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RESUMO

As leishmanioses e a doenca de Chagas estdo entre as doencas tropicais
negligenciadas de maior importancia no mundo, afetando milhdes de pessoas.
Embora o controle através da vacinacao seja promissor, nenhuma vacina eficaz esta
disponivel. Neste trabalho, a selecdo de candidatos vacinais foi realizada atravées da
técnica de phage display. Esta técnica consiste na fusao de peptideos a superficie do
capsideo de bacteridfagos, produzindo bibliotecas capazes de exibir um amplo
repertorio de epitopos lineares e conformacionais aleatorios, que podem ser
selecionados através da sua afinidade a diversos tipos de ligantes, como anticorpos.
Assim, trés infec¢des foram realizadas em camundongos BALB/c utilizando uma cepa
de Leishmania donovani geneticamente deficiente para o gene da centrina (LdACEN"-
), enquanto camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados duas vezes com a
cepa Y de Trypanosoma cruzi. O soro coletado foi avaliado em relacdo ao aumento
da reatividade de anticorpos através do ensaio de ELISA, e as imunoglobulinas de
classe G anti-LdCEN”’ e anti-T. cruzi foram precipitadas e purificadas. Para
identificacdo de peptideos capazes de se ligarem especificamente aos anticorpos
foram realizados ciclos de selecao utilizando bibliotecas de peptideos de 12, 15 e 17
aminoacidos. Os clones dos fagos mais reativos tiveram seu DNA sequenciado e
traduzido em aminoacidos. Estes peptideos foram sintetizados em membrana de
celulose através da técnica de “SPOT Synthesis” e de forma solavel, a fim de
investigar sua reatividade contra o soro de animais infectados por Leishmania spp. e
T. cruzi. Clones de fagos expressando os peptideos selecionados foram utilizados
para imunizar camundongos BALB/c, que tiveram o perfil de resposta imune celular
gerado poés vacinacao avaliado através de citometria de fluxo. Apés infecgdo desafio
por L. infantum, L. amazonensis e T. cruzi, a carga parasitaria foi quantificada e
possiveis alteracdes histopatolégicas foram avaliadas. O sequenciamento identificou
dez peptideos diferentes, dos quais sete foram selecionados pela IgG anti-LACEN"- e
trés pela IgG anti-T. cruzi. Todos os peptideos sintetizados em membrana e de forma
soltvel foram reconhecidos por pelo menos um pool de soro avaliado, demonstrando
seu potencial como componente vacinal. O esquema de imunizacao induziu producéo
crescente e especifica de anticorpos, além de estimular um perfil de meméria celular,
aumento de IFN-y e reducdo de IL-10. Foi observada reducdo de carga parasitaria
nos animais desafiados por L. infantum, L. amazonensis e T. cruzi, aliada a maior
preservacdo morfolégica de todos os 6rgdos analisados. Como perspectiva, as
sequéncias peptidicas selecionadas serdo inseridas no genoma da cepa de
Leishmania major geneticamente deficiente e reconhecidamente protetora (LmCEN-"-
). A validacédo do uso de uma vacina viva como carreadora de sequéncias peptidicas
imunogénicas podera permitir, em seguida, a inser¢éo de outros genes de interesse.
Isto pode levar ao desenvolvimento de uma vacina multicompetente eficaz ndo sé
contra as leishmanioses e a doenca de Chagas, como também diversas outras
doencas, parasitarias e ndo parasitarias.

Palavras-chave: Leishmanioses, Doenca de Chagas, Vacina, Phage Display



ABSTRACT

Leishmaniasis and Chagas disease are among the most important neglected tropical
diseases in the world, affecting millions of people. Although control through vaccination
IS promising, no effective vaccine is available. In this work, the selection of vaccine
candidates was performed using the phage display technique. This technique consists
on fusing peptides to the surface of a bacteriophage capsid, producing libraries able
to display a wide repertoire of linear and conformational random epitopes, which can
be selected through their affinity to different types of ligands, such as antibodies. Thus,
three infections were performed in BALB/c mice using a strain of Leishmania donovani
genetically deficient for the centrin gene (LACEN-), while C57BL/6 mice were infected
twice with the Y strain of Trypanosoma cruzi. Increase in antibody reactivity was
evaluated through ELISA assay, and anti-LACEN”- and anti-T. cruzi class G
immunoglobulins were precipitated and purified. To identify specifically binding
peptides, selection cycles were performed using peptide libraries with 12, 15 and 17
amino acids. The most reactive phage clones had their DNA sequenced and translated
into amino acids. These peptides were synthesized in cellulose membrane using the
"SPOT Synthesis" technique and also in a soluble form, in order to investigate their
reactivity against Leishmania spp. and T. cruzi sera. Phage clones expressing the
selected peptides were used to immunize BALB/c mice, which had their post-
vaccination cellular immune response profile evaluated by flow cytometry. After
challenge infection by L. infantum, L. amazonensis and T. cruzi, parasite load was
quantified and possible histopathological changes were evaluated. Sequencing
identified ten different peptides, of which seven were selected by anti-LdCEN-- IgG
and three by anti-T. cruzi 1gG. All peptides synthesized both in membrane and in
soluble form were recognized by at least one sera pool evaluated, demonstrating its
potential as a vaccine component. The immunization scheme induced increasing and
specific antibody production, in addition to stimulating a cellular memory profile, IFN-y
increase and IL-10 reduction. A reduction in parasite load was observed in mice
challenged by L. infantum, L. amazonensis and T. cruzi, combined with greater
morphological preservation of all analyzed organs. As future perspective, the selected
peptide sequences will be inserted into the genome of a genetically deficient and
protective Leishmania major strain (LmCEN"). Validating the use of a live vaccine as
an immunogenic peptide carrier could then allow the insertion of other genes of
interest. This could lead to the development of an effective multicompetent vaccine not
only against leishmaniasis and Chagas disease, but also several other pathologies,
both parasitic and non-parasitic.

Keywords: Leishmaniasis, Chagas Disease, Vaccine, Phage Display
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas tropicais negligenciadas

Doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo de infec¢cdes de origem viral,
bacteriana ou parasitaria que afetam mais de um bilhdo de pessoas mundialmente.
Afligem principalmente paises de clima tropical e subtropical em desenvolvimento,
especialmente populacfes pobres marginalizadas de areas rurais e urbanas (REES
et al., 2019). Coletivamente, causam cerca de 750 mil mortes por ano, além de
apresentarem elevada morbidade (IHME, 2019). Apesar da complexidade associada
a etiologia destas doencas, a Organizacdo Mundial de Saude as considera
preveniveis e trataveis (WHO, 2017a). Assim, sua manutencao é devido a, sobretudo,
politicas de saude publica falhas ou até mesmo inexistentes que tém como
consequéncia a perpetuacdo do status quo, uma vez que a maioria destas doencas
sdo altamente debilitantes, incapacitantes e estigmatizantes (HOFSTRAAT; VAN
BRAKEL, 2016; MARTINS-MELO et al., 2018; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS,
2016). Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude publicou diretrizes para o
controle e eliminagcdo das vinte doencas tropicais negligenciadas de maior
importancia, incluindo dengue, chikungunya, hanseniase, filariose linfatica,
geohelmintoses, leishmanioses e doenca de Chagas, estas Ultimas as parasitoses
mais significativas causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae (WHO,
2020b).

1.2 Aspectos gerais dos tripanossomatideos

1.3 Ciclo de vida

Como citado anteriormente, Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi Sao
parasitos heteroxénicos, isto €, completam seu ciclo de vida em hospedeiros
invertebrados e vertebrados, dentre os quais alternam diferentes formas evolutivas.
Leishmania spp. apresenta dois estagios de vida principais. Ao realizar o repasto
sanguineo o flebotomineo fémea infectado inocula as promastigotas, formas
flageladas, no hospedeiro vertebrado (Figura 1A) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). A
saliva do inseto € rica em fatores quimiotaticos e imunorreguladores responsaveis pela
criagdo de um ambiente permissivo ao parasitismo. Ali, onde j4 estdo presentes
macrofagos residentes da pele, ocorre um intenso influxo de neutrofilos, macrofagos

e outras células do sistema mononuclear fagocitario (PETERS et al., 2008; TEIXEIRA
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et al., 2005). Nestas células as promastigotas séo internalizadas pelo fagossomo, que
em seguida funde-se a lisossomos para formar o fagolisossomo (Figura 1B). Como
mecanismo de sobrevivéncia ao novo ambiente, as promastigotas diferenciam-se em
amastigotas, formas aflageladas que se multiplicam nos fagolisossomos até a ruptura
da célula (Figura 1C). A liberacdo das formas amastigotas para o meio extracelular
faz com que outros fagocitos sejam infectados, afetando diferentes tipos de tecido
(Figura 1D) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O ciclo é concluido no momento em que, durante repasto sanguineo, o vetor
ingere células infectadas com amastigotas presentes no sangue do hospedeiro
vertebrado (Figura 1E-F). No intestino médio do vetor, as células infectadas
juntamente ao sangue e a linfa sdo envolvidas pela matriz peritréfica. Novamente, a
mudanca de temperatura e pH do meio faz com que o parasito sofra nova
transformacdo morfologica, retornando a forma promastigota (Figura 1G). Apos
processos de multiplicacéo e diferenciacéo, as promastigotas migram para as porgoes
anteriores do aparelho digestivo do flebotomineo, viabilizando a transmisséo das
formas metaciclicas ao hospedeiro vertebrado (Figura 1H) (KAMHAWI, 2006).

Estagios no vetor Estagios no
hospedeiro vertebrado
Repasto sanguineo . _
(Inoculagéo de formas Promastiigotas séo
promastigotas) fagocitadas por

Divis&o no intestino macréfagos

0 médio e migragdo
para probéscide

%
N

TR
Amastigotas transformam-se
em promastigotas no intestino

e :' v
Promastigotas transformam-se

em amastigotas dentro de
macréfagos

Amastigotas multiplicam-se em
células (incluindo macréfagos) de

\ vdrios tecidos

° Células parasitadas

e Repasto sanguineo
(Ingestdo de macréfagos
infectados com formas amastigotas)

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania no vetor e hospedeiro vertebrado. (A) Flebotomineo fémea
infectado inocula formas promastigotas, durante repasto sanguineo. (B) Promastigotas sdo fagocitadas
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por células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente macréfagos residentes na pele. (C)
Promastigotas transformam-se em amastigotas dentro de macrofagos. (D) Amastigotas multiplicam-se
em células infectadas e afetam diferentes tecidos. (E-F) Flebotomineo fémea ingere macréfagos
infectados com amastigotas, durante repasto sanguineo. (G) Ao atingir o intestino médio do
flebotomineo, o parasito diferencia-se em formas promastigotas novamente. (H) As formas
promastigotas multiplicam-se e migram para a probéscide. (Adaptado de CDC.gov — Centers for
Disease Control and Prevention. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)

De maneira analoga ao que ocorre com Leishmania spp., T. cruzi dispée de
diferentes mecanismos de diferenciacdo celular que, ao longo da sua historia
evolutiva, permitiram com que este parasito se adaptasse as diferentes condicdes
fisioldgicas encontradas no inseto vetor e nos hospedeiros mamiferos (GONCALVES
et al., 2018). As amastigotas e epimastigotas sao as formas replicativas do parasito,
enguanto as tripomastigotas sao formas infectantes néo replicativas, classificadas em
metaciclicas ou sanguineas. Durante o repasto sanguineo, o vetor triatomineo
infectado libera formas tripomastigotas metaciclicas ao excretar suas fezes e urina.
Ao cocar o local da picada, o hospedeiro pode transportar o parasito e infectar-se
inadvertidamente (Figura 2A) (BRENER, 1973; FERNANDES; ANDREWS, 2013;
TYLER; ENGMAN, 2001). Apos entrada no hospedeiro mamifero, as tripomastigotas
metaciclicas interagem com diversas células presentes no local da infec¢cdo, como
fibroblastos, macréfagos e células epiteliais (Figura 2B). A invasédo destas células é
resultado de processos sucessivos de adesédo, interiorizacdo e diferenciacao
intracelular (SOUZA et al., 2010). Ao invadir a célula hospedeira, as tripomastigotas
metaciclicas sdo contidas dentro do vacuolo parasitéforo, de onde escapam para o
citoplasma e se diferenciam em formas amastigotas. ApOs sucessivas divisbes
celulares (Figura 2C), as amastigotas transformam-se em tripomastigotas sanguineas
(Figura 2D), que ao romper a célula hospedeira ganham a circulacdo sanguinea e
infectam células de diferentes tecidos. Alternativamente, células infectadas podem ser
rompidas precocemente, liberando amastigotas que séo capazes de manter o ciclo no
interior de células fagocitarias (BRENER, 1973; FERNANDES; ANDREWS, 2013;
TYLER; ENGMAN, 2001).

O triatomineo, ao alimentar-se do hospedeiro mamifero infectado, ingere
formas amastigotas e tripomastigotas sanguineas (Figura 2E). No intestino médio do
vetor, as tripomastigotas transformam-se em epimastigotas, que, ap0s sucessiva
multiplicacdo, aderem-se a cuticula produzida por células do intestino posterior do

inseto (Figura 2F-G). Nesta regido, as epimastigotas diferenciam-se em


https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
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tripomastigotas metaciclicas, que séo liberadas da parede intestinal e excretadas
pelas fezes e urina do triatomineo, completando o ciclo do parasito (Figura 2H)
(BRENER, 1973; FERNANDES; ANDREWS, 2013; TYLER; ENGMAN, 2001).

