Considerando que a infec¢do
experimental por L. infantum é mais bem estabelecida na linhagem BALB/c, utilizamos
camundongos dessa linhagem, com idade entre 6 e 8§ semanas, imunizados com um regime
homologo de trés doses administradas em intervalos de 21 dias. Os animais receberam 10 pg
de LNP contendo mRNA LinKAP ou 10 pg da proteina rLinKAP adjuvantada com 50 pg de
Hiltonol, além dos grupos controle que receberam LNP vazia ou PBS. Amostras de sangue
foram coletadas ao longo do protocolo vacinal para separagao do soro e quantificag¢do dos titulos
de anticorpos especificos por ELISA (Figura 21a).

Os resultados indicaram que, apd6s o prime € o boost, apenas os camundongos
imunizados com a proteina rLinK AP apresentaram produgao detectavel de anticorpos IgG totais
especificos. Apos o 2° boost, alguns animais vacinados com mRNA LinKAP passaram a exibir
baixos titulos de IgG, enquanto os imunizados com rLinK AP mantiveram uma resposta robusta,
com altos niveis de anticorpos ao final do protocolo (Figura 21b). A analise das subclasses de
IgG revelou que a formulagdo com mRNA LinKAP induziu baixos niveis de IgG1 e IgG2a, ao
passo que a proteina rLinKAP foi capaz de estimular uma resposta significativamente mais

elevada para ambas as subclasses (Figura 21c¢).
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Figura 21. Avaliaciao da resposta humoral induzida pelo protocolo homologo de trés doses
em BALB/c. (a) Representacdo esquematica do modelo murino e cronograma de imunizagao
com trés doses homologas, utilizado para analise da resposta imune e protecao frente ao desafio
com Leishmania infantum. A producdo de anticorpos especificos contra LinKAP foi avaliada
por ELISA. (b) Niveis de IgG total apds prime, boost e 2° boost, medidos por absorbancia a
450 nm. (c) Deteccao das subclasses IgG1 e [gG2c apds o esquema vacinal completo. Amostras
de soro foram analisadas na dilui¢dao 1:100. n = 10 animais/grupo. Os dados sdo expressos como
mediana * intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada por Kruskal-Wallis com p0s-
teste de Dunn. Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05 e
indicadas por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001.

A resposta imune celular gerada pela imunizagao foi quantificada por CBA. Trinta dias
apos a ultima dose, os bagos dos camundongos foram coletados e os esplenocitos isolados foram
cultivados in vitro na presenca ou auséncia de estimulos. A proteina recombinante rLinK AP foi
utilizada como estimulo, a concanavalina A (ConA) e o meio RPMI como controles positivo e
negativo, respectivamente. Nao foi detectada produgdo significativa de citocinas pelos
esplendcitos do grupo imunizado com mRNA LinKAP apds estimulagdo com a proteina
rLinKAP, indicando uma resposta celular mais fraca ou menos funcional. Em contraste, o grupo
imunizado com a proteina rLinKAP induziu uma resposta imune celular predominantemente

inflamatoria, caracterizada por altos niveis de IFN-y e TNF-a, além da detec¢do de outras
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citocinas pro-inflamatdrias como IL-6, e IL-2. A presenca de baixos niveis de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10, IL-4 e IL-17 sugere que o balango da resposta imune gerada pela
vacinacao com a proteina rLinKAP estd polarizado para um perfil do tipo Thl (Figura 22).
Esses resultados sugerem que a proteina rLinKAP ¢ mais eficaz em promover uma ativagao

celular mais robusta do que o mRNA LinKAP em camundongos BALB/c.
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Figura 22. Producio de citocinas em resposta a estimulacio com a proteina rLinKAP em
camundongos BALB/c imunizados com protocolo homologo de trés doses. Esplendcitos
foram cultivados por 72 horas na presenca da proteina rLinKAP. O meio RPMI foi utilizado
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como controle negativo e a Concanavalina A (ConA) como controle positivo. As concentragdes
das citocinas (a) IFN-y, (b) TNF-a, (c¢) IL-6, (d) IL-2, (e) IL-10, (f) IL-4 e (g) IL-17 nos
sobrenadantes foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o ensaio Cytometric Bead
Array (CBA). n = 4 animais/grupo. Os dados sdo apresentados como mediana =+ intervalo
interquartil. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn para comparagdes maultiplas. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas para p < 0,05 e indicadas por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e
*H**p < 0,0001.