Estagios no vetor Estagios no hospedeiro QDPDX

mamifero
O triatomineo, durante repasto sanguineo,

elimina tripomastigotas metaciclicas nas fezes,
que entram no hospedeiro pelo local da picada
ou membranas mucosas, como a conjuntiva

Tripomastigotas metaciclicas
no intestino/médio @ '

Z
> ) ‘
O, B Tripomastigotas gy 6
s b odem infectar == g
@ %utras céliiias e Amastigotas  multiplicam-se
o “”‘ transf do- . por fisséo binaria nas células
Multiplicagao no anoonanco se dos tecidos infectados
" 2 . em amastigotas
e intestino médio

Tripomastigotas metaciclicas penetram
em varias células no local da picada.
Dentro das células, transformam-se em
amastigotas

intracelulares em
novos sitios de
infeccao

Triatomineo realiza
repasto sanguineo e

” i. ingere tripomastigotas
Epimastigotas

Amastigotas intracelulares

no intestino \
meédio @
’.. UL : ’ B transformam'-lseI em ttripomastigotats,
’,/ " ,a g:gjme: célula e entram na corrente
'//’
lntrdors

Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi no vetor invertebrado e hospedeiro humano. (A) O vetor
infectado triatomineo alimenta-se de sangue e libera tripomastigotas em suas fezes, préximo ao local
da picada. Tripomastigotas entram no hospedeiro através do local da picada ou por membranas
mucosas intactas. (B) Dentro do hospedeiro, as tripomastigotas invadem células préximas ao local de
inoculacéo, onde diferenciam-se em amastigotas intracelulares. (C-D) As amastigotas multiplicam-se
por fissdo binaria e diferenciam-se em tripomastigotas sanguineas que, em seguida, sao liberadas na
circulagdo. (E) O vetor € infectado ao alimentar-se de sangue contendo parasitos circulantes. (F) As
tripomastigotas ingeridas se transformam em epimastigotas no intestino médio do vetor. (G-H) Os
parasitos multiplicam-se no intestino médio e diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas
infectantes no intestino posterior. (Adaptado de CDC.gov — Centers for Disease Control and Prevention.
Disponivel em: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html)

1.4 Aspectos clinicos

A infeccdo por Leishmania spp. pode gerar um espectro variado de
manifestacdes clinicas, que estdo associadas tanto a espécie infectante como a
resposta imune do hospedeiro (KAYE; SCOTT, 2011). Ademais, fatores como idade,

estado nutricional, gravidez e coinfecc¢des influenciam a gravidade da doenca,
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enquanto muitos individuos permanecem assintomaticos (BIRNBAUM; CRAFT,
2011). Sao descritas duas formas principais da leishmaniose, a visceral e a
tegumentar, que por sua vez pode apresentar manifestacées cutaneas, mucocutaneas
ou cutaneas difusa (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A leishmaniose cutanea, considerada a forma mais branda da doenca, é
caracterizada por ulceras unicas ou multiplas indolores, de bordas elevadas e bem
delimitadas, encontradas em locais expostos do corpo como rosto, bracos e pernas,
as quais correspondem ao local de picada do flebotomineo (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). A doenca geralmente tem curso autolimitante, decorrente do desenvolvimento
de imunidade protetora. No entanto, é importante ressaltar que pacientes clinicamente
curados podem ser acometidos posteriormente por formas mais graves da doenca,
como as leishmanioses mucocutanea e cutaneo difusa (CARLSEN et al.,, 2015;
GOTO; LINDOSO, 2012). Apesar de nao ser considerada uma infeccado grave, as
cicatrizes resultantes das ulceracdes sédo desfigurantes, causando estigma social
(DAVID; CRAFT, 2009).

A leishmaniose mucocutanea manifesta-se ap0s a metastase do parasito para
o tecido mucoso através da via hematogénica ou linfatica, causando lesdes
mutilantes. Os primeiros sintomas apresentados sao eritema e ulceracao nas narinas,
gue podem ser acompanhados de linfadenopatia, febre e hepatomegalia. A evolucao
da doenca pode causar perfuracdo do septo nasal, ulceracdo do palato, edema
gengival e periodontite. Eventualmente ocorre destruicdo da mucosa oronasofaringea
e da cartilagem presente na face e nas vias areas superiores, resultando em
desfiguracdo e prejudicando a alimentacdo e respiracdo (AHLUWALIA et al., 2004,
GOTO; LINDOSO, 2012; KAYE; SCOTT, 2011; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Esta
forma da leishmaniose pode ocorrer anos apoés a cura da leséo inicial, como também
pode manifestar-se concomitantemente as lesdes cutadneas (KHAMESIPOUR, 2014).
Infec¢des bacterianas secundarias sdo frequentes, fazendo com que o surgimento de

pneumonia seja a principal causa de 6bito (WHO, 2010).

A leishmaniose visceral € considerada a forma mais grave da doenca. As
espécies responsaveis pela infec¢do, L. donovani e L. infantum, apresentam tropismo
pelos 6rgaos, de maneira que as formas amastigotas se disseminam pela corrente
sanguinea e infectam células fagocitarias presentes no figado, baco e medula 6ssea.

As manifestacdes clinicas mais recorrentes sdo febre, perda de peso, anemia,



23

caquexia, hepatoesplenomegalia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; SAVOIA, 2015). Fatores de risco para progressao da doenca
incluem ma nutricdo, fatores genéticos e outras doencgas infecciosas. Considerada a
segunda causa mais comum de morte por infec¢ao parasitaria, a leishmaniose visceral
pode ser letal em todos os casos néo tratados (GILLESPIE et al., 2016; WHO, 2010).

Assim como as leishmanioses, a doenca de Chagas pode se manifestar de
diferentes formas. A doenca evolui da fase aguda para a crénica, que por sua vez
pode ser classificada em indeterminada, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva
(PRATA, 2001). A fase aguda geralmente dura cerca de 2 meses e é caracterizada
pelo numero elevado de parasitos circulantes no sangue. Apesar disso, a maioria dos
pacientes permanece assintomatica. Quando ocorrem, 0s principais sintomas da fase
aguda incluem inflamacéo no local da infeccdo (chagoma de inoculacdo ou sinal de
Romafa; edema palpebral unilateral decorrente da inoculacdo do parasito na mucosa
ocular), febre, linfadenopatia e hepatoesplenogemalia (BERN, 2015; PRATA, 2001;
WHO, 2002). Os sintomas agudos normalmente sdo autolimitantes, porém a forma
aguda grave acomete de 1 a 5% dos individuos infectados, que podem apresentar
miocardite aguda, efusdo pericardica e meningoencefalite. Estes sintomas
desaparecem espontaneamente em 90% dos casos. Embora apresentem sorologia
positiva para o parasito, 60 a 70% dos pacientes ndo apresentam sinais clinicos
cardiacos ou digestivos durante o curso da vida, o que caracteriza a forma
indeterminada da doenca (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

A fase crbnica determinada geralmente se desenvolve 10 a 30 anos apos a
infeccdo inicial, causando comprometimento cardiaco e/ou digestivo que esta
associado com o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica cronica decorrente
da persisténcia do parasito nos tecidos (NAGAJYOTHI et al., 2012; RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; TARLETON, 2001). A forma cardiaca é considerada a variagéo
mais grave da doenca de Chagas, afetando principalmente o sistema de condugao
elétrica e o miocardio e resultando em bradicardia, taquicardia, aneurisma apical,
tromboembolismo, insuficiéncia cardiaca e morte subita (NUNES et al., 2013; RASSI
JR; RASSI; LITTLE, 2000). A forma digestiva se desenvolve em 10 a 20% dos casos,
afetando esbfago e/ou colon. Os sintomas da manifestacdo esofagica podem variar
entre quadros leves de acalasia a casos de megaesb6fago severo, caracterizado por

disfagia, odinofagia, dor epigastrica, regurgitacao e perda de peso (DE OLIVEIRA et
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al., 1998; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Os casos de megacolon podem afetar o
segmento sigmoide, reto e/ou célon descendente, produzindo constipacdo, distensdo
abdominal e obstrugéo do intestino grosso, decorrente da formacéo de fecaloma ou
volvo sigmoide (DE OLIVEIRA et al., 1998; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

1.5 Epidemiologia

Historicamente, sobretudo no novo mundo, as leishmanioses e a doenca de
Chagas eram zoonoses mantidas por ciclos silvéticos, confinando-se ao ambiente
rural. No entanto, a invasao das matas silvestres pelo homem, o desmatamento e o
processo de urbanizacdo fez com que o ciclo destas doencas se expandisse para 0s
ambientes peridomiciliares e domiciliares das areas rurais e urbanas (GRADONI,
2018; WHO, 2002, 2010). E importante destacar ainda que diversos fatores
ambientais podem alterar o nicho ecolégico dos vetores flebotomineos e triatomineos,
de forma que o aquecimento global pode desempenhar um papel fundamental na

disseminacéao destas doencas para areas atualmente ndo endémicas (BOOTH, 2018).

A transmissao das leishmanioses ocorre quase exclusivamente por via vetorial.
Em éareas endémicas a precarizacdo de moradia e saneamento basico favorece a
reproducdo de flebotomineos, que encontram em locais de aglomeracdo humana
condicdes ideais de proliferagdo (GRADONI, 2018). No velho mundo as formas
visceral e cutanea causadas por L. donovani e L. tropica, respectivamente, Sao
consideradas antroponoses, uma vez que ocorrem majoritariamente na auséncia de
reservatorios. No novo mundo, por outro lado, as leishmanioses sdo consideradas
zoonoses, fazendo com que os reservatorios exercam uma funcdo determinante na
manutenc¢ao e transmissao destas doencas (GOTO; LINDOSO, 2012; READY, 2014,
WHO, 2010). O céo é considerado o principal reservatoério da leishmaniose. No Brasil,
a eutanasia de cées soropositivos faz parte do programa nacional de controle da
leishmaniose visceral, embora diversos estudos contestem a eficacia desta pratica
(BRASIL, 2014; DANTAS-TORRES et al., 2019).

As leishmanioses sé&o predominantes nas regides sul da Europa e sudeste da
Asia, leste da Africa, América Central e América do Sul (WHO, 2021b). A leishmaniose
cutanea € endémica em 90 paises, com 95% dos casos ocorrendo nas Américas, na
regido da bacia Mediterranea, Oriente Médio e Asia Central (WHO, 2019a, 2021b).

Estima-se a incidéncia de 600 mil a 1 milhdo de casos por ano, principalmente no
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Afeganistao, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Iraque, Libia, Paquistdo, Siria e Tunisia
(WHO, 2021b). A forma mucocutanea concentra-se na Bolivia, Brasil, Eti6pia e Peru
(WHO, 2021b). De carater debilitante e estigmatizante, estas doencas apresentam
indice DALY de aproximadamente 295 mil anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade (IHME, 2019).

A leishmaniose visceral é endémica em 79 paises e permanece uma das
doencas parasitarias com maior mortalidade, provocando cerca de 6 mil mortes em
2019 (IHME, 2019; WHO, 2019b). Além disso apresenta alta morbidade, evidenciada
pelo indice DALY de aproximadamente 400 mil anos perdidos por morte prematura ou
vividos com incapacidade (IHME, 2019). Estima-se a incidéncia mundial de 50 a 90
mil casos por ano, apesar destes valores serem subestimados devido as baixas taxas
de notificacdo. A maioria dos casos concentram-se no Brasil, Etiopia, Eritreia, india,
Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Em 2019, 97% dos casos

ocorridos na América tiveram origem no Brasil (WHO, 2021b).

Assim como ocorre com as leishmanioses, casas construidas com materiais
inadequados e condi¢cdes sanitarias escassas sdo fatores determinantes para a
manutenc¢ao do vetor da doenca de Chagas (WHO, 2002). Em casas feitas de barro,
por exemplo, os triatomineos sdo frequentemente encontrados em fendas nas
paredes e tetos, como também em locais com acumulo de lixo (MILLS, 2020). Apesar
da infeccdo vetorial ndo ser eficiente, em areas endémicas a exposi¢cdo continua ao
vetor resulta no aumento de novos casos (BERN, 2015). Ap6s a urbanizacdo da
doenca, outras vias de transmissdo como a congénita, oral e por transfusdo sanguinea
assumiram papel importante na sua propagacao (SANTOS et al., 2020). Apesar dos
programas de controle vetorial e triagem de bancos de sangue terem reduzido
significativamente a incidéncia da doenca, em algumas regides esta taxa cresceu
(BERN, 2015; MONCAYO, 2003). Enquanto na Bacia Amazdnica o numero de casos
aumentou devido ao consumo de alimentos contaminados com o triatomineo ou seus
dejetos, em areas do Gran Chaco os vetores tornaram-se resistentes aos inseticidas
piretroides (GUREVITZ et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012; WHO,
2002).

A doenca de Chagas é endémica em 21 paises latino americanos, estendendo-
se do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina e Chile. E estimado que 6 a 7
milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018;
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WHO, 2021a). Em 2019 aproximadamente 10 mil pessoas morreram em decorréncia
da doenca, que além disso apresentou indice DALY de 275 mil anos perdidos por
morte prematura ou vividos com incapacidade (IHME, 2019). Em virtude da
mortalidade precoce e da sua morbidade, a doenca de Chagas afeta diretamente o
desenvolvimento econdmico das areas endémicas, posto que atinge sobretudo a
populacdo em idade produtiva (FRANCO-PAREDES et al., 2007).

Devido a globalizagdo e o aumento da mobilidade humana, a doenca de
Chagas, assim como as leishmanioses, passou a afetar areas ndo endémicas,
principalmente locais que recebem um grande fluxo de imigrantes como os Estados
Unidos e Europa (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI JR; RASSI; MARIN-
NETO, 2010; SHAW, 2007; STEVERDING, 2017). A prevaléncia de latino americanos
infectados residindo na Europa é de 4,2% (REQUENA-MENDEZ et al., 2015). Estima-
se que haja, ainda, 300 mil individuos afetados pela doenca nos Estados Unidos, com
30 a 35 mil casos de cardiopatia chagésica e 63 a 315 casos de infec¢do congénita
ao ano (BERN; MONTGOMERY, 2009). No entanto, nestes locais, a doenca
permanece subdiagnosticada devido a falta de conhecimento dos profissionais de
salde acerca da etiologia de doencas negligenciadas. Assim, sem o diagnostico
correto e controle adequado do paciente chagasico, estes individuos podem ser
responsaveis pela transmissdo da doenca nestes locais, seja por meio de transfusdes
sanguineas, transplante de 6rgaos ou pela via congénita (BASILE et al., 2011;
STIMPERT; MONTGOMERY, 2010).

1.6 Tratamento

Apesar da extensa busca por novas alternativas para o tratamento das
leishmanioses e da doenca de Chagas, o arsenal de farmacos utilizados atualmente
ainda é limitado (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Os principais farmacos para o
tratamento das leishmanioses incluem os antimoniais pentavalentes, anfotericina B,

anfotericina B lipossomal, miltefosina e paromicina (ROATT et al., 2020).

Antimoniais pentavalentes como o0 antimoniato de meglumina e o
estibogluconato de sodio tém sido utilizados desde a década de 40 como farmacos de
primeira escolha no tratamento das leishmanioses (TIUMAN et al., 2011). A
administracao pode ser realizada via intravenosa e intramuscular para o tratamento
visceral ou intralesdo para as formas cutaneas (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).
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Apesar do mecanismo de acdo ainda ndo estar completamente elucidado, os
antimoniais pentavalentes sdo pré-farmacos que, apos entrada na célula hospedeira,
sdo convertidos para sua forma trivalente ativa. No interior das células infectadas, o
antimonial trivalente interfere na acdo da enzima tripanotiona redutase,
comprometendo assim o potencial redutor de tiois pelo parasito, mecanismo este
responsavel pela manutencdo de um ambiente intracelular permissivo a sua
multiplicagcdo e sobrevivéncia (BAIOCCO et al., 2009; WYLLIE; CUNNINGHAM;
FAIRLAMB, 2004). Ainda que o tratamento com antimoniais seja efetivo, seu uso &
limitado pela necessidade diaria de injecdes e alta toxicidade associada, o que leva
ao abandono do tratamento e selecao de cepas resistentes (ROATT et al., 2020). Os
principais efeitos colaterais incluem nausea, vomitos, anorexia e convulsées, além de
alteracbes hepaticas e cardiacas (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Em éreas
endémicas da india e do Nepal o surgimento de casos refratarios ao tratamento levou
a adocédo de farmacos alternativos (RIJAL, S et al., 2003; SUNDAR et al., 2000). No
entanto, os antimoniais ainda sdo considerados farmacos de primeira escolha em
diversas regides, incluindo paises da América Latina e Africa Oriental (PONTE-
SUCRE et al., 2017).