4.9.3 Desafio com L. infantum em camundongos BALB/c imunizados com o protocolo

homologo de trés doses

A protecdo conferida pelo protocolo de imunizagdo com a formulagdo de LNP contendo
mRNA foi comparada a da proteina rLinKAP associada ao adjuvante Hiltonol frente a infeccao
por L. infantum. Para isso, grupos de seis camundongos BALB/c previamente imunizados
foram desafiados com promastigotas metaciclicas da L.infantum. Ao término dos 60 dias de
desafio, o baco e o figado dos animais foram coletadas para avaliagdo da carga parasitaria por
meio da técnica de dilui¢do limitante. Os resultados mostraram uma redugao parcial da carga
parasitaria em ambos os 6rgaos no grupo imunizado com a proteina rLinKAP em comparagado
aos grupos controles. O grupo imunizado com mRNA LinKAP apresentou uma grande
dispersdo dos resultados o que resultou em auséncia de diferenca estatisticamente significativa
em comparacao ao grupo controle e ao grupo imunizado com a proteina recombinante (Figura

23).
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Figura 23. Avaliacao da protecao conferida por protocolo homoélogo de trés doses contra
Leishmania infantum em camundongos. Camundongos foram imunizados com trés doses do
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esquema homologo e desafiados por via intraperitoneal com 1 x 107 promastigotas metaciclicas
de L. infantum. Sessenta dias apos o desafio, a carga parasitaria foi determinada por diluigdo
limitante (a) no baco e (b) no figado. Os resultados foram expressos em escala logaritmica
(logio). n = 6 animais/grupo. Os dados sdo apresentados como mediana + intervalo interquartil.
A anadlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn.
Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05 e indicadas por
asteriscos: *p < 0,05, **p <0,01.
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5. DISCUSSAO

Diversos esfor¢os para o desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniose humana
tém sido feitos atualmente e, apesar dos avangos ¢ do nimero de candidatos em estudos pré-
clinicos e clinicos terem aumentado, ainda ndo hé uma vacina aprovada para uso em humanos
(Kaye et al., 2023). No presente trabalho, buscamos desenvolver e testar uma vacina contra
leishmaniose utilizando as plataformas vacinais baseadas em proteinas recombinantes e de
mRNA. As vacinas de mRNA se tornam promissoras por sua capacidade de induzir respostas
tanto de células T CD4" quanto de células CD8", uma vez que 0 mRNA codificante do antigeno
de interesse ¢ traduzido no citoplasma das APCs e é processado e apresentado principalmente
via MHC de classe I e, em menor escala, via MHC de classe II (Gote et al., 2023). Como a
Leishmania se instala e se replica no interior de macréfagos, a indugdo da resposta celular
através da ativacdo de linfocitos T, especialmente os CD4* do subtipo Thl e os CD8*, ¢
fundamental para conter a infec¢do. A produgdo de citocinas como o IFN-y estimula os
macrofagos a produzirem 6xido nitrico e outras espécies reativas capazes de eliminar os
parasitas (Ayala et al., 2024).

O alvo antigénico utilizado neste trabalho foi a proteina LinKAP, identificada por meio
de andlises de imunoprotedmica e classificada como uma proteina hipotética, sem funcao
definida. Essa proteina apresenta sequéncias repetitivas de aminodcidos que variam entre as
espécies de Leishmania, resultando em proteinas com massas moleculares entre 72 e 150 kDa.
(Germano et al., 2022). As andlises de alinhamentos de sequéncia mostraram uma baixa
homologia com proteinas do hospedeiro e a proteina se mostrou conservada entre varias
espécies de Leishmania, o que gerou um interesse em seu uso como alvo para o
desenvolvimento de uma vacina. Foi gerada uma proteina recombinante LinKAP truncada,
sendo composta por 54 aminoacidos na posi¢do N-terminal e por 15 repeti¢des de 10
aminoacidos que foram mantidos da sequéncia original.

Nessa proteina, os epitopos de células T se concentram na por¢ao nao repetitiva € o 0s
epitopos de células B na porcao repetitiva. A proteina rLinK AP truncada associada ao adjuvante
Poly ICLC (Hiltonol®), quando testada em camundongos BALB/c e hamsters, induziu forte
resposta imune humoral e celular. Além disso, a vacina protegeu parcialmente camundongos

infectados com L.infantum (De Oliveira et al., 2025).
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No presente trabalho, utilizamos a sequéncia de aminoacidos de rLinKAP para gerar
uma sequéncia de DNA correspondente para ser utilizada como molde para sintese do mRNA.
Os mRNAs utilizados sdo do tipo nao-replicativo, ou seja, codificam apenas o antigeno de
interesse, o que pode demandar quantidades mais elevadas para indu¢ao de uma resposta imune
robusta em comparagdo aos mRNAs autorreplicativos, onde até 10 ng j& se mostraram eficazes
em modelos animais (Geall et al., 2012). Apesar dessa vantagem em termos de poténcia e
economia de dose, as vacinas baseadas em RNA autorreplicativo enfrentam maiores desafios
regulatorios. Apenas em 2023, a primeira vacina de mRNA autorreplicativo contra Sars-CoV-
2 foi aprovada para uso humano no Japao, marcando um avango importante, mas que ainda
necessita de ampla validagdo e adogdo internacional (Oda et al., 2024). Por essa razao, optou-
se neste trabalho pelo uso da plataforma de mRNA ndo replicativo, ja consolidada e com maior
respaldo regulatdrio até o momento.