A anfotericina B é um antifangico de largo espectro que também apresenta
acdo leishmanicida. Na India, devido ao surgimento de parasitos resistentes, a
anfotericina B passou a ser o farmaco de primeira escolha contra a leishmaniose
visceral (ROATT et al.,, 2020). O tratamento € administrado diariamente via
intravenosa, podendo durar de 15 a 45 dias a depender da espécie envolvida na
infeccdo (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). O mecanismo de acdo € baseado na
diferenca de constituicdo entre as membranas plasméaticas do parasito e do
hospedeiro. A anfotericina B age principalmente sobre o ergosterol, presente em
abundancia na membrana do protozoério, induzindo assim a formacgédo de poros e
ocasionando a morte do parasito. Por outro lado, o farmaco também é capaz de se
ligar em menor quantidade ao colesterol presente na membrana celular do mamifero,
0 que resulta em alta toxicidade e no surgimento de efeitos colaterais para o
hospedeiro, como febre, hipocalemia, miocardite e nefrotoxicidade (NUSSBAUM et
al., 2010; ROATT et al., 2020). Formulacdes lipossomais da anfotericina B foram
desenvolvidas a fim de reduzir sua toxicidade, como o Ambisome, Abelcet e Amphocil

(TIUMAN et al., 2011). No entanto, o uso destes farmacos é limitado pelo seu alto
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custo e instabilidade a altas temperaturas (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). A selecéo
de parasitos resistentes contra a anfotericina parece ser um evento raro. No entanto,
casos refratarios ao tratamento foram relatados na india (PURKAIT et al., 2012;
SRIVASTAVA, PANKAJ et al.,, 2011), Franca (MORIZOT et al.,, 2016) e Suica
(EICHENBERGER et al., 2017).

A miltefosina é o Unico farmaco oral aprovado para o tratamento da
leishmaniose (ROATT et al., 2020). Apesar do seu mecanismo de acdo nao estar
completamente elucidado, o composto parece afetar a atividade mitocondrial do
parasito e induzir sua morte por apoptose (LUQUE-ORTEGA; RIVAS, 2007; PARIS et
al., 2004). Devido a facilidade da via de administracao e alta porcentagem de cura, a
miltefosina passou a ser o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose visceral no subcontinente indiano (SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA,
2018). No entanto, dez anos apoés sua introducéo, a eficacia do tratamento reduziu e
indices de recidiva de 10% e 20% foram relatados na india e Nepal, respectivamente
(RIJAL, SUMAN et al., 2013; SUNDAR et al., 2012). Ja em Bangladesh, o indice de
cura diminuiu para 85% (RAHMAN et al., 2011). A meia-vida de eliminagéo longa do
farmaco faz com que ele permaneca no organismo em niveis subterapéuticos por
semanas. Devido a esta caracteristica, muitos pesquisadores alertaram para o
surgimento de cepas resistentes nos locais em que o tratamento fosse
extensivamente utilizado (PONTE-SUCRE et al., 2017). Recentemente, casos
refratarios associados a cepas resistentes foram relatados na india (SRIVASTAVA,
SAUMYA et al., 2017). Os principais efeitos colaterais do tratamento sao alteragdes
gastrointestinais, nefro e hepatotoxicidade. Além disso, a miltefosina apresenta efeito
teratogénico e ndo deve ser prescrita em casos de gravidez (SUNDAR; OLLIARO,
2007).

A paromomicina € um antibiotico utilizado para o tratamento das formas
cutanea e visceral da leishmaniose, podendo ser administrado de maneira tépica ou
via intramuscular (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Seu mecanismo de ac¢éo consiste
na inibicdo da sintese proteica pelo parasito, ao ligar-se a subunidade ribossomal 30S
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008). Apesar de ter demonstrado indice de 94% de
cura na india em um ensaio clinico, o tratamento utilizando apenas paromomicina
apresentou efetividade limitada na Africa Oriental (HAILU et al., 2010; SINHA et al.,
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2011). Os efeitos adversos incluem dor no local da injecédo, oto e hepatotoxicidade
(SUNDAR et al., 2007).

As opgodes para o tratamento da doenga de Chagas permanecem as mesmas
desde as décadas de 60 e 70, quando foram lancados o nifurtimox e o benznidazol,
respectivamente (BERN et al., 2007). Atualmente, o tratamento € indicado para os
casos pediatricos, agudos, congénitos, em casos de reativacdo da infecgdo e quando
afetam de forma crénica individuos com até 18 anos (RASSI JR; RASSI; MARIN-
NETO, 2010; WHO, 2020a). Os indices de cura variam entre 60 a 85% quando o
tratamento é realizado na fase aguda (BERN et al., 2007). No entanto, apesar de ser
oferecido para pacientes em fase cronica, um estudo randomizado com mais de 2800
pacientes demonstrou que o tratamento com benznidazol ndo oferece beneficios
guanto a prevencdo da progressao clinica de cardiopatias causadas pela doenca
(MORILLO et al., 2015).

Nifurtimox foi o primeiro farmaco a ser utilizado no tratamento da doenca de
Chagas, sendo administrado oralmente de trés a quatro vezes por dia, por um periodo
de 60 a 90 dias (BERN et al., 2007). O farmaco inibe a sintese de acido piravico e
interfere no metabolismo de carboidratos do parasito (BERN, 2015). Os efeitos
adversos sao frequentes, incluindo sintomas gastrointestinais e neurolégicos como
anorexia, nausea, vomito, irritabilidade, insénia, desorientacdo, tremores, parestesias,
polineuropatia e neurite periférica (CRISTOVAO-SILVA et al., 2019; JACKSON et al.,
2010; JACKSON; WYSSA; CHAPPUIS, 2020). Assim, devido a escassez de dados
em relacdo a sua efetividade e seguranca, o tratamento com nifurtimox geralmente é
preterido em favor do beznidazol (SANGENITO et al., 2019).

O benznidazol é considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento,
uma vez que apresenta melhor perfil de seguranca e eficacia (SANGENITO et al.,
2019; VIOTTI et al., 2009). Seu mecanismo de acdo ainda nao foi totalmente
compreendido, mas o benznidazol é considerado um pro-farmaco que tem seu efeito
tripanocida ativado pela acdo de enzimas expressas exclusivamente pelo protozoario.
A forma reativa do farmaco interfere com a sintese de DNA e inibe o sistema
antioxidante do parasito, tornando-o suscetivel ao dano oxidativo causado pela célula
hospedeira (LOSADA et al., 2021). O tratamento é administrado via oral, de duas a
trés vezes por dia, por 60 dias (BERN et al., 2007). Os principais efeitos colaterais sao

dermatoldgicos, podendo variar de irritagdo leve a moderada que raramente evolui
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para quadros de dermatite grave ou esfoliativa. Outros efeitos adversos relatados
durante o tratamento incluem anorexia, astenia, dor de cabeca, distirbios do sono,
neuropatias e aplasia medular (BERN et al., 2007; CRISTOVAO-SILVA et al., 2019;
JACKSON; WYSSA; CHAPPUIS, 2020; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

1.7 Desenvolvimento de vacinas e imunidade contra as leishmanioses e
doenca de Chagas

Diversas abordagens tém sido exploradas para o desenvolvimento de vacinas
contra as leishmanioses e doenca de Chagas, desde aquelas constituidas por
parasitos mortos ou atenuados até as que sdo compostas por suas proteinas ou
material genético (JAIN; JAIN, 2015; QUIJANO-HERNANDEZ; DUMONTEIL, 2011).
Seja qual for o método utilizado, uma vacina ideal contra estes protozoarios deve,
além de apresentar baixo custo e seguranca, induzir uma resposta imunoldgica
responsavel pela reducdo de carga parasitaria e morbidade associada a estas
enfermidades (COSTA et al.,, 2011). Assim, compreender 0s mecanismos de
imunidade associados a estas doencas é fundamental para o desenvolvimento de

vacinas efetivas.

A imunidade contra Leishmania é multifatorial, sendo influenciada tanto pela
espécie/cepa infectante, como por aspectos genéticos e/ou nutricionais do hospedeiro
(DUNNING, 2009; GABRIEL et al., 2019). Esta interacdo e suas consequéncias na
progressédo da infeccdo esta melhor elucidada no modelo murino, que se baseia no
paradigma Th1/Th2 (COSTA et al., 2011). De maneira geral, o fenétipo de resisténcia
estd associado ao perfil de resposta Thl induzido por IL-12 e caracterizado pela
producdo de IFN-y e TNF-a tanto por células T auxiliares (CD4*) como pelas
citotoxicas (CD8*) e natural killer (NK) (IKEOGU et al., 2020; LIEW; LI; MILLOTT,
1990; PARK et al., 2002). O aumento destas citocinas, além de recrutar células pré-
inflamatorias para o sitio da infeccdo, induz a producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio pelos macroéfagos, resultando assim na destruicdo das
amastigotas (ASSREUY et al., 1994; DUTHIE et al., 2012; KUMAR; ENGWERDA,
2014; LIEW; LI; MILLOTT, 1990).

Por outro lado, a suscetibilidade a infeccéo esta associada ao perfil de resposta
Th2, caracterizada pela producéo de IL-4. Esta citocina atua na supresséo de IL-12 e

seu receptor, inibindo a polarizagéo da resposta Thl e consequentemente auxiliando
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na manutencéao da infeccdo (LAUNOIS et al., 1995; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002;
VON STEBUT; UDEY, 2004). Apesar deste paradigma permanecer valido, diversos
estudos esclareceram que a promoc¢do da doenca ndo é consequéncia direta da
polarizacdo Th2, mas sim da auséncia de uma resposta Thl efetiva (ANDERSON et
al., 2007; ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). Além disso, outras populacfes de
linfécitos como Thl7 e Treg também estdo envolvidas na imunidade contra as
leishmanioses e desempenham papel importante na geracdo de resisténcia e
suscetibilidade (LEE et al., 2009; SRIVASTAVA, SAUMYA et al., 2016).

A infeccdo por T. cruzi ativa prontamente a imunidade inata e adaptativa,
recrutando macrofagos, células dendriticas, células NK e linfocitos T e B (PARODI;
PADILLA; BASOMBRIO, 2009). Assim como na leishmaniose, a polarizacéo de uma
resposta Thl é responsavel pelo aumento de 6xido nitrico no interior dos macrofagos
e consequente eliminacéo do parasito (GARG; BHATIA, 2005; TORRICO et al., 1991).
A producéo de citocinas como IFN-y e IL-2 pelos linfécitos T CD4* é responsavel ndo
s6 pela ativacdo de macrofagos, como também pela expansédo de células T CD8*
(PARODI; PADILLA; BASOMBRIO, 2009; QUIJANO-HERNANDEZ; DUMONTEIL,
2011). Estas células desempenham papel citotoxico fundamental através da producao
de perforinas, além de contribuirem para a manutencdo da inflamacdo por meio do
aumento de IFN-y durante a fase aguda (DE ALENCAR et al., 2009).

Contudo, esta resposta é focada em algumas proteinas de membrana
imunodominantes, como a trans-sialidase e a proteina 2 de superficie de amastigotas.
Apresentando alta variabilidade entre cepas diferentes, a imunodominancia de poucos
epitopos reduz a amplitude e efetividade da resposta imune gerada, podendo
contribuir para a evasdo do parasito (JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUEZ et al.,
2019). Além disso, a sobrevivéncia do parasito € decorrente de outros fatores que
englobam desde a inducdo de respostas anti-inflamatérias e reguladoras até a
exaustdo de células T (ALBAREDA, M CECILIA et al., 2015; BOARI et al., 2018;
MATEUS et al., 2019; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012; VOGT et al., 2008).
Assim, a resposta imune potente orquestrada pelo hospedeiro néo € suficiente para
eliminar o parasito durante a fase aguda, fazendo com que a sua permanéncia nos
tecidos seja responsavel pela patologia observada na fase crénica (PARODI,
PADILLA; BASOMBRIO, 2009; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012).
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As primeiras tentativas de vacinacdo contra a leishmaniose cutanea sao
seculares, baseadas no conhecimento empirico de que individuos curados de lesbes
na pele adquiriam prote¢do (SCHROEDER; AEBISCHER, 2011). A indugao de lesbes
controladas em areas cobertas do corpo, conhecida como ‘“leishmanizacéo”,
permaneceu em uso por mais de 60 anos em diversos paises endémicos (NAGILL;
KAUR, 2011). Apesar de ter demonstrado ser a medida de controle mais eficaz contra
a leishmaniose cutanea, a falta de padronizacéo, problemas com a seguranca vacinal
e surgimento de efeitos adversos fizeram com que esta pratica fosse interrompida na
maioria dos paises que adotavam este método (MUTISO et al., 2013). A ideia de uma
vacina contra a doenca de Chagas surgiu a partir de um raciocinio analogo a
leishmanizag&o, quando Blanchard observou que animais que sobreviviam a fase
aguda tornavam-se resistentes a reinfeccdo (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015).

Assim, 0 uso de parasitos mortos ou atenuados passou a ser o foco no
desenvolvimento das vacinas de primeira geracdo. Os primeiros ensaios de uma
vacina contra leishmaniose utilizando parasitos mortos ocorreram no Brasil, na década
de 40, apresentando resultados conflitantes (SRIVASTAVA, SAUMYA et al., 2016).
Estes estudos foram retomados a partir da década de 80, explorando diferentes
estratégias vacinais (ARMIJOS et al., 2004; MAYRINK et al., 1979; VELEZ et al.,
2000). No entanto, apesar de apresentar resultados promissores quanto a sua
seguranca e imunogenicidade, estas vacinas falharam em conferir niveis de protecdo
satisfatorios (NOAZIN et al., 2009). Vacinas contra a doenca de Chagas utilizando
parasitos mortos foram testadas em diversos modelos, no entanto os resultados
obtidos demonstraram a ineficiéncia deste tipo de abordagem (GARG; BHATIA, 2005).

Por outro lado, o emprego de parasitos atenuados confere uma grande
vantagem no processo de vacinagdo, uma vez que mimetizam a infeccdo natural e
induzem resposta imune complexa capaz de conferir protecdo (DUNNING, 2009;
SANCHEZ-VALDEZ et al., 2015; SRIVASTAVA, SAUMYA et al., 2016). Esta
atenuacao pode ser obtida através de cultivo celular longo ou processos quimicos e
fisicos capazes de originar mutagénese (BHAUMIK et al., 2009; DANESHVAR et al.,
2014; DATTA et al., 2012; RIOS et al., 2019). Entretanto, apesar deste modelo ser
bastante atrativo, as mutacdes aleatorias e a possibilidade de reversdo a viruléncia
tornam este método inviavel (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2015; SELVAPANDIYAN,
ANGAMUTHU et al., 2012).
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As vacinas de segunda geracdo passaram, entdo, a explorar proteinas
purificadas ou recombinantes como antigeno vacinal. Associadas a diferentes
adjuvantes responsaveis por otimizar sua imunogenicidade (DUTHIE et al., 2012;
RAMAN et al., 2012), as vacinas utilizando este método apresentam vantagens como
pureza e facilidade de producdo em larga escala (DUARTE et al., 2016; RODRIGUEZ-
MORALES et al., 2015). Diversas proteinas purificadas e recombinantes foram
avaliadas como candidatos vacinais contra a doenca de Chagas, em particular
grandes familias de proteinas de superficie como as trans-sialidases (TS), mucinas,
proteinas de superficie associadas a mucina (MASPSs), glicoproteina 63s, além de
cisteina proteases como a cruzipaina (DUSCHAK; COUTO, 2009; HOFT et al., 2007,
RIOS et al., 2019; SERNA et al., 2014). Apesar de muitos candidatos apresentarem
resultados promissores em relacdo a indugao de resposta imune e reducao de carga
parasitaria, nenhuma vacina contra a doenca de Chagas ultrapassou os testes pré-
clinicos (BEAUMIER et al., 2016). Por outro lado, algumas vacinas de segunda
geracao contra as leishmanioses que alcancaram a fase de ensaios clinicos incluem
a LEISH-F1, LEISH-F2, LEISH-F3, Leishmune, Leish-Tec, CaniLeish e Letifend
(MOAFI et al., 2019).

A LEISH-F1, uma das primeiras vacinas de segunda geracao testada em
humanos, é composta pela fusdo das proteinas TSA, LmSTI1 e LelF, associada ao
adjuvante MPL-SE. Varios ensaios de fase 1 demonstraram a imunogenicidade e
seguranca da vacina, além da sua eficacia terapéutica em pacientes com
leishmaniose cutanea e mucocutanea (CHAKRAVARTY et al.,, 2011; LLANOS-
CUENTAS et al., 2010). Além disso, a imunogenicidade e seguranca destes antigenos
foram demonstradas em modelo de leishmaniose visceral canina (FUJIWARA et al.,
2005). Baseado nos resultados positivos da fase 1, o mesmo grupo reformulou a
vacina, agora denominada LEISH-F2. A reformulacdo teve como objetivo tornar a
proteina mais similar a sua versdo selvagem, através da exclusdo da cauda de
histidina presente na versdo anterior. Apos ter sua seguranca e imunogenicidade
avaliadas em ensaios de fase 1, os resultados de fase 2 foram considerados
insatisfatorios (GILLESPIE et al., 2016; NCT00982774, 2011; NCT01011309, 2013).
A LEISH-F3 é composta pelas proteinas NH36 e SMT fusionadas em tandem,

formulada com o adjuvante GLA-SE. Os ensaios de fase 1 demonstraram sua
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seguranca e imunogenicidade em populacéo sadia dos Estados Unidos e Bangladesh
(COLER et al., 2015; NCT01751048, 2017).

A Leishmune foi a primeira vacina contra a leishmaniose canina a ser licenciada
para uso no Brasil. E composta pelo ligante de fucose e manose (FML) associado a
saponina. Apesar dos ensaios de fase 3 descreverem sua eficacia, sua licenca de
produgdo e comercializagdo foi suspendida devido a insuficiéncia dos dados
apresentados (BORJA-CABRERA et al., 2008; DA SILVA, VALDEMIR O et al., 2001,
MAPA, 2014; PARRA et al., 2007). A Leish-tec é composta pela proteina
recombinante A2 de L. infantum, sendo atualmente a Unica vacina disponivel contra
leishmaniose canina no Brasil. Apesar de alguns estudos relatarem resultados
promissores, ensaios de campo foram incapazes de demonstrar a eficacia da vacina
em cées de areas endémicas (GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2002; GRIMALDI
et al., 2017; REGINA-SILVA et al., 2016; WYLIE et al., 2014). A CaniLeish, licenciada
na Europa, é composta por proteinas secretadas e excretadas de L. infantum (LIESP)
e pelo adjuvante saponina QA-21. Um Unico ensaio antecedeu o licenciamento da
vacina. Os resultados demostraram que, além de conferir alto grau de protecéo contra
a infeccdo, a vacinacgao foi capaz de prevenir o desenvolvimento de sinais clinicos.
Entretanto, ao investigar a eficicia vacinal em um nimero maior de cées, um estudo
mais recente revelou que ndo houve diferenca no percentual de infeccao entre caes
vacinados e controle (MORENO, JAVIER et al., 2012; OLIVA et al., 2014; VELEZ et
al., 2019). A LetiFend, também licenciada na Europa, é composta por uma proteina
quimérica formada por cinco fragmentos ribossomais de L. infantum (LiP2a, LiP2b e
LiPO, e histona H2A). O ensaio de fase 3 realizado pré licenciamento demonstrou que
a vacina foi capaz de reduzir a taxa de infeccéo, além de limitar o desenvolvimento de
sinais clinicos (CARCELEN et al., 2009; COTRINA et al., 2018).

Com objetivo de otimizar a especificidade das vacinas compostas por
proteinas, as vacinas de terceira geragdo passaram a explorar o potencial de DNA
codificante em sua composicao (JAIN; JAIN, 2015). As vantagens deste tipo de
abordagem incluem facilidade de producao e administracédo, estabilidade e potencial
imunogénico (GUPTA; GARG, 2015; JOSHI et al., 2014; LIU; WAHREN; HEDESTAM,
2006). Muitos dos antigenos explorados em vacinas de segunda geragdo contra a
doenca de Chagas passaram a compor vacinas de DNA. Estas vacinas foram capazes

de induzir um perfil de resposta Thl potente e ativar células T citotoxicas, resultando
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em niveis de protecdo superiores aos obtidos pela imunizacdo somente com as
proteinas (PADILLA; BRANDAN; BASOMBRIO, 2017; QUIJANO-HERNANDEZ;
DUMONTEIL, 2011).

Embora muitos genes de Leishmania tenham sido avaliados quanto a sua
eficacia vacinal, apenas um candidato alcancou a fase de ensaios clinicos (MOAFI et
al., 2019). Esta vacina utiliza o adenovirus ChAd63 como vetor para expressao do
gene KH, constituido pelos antigenos KMP-11 e HASPB de L. donovani. Os resultados
dos ensaios de fase 1 demonstraram a seguranca e imunogenicidade da vacina, que
atualmente estad sendo avaliada quanto o seu efeito terapéutico em pacientes com
leishmaniose dérmica pos-calazar. Os resultados preliminares de fase 2 relataram que
a vacina induziu resposta imune celular potente e foi responsavel pelo surgimento de
efeitos adversos leves (OSMAN et al., 2017; YOUNIS et al., 2021). Apesar de
resultados promissores, o nivel de protecdo obtido por vacinas de DNA ainda é
limitado, de maneira que mais estudos devem ser realizados para aumentar sua
eficacia (PADILLA; BRANDAN; BASOMBRIO, 2017).

Novas metodologias permitiram a otimizacdo das técnicas de manipulacéo
genética, de maneira que diversos grupos passaram a explorar novamente o potencial
das vacinas atenuadas (NAGILL; KAUR, 2011; SANCHEZ-VALDEZ et al., 2015).
Considerada o padrao-ouro para protecdo contra patdgenos intracelulares, este tipo
de vacina é capaz de mimetizar a infeccdo natural e possivelmente induzir uma
resposta protetora mais efetiva (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2015; SILVESTRE;
CORDEIRO; OUAISSI, 2008). Diversos genes importantes para a sobrevivéncia de
Leishmania spp. e T. cruzi foram alvos desses estudos, como 0S genes responsaveis
pela expressdo de gp72, calreticulina, lytl, cisteina protease, transportador de
biopterina e centrina (BASOMBRIO et al., 2002; PAPADOPOULOU et al., 2002;
SANCHEZ-VALDEZ et al., 2014; SARAVIA et al., 2006; SELVAPANDIYAN,
ANGAMUTHU et al., 2001; ZAGO et al., 2008).

A centrina € uma proteina constitutiva do citoesqueleto de eucariotos,
responsavel pela duplicacdo e segregacdo do centrossomo. A delecdo do gene
codificante para esta proteina em L. donovani reduz o crescimento das formas
amastigotas do parasito, apesar de nao interferir com a viabilidade das promastigotas
(SELVAPANDIYAN, ANGAMUTHU et al., 2001, 2004). Ao multiplicar-se no interior

dos macrofagos, as amastigotas mutantes sao incapazes de realizar a divisao celular
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de forma adequada, tornando-se multinucleadas e entrando em um processo de morte
celular programada (SELVAPANDIYAN, ANGAMUTHU et al., 2004). A imunizacao
com esta cepa, denominada LACEN--, foi capaz de conferir protecdo contra a infecgédo
por L. donovani (BHATTACHARYA et al., 2016; FIUZA et al., 2016; ISMAIL et al.,
2017), L. infantum (FIUZA et al., 2013, 2015), L. mexicana (DEY et al., 2014) e L.
braziliensis (SELVAPANDIYAN, A. et al., 2009) em camundongos, hamsters e céaes.
A imunidade gerada pela vacinacdo foi mediada por uma resposta celular T CD4* e
CD8*, caracterizada pela producéo potente de citocinas pré-inflamatorias IL-12, IFN-
y e IL-17 e reducdo de IL-10 por macréfagos (BANERJEE et al., 2018;
BHATTACHARYA et al., 2015; SELVAPANDIYAN, A. et al., 2009; SELVAPANDIYAN,
ANGAMUTHU et al., 2012). Recentemente, através da metodologia de CRISPR,
cepas de L. major deficientes para o gene da centrina (LmCEN-) foram obtidas. Além
de evitar o surgimento de les6es em camundongos desafiados por L. major, a cepa
LmCEN- foi capaz de reduzir a carga parasitaria e induzir uma resposta imune
protetora analoga a leishmanizagédo. Ademais, a inoculacdo de LmCEN"- foi incapaz
de gerar patologia em camundongos suscetiveis e imunodeficientes, comprovando a

seguranca desta vacina (ZHANG et al., 2020).

1.8 Phage display

Bacteriéfagos ou fagos sado virus que infectam bactérias gram-negativas,
incluindo Escherichia coli, Xanthomonas, Thermus, Pseudomonas, Salmonella e
Vibrio (SIDHU; GEYER, 2015). Estes organismos séo considerados a forma de vida
mais abundante do mundo, com frequéncia estimada em aproximadamente 103°
particulas. Podem ser encontrados em diversos ambientes, desde nas profundezas
do oceano e fontes termais até no trato gastrointestinal de humanos e outros animais
(BAKHSHINEJAD; SADEGHIZADEH, 2014). Em 1985 George Smith demonstrou que
um gene exdgeno poderia ser fusionado a sequéncia génica da proteina de capsideo
Plll do fago M13, resultando na expresséo desta proteina hibrida na superficie viral
(SMITH, 1985). Esta técnica, denominada phage display, tornou possivel a criacao de
bibliotecas de fagos, compostas por bilhdes de fagos capazes de expressar diferentes
sequéncias peptidicas exdégenas na sua superficie. Estas sequéncias podem ser
selecionadas através da sua afinidade a diversos tipos de ligantes, como enzimas,
anticorpos e receptores de superficie celular (SCOTT, JAMIE K; SMITH, 1990). Um
aspecto importante do phage display € a ligacdo entre genadtipo e fendtipo, uma vez
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gue € possivel desvendar a sequéncia peptidica selecionada através da sequéncia

nucleotidica fusionada ao genoma viral (SIDHU, 2000).

Varios tipos de fagos podem expressar peptideos na sua superficie, como os
fagos filamentosos, lambda, T4 e T7. Destes, os fagos filamentosos sédo o grupo de
fagos mais utilizados na técnica de phage display e, portanto, melhor descritos na
literatura (SIDHU; GEYER, 2015). Também denominados Ff, o grupo pertence a
familia Inoviridae e inclui os fagos M13, fd e f1, que compartilham cerca de 98% de
similaridade genética (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; RAKONJAC et al., 2017). Sua
nomenclatura € decorrente do fato de que estes fagos utilizam o pilus F de bactérias
como receptor para iniciar a infec¢éo, através da sua interagdo com a proteina plll. O
DNA viral entdo é replicado utilizando a maquinaria da célula hospedeira, através de
um mecanismo de circulo rolante. Por fim, as novas fitas de DNA viral séo
encapsuladas pelas proteinas do capsideo e os fagos séo liberados por um processo
de extrusdo (ARAP, 2005; EBRAHIMIZADEH; RAJABIBAZL, 2014; RODI;
MAKOWSKI, 1999). O capsideo em estrutura de haste abriga seu genoma circular,
composto por DNA de fita simples (~6400nt) responsavel pela expresséo de 11 genes.
Estes genes séo agrupados de acordo com a sua funcéo, de forma que plll, pVI, pVII,
pVIIl e pVIX sdo componentes proteicos do capsideo, pll, pV e pX estdo envolvidos
no processo de replicacdo do DNA e pl, plV e pXl sédo responsaveis pela montagem
da particula viral (HAMZEH-MIVEHROUD et al., 2013; WANG; YU, 2004).

As bibliotecas constituidas por sequéncias peptidicas aleatdrias sdo as mais
utilizadas na selecéao por phage display, frequentemente auxiliando na identificacao
de epitopos (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016). A maior vantagem deste tipo de
abordagem é a sua universalidade, de maneira que a mesma biblioteca pode ser
utilizada para diferentes fins (WANG; YU, 2004). Estas sequéncias aleatérias podem
ser clonadas em qualquer proteina do capsideo, contudo a maioria das bibliotecas
séo construidas a partir da manipulagéo genética das proteinas plil e pVIll (TONELLI;
COLLI; ALVES, 2012; WANG; YU, 2004). O genoma viral contém de 3 a 5 copias da
proteina plll, composta por 406 aminoacidos, enquanto a proteina pVIll, com 50
aminoacidos, apresenta aproximadamente 2700 cépias (ARAP, 2005; WANG; YU,
2004). Devido ao namero de copias, a proteina pVIIlI geralmente é escolhida para
expressdo de um nimero maior de peptideos pequenos, enquanto plll expressa um

namero menor de sequéncias maiores com maior eficacia (AGHEBATI-MALEKI et al.,
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2016; HESS; JEWELL, 2019; WILLATS, 2002). E importante destacar, portanto, que
as caracteristicas de expressdo inerente a cada proteina estrutural influenciam
diretamente na natureza da ligacédo entre as sequéncias clonadas e seus ligantes,
envolvendo aspectos como afinidade e avidez (HAMZEH-MIVEHROUD et al., 2013;
RODI; MAKOWSKI, 1999; SIDHU; GEYER, 2015).

Inicialmente as sequéncias exdgenas eram fusionadas a por¢do amino-terminal
das proteinas plll ou pVIIl, de forma que todas as cépias da proteina expressavam a
sequéncia. No entanto, esse sistema apresentava limitacdes em relacédo ao tamanho
das proteinas expressas, uma vez que sequéncias com maior nimero de aminoacidos
comprometiam a funcdo da proteina do capsideo a qual estavam ancoradas e,
consequentemente, a sua exposicdo a um possivel ligante (EBRAHIMIZADEH,;
RAJABIBAZL, 2014; SIDHU; GEYER, 2015). A fim de contornar este problema,
sistemas do tipo 33 ou 88 foram desenvolvidos. Nestas bibliotecas o mesmo fago
apresenta dois genes plll ou pVIll, de forma que uma das proteinas codificadas
apresenta o fen6tipo selvagem e a outra o fenétipo recombinante (EBRAHIMIZADEH,;
RAJABIBAZL, 2014; SIDHU; GEYER, 2015; SMITH; PETRENKO, 1997). De maneira
semelhante, os sistemas 3+3 ou 8+8 possuem duas cOpias da proteina estrutural.
Neste caso, entretanto, as duas cOpias estdo em genomas diferentes, de maneira que
a proteina recombinante é expressa por um fagemideo e a proteina selvagem por um
fago auxiliar (EBRAHIMIZADEH; RAJABIBAZL, 2014; SIDHU; GEYER, 2015; SMITH,;
PETRENKO, 1997). As bibliotecas utilizadas neste trabalho foram desenvolvidas a
partir do fago f88-4, um fago filamentoso derivado do fago fd-tet, que utiliza o sistema
88. Estas bibliotecas produzem fagos hibridos que expressam peptideos exégenos
em cerca de 1% a 15% das proteinas pVIll totais (SIDHU; GEYER, 2015).