Os mRNAs empregados nesse trabalho, LinKAP e secLinKAP, possuem algumas
diferengas com relagdo ao mRNA da proteina original como as sequéncias 5’ ¢ 3> UTR ¢ a
presenca de peptideo sinal no caso de secLinKAP, que permite a secrecao da proteina pelas
células. Embora essas diferengas possam influenciar na expressdo dessa proteina, a proteina
LinKAP foi expressa em niveis semelhantes por células eucariotas transfectadas com ambos
mRNAs. Ainda que as bandas detectadas por Western blot ndo correspondam exatamente ao
peso molecular previsto para a proteina LinKAP, a andlise por imunofluorescéncia revelou a
presenca da proteina distribuida pelo citoplasma das células, reforcando sua expressdo nas
células transfectadas. Essa divergéncia no tamanho das proteinas oriundas do extrato ou
sobrenadante de células eucariotas, poderia refletir modificagdes pos-traducionais, como
glicosilagdo ou fosforilagdo, frequentemente observadas em proteinas expressas em sistemas
eucarioticos (Tokmakov et al., 2012).

A glicosilag@o ¢ a modificagdo pos-traducional mais comum em proteinas expressas em
células eucariotas, podendo ser uma das causas da migracao andmala observada no gel de SDS-
PAGE. No entanto, os ensaios enzimaticos de deglicosilagdo nao indicaram a presenca de N-
glicanos nas proteinas analisadas. Esse resultado sugere que o aumento no peso molecular
aparente detectado no gel ndo esta relacionado a N-glicosilag@o, levantando a possibilidade de
outras causas, como O-glicosilacao, conformagdes atipicas, agregagao com outras proteinas ou
outras modificagdes poOs-traducionais. Entretanto, a massa intacta determinada por

espectrometria de massa mostrou um valor proximo da massa tedrica esperada, indicando que
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ndo ha grandes modificagdes pos-traducionais. Esses dados sugerem que a migragdo andmala
no gel esta provavelmente associada a caracteristicas estruturais da proteina, possivelmente
relacionadas a presenga de uma regiao com elevado nimero de repeti¢des de aminoacidos, uma
caracteristica observada na proteina LinKAP. Ao ser expressa em células eucariotas, a proteina
LinK AP pode adquirir uma conformacao distinta da esperada, o que pode favorecer a formagao
de agregados. J& foi demonstrado que proteinas com alta capacidade de ligagdao ao SDS formam
complexos proteina-detergente com grande volume hidrodindmico, o que reduz sua mobilidade
no gel (Rath et al., 2009). Dessa forma, a migracdo anomala observada para LinKAP expressa
em células eucariotas poderia ser atribuida a essa alteracdo conformacional e ainda ao aumento
da interagdao com o SDS.

A LNP empregada neste estudo foi desenvolvida e caracterizada pelo nosso grupo, tendo
demonstrado propriedades adjuvantes relevantes ao ativar a resposta imune inata. Ensaios
anteriores também evidenciaram sua capacidade de promover respostas humorais e celulares
robustas quando formulada com antigenos de dengue e Leishmania (Fernandes et al., 2025). As
formulacdes de LNP contendo os mRNAs LinKAP e secLinKAP foram caracterizadas quanto
as suas propriedades fisico-quimicas, apresentando tamanhos compativeis com a captagdo
eficiente por APCs, um passo essencial para a indu¢do de imunidade antigeno-especifica em
vacinas de mRNA. (Hassett et al., 2021). O potencial zeta levemente negativo observado em
nossas LNPs ¢ condizente com os parametros recomendados na literatura para vacinas de
mRNA, os quais indicam que cargas neutras ou levemente negativas conferem maior
estabilidade coloidal, geram menos toxicidade e reatividade fisica, além de contribuirem para
uma maior meia-vida da LNP na circulac¢do (Carrasco et al., 2021). A analise morfologica por
Cryo-TEM das LNPs mRNA LinKAP revelou particulas esféricas bem definidas, com uma
bicamada lipidica e um interior eletrondenso e irregular, indicando a presenca de
compartimentos internos onde as moléculas de mRNA se organizam. Ja as LNPs vazias,
apresentam uma estrutura esférica mais homogénea, amorfa, sem a presenca de regides densas
em seu interior. Esses achados apoiam a hipodtese de que a presenga do mRNA modifica a
arquitetura interna das particulas ao organizar os lipidios em estruturas mais compactas
(Kulkarni et al., 2018). A combinagdo desses dados sugere que as LNPs utilizadas possuem
caracteristicas fisico-quimicas ideais para proteger o mRNA e realizar sua entrega as células.