A técnica de phage display pode ser aplicada com inimeros propdésitos
diferentes, incluindo a analise de interagcdes proteicas, determinacao de especificidade
enzimatica, mapeamento de epitopos e desenvolvimento de vacinas
(EBRAHIMIZADEH; RAJABIBAZL, 2014; HAMZEH-MIVEHROUD et al., 2013). A
aplicacdo deste método na vacinologia explora tanto o emprego do fago como
imunégeno carreador de peptideos antigénicos assim como na identificacdo de
mimotopos, isto €, peptideos que apesar de possuirem sequéncia distinta daquela do
epitopo nativo sédo capazes de interagir com o paratopo de maneira analoga, muitas
vezes mimetizando epitopos conformacionais (GEYSEN; RODDA; MASON, 1986;
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WANG; YU, 2004). As vantagens desta técnica incluem facilidade de producédo em
larga escala, relativo baixo custo e seguranca, uma vez que os fagos sdo incapazes
de promover infeccdo em células de mamiferos (BAKHSHINEJAD; SADEGHIZADEH,
2014). Ademais, o uso de fagos como carreadores de antigenos é capaz de induzir
tanto o braco celular como humoral da imunidade, o que é fundamental para a
formacéo de uma resposta eficaz contra patégenos intra e extracelulares (AGHEBATI-
MALEKI et al., 2016; HESS; JEWELL, 2019).

De fato, o phage display ja foi utilizado para o desenvolvimento de vacinas
contra patologias causadas por virus, bactérias e protozoarios (BAZAN;
CALKOSINSKI; GAMIAN, 2012). No entanto, poucos estudos utilizaram a técnica para
identificacdo de candidatos vacinais contra as leishmanioses e a doenca de Chagas.
Apos selecao por phage display e triagem por sintese em membrana, dois peptideos
conjugados covalentemente e utilizados como imunégeno foram capazes de induzir
resposta Thl caracterizada pela alta producéo de IFN-y e baixos niveis de IL-4 e IL-
10. Além disto, a vacinacdo com estes peptideos formulados com adjuvante reduziu
edema e carga parasitaria em camundongos desafiados por L. amazonensis
(CHAVEZ-FUMAGALLI, 2008). A vacinacdo utilizando um mimotopo sintético
formulado em sistema lipossomal induziu resposta mista Th1/Th2 caracterizada pela
producédo de IFN-y e IL-10, sendo capaz de conferir protecéo significante de até 98%
em camundongos desafiados por L. infantum (TOLEDO-MACHADO et al., 2015). Na
Tunisia, trés peptideos selecionados através da sua afinidade por promastigotas de
L. major foram avaliados como imundgenos em modelo murino. Um dos peptideos
conferiu aproximadamente 82% de protecdo ao desafio por L. major, o que foi
creditado a sua interagcdo com a proteina gp63 (RHAIEM; HOUIMEL, 2016). Trés
mimotopos foram avaliados quanto ao seu potencial protetor apds desafio por L.
amazonensis. A imunizagdo em camundongos induziu altos niveis de IFN-y, IL-12 e
GM-CSF, enquanto os niveis de IL-4 e IL-10 foram reduzidos. Houve reducao de carga

parasitaria em todos os 6rgados analisados, além de diminuicdo da lesdo (DIAS, 2016).

Outros autores avaliaram vacinas compostas por fagos expressando 0s
peptideos selecionados. Dois clones de fagos selecionados por anticorpos de cées
naturalmente infectados por Leishmania foram capazes de induzir resposta Thl e
reduzir a carga parasitaria em camundongos imunizados e desafiados por L. infantum

e L. amazonensis. O perfil protetor foi relacionado a producéo de IFN-y por células T
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CD8* associado a baixos niveis de IL-4 e IL-10, além de niveis elevados de anticorpos
IgG2a especificos (COSTA et al., 2014, 2015). Dois clones foram selecionados
através da sua afinidade pela IgG de pacientes portadores de leishmaniose visceral.
A imunizacéo com estes fagos conferiu protecdo parcial em camundongos desafiados
por L. infantum, o que foi associado a polarizacéo de resposta Thl especifica (RAMOS
et al., 2017). De maneira semelhante, dois clones foram selecionados pelo soro de
pacientes com leishmaniose cutanea. Camundongos imunizados com estes fagos
produziram resposta imune com perfil Thl, caracterizada por niveis elevados de IFN-
Y, IL-2, IL-12, TNF-a, GM-CSF e producédo reduzida de citocinas do perfil Th2. Além
disso, a vacinacao foi capaz de reduzir a carga parasitaria apos desafio por L.
amazonensis (CARVALHO et al., 2018).

Até o0 momento, nenhum trabalho utilizando phage display avaliou o efeito
vacinal de mimotopos contra a doenca de Chagas. No entanto, alguns estudos
exploraram esta técnica para selecionar peptideos importantes envolvidos em
diferentes mecanismos de interacdo parasito-hospedeiro (KHUSAL et al., 2014,
NIBORSKI et al., 2021; SAENZ-GARCIA et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2015, 2021).,

0 que pode levar a identificacdo de novos alvos vacinais.



41

2 JUSTIFICATIVA

Apesar da alta morbidade e mortalidade, as leishmanioses e a doenca de
Chagas sao consideradas doencas negligenciadas, afetando milhdes de pessoas em
todo mundo e gerando grande impacto social e econdémico. Como ocorre com todas
as doencas que afetam as populacbes mais pobres, o controle destas infeccdes
parasitarias € limitado pela escassez de investimento tanto em politicas publicas de
saude basica como em atividades de pesquisa e desenvolvimento. O tratamento para
ambas doencas é baseado em farmacos utilizados ha mais de 40 anos, que, além de
ter sua eficacia questionada, apresentam diversas limitacdes desde alta toxicidade até
a possibilidade de selecionar parasitos farmaco-resistentes (GHORBANI; FARHOUDI,
2018; MORAES NETO et al., 2019; SANGENITO et al., 2019).

Portanto, o desenvolvimento de vacinas representa uma abordagem
promissora para o controle e eliminacdo destas doencas, uma vez que induzem efeito
duradouro, podem ser administradas de forma profilatica e terapéutica e séo
incapazes de provocar resisténcia microbiana (NAGILL; KAUR, 2011). Além disso,
modelos estatisticos revelam que mesmo vacinas com baixa eficiéncia apresentam
custo beneficio superior quando comparadas as estratégias de controle convencionais
utilizadas para estas parasitoses (GILLESPIE et al., 2016; RIOS et al., 2019). O
principal argumento para o desenvolvimento de uma vacina contra estas infeccdes &
o fato de que hospedeiros que recuperam-se da primo-infec¢ao tornam-se resistentes
ou imunes a reinfeccdo (KHAMESIPOUR et al., 2005; RODRIGUEZ-MORALES et al.,
2015). Contudo, mesmo sendo considerada uma meta viavel e diversos candidatos
estejam sendo avaliados em estudos pré-clinicos, ndo ha vacinas efetivas disponiveis
atualmente (BEAUMIER et al., 2016; GILLESPIE et al., 2016; SAVOIA, 2015).

Vacinas compostas por poliproteinas demonstram maior potencial para
aplicacdo em massa (BIVONA et al., 2020; REED, STEVEN G.; COLER; CAMPOS-
NETO, 2003), especialmente quando consideramos a natureza complexa dos
tripanossomatideos e o polimorfismo genético do sistema imune de mamiferos. Dessa
forma, o uso de uma vacina multivalente composta por diferentes antigenos otimiza
sua interacdo com diferentes tipos de MHC (STAGER; RAFATI, 2012). Ademais, o
alto nivel de conservacdo entre os genomas de Leishmania spp. e T. cruzi torna
possivel o desenvolvimento de uma vacina pan-efetiva contra diversas espécies
(DUMONTEIL, 2009; KUMAR; ENGWERDA, 2014).
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Neste trabalho, a selecdo de sequéncias peptidicas foi realizada através da
técnica de phage display, mediante o uso de anticorpos reconhecidamente protetores
gerados pela imunizacdo com a cepa LACEN-"- e anticorpos gerados apés infecgéo
experimental com a cepa Y de Trypanosoma cruzi. Esta técnica é capaz de triar
bilhdes de candidatos vacinais de maneira eficiente, além de apresentar vantagens
como facilidade de manipulacéo, baixo custo de producéo e seguranca (AGHEBATI-
MALEKI et al., 2016; RODI; MAKOWSKI, 1999). Utilizando esta metodologia, vacinas
contra diferentes manifesta¢des da leishmaniose foram capazes de induzir imunidade
celular e humoral compativel com um perfil protetor, o que foi demonstrado através da
reducdo de carga parasitaria em modelos murinos (CARVALHO et al.,, 2018;
CHAVEZ-FUMAGALLI, 2008; COSTA et al., 2014, 2015; DIAS, 2016; RAMOS et al.,
2017; RHAIEM; HOUIMEL, 2016; TOLEDO-MACHADO; BUENO,; et al., 2015).

Assim, considerando o impacto das leishmanioses e da doenca de Chagas para
saude publica e a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de controle
efetivas, o presente trabalho propbe o desenvolvimento de uma vacina
multicompetente composta por sequéncias imunogénicas potencialmente protetoras
selecionadas por biologia peptidica. Além de prevenir ou reduzir a patologia associada
a estas infec¢cbes, uma vacina pan eficaz tem o potencial de minimizar as taxas de
transmissédo em areas endémicas e reduzir os custos do sistema de salude com estas

doencas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Desenvolver uma vacina pan-Trypanosomatidae composta por sequéncias

proteicas imunogénicas selecionadas por biologia peptidica.

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar epitopos lineares e conformacionais reconhecidos por anticorpos
especificos anti-LdACEN-- e anti-T. cruzi através da técnica de phage display;

e Avaliar a sororreatividade dos peptideos selecionados frente a anticorpos
especificos anti-LdACEN-- e anti-T. cruzi;

e Auvaliar o perfil de resposta imune induzido pela vacina pan-
Trypanosomatidae;

e Determinar o grau de protecéo conferido pela imunizacdo de camundongos
BALB/c apds infeccdo desafio por diferentes espécies de tripanossomatideos;

e Descrever os achados histopatolégicos presentes em diferentes 6rgéos de
camundongos BALB/c imunizados e desafiados;

e Obter parasitos geneticamente deficientes e transgénicos capazes de

expressar as sequéncias peptidicas de interesse.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Parasitos e manutencéo das culturas

4.2 Producéao de antigeno bruto

Os antigenos brutos de Leishmania spp. e de T. cruzi foram obtidos a partir do
cultivo de massa de promastigotas e tripomastigotas, respectivamente, em fase log
tardia. Os parasitos foram centrifugados 2000g por 10 minutos, a 4°C. Em seguida, o
pellet foi ressuspendido em solugdo de PMSF 0,1mM (SIGMA, EUA) em PBS 1x
estéril, utilizando volume necessério para que fosse obtida uma concentracéo final de
5x10° céls/uL. Apds 15 ciclos de congelamento e descongelamento, a concentracdo
de proteinas do produto final foi obtida através do kit Pierce™ BCA (Thermo Fisher
Scientific, EUA). As amostras foram mantidas a -80°C.

4.3 Animais

Todos os experimentos em modelo animal foram executados de acordo com 0s
principios éticos de utilizacdo de animais, visando sobretudo a qualidade sanitaria do
ambiente, a integridade e o bem-estar fisico e mental destes. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas

Gerais, conforme certificado pelo Protocolo n° 65/2018 (Anexo ).

Todos os animais foram adquiridos junto ao Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos durante todo o periodo experimental no
biotério do Laboratério de Imunologia e Genbmica de Parasitos. Os animais
receberam agua e racado ad libitum e foram mantidos em fotoperiodo de 12h claro e

12h escuro.

4.4 Delineamento experimental
4.4.1 Geral

Camundongos fémeas das linhagens BALB/c (n=164) e C57BL/6 (n=40), com
idades de 6 a 8 semanas, foram utilizados para diferentes experimentos ao longo

deste trabalho.

Para a selecdo de peptideos atraves da técnica de phage display foi necessaria
a producdo de soros reativos aos parasitos estudados. Para esta finalidade,
camundongos BALB/c (n=40) e C57BL/6 (n=40) foram infectados com a cepa LACEN-

I-e T. cruzi, respectivamente.
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Apos selecédo dos candidatos vacinais, 120 camundongos BALB/c participaram
do ensaio de imunizacdo, em que cada grupo recebeu solucdo salina (PBS, n=40),
fago selvagem (FS, n=40) ou fagos vacina (V, n=40). ApGs imunizacao, oito animais
de cada grupo foram utilizados para avaliar o perfil imune gerado pela vacina,
engquanto o restante foi desafiado por L. infantum, L. amazonensis, L. braziliensis ou

T. cruzi.

Quatro camundongos BALB/c ndo imunizados desempenharam papel de
sentinela e foram infectados com L. infantum simultaneamente aos camundongos

desafiados com esta espécie.

O delineamento geral de todos os experimentos com animais esté ilustrado na

Figura 3.
BALB/c Obtencgdo de IgG para Phage Display
(n=164) (n=40)
Imunizagao Avaliagao do perfil de resposta imune
(n=120 — PBS=40; FS=40; V=40) (n=24 — PBS=8; FS=8; V=8)
Infecgio desafio por:
* L. infantum (n=24 — PBS=8; F5=8; V=8)
» L. amazonensis (n=24 — PBS=8; F5=8; V=8)
« L. braziliensis (n=24 — PBS=8; F3=8; \V=8)
Sentinelas para infecgdo de L. infantum * T. vzl (n=24 — PBS=6; F8=8; V=8)
(n=4)
C57bl/6 Obtengao de IgG para Phage Display
{n=40) (n=40)

Figura 3. Delineamento experimental geral dos experimentos utilizando animais.

4.4.1.1 Obtencéo de soros reativos para utilizacdo em phage display

A fim de produzir IgG especifica para ser utilizada na técnica de phage display,
camundongos BALB/c (n=40) foram infectados trés vezes com a cepa LACEN"-, com
intervalo de 15 dias. A infeccao foi realizada via veia caudal lateral, com inoculo de
1x107 formas promastigotas concentradas em um volume final de 50 pL de PBS 1x

estéril. Os animais foram sacrificados apos 15 dias da ultima infeccao (Figura 4A).

Foram realizadas duas infec¢cbes em camundongos C57BL/6 (n=40) utilizando

T. cruzi, com o propésito de amplificar e tornar a resposta imune mais especifica.
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Inicialmente os camundongos foram infectados, via intraperitoneal, com 1000 formas
tripomastigotas, em volume final de 100 yuL de PBS 1x estéril. Os animais foram
acompanhados durante toda a fase parasitémica até a entrada na fase crénica da
doenca, com avaliagcdo diaria de mortalidade. Trinta dias apds a primeira infeccéo, os
animais foram reinfectados com 10000 formas tripomastigotas, via intraperitoneal, em
volume final de 100 pL de PBS 1x estéril. Os animais foram sacrificados sessenta dias

pos-reinfeccdo (Figura 4B).