A andlise dos protocolos vacinais em camundongos C57BL/6 mostrou que as

formulagdes modularam a resposta imune humoral de formas diferentes. Quando LNP mRNA
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LinKAP ou a proteina rLinKAP + Poly ICLC (Hiltonol®) sao administrados sozinhas, os niveis
de IgG totais sdo semelhantes, mas que o perfil das subclasses ¢ diferente: a imunizagdo com
LNP mRNA LinKAP induz predominantemente IgG2c e a imunizagdo com a proteina
predominantemente IgG1l. Nos protocolos heterdlogos de duas ou trés doses, observa-se
maiores niveis de IgG total e IgG1 em animais que receberam mais doses de proteina. Esses
achados sao consistentes com o tipo de apresentacdo de antigenos induzida por cada plataforma
vacinal. Proteinas recombinantes geralmente sao apresentadas via MHC de classe I, ativando
células T CD4" do tipo Th2, levando a secregdo de IL-4 e subsequente troca de classe para
IgG1. Enquanto nas vacinas de mRNA, os antigenos sdo traduzidos de forma endogena e sdo,
preferencialmente, apresentados via MHC de classe I e, em menor grau, via MHC de classe I1.
Essa apresentagdo leva a ativagdo de células T CD8" e CD4" Thl produtoras de IFN- vy e IL-12,
que coordenam a troca de classe para IgG2c (Park et al., 2023; Poveda et al., 2023; Roche;
Furuta, 2015). A proteina rLinK AP ja foi relatada como indutora de altos niveis tanto de IgG1
quanto de IgG2a em BALB/c, entretanto isso pode ser atribuido a linhagem de camundongos
utilizada (De Oliveira et al., 2025). Essa equivaléncia nos niveis de 1gG1 e IgG2c/IgG2a ¢
frequentemente vista em vacinas que utilizam proteina recombinante, podendo ser explicada
pelo uso de adjuvantes indutores de resposta Th1 (De Mello et al., 2025; Martins et al., 2017).
Embora essa analise ndo tenha sido realizada nesse trabalho, foi visto também que em
protocolos heterdlogos de vacinagdo combinando mRNA e proteina, a ordem de aplicagao das
formulagdes interfere na polarizacdo da resposta imune obtida (Kunkeaw et al., 2023b; Poveda
et al., 2023). Por fim, a predominancia de IgG1 sobre IgG2c, ou vice-versa, ndo ¢ suficiente,
por si s0, para caracterizar o perfil da resposta imune como Th1 ou Th2.

Buscando avaliar a imunizagdo com mRNA codificando a proteina LinKAP com sinal
para secre¢do, foi gerada uma sequéncia contendo os codons para um peptideo sinal de um gene
humano, tPA. Embora a proteina tenha sido expressa in vitro, a auséncia de resposta imune in
vivo sugere que as alteragdes feitas na estrutura do mRNA podem ter influenciado a tradugdo
do antigeno. As UTRs tém papel fundamental na regulacdo da tradugdo, estabilidade e
localizagdo do mRNA, e sua substituicao pode ter afetado a cinética de traducdo ou diminuido
a estabilidade do transcrito in vivo, mesmo que esses efeitos ndo tenham sido aparentes in vitro.
Estudos mostram que combinagdes de UTRs bem escolhidas aumentam a tradugao e a produgao

proteica em modelo murino (Li et al., 2025). O fato de a proteina passar a ser secretada pode
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ter redirecionado a via de apresentacao para o MHC II, que, nesse modelo, pode ter sido menos
eficiente.

O perfil de producao de citocinas induzido pelos protocolos vacinais em camundongos
C57BL/6 revelou maior producao de IFN-y nos grupos imunizados com a proteina rLinKAP
ou com esquemas vacinais que incluiam essa proteina, em comparagdo com os que receberam
apenas o0 mRNA LinKAP. Embora vacinas de mRNA sejam associadas a inducdo de uma
resposta Th1 robusta, diversos fatores podem justificar esse resultado. O antigeno por si s6 pode
favorecer uma resposta humoral ao invés de uma resposta celular. A proteina rLinKAP possui
muitas regides repetitivas justamente onde se localizam os epitopos de células B, mas possui
poucos epitopos de células T, o que pode ndo ser o suficiente para ativar células T CD4* Thl
ou CD8" citotoxicas, mas pode gerar uma resposta robusta de anticorpos.

Vacinas baseadas em proteinas recombinantes geralmente sdo administradas com
adjuvantes indutores da resposta Th1, como ¢ o caso da rLinKAP, que ¢ adjuvantada com Poly
ICLC (Hiltonol®). Por outro lado, vacinas de mRNA com nucleosideos modificados, como a
utilizada neste estudo, sdo projetadas para reduzir a ativacdo de TLRs e a inflamagdo, o que
pode atenuar a resposta Thl (Raman et al., 2012). A quantidade e a qualidade do antigeno
produzido pelas duas plataformas vacinais também podem divergir. Proteinas recombinantes ja
sdo injetadas prontas, corretamente dobradas e em doses controladas, ja o mRNA depende de
uma entrega eficiente, estabilidade e tradugdo eficaz, o que pode comprometer a producao do
antigeno. Ainda, a proteina expressa a partir do mRNA pode apresentar dobras incorretas ou
formar agregados, o que dificulta seu processamento e apresentacdo pelas APCs (Leong; Tham;
Poh, 2025).