A

Lo B B
o # & @

1
1

0 & 15 & 30 & 45 Dias
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Figura 4. Esquema de obtencdo de soros reativos para utilizacdo em phage display. A) Infec¢do de
camundongos de linhagem BALB/c com a cepa atenuada LACEN-. (B) Infec¢do de camundongos de
linhagem C57BL/6 com a cepa Y de Trypanosoma cruzi. As gotas vermelhas representam coleta de
soro para avaliacdo de aumento de anticorpos.

4.4.1.2 Ensaio de imunizacao

Camundongos BALB/c (n=120) foram inoculados trés vezes com PBS 1x estéril
(PBS, n=40), fago selvagem (FS, n=40) ou vacina (V, n=40), isto é, um pool contendo
os clones de fagos expressando os peptideos selecionados pelas IgG anti-LACEN"-e
anti-T. cruzi Y. O indculo (1x10'° fagos/animal) foi preparado em volume final de 50
uL de PBS 1x estéril e administrado via subcutanea. Os animais foram imunizados
trés vezes, com intervalo de 14 dias. O soro foi coletado antes do inicio, entre cada

imunizacdo e apos 30 dias da ultima imunizagédo, a fim de avaliar a resposta imune
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induzida em cada grupo. Trinta dias apos a ultima imunizacdo, os animais foram

sacrificados para avaliacao de resposta imune ou desafiados (Figura 5).

CaNly N AN

% =
I
é 0 é 14 4 28 & 58 Dias
PBS 1x PBS 1x PBS 1x Infeccdo desafio

Fago selvagem Fago selvagem Fago selvagem ou eutanasia
Vacina Vacina Vacina

Figura 5. Esquema de imunizacdo de camundongos da linhagem BALB/c (n=120), que receberam trés
doses de solucéo salina/PBS, fago selvagem (1x101° fagos/animal) ou vacina (1x10%° fagos/animal) no
intervalo de 14 dias. Trinta dias apds a Ultima imuniza¢@o, uma parte dos animais foi sacrificada para
avaliacédo do perfil imune (n=24) enquanto o restante (n=96) foi desafiado por diferentes espécies de
Leishmania e T. cruzi.

4.4.1.3 Infec¢Bes desafio e coleta de 6rgdos

Os camundongos BALB que participaram do ensaio de imunizacdo foram
desafiados por L. infantum, L. amazonensis, L. braziliensis ou T. cruzi. As infec¢des
por L. infantum (1x10® promastigotas/animal) e T. cruzi (1x10* tripomastigotas/animal)
foram inoculadas intraperitonealmente, em volume final de 100 pL de PBS 1x estéril.
Os animais desafiados por L. amazonensis (1x10° promastigotas/animal) e L.
braziliensis (1x10® promastigotas/animal) receberam o inéculo via subcutanea, no

coxim plantar esquerdo, em volume final de 50 yL de PBS 1x estéril.

Cada camundongo sentinela para a infeccdo por L. infantum (n=4) foi
sacrificado 60, 90, 120 e 150 dias ap0s a infeccdo. Apos confirmacédo da infeccao, o
restante dos animais desafiados foi sacrificado 155 dias apds a infeccédo. O baco e
figado destes animais foram coletados para analises de carga parasitaria e
histopatologia (Figura 6A).

Os camundongos BALB/c desafiados por L. amazonensis foram
acompanhados semanalmente, a fim de verificar a evolugdo das lesdes cutaneas
provocadas pela infec¢cdo. Os animais foram sacrificados na 132 semana pos infecgao.
A lesdo destes animais foi coletada para analises de carga parasitaria e histopatologia
(Figura 6B).

Os camundongos BALB/c desafiados por T. cruzi foram acompanhados por 60

dias pos-infeccado, periodo em que a parasitemia foi realizada diariamente. A seguir,
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0s animais foram sacrificados e tiveram seu coracao e intestino (célon) coletados para

analises de carga parasitaria e histopatologia (Figura 6C).
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Figura 6. Infeccdes desafio apos esquema de imunizagcdo. Camundongos BALB/c foram desafiados por
A) 108 promastigotas de L. infantum (n=24), B) 10° promastigotas de L. amazonensis (n=24) ou C) 104
tripomastigotas de T. cruzi (n=24). Os animais foram sacrificados em diferentes periodos apds a
infeccao e tiveram seus 6rgaos coletados para analises posteriores.

O desafio por L. braziliensis ndo foi capaz de promover lesdo cutanea nos
animais infectados. Assim, estes animais foram sacrificados e excluidos do

experimento.

A eutanasia de todos os animais foi realizada por sobredose de anestésico (400
mg/kg de cetamina associada a 20mg/kg de xilazina) via intraperitoneal. O sangue foi
coletado via intracardiaca com o auxilio de seringa de insulina (26G x 1/2”
0,45x13mm). As amostras foram centrifugadas 5000 g por 10 minutos, a 4°C, e 0 soro

obtido foi mantido a -20°C.
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4.5 Avaliacao da reatividade de IgG total para uso em phage display

4.5.1 Reatividade de IgG poés infeccdo com LACEN"
Um ensaio de ELISA foi realizado a fim de avaliar o aumento da reatividade de

IgG total apés cada infeccdo com LACEN--. Para isso, uma placa de 96 pocos
(COSTAR 3590, Corning, EUA) foi sensibilizada com 1 pg/pogo de antigeno soluvel
de L. donovani diluido em tampéao carbonato (pH 9,6) e incubada overnight, a 4°C. No
dia seguinte, os pocos foram blogueados com BSA (Fitzgerald, EUA) 5% por 1h, a
37°C. Em seguida foi adicionado o pool de soros obtidos apds primeira, segunda e
terceira infeccdo, na diluicdo de 1:100 em BSA (Fitzgerald, EUA) 5%, por 2h, a
temperatura ambiente. Adicionalmente, como controle, foi utilizado um pool do soro
de animais saudaveis. As amostras foram incubadas com anticorpo secundario anti
IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo de 1:2500 em
BSA (Fitzgerald, EUA) 5% por 1h, a temperatura ambiente. O desenvolvimento da
atividade enzimatica foi obtido pela adi¢do da solucéo reveladora (20 mg OPD; 10 uL
peréxido de hidrogénio; 30 mL de tampéo citrato pH 5,0) durante 20 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacao foi interrompida utilizando &cido
sulfarico 4N (Neon, Brasil) e a leitura espectrofotométrica foi executada a 492 nm

(VersaMax™ Microplate Reader, Molecular Devices).

O mesmo ensaio foi realizado para verificar a reatividade individual do soro dos
camundongos, apds a terceira infeccdo. Os soros de animais que apresentaram

reatividade abaixo do valor de corte foram excluidos dos experimentos seguintes.

4.5.2 Reatividade de IgG po6s infeccéo por T. cruzi
A reatividade do pool de soros ap6s primeira e segunda infec¢céo, assim como

a reatividade individual de soros de camundongos reinfectados experimentalmente
por T. cruzi Y foi avaliada por ELISA, conforme descrito no subitem 4.5.1. Neste caso,
para sensibilizar as placas, foi utilizado 1 pg/poco do antigeno bruto de T. cruzi. Um
pool de soro de animais saudaveis, com producao basal de anticorpos, foi utilizado

como controle.

4.6 Obtencado e preparo de IgG basal e especifica para uso em phage
display

4.6.1 Precipitacdo de imunoglobulinas das amostras de soro
Os pools de soro positivos e basais foram precipitados através da adigdo de

solucdo supersaturada de Sulfato de Amoénio, na proporcdo de 1:1, em agitacao,
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overnight, a 4°C. Em seguida, a amostra foi armazenada em uma membrana de dialise
(12000 a 14000 Dalton MWCO), imersa em PBS 100x diluido, em agitacao, por 48h,
a 4°C.

4.6.2 Purificacdo de IgG basal e especifica para LdACEN” e T. cruzi Y

Apos dialise, os pools de soro positivos e negativos foram filtrados em coluna
de Proteina A-Sepharose 4B (Sigma, EUA) e mantidos em agitacéo, overnight, a 4°C.
A eluicdo das IgGs da coluna foi feita a partir da adicdo de solucdo &acida de glicina
(pH 2,8). Utilizando membrana de dialise (12000 a 14000 Dalton MWCO) imersa em
PBS 100x diluido, o pH das amostras foi neutralizado durante 24h. A concentracéo de
proteinas foi obtida através do kit Pierce™ BCA (Thermo Fisher Scientific, EUA). As

amostras foram mantidas a -20°C.

4.6.3 Reatividade de IgG basal e especifica para LACEN” e T. cruzi Y
A reatividade de IgG basal e especifica para LACEN" e T. cruzi Y foi avaliada

por ELISA, conforme descrito no subitem 4.5.1. Neste caso, para sensibilizar as
placas, foi utilizado 1 pg/poc¢o do antigeno sollvel de cada parasito. Como amostra,
foram avaliadas concentra¢cdes crescentes (12,5 ug/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL) de

todas as IgGs purificadas anteriormente.

4.7 Phage display

4.7.1 Bibliotecas de fagos

As bibliotecas de fagos utilizadas neste trabalho foram construidas a partir do
vetor f88-4, capaz de expressar peptideos aleatérios de 12 (XCXsCX), 15 (X1s) e 17
(XsCXs) aminoacidos. Estas bibliotecas descritas previamente por Bonnycastle
(BONNYCASTLE et al.,, 1996) foram gentilmente cedidas pelo Dr. Carlos Delfin

Chavez Olortegui.

4.7.2 Biopannings: ciclos de selecao e amplificacao de peptideos a partir
da afinidade por IgG especifica
Os fagos expressando peptideos de interesse foram obtidos apds dois a trés

ciclos de selecao e amplificagdo em Escherichia coli K91.

4.7.2.1 Selecdo de fagos expressando peptideos reconhecidos por IgG
especifica

Primeiramente, a fim de minimizar a inespecificidade da selecdo, uma placa de
vinil de 96 pocos (COSTAR 2595, Corning, EUA) foi sensibilizada com 50 pg/mL de
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IgG basal e mantida sob agitacéo, por 48h, a 4°C. Em seguida, a placa foi lavada com
solucéo de TBS-Tween 0,05% e blogueada com solucao de BSA 3%, por 2h a 37°C.
Foi feito um pool utilizando as trés bibliotecas de fagos, numa concentracéo final de
2x10* TU/mL. Apds 48h de incubacéo, o sobrenadante (composto por fagos que néo
apresentaram afinidade pela IgG basal) foi coletado e incubado em uma nova placa,
desta vez sensibilizada com a IgG especifica para LACEN--ou T. cruzi Y. A placa foi
mantida em agitagc&o por 24h, a 4°C. A eluigédo dos fagos foi efetuada a partir da adicao
de solucéo &cida de glicina (pH 2,2) e a neutralizacdo do pH, através da solucao de
Tris-base (pH 9).

4.7.2.2 Amplificacdo em E. coli K91 e precipitacédo dos fagos

A amplificacdo dos fagos foi realizada através da adi¢cdo dos fagos com pH
neutralizado em uma cultura de E. coli K91 em meio LB (OD 600 nm = 1,8), a 180
rom, overnight, a 37°C. Para selecionar as bactérias infectadas pelos fagos foi
adicionada ao meio 10% de tetraciclina (Sigma, EUA) a 20 mg/mL. No dia seguinte, o
meio com as bactérias e os fagos amplificados foi distribuido em tubos falcon (Olen,
China), que foram centrifugados a 2000 g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado novamente a 2000 g por 15 minutos, a 4°C, para garantir que
todo pellet de bactéria fosse removido. Por fim, o sobrenadante contendo apenas os
fagos foi precipitado com 15% de solucdo de PEG 8000 (Sigma, EUA) e mantido
overnight a 4°C.

4.7.2.3 Obtencéo e titulagdo dos fagos

ApGs precipitacdo, os tubos falcon contendo os fagos foram centrifugados a
8200 g por 55 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de fagos
ressuspendido com 3 mL de TBS (50mM, NaCl 150mM pH 7,5). Em seguida, os fagos
foram centrifugados a 15500 g por 20 minutos, a 4°C, para eliminar os remanescentes
celulares. O sobrenadante foi mantido a -20°C. Para titulacdo, 10 uL foi retirado e

diluido de acordo com o esquema abaixo (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de diluicdo para titulacdo de fagos. Na parte superior da figura, 10 pL de fagos
obtidos ao final do ciclo de selecédo sdo diluidos de forma seriada (102 a 10-'2) em meio LB. Ap6s
diluigdo, 10 pL das diluigdes 10, 108, 1019 e 10-12 sdo utilizadas para infectar 190 uL de E. coli K91
(OD 600 nm = 1,8). Ap0s periodo de incubacéo, todo volume é plagueado em meio LB soélido acrescido

de 10% de tetraciclina a 20 mg/mL.

Dez microlitros dos fagos correspondentes as diluicbes 106, 108, 1010 e 1012
foram utilizados para infectar 190 pL de uma cultura de E. coli K91 (OD 600nm = 1,8),
durante 30 minutos, a 37°C. Em seguida, todo o volume foi plaqueado em meio LB
sélido acrescido de 10% de tetraciclina a 20 mg/mL. Como controle negativo, 200 pL
de bactérias ndo infectadas foram plaqueados em meio LB sélido acrescido de
tetraciclina. As placas foram incubadas overnight, a 37°C. O célculo do numero de
fagos foi calculado de acordo com a formula:

N2 de fagos = N2de colonias x fator de diluigao x 100

Os fagos obtidos ao final de cada ciclo foram utilizados na concentracédo de
2x10' TU/mL nos ciclos seguintes. A fim de aumentar a especificidade da selecéo,
foram utilizadas concentra¢gdes gradativamente menores da IgG especifica de LACEN-
I-ou de T. cruzi Y a cada ciclo. No segundo, as placas de vinil foram sensibilizadas

com 30 pg/mL de IgG e no terceiro, com 10 pg/mL.
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4.7.3 Avaliacdo de reatividade dos fagos selecionados a cada ciclo por
ELISA

A fim de avaliar aumento da reatividade dos fagos selecionados a cada ciclo,
uma placa de 96 pocos (COSTAR 3590, Corning, EUA) foi sensibilizada com 1
ug/poco da IgG especifica de LACEN-- ou de T. cruzi Y e mantida overnight a 4°C. Em
seguida, a placa foi bloqueada com BSA 5% por 1h, a 37°C. Os fagos obtidos em cada
ciclo foram incubados na concentracdo de 2x10% TU/poco por 2h, a temperatura
ambiente. Como controle foi utilizada a mesma concentragéo do fago selvagem. Para
verificar o reconhecimento IgG-fago foi utilizado o anticorpo anti-fago M13 conjugado
a peroxidase (Sigma, EUA), na diluicdo 1:5000. O desenvolvimento da atividade
enzimatica foi obtido pela adi¢cdo da solugéo reveladora (20 mg OPD; 10 pL perdxido
de hidrogénio; 30 mL de tampao citrato pH 5,0), durante 20 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A reacao foi interrompida utilizando acido sulfdrico 4N
(Neon, Brasil) e a leitura espectrofotométrica foi executada a 492 nm (VersaMax™

Microplate Reader, Molecular Devices).

4.7.4 Triagem dos peptideos expressos na superficie de fagos
selecionados

Apbs selecédo, os fagos obtidos foram plaqueados em meio LB sélido acrescido
de 10% de tetraciclina a 20 mg/mL e incubados overnight, a 37°C. Noventa e cinco
clones foram selecionados aleatoriamente e incubados em 1,5 mL de meio LB
acrescido de 10% de tetraciclina a 20 mg/mL, em uma placa deepwell estéril, a 180
rpm, overnight, a 37°C. Como controle, uma colonia infectada com o fago selvagem
foi incubada no 96° poco. Simultaneamente, uma placa de 96 pocos (COSTAR 3590,
Corning, EUA) foi sensibilizada com 0,5 pg/poco de IgG especifica para LACEN"- ou

T. cruzi Y e incubada overnight, a 4°C.

Em seguida, a placa deepwell foi centrifugada a 2000 g por 30 minutos, a 4°C.
Cinquenta microlitros do sobrenadante de cada poco, contendo clones de fagos
individualmente amplificados, foram coletados. Para cada 50 pL de sobrenadante
foram adicionados 50 pL de BSA 3% e os 100 pL finais foram incubados na placa de
ELISA, previamente bloqueada por 2h com BSA 3%, a temperatura ambiente. O
anticorpo anti-fago M13 foi incubado na diluicao de 1:5000 em BSA 3%, por 1h e 30
minutos, a temperatura ambiente. O desenvolvimento da atividade enzimatica foi

obtido pela adi¢cédo da solucéo reveladora (20 mg OPD; 10 pL peroxido de hidrogénio;
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30 mL de tampéo citrato pH 5,0) durante 20 minutos, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. A reacéo foi interrompida utilizando acido sulftrico 4N (Neon, Brasil) e
a leitura espectrofotométrica foi executada a 492nm (VersaMax™ Microplate Reader,
Molecular Devices).

Todos os clones foram amplificados e aqueles que apresentaram maior
reatividade (em comparacdo com a absorbancia referente ao controle) foram
precipitados, de acordo com o que foi descrito no subitem 4.7.2.2. O DNA destes
clones foi extraido e enviado para sequenciamento. Todos os clones foram

preservados com E. coli em glicerol, a -80°C.

4.8 Obtencao dos peptideos selecionados

4.8.1 Extracdo de DNA

O DNA dos clones de fagos selecionados foi extraido utilizando o kit QlAprep
Spin Miniprep (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
concentracdo final foi medida por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific, EUA).

4.8.2 Sequenciamento

As amostras de DNA foram sequenciadas pela empresa Macrogen (Seoul,
Coreia do Sul), através do servico de sequenciamento padrao. Foi utilizado o primer
M13 R 5-3' TCGGCAAGCTCTTTTAGG.

4.8.3 Identificacdo das sequéncias nucleotidicas
Considerando que o sequenciamento foi realizado utilizando um primer reverso,
a ferramenta Reverse Complement (disponivel em

www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) foi utilizada para obter as sequéncias

reversas e complementares de nucleotideos. Em seguida as sequéncias nucleotidicas
de interesse, referentes aos peptideos selecionados, foram traduzidas através da
ferramenta ExPASYy translate (disponivel em web.expasy.org/translate), a partir da

primeira janela de leitura.

As sequéncias peptidicas foram analisadas com a ferramenta BLASTp, a fim
de compara-las a sequéncias proteicas descritas nos proteomas de Leishmania spp.
e T. cruzi. Foi utilizado o banco de dados de sequéncias proteicas ndo redundantes,
para os organismos Leishmania (taxid:5658) e Trypanosoma cruzi (taxid: 5693). Os

parametros padrao do algoritmo utilizado (blastp) foram mantidos.


https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
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4.9 Sintese dos peptideos em membrana de celulose (Spot Synthesis)

Os peptideos selecionados foram sintetizados em membrana de celulose,
utilizando o aparelho ResPep SL (Intavis, Alemanha) e o programa MultiPep (Intavis,
Alemanha), de acordo com protocolo proposto por Frank (FRANK, 1992). Brevemente,
nesta técnica foram utilizados derivados de aminoacidos contendo um grupo protetor
da regido N-terminal (Fluorenil-metil-oxicarbonila ou F-MOC). Este grupo protetor
previne a polimerizagdo dos aminoécidos e garante o acoplamento correto de um
aminoacido por vez na cadeia peptidica sendo formada. O grupo F-MOC foi removido
pela adicdo de uma solucédo de 25% de 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF).
Em seguida, os aminoacidos foram ativados pela adicdo de 1,1 M de
diisopropilcarboiimida (DIC)/Oxyma e depositados na membrana. Os residuos de
amina livres foram acetilados pela adicdo de solucdo de anidrido acético em 20%
DMF. Essas etapas repetiram até todos os aminoacidos serem acoplados. Ao final da
sintese, a membrana foi lavada com uma solucéo de 95% acido trifluoroacético (TFA),
2,5% tri-isopropilsilano (TIPS) e 2,5% &agua, a fim de remover os grupos protetores

presentes nas cadeias laterais dos aminoacidos.

4.10 Avaliacdo de reatividade dos peptideos sintetizados em membrana
por immublotting

A reatividade dos peptideos sintetizados em membrana foi avaliada através da
técnica de immunoblotting. Inicialmente, a membrana foi incubada com solucdo de
bloqueio (BSA 5%, sacarose 4% em PBS 1x) e mantida em agitacdo, overnight, a
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com PBS-
Tween 0,1% e incubada com pool de soro de camundongos saudaveis, reativo para
LdCEN" ou reativo para T. cruzi Y, na diluicdo de 1:500, em PBS-Tween 0,1%, por
2h. Apés trés novas lavagens, a membrana foi incubada com anticorpo secundario
anti lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo de
(1:10000), em PBS-Tween 0,1%, por 1h. Apés lavagens, a imunorreatividade foi
detectada utilizando o substrato Luminata™ Forte Western HRP (Millipore, EUA) e a
reacdo de quimiluminescéncia foi visualizada através do aparelho ImageQuant™ LAS
4000 (GE Healthcare).

4.11 Sintese de peptideos soluveis
Os peptideos selecionados também foram sintetizados sob a forma soluvel,

utilizando-se, para tal, um protocolo de sintese de peptideos em fase solida (resina)
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conforme descrito por Merrifield, com algumas modificacdes (MERRIFIELD, 1963).
Em resumo, 54mg da resina (Rink Amide-40 mM) foi colocada em um tubo de sintese
e seu grupamento F-MOC foi liberado pela adicdo de 20% piperidina em
dimetilformamida (DMF). Apoés trés lavagens realizadas com auxilio de uma bomba a
vacuo, o tubo de sintese foi lavado novamente com DMF. O acoplamento dos
aminoacidos iniciou-se em seguida. O primeiro aminoacido a ser acoplado € ligado
pelo seu grupamento carboxila ao grupamento amina da resina, formando uma ligacao
peptidica. Para cada 160 mM de aminoéacido, foram acrescentados 21,6 mg de
hidroxibenzotriazol (HOBt) e 25 mL de diisopropilcabodiimida (DIPC), reagentes estes
gue permitem a ativacdo da funcdo COOH dos aminoacidos F-MOC. Com DMF
suficiente para cobrir toda a resina, o tubo permaneceu sob agitacdo constante por 3
horas, a 37°C. Apds, todo o liquido do tubo de sintese foi retirado com auxilio de uma
bomba a vacuo e a resina lavada trés vezes com DMF. O grupamento amina deste
primeiro aminoacido acoplado foi desprotegido lavando-se a resina com uma solucao
de 20% em DMF. O segundo aminoacido, com seu grupamento amina protegido, foi
adicionado ao tubo de sintese juntamente com HOBt e DIPC e este foi processado
exatamente como o anterior. Este ciclo foi repetido até que todos os aminoacidos do
peptideo fossem acoplados. Apos o término dos ciclos, o Ultimo aminoacido foi
desprotegido como os anteriores e a resina lavada com diclorometano. O peptideo foi
dissociado da resina pelo uso de uma solugdo de clivagem, contendo 2,5% de b-
mercaptoetanol e 2,5% de agua, num volume final de 5 mL de TFA. A solucéo
contendo os peptideos foi coletada com auxilio de uma bomba a vacuo e os produtos
da sintese foram precipitados com éter gelado, overnight, a 4°C. O tubo foi lavado e
centrifugado trés vezes al1100 g por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
peptideo ressuspenso em agua. Em seguida, o peptideo foi liofilizado e purificado em
sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Finalmente, a massa
molecular de cada peptideo foi verificada através da técnica MALDI-TOF-TOF,

utilizando como matriz o acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico.

4.12 Avaliacdo do reconhecimento dos peptideos selecionados por
anticorpos reativos ainfeccdo por Leishmania spp. e T. cruzi

A fim de verificar se o0s peptideos selecionados eram reconhecidos por
anticorpos produzidos em resposta as infec¢des por Leishmania spp. e T. cruzi, dois

ensaios de ELISA foram realizados.
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O primeiro buscou analisar o reconhecimento individual de cada peptideo frente
ao soro de camundongos experimentalmente infectados, a fim de elucidar se os
peptideos sédo reconhecidos predominantemente por uma espécie. Os soros utilizados
neste experimento foram obtidos da soroteca do Laboratério de Imunologia e
Genbmica de Parasitos. O segundo avaliou o reconhecimento do pool de todos os
peptideos selecionados pelo soro de animais infectados por LACEN e por T. cruzi Y,
em fase crbnica. Dessa maneira, este segundo ensaio teve como objetivo revelar o
possivel reconhecimento desencadeado pela vacinagdo com estes peptideos. Ambos
ensaios obedeceram ao mesmo protocolo, com excecao as fases de sensibilizacdo e
incubacdo de amostras. As diferencas estdo expressas a seguir através das

numeracoes (1) e (2), referentes ao primeiro e segundo ensaio.

De maneira geral, uma placa de 96 pocos (COSTAR 3590, Corning, EUA) foi
sensibilizada com (1) 0,5 pug/poco de cada peptideo soluvel ou (2) 0,5 ug/poco do pool
de todos os peptideos diluido em tampéo carbonato (pH 9,6) e incubada overnight, a
37°C. No dia seguinte, os po¢os foram bloqueados com BSA (Fitzgerald, EUA) 5% por
1h, a 37°C. Em seguida, foi adicionado (1) soro de camundongos C57bl/6 (n=5)
previamente infectados com L. infantum, L. braziliensis, L. amazonensis ou T. cruzi ou
(2) pool de soro de camundongos BALB/c infectados trés vezes com LACEN-- (n=40)
ou T. cruzi Y (n=40). Todos os soros foram utilizados na diluicdo de 1:100 em BSA
(Fitzgerald, EUA) 5% e incubados por 1h, a 37°C. Como controle, foram adicionados
soros de animais saudaveis. As amostras foram incubadas com anticorpo secundario
anti IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, EUA) na diluicao de 1:2500,
em BSA (Fitzgerald, EUA) 5% por 1h, a 37°C. O desenvolvimento da atividade
enzimatica foi obtido pela adicdo da solucéo reveladora (20 mg OPD; 10 pL peréxido
de hidrogénio; 30 mL de tampao citrato pH 5,0) durante 20 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida utilizando acido sulftrico 4N
(Neon, Brasil) e a leitura espectrofotométrica foi executada a 492 nm (VersaMax™

Microplate Reader, Molecular Devices).

4.13 Analise da resposta imune induzida pela vacinacao
A resposta imunologica dos camundongos que participaram do ensaio de
imunizacao (subitem 4.4.1.2) foi avaliada de acordo com a producédo de anticorpos e

o perfil celular induzido pela vacinacao.
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4.13.1 Producéo de anticorpos especificos

4.13.1.1 Reatividade de IgG total

Para avaliar se houve aumento da reatividade de anticorpos especificos apés
cada imunizacao foi realizado um ensaio de ELISA. Para tal, uma placa de 96 pocos
(COSTAR 3590, Corning, EUA) foi sensibilizada com 1x10%! TU/poco do pool dos
fagos expressando os peptideos selecionados, isto €, os fagos utilizados como vacina.
A placa foi mantida overnight a 4°C. Em seguida, os sitios livres foram blogqueados
com BSA 5% por 2h, a temperatura ambiente. O soro dos animais dos trés grupos
imunizados (PBS, fago selvagem e vacina) foi coletado apos primeira, segunda e
terceira imunizacdes, assim como trinta dias apds a Ultima imunizacdo. Foi realizado
um pool destes soros para cada grupo e tempo de imunizagao e estas amostras foram
incubadas apds o blogueio, na diluicdo 1:100 em BSA (Fitzgerald, EUA) 5%, por 2h,
a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram incubadas com anticorpo
secundario anti IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo
de 1:2500 em BSA (Fitzgerald, EUA) 5% por 1h e 30 minutos, a temperatura ambiente.
O desenvolvimento da atividade enzimética foi obtido pela adicdo da solugéo
reveladora (20 mg OPD; 10 pL peroxido de hidrogénio; 30 mL de tampao citrato pH
5,0) durante 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacao foi
interrompida utilizando acido sulfarico 4N (Neon, Brasil) e a leitura espectrofotométrica

foi executada a 492 nm (VersaMax™ Microplate Reader, Molecular Devices)

4.13.1.2 Reatividade de subclasses de IgG: IgG1 e IgG2a

Com o objetivo de averiguar se houve diferenca na producéo de IgG1 e IgG2a
entre os grupos imunizados, um ensaio de ELISA foi realizado de acordo com o
protocolo descrito no item anterior. Neste caso foram avaliados os pools de soro de
cada grupo coletados ap6s 30 dias da ultima imunizac&o. A diluicdo dos anticorpos
secundarios anti IgG1 e lgG2a de camundongo conjugados a peroxidase (Southern
Biotech, EUA) foram utilizados na diluicdo 1:10000 em BSA (Fitzgerald, EUA) 5%.

4.13.2 Perfil celular

4.13.2.1 Preparo das células

A fim de elucidar as possiveis diferencas geradas no perfil imune celular dos
camundongos imunizados, o baco destes animais (n=8 por grupo) foi coletado e seus
esplendcitos isolados, estimulados e analisados por citometria de fluxo. Para tal, em

fluxo laminar, os bagos coletados foram macerados em PBS 1x estéril e filtrados com
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auxilio de uma membrana de nylon (Cell Strainer 70 um, BD Biosciences, EUA) em
tubo falcon de 50 mL (Olen, China). Os tubos foram centrifugados a 200 g por 6
minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, o pellet foi incubado
com 5 mL de solucdo de lise (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM, EDTA 0,1mM) por 5
minutos, a temperatura ambiente, a fim de lisar as hemacias presentes. Apés lavagem
com 10 mL de PBS 1x estéril, as células foram centrifugadas novamente a 200 g por
6 minutos, a 4°C e ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI (Sigma, EUA)
suplementado com 1% de solucdo de penicilina/estreptomicina (PE 10.000 1U, ES

10.000pg/mL) (Invitrogen, EUA). As células foram contadas em camara de Neubauer.