Nos protocolos heterdlogos testados, foram observados baixos niveis de IL-10, o que
pode estar relacionado a presenca da proteina recombinante no esquema vacinal. A
apresentacdo de antigenos via MHC classe II, caracteristica da imunizagdo com proteinas,
favorece essa resposta mista, com produgdo de IFN-y e de IL-10. Estudos prévios com vacinas
baseadas em proteina recombinante mostram que, embora seja induzida uma resposta Thl
robusta, evidenciada por altos niveis de IFN-y, frequentemente ocorre produ¢do moderada de
IL-10 como parte de mecanismos regulatorios, mesmo quando os adjuvantes favorecem o perfil
Thl. Isso foi descrito na imunizagdo com a proteina recombinante piridoxal quinase (PK)
adjuvantada com saponina, € em proteinas ribossomais com CpG, que evidenciou equilibrio

entre citocinas inflamatdrias e regulatérias em diferentes linhagens murinas (Garde et al., 2018;
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Oliveira-da-Silva et al., 2020). Também nos protocolos heterdlogos, foi visto que os niveis de
IFN-y aumentam juntamente com a quantidade de doses de proteina administrada. Esse achado
corrobora com os dados da tinica vacina de mRNA testada, onde a combinagdo de mRNA e
proteina induziu a producao de maiores niveis de IFN-y (Duthie et al., 2018). Uma vacina de
mRNA contra Trypanosoma cruzi ao ser combinada com a proteina recombinante também
mostrou um aumento na produgdo de citocinas inflamatdrias. Esses estudos também
evidenciaram que a ordem de administragcdo das formulagdes interfere nos niveis de citocinas
(Poveda et al., 2023). Esses achados reforgcam que a plataforma vacinal nao apenas modula a
magnitude da resposta imune, mas também sua qualidade.

Um importante ponto de discussdo tem sido o tipo do desafio empregado. Estudos
comparativos mostraram que candidatos vacinais que induziam um perfil de resposta Thl e
apresentavam protecdo em desafio feito por injecdo de parasitas cultivados passaram a ndo
proteger quando o desafio era feito através da picada do flebotomineo (Hohman; Peters,
2019).Isso demonstra a importancia de proteinas presentes na saliva dos flebotomineos para
uma resposta Th1l protetora e duradoura e questiona a eficicia de vacinas que protegem contra
o desafio feito por injecdes (Belkaid et al., 1998). Entretanto, por questdes de viabilidade,
avaliamos a protecao conferida por cada protocolo vacinal frente ao desafio feito com injecdes
de promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou de L.infantum.

Os resultados obtidos com o protocolo homologo de trés doses e o protocolo de duas
doses apresentaram inconsisténcias entre as replicatas: enquanto uma delas indicou protegao
contra L. amazonensis, a outra ndo demonstrou efeito protetivo. Esses dados nos levam a
questionar se o modelo de desafio adotado ¢, de fato, o mais apropriado, e ressaltam a
necessidade de otimizagdes metodoldgicas para alcancar resultados mais consistentes e
reprodutiveis. Neste estudo, o desafio foi realizado na almofada plantar da pata traseira dos
camundongos, uma escolha adotada pela facilidade no acompanhamento da progressdao da
lesdo. No entanto, a orelha ou a base da cauda, também podem ser utilizadas. A orelha tem sido
apontada como um local que melhor mimetiza a infec¢ao natural, por apresentar caracteristicas
imunologicas e estruturais mais proximas da pele exposta a picada do vetor. J4 a cauda, embora
permita facil mensuragdo da lesdo, apresenta como limitagdo a dificuldade de obtengdo de
tecido lesional suficiente para a quantificagdo posterior da carga parasitaria (Sacks; Melby,

2001).
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Outro ponto de incerteza foi a duragdo do desafio. Neste trabalho, inicialmente optamos
por nove semanas, mas posteriormente reduzimos o periodo para seis semanas. Observamos
que, a partir da sexta semana, as lesdes atingiram seu pico, com inicio de ulceragao e aumento
acentuado de tamanho. Ao final das nove semanas, era evidente a presenga de necrose tecidual
extensa, o que poderia comprometer a dilui¢do limitante, devido a degradacdo do tecido e a
possivel perda de viabilidade parasitaria. O método de quantificagdo empregado, no caso, a
dilui¢do limitante, também ¢ alvo de duvidas. Ha um consenso na literatura sobre as limitagoes
dessa técnica na quantificagdao da Leishmania, principalmente por sua falta de precisao e viés
humano, visto isso, buscamos técnicas mais modernas que oferecessem uma maior
sensibilidade (Ghotloo et al., 2015). Em experimentos ndo apresentados neste trabalho,
utilizamos uma cepa de L. amazonensis expressando luciferase com o objetivo de quantificar a
carga parasitaria por meio de ensaios de bioluminescéncia in vitro e in vivo (Reimao et al.,
2013).No entanto, essas abordagens demonstraram baixa sensibilidade, limitando sua
aplicabilidade no modelo adotado. Também realizamos a quantificacdo parasitaria por qgPCR
utilizando primers direcionados a uma regido degenerada do kDNA de minicirculos de
Leishmania (Moura et al., 2024). Embora a amplificagdo do DNA tenha sido detectada, ndo
observamos diferengas significativas entre os grupos imunizados € ndo imunizados, sugerindo
a necessidade de otimizagao da reagdo para melhorar sua sensibilidade e especificidade.