4.13.2.2 Citometria de fluxo

Assim, para a andlise de citometria, 1x10° células foram transferidas para um
tubo de citometria e incubadas com brefeldina-A (1:1000) (BD GolgiPlug, BD
Biosciences, EUA) por 4h, & temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 200 g por 5 minutos, a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet
incubado com corante de viabilidade (1:1000) (FVS700, BD Biosciences, EUA) por 10
minutos, a 4°C. Entéo, as células foram lavadas duas vezes com solu¢éo de lavagem
(0,5% BSA, 0,1% azida sédica em PBS 1x), incubadas com um mix de anticorpos a
fim de marcar as moléculas de superficie CD4, CD8, CD19, CD44, CD62L e CD27
(BD Biosciences, EUA), por 15 minutos, a 4°C. Em seguida, apos lavagem com PBS
1x estéril, as células foram fixadas com 200 pL de paraformaldeido 4% e incubadas
por 10 minutos, a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 puL de PBS 1x aos
tubos, que foram entdo armazenados overnight a 4°C. No dia seguinte, as células
foram lavadas e incubadas com tampédo de permeabilizacdo (0,5% saponina em
tampédo de lavagem) por 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
células foram incubadas com anticorpos que marcam as citocinas IFN-y e IL-10 (BD
Biosciences, EUA) por 30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com tampé&o de permeabilizacao, centrifugadas e ressuspendidas
em solugéo de lavagem. A leitura foi feita no citbmetro LSRFortessa (BD Biosciences,
EUA) e a analise dos resultados foi realizada no software FlowJo. Os anticorpos

utilizados estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Marcadores de superficie e citocinas utilizadas para caracterizar o perfil imune induzido apés
ensaio de imunizacéo.

Marcador Fluoroéforo Clone Fabricante
CD4 PerCP-Cy5.5 RM4-5 eBioscience
CDS8 PE 53-6.7 BD

CD19 FITC 1D3 BD
CD44 BV510 IM7 BD
CD62L PE-CF594 MEL-14 BD
CD27 PE-Cy7 LG.3A10 BD
IFN-y BV650 XMG1.2 BD
IL-10 Bv421 JES5-16E3 BD

4.13.2.3 Cultivo de esplendcitos

Com a finalidade de avaliar o perfil de citocinas produzido pelos grupos
imunizados (PBS, Fago Selvagem e Fagos Vacina), os esplendcitos isolados
previamente foram plagueados em duplicata em uma placa de 96 pocos (COSTAR
3590, Corning, EUA) e estimulados com 10 pg/mL dos antigenos brutos de L.
infantum, L. amazonensis, L. braziliensis e T. cruzi. Além disso, as células também
foram estimuladas com 10 pg/mL do pool dos fagos vacinais. Como controle positivo,
as células foram incubadas com o mitdgeno PHA (Fitohemaglutinina, Thermo Fisher
Scientific, EUA), na concentracéo final de 5 pug/mL. Como controle negativo, os
esplenadcitos foram plaqueados apenas em meio RPMI (Sigma, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma, EUA) e 1% de solugdo de
penicilina/estreptomicina (PE 10.000 IU, ES 10.000ug/mL) (Invitrogen, EUA). As
placas foram incubadas em estufa (SANYO CO2 INCUBATOR) a temperatura de 37°C
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e 5% de CO2, por 65h. Apés este periodo, os sobrenadantes foram coletados e

armazenados a -80°C para analises posteriores.

4.14 Medida da lesdo dos camundongos desafiados por L. amazonensis

A lesao foi avaliada semanalmente pela medicdo da area (altura x largura) da
pata dos camundongos desafiados por L. amazonensis, com auxilio de um paquimetro
(KINGTOOLS).

4.15 Avaliacdo da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada por parasitemia (fase aguda da infec¢éo por
T. cruzi) e através das técnicas de diluicao limitante (amostras de lesdo) e/ou PCR em
tempo real (amostras de lesado, baco, figado, coracao e intestino).

4.15.1 Parasitemia

4.15.1.1 Parasitemia de camundongos C57BL/6

A parasitemia foi realizada a cada 48h, em 10 animais, a fim de confirmar a
primeira infec¢do. Para tal, os animais foram imobilizados em suporte proprio de modo
gue somente a cauda ficasse exposta. A ponta da cauda dos animais foi cortada com
tesoura e 5 pyL de sangue foi coletado e colocado em lamina sob laminula que
permaneceu em camara Umida até o momento da leitura. Em seguida, a cauda foi
cauterizada a fim de estancar o sangramento e minimizar a possibilidade de infeccao
para o manuseador. Cinquenta campos da lamina foram lidos em microscépio éptico
(Olympus CX 40), utilizando a objetiva de 40X e o fator de correcédo de 30. Assim, 0

namero de parasitos/5 pL de sangue foi obtido de acordo com a férmula:
N2 de parasitos por 5 pL de sangue = N2 de parasitos em 50 campos x 30

4.15.1.2 Parasitemia de camundongos BALB/c
A parasitemia dos animais imunizados e desafiados por T. cruzi foi realizada
diariamente por 60 dias, de acordo com a metodologia descrita no item anterior.

4.15.2 Diluigéo limitante

A fim de determinar a carga parasitaria dos animais infectados por L.
amazonensis, parte da lesdo cutanea foi coletada e pesada. Em seguida, o material
foi macerado em 3 mL de meio RPMI e filtrado com auxilio de uma membrana de
nylon (Cell Strainer 70 um, BD Biosciences, EUA) em tubo falcon de 50 mL (Olen,
China). Os tubos foram centrifugados a 150 g por 5 minutos, a 4°C, para eliminacao

de remanescentes celulares, recuperando-se o sobrenadante. Entéo, as células foram
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centrifugadas novamente a 2000 g por 15 minutos, a 4°C. O pellet foi ressuspendido
com 1 mL de meio Schneider (Sigma, EUA), suplementado com 20% de soro fetal
bovino inativado (Sigma, EUA) e 1% de solugdo de penicilina/estreptomicina (PE
10.000 1U, ES 10.000pg/mL) (Invitrogen, EUA).

Para realizacéo da diluicdo limitante, 220 pL das células foram plaqueados em
uma placa de 96 pogos (COSTAR 3590, Corning, EUA) e diluidos em escala
logaritmica, 10* a 101!, em meio Schneider (Sigma, EUA), suplementado com 20%
de soro fetal bovino inativado (Sigma, EUA) e 1% de solucdo de
penicilina/estreptomicina (PE 10.000 I1U, ES 10.000ug/mL) (Invitrogen, EUA). As
placas foram mantidas a 26°C em estufa BOD por aproximadamente 14 dias. Os
pocos positivos foram visualizados através de microscopio invertido (Olympus CKX41)
e o0s resultados foram expressos como log negativo do titulo de parasitos (isto €, a

diluicdo correspondente ao Ultimo poc¢o positivo), ajustado por micrograma de tecido.

4.15.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

4.15.3.1 Preparo do material e obtencao de DNA

Os tecidos coletados para andlise de carga parasitaria foram macerados com
auxilio de laminas de bisturi estéreis. O DNA foi extraido de aproximadamente 30 mg
de tecido, utilizando o kit NucleoSpin Tissue - Genomic DNA from tissue (MACHEREY -
NAGEL, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracéo final
foi medida por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific,
EUA).

4.15.3.2 gPCR

A reacao para quantificacdo da carga parasitaria consistiu de 5 uL de Power
Syber®-Green ABI (2X) (Thermo Fisher, EUA), 1,0 uL dos primers direto e reverso (2
MM), 3 puL de agua ultrapura e 1 L de DNA, em um volume final de 10 yL por pogo. A
guantidade de DNA de cada tecido analisado esta descrita na Tabela 2. A
quantificacdo do DNA das espécies de Leishmania usadas neste trabalho foram
utilizados os primers F (5-3 CGTGGGGGAGGGGCGTTCT) e R (5-3
CCGAAGCAGCCGCCCCTATT), que amplificam um fragmento de 135 pares de base
do gene do kDNA do subgénero Leishmania. Para amplificar o DNA de T. cruzi foram
utilizados os primers F (5-3' CGAGCTCTTGCCCACACGGGGCT) e R (5-3'
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTAGG), que amplificam um fragmento de 188 pb do
gene de regiao satélite presente no DNA nuclear do parasito.
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Tabela 2. Quantidade de DNA tecidual utilizada para amplificacdo através de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR), em nanograma. A quantificagdo final foi normalizada, de forma que
os resultados foram expressos como nimero de parasitos por micrograma de DNA tecidual.

Tecido DNA (ng)
Baco 100
Figado 100
Coxim plantar 5
Coracéo 200
Intestino 200

O processo de amplificacdo ocorreu seguindo os ciclos: pré-desnaturacao
(95°C por 10 minutos), seguida de 40 ciclos de desnaturacéo (95°C por 15 segundos)
e anelamento e extensao (60°C por 1 minuto). A andlise da qPCR foi realizada pelo
7500 Software v2.0.6 (Thermo Fisher, EUA), e os resultados foram determinados
usando o método de curva-padrdo. As curvas-padrdo foram construidas a partir da
diluicdo seriada do DNA extraido de 108 promastigotas de Leishmania spp. e 108
tripomastigotas de T. cruzi. Os resultados foram expressos como nimero de parasitos

por micrograma de DNA tecidual.

4.16 Analises histopatolégicas

Os 6rgaos coletados para as analises de histopatologia foram primeiramente
submetidos a um periodo minimo de 48 horas de fixacdo em formol. Apés a fixacao,
um fragmento de cada 6rgao foi retirado e desidratado em diluicbes alcoolicas
crescentes (70% a 100%). Em seguida, os fragmentos foram diafanizados em xilol,
infiltrados e incluidos em parafina. A partir de cada bloco foram obtidos cortes com 4
pm de espessura para coloracdo com hematoxilina e eosina e confeccionadas laminas

para analises histopatoldgicas e semi-quantitativas.

A descricéo histopatologica foi feita do baco, figado, coracao, intestino e lesao
(tecido epitelial) de todos os grupos de camundongos. Para as analises semi-
quantitativas, realizada para o figado, coracao e intestino dos grupos desafiados, as
laminas foram examinadas em microscoépio éptico de campo claro acoplado a um

sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). As lesdes dos tecidos foram
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analisadas avaliando-se o grau de inflamacédo a partir da captura de 10 imagens

aleatdrias por lamina em aumento de 20 vezes.

Figado

O score das lesdes hepéticas baseou-se em 4 graus de inflamacdo do
parénquima:

e Grau 0: Auséncia de células inflamatorias em torno dos hepatécitos, vasos
sanguineos, ductos biliares e capilares (ausente);

e Grau 1: Regifes do parénquima hepatico com pequeno numero de células
inflamatorias (discreto);

e Grau 2: Parénquima hepatico apresentando infiltrado inflamatério difuso e
infiltrado inflamatorio perivascular em torno dos ductos, com pequenas zonas
de necrose dispersas pelo parénquima (moderada);

e Grau 3: Parénquima hepatico apresentando infiltrado inflamatério difuso e
infiltrado inflamatdrio perivascular em torno dos ductos além de extensas zonas

de necrose dispersas pelo parénquima (acentuada).

Coracéao

O grau de lesao presente nos cortes histolégicos do coracao foi classificado em
score, baseado em 4 graus de inflamag&o do miocardio:
e Grau 0: Auséncia de células inflamatérias em torno dos cardiomidcitos
(ausente);
e Grau 1: Pequeno numero de células inflamatérias em torno de alguns
cardiomiécitos (discreto);
e Grau 2: Inflamacéo significativa em torno de alguns cardiomidcitos (moderada);

e Grau 3: Intenso infiltrado inflamatério em torno dos cardiomidcitos (acentuada).

O score também baseado em 4 graus de intensidade foi adotado para
representar as alteracdes degenerativas, sendo:
e Grau 0: Auséncia de alteracdes histopatoldgicas (ausente);
e Grau 1: Degeneracao presente em alguns cardiomiocitos (discreto);
e Grau 2: Degenaragdo presente em alguns cardiomiécitos, enquanto outros

encontraram-se em autolise (moderada);
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e Grau 3: Aspecto degenerativo e autdlise em numerosos cardiomidcitos

(acentuada).

Foi realizada varredura completa do corte histolégico com aumento de 20X, a
fim de identificar e quantificar ninhos de amastigotas nos cortes histoldgicos do

coracao.
Intestino

Para a analise semi-quantitativa das lesdes intestinais, o score também foi
baseado em 4 graus:

e Grau 0: Auséncia de infiltrado inflamatorio na mucosa, submucosa, muscular e
serosa (ausente);

e Grau 1: Regifes da mucosa, submucosa, muscular com um pequeno namero
de células inflamatorias (discreto);

e Grau 2: Mucosa e submucosa com infiltrado inflamatério difuso e pequenos
focos de infiltrado inflamatério na muscular (moderada);

e Grau 3: Mucosa, submucosa, muscular e por vezes a camada serosa com
infiltrado inflamatorio difuso, além de exuberantes focos inflamatorios na
camada muscular (acentuada) e presenca de infiltrado em torno dos plexos

nervosos (glanglionite).

4.17 Insergcdo génica de sequéncias de interesse em Leishmania major
deficiente para o gene da centrina (LmCEN")

A fim de obter parasitos deficientes que também expressassem peptideos
imunogénicos, sequéncias de interesse foram clonadas em plasmideos, amplificadas

em bactéria e transfectadas na cepa LmCEN".

4.17.1 Vetor de expressao pLEXSY-ble2.1

O vetor de pLEXSY (Jena Bioscience) € reconhecidamente utilizado para
expressdo de proteinas recombinantes em Leishmania spp. Este vetor é projetado
para integracdo no locus do rRNA 18S de L. tarentolae. Neste locus, os genes alvo
sao transcritos pela RNA polimerase | das células hospedeiras, sob o controle de um
promotor ribossémico cromossomal. Além disso, o vetor foi projetado com um
promotor ribossémico adicional a frente do cassete de expresséao, fazendo com que a

producao proteica seja otimizada em 50%. O vetor pLEXSY-ble2.1 possui o gene de
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resisténcia a ampicilina para selecéo positiva das bactérias transformadas, e o gene

de resisténcia a bleomicina para selecao dos parasitos transfectados.

Além disto, o vetor permite a insercdo de sequéncias nucleotidicas em
diferentes sitios de clonagem, de maneira que as proteinas podem ser expressas
tanto no citosol como secretadas para o exterior do parasito. O mapa do vetor e 0s
sitios de restricao correspondentes a cada modalidade de expressao estédo ilustrados
na Figura 8. Neste trabalho a mesma sequéncia peptidica foi flanqueada com
diferentes sitios de restricdo, a fim de verificar se ha diferenca na eficiéncia vacinal

destas duas abordagens.

O vetor pLEXSY-ble2.1 foi cedido em colaboragdo com o Dr. Hira Nakhasi, do
Laboratory of Bacterial, Parasitic and Unconventional Agents, Center for Biologics
Evaluation and Research (CBER), Food and Drug Administration (FDA), Department
of Health and Human Services (DHHS), Estados Unidos.

Swal Bgll