A falha do protocolo homologo de trés doses e o protocolo de duas doses em conferir
protecdao em uma das replicatas experimentais pode ter se dado devido aos baixos niveis de
citocinas inflamatorias como o IFN-y que, como se sabe, ¢ fundamental na ativagdo de
macrofagos, sendo considerado o marcador classico de indugdo de resposta Thl protetora em
modelos de leishmaniose. Ainda, a Leishmania € capaz de subverter a resposta imune adaptativa
ao impedir a reativacdo de células de memdria, prejudicando a eficacia de respostas protetoras
mesmo ap6s imunizagdes que induzem memoria imunoldgica. Diante disso, torna-se ainda mais
preocupante a situacdo em que a resposta vacinal € incapaz de gerar memoria robusta, pois a
subversdao imunoldgica promovida pelo parasita tende a ser ainda mais eficiente, favorecendo
a persisténcia e disseminagdo da infec¢do (Soong, 2012). Observou-se que a protecao parcial
obtida nos protocolos heterdlogos de trés doses estd relacionada, como esperado, ao
desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl, coordenada por IFN-y.

A fim de entender a abrangéncia da vacina de mRNA codificando o antigeno LinKAP,

decidimos testa-la contra a leishmaniose visceral. Para isso, necessitamos mudar o modelo,
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agora usando camundongos BALB/c. A analise da resposta imune humoral revelou que a
producdo de anticorpos especificos do tipo IgG total, bem como das subclasses IgG1 e IgG2a,
induzida pela imunizagdo com a proteina rLinK AP, apresentou concordancia com os resultados
descritos por De Oliveira et al. (2025). Entretanto, a imunizagdo com o mesmo mRNA LinKAP
ndo induziu respostas imunes no modelo de BALB/c. Sabe-se que cada linhagem expressa
diferentes alelos de MHC, o que determina quais epitopos sdo apresentados as células T. Um
estudo analisou peptideos ligados ao MHC de classe II de camundongos BALB/c e C57BL/6 ¢
identificou motivos de ligacdo diferentes entre as linhagens, confirmando que cada uma possui
distintos epitopos entre si (Sofron et al., 2016). E possivel que o produto de nosso mRNA
LinKAP ndo seja apresentado de forma eficaz pelo MHC de camundongos BALB/c, afetando
a ativagdo de células T CD4" e, consequentemente, a resposta de anticorpos. Essa observagido
estd em concordancia com outros estudos, onde a falha da resposta imune e a ativagao desigual
de células T CD4" em linhagens murinas diferentes se deu pela restrigdo de epitopos pelos
respectivos MHCs (Herath et al., 2016; Misharin; Rapoport; Mclachlan, 2009).

O perfil de producao de citocinas induzidas pela imunizagao com a proteina rLinK AP
mostrou uma resposta mista, evidenciada por altos niveis de citocinas pro-inflamatorias e pelos
niveis moderados de citocinas anti-inflamatdrias. A presenca das citocinas anti-inflamatorias ¢
um achado novo, que ndo foi descrito nos ensaios realizados por De Oliveira et al. (2025) com
a proteina rLinK AP.

E sabido que proteinas recombinantes que apresentam predominancia de epitopos de
células B, principalmente aqueles organizados de forma repetitiva, tendem a induzir uma
resposta humoral mais robusta, com menor ativagdo de respostas celulares do tipo Thl. J4 foi
demonstrado que antigenos com muitos epitopos de células B e poucos de células T induzem
uma resposta Th2, com niveis mais altos de IL-4 e IgG1 e baixos niveis de IFN-y e IgG2a/2¢
(Yang et al., 2016a).Como a eficacia vacinal contra Leishmania ¢ fortemente dependente da
ativagao por respostas Th1 mediadas por células T CD4* e CD8*, ndo ¢ uma surpresa que uma
vacina baseada em um antigeno que possui muitos epitopos de B, como a LinKAP, ndo
promova uma ativagdo adequada de células T.

Os resultados deste trabalho abrem importantes perspectivas para o desenvolvimento e
aprimoramento de estratégias vacinais utilizando mRNA contra Leishmania. Estudos adicionais
devem ser feitos para esclarecer a resposta imune e a protecao geradas pelo protocolo homologo

de trés doses e pelo de duas doses, bem como a avaliagdo do perfil de memoria imunoldgica
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gerada por cada plataforma vacinal. Outra abordagem promissora consiste no aprimoramento
da formulagao de vacina de mRNA, por meio da troca de lipidios ionizaveis ou pela adigdo de
adjuvantes imunomodulatérios que favore¢gam a indu¢ao de uma resposta Thl. Como
perspectivas, um mRNA codificante para IL-12 sera encapsulado juntamente com o antigeno
vacinal, com o objetivo de potencializar a indug¢do de células T CD4* do subtipo Thl, bem
como de células T CDS8" citotoxicas efetoras (Aunins et al., 2025).

Ainda, serdo encapsulados 0 mRNA codificante de outros dois antigenos, a proteina
KAPA2 e a Amastina. A proteina KAPA2 recombinante ¢ uma quimera formada por LinKAP
e A2, que tem demonstrado potencial como vacina terapéutica (dados ndo publicados). No
entanto, considerando que se trata da fusdo de duas proteinas altamente repetitivas, existe o
risco de que esse antigeno, assim como o LinKAP isolado, induza predominantemente uma
resposta imune humoral. J& a Amastina ¢ uma proteina de membrana expressa na forma
amastigota de Leishmania, sendo essencial para a sobrevivéncia do parasita no ambiente
intracelular do fagolisossomo (Rochette et al., 2005). Por estar envolvida em mecanismos de
adaptagao e por sua alta expressao durante a fase infectiva, ela representa um alvo promissor
para a indugdo de respostas imunes do tipo Thl e citotoxicas. Apenas uma alga extracelular da
Amastina serd codificada pelo mRNA, com o objetivo de evitar potenciais efeitos adversos
associados aos dominios transmembranares. Outra perspectiva relevante € o redesenho do
antigeno vacinal, com foco na otimizagao de epitopos que sejam reconhecidos por células T

CD4* e CD8" para uma melhora da resposta celular induzida.
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6. CONCLUSAO

Células de mamifero transfectadas com as formulacdes de mRNA expressam a proteina
LinKAP, entretanto, com uma massa molecular aparente que sugere a formagdo de
agregados;

Imunizagdo com protocolo de trés doses de mRNA LinKAP ou proteina direcionam a
resposta humoral para perfis distintos de produgdo de anticorpos, com niveis distintos de
producdo de IFN-y;

Imunizag@o com protocolo heterélogo de trés doses combinando mRNA LinK AP e proteina
indica que o numero de doses de proteina influencia no perfil de producao de anticorpos e
na produg@o de IFN-y, e resultam em prote¢do similar ao desafio com L. amazonensis;
Imunizagdo com protocolo de duas doses de mRNA LinKAP e proteina resulta em um perfil
distinto de produgdo de anticorpos ¢ niveis similares de IFN-y;

Imuniza¢do de BALB/c com protocolo homologo de trés doses de mRNA LinKAP ou
proteina resultou na produgdo de anticorpos e de citocinas pro-inflamatdrias somente no
grupo imunizado com proteina, grupo que apresentou protecao parcial ao desafio com L.

infantum.
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7. PERSPECTIVAS

Repeticdo dos experimentos de imunizagdo e desafio realizados com o protocolo homologo
de trés doses, bem como com os protocolos de duas doses;

Otimizacao dos protocolos de quantificacdo de carga parasitaria usando L.amazonensis
expressando luciferase, e do protocolo de qPCR;

Associagdo de mRNA codificante para IL-12 com o antigeno vacinal, com o objetivo de
potencializar a indugdo de células T CD4" do subtipo Thl, bem como de células T CDS8*
citotoxicas efetoras (Aunins et al., 2025);

Redesenho do antigeno vacinal, com foco na otimizacdo de epitopos que sejam
reconhecidos por células T CD4* e CD8" para uma melhora da resposta celular induzida;
Teste de novos candidatos vacinais: mRNA de KAPA?2 (uma quimera de LinKAP + A2) e

Amastina.
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9. ANEXOS

Anexo |

Licenga LW-12/25 referente ao protocolo P-6./25.1 — Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA-Fiocruz).

o~ FocRUz s

no Use de Animais
Wico-Prasiddncia de Posoyss o
Ciolag fias Biokgicas - WAPCE

LICENCA LW-15/25

Certificamos que o protocolo (F-6/25.1), intitulado "Vacinas de mENA contendo
sequéncias de antigenas para Leishmania spp.”, sob a responsabilidade de RICARDO TOSTES
GAZZINELLL, atende ao disposto na Lei 1179408, que dispie sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive ans principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL). A referida licenca néo exime a oheervincia das Leis e demais exigéncias legais na vasta

legislacio nacional.

Esta licenca tem validade até 12/05/2029 e inclui o uso total de:

Mus musculus
- 036 Machos de C5TBLYG, Idade: 6 Semanals), Peso: 18,0000 Gramals).
- 936 Fémeas de C5TBL/G, ldade: & Semanais), Peso: 18,0000 Grama(s).
Mus musculus

- 036 Machos de BALE/c, Idade: 6 Semanais], Peso: 18,0000 Gramais).
- 836 Fémeas de BALB/c, Idade: 6 Semanal(s), Peso: 1E.0000 Gramals).

Rio de Janeiro, 12 de maio de 2025.

Etelcia Molinaro
Coordenadora da CEUA/Fiocruz

Flocruz - Ay, Brasll, 4036, sala 200 « Campus Maré Flocruz » Rbo de laneiro » B« Brasil « CEP 21040 900
Tal (21) 3882 9121 » cevai@fiocruz.br * www.fiocruz.br
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Anexo 11

Deposito  de patente:  COMPOSICOES IMUNOGENICAS DE mRNA CONTRA
LEISHMANIOSE E USOS

Numero do processo: BR 10 2025 003465 4

A presente tecnologia trata de composi¢cdes imunogénicas compreendendo a sequéncia de
mRNA definida pela SEQ ID N° 1, nanocarreadores lipidicos e excipientes farmaceuticamente
aceitaveis. Trata também do uso da sequéncia de mRNA e das composi¢des imunogénicas para
produgdo de vacinas contra leishmaniose. A sequéncia de mRNA codifica uma proteina
recombinante associada ao cinetoplasto de L. infantum. As composi¢des imunogénicas
contendo o mRNA demonstraram capacidade de induzir resposta imune humoral e reduzir carga
parasitaria na infec¢do contra a infec¢do por L. amazonensis. A producdo de IgG total foi

superior com o uso do mRNA, quando comparado ao uso da proteina recombinante.

INVENTORES: SANTUZA MARIA RIBEIRO TEIXEIRA, RENATA SALGADO
FERNANDES, GABRIELA DE ASSIS BURLE-CALDAS, DIEGO DOS SANTOS
FERREIRA, RICARDO TOSTES GAZZINELLI, ANA FLAVIA BRAZ, MILTON CESAR
DE ALMEIDA PEREIRA, TIAGO QUEIROGA NERY RICOTTA, NATALIA SATCHIKO
HOJO-SOUZA, ANA PAULA SALLES MOURA FERNANDES.
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Anexo II1

Artigos resultantes do trabalho de dissertacao:

Fernandes et al Journal of Manobiotechnology
Journal of Nenphiotechrnalogy (2025 23221

httpssidoiorg/ 10118651 X951-025-03201-8

The immunogenic potential of an optimized e
mRNA lipid nanoparticle formulation carrying
sequences from virus and protozoan antigens

Renata 5. Fernandes', Gabriela de Assis Burle-Caldas'", Sarah Aparecida Rodrigues Sergio', Ana Flavia Braz',
Mathalia Pereira da Silva Leite’, Milton Pereira’, Juliana de Oliveira Silva', Matilia Satchiko Hojo-Souza'
Bianca de Dliveira', Ana Paula 5. Moura Fernandes'®, Fldvic GuimarZes da Fonseca'?,

Ricardo Tostes Gazzinelli -~ Diego dos Santos Ferreira'” and Santuza M. Ribeirc Teixeira"

[

Abstract

Background Lipid naroparticles (LMP) are a safe and effective messenger BRA (mBRA) delivery systermn for vaccine
applications, as shown by the COVID-19 mRMNA vaceines. Ore of the main challenges faced during the develop-
ment of these vaccines is the production of new and versatile LMP formulations capable of efficient encapsulation
and delivery to cells in viva. This study aimed to develop a new mENA vaccine formulation that could patentially be
used against existing diseases as well a5 those caused by pathogens that emerge ewvery year

Results Using Arefly luciferase (Lug) as a reporter mAMA, we evaluated the phrysical-chemical properties, stabil-

ity, and bicdistribution of an LNP-mRNA formulation produced using a novel lipid compasition and a microfluidic
organic-agqueaus precipitation method. Using mRMAs encoding a dengue virus or a Leishrrania infanium antigen, we
evaluated the immuncgenicity of LMP-mRENA formulations ard compared thern with the immunization with the car-
responding recombinant pratein or plasmid-encoded antigens. For all tested LNP-mRNAs, mBMA encapsulation
efficienicy was higher than 85%, their diameter was arourd 100 nm, and their polydispersity index was less than

0.3, Following an intramuscular injection of 10 pg of the LMP-Luc farmulation in mice, we detected luciferase activ-
ity in the injection site, as well as in the liver and spleen, as early as & h post-administration. LMPs containing mBRa
ercading virus ard parasite antigens were highly immunogenic, as shown by levels of antigen-specific IgG anti-
body as well as IFN-y production by splenacytes of immunized animals that were similar to the levels that resulted
freem immunization with the corresponding recombinant protein ar plasmid DA,

Conclusions Altogether, these results indicate that thess novel LMP-mBRA formulations are kighly immuregenic
and may be used as novel vaccine candidates for different infectious diseases.

Keywords mRMA vaccine, Lipid nanoparticles, Dengue, Leishmaniasis, Biodistribution, lga, IFMy
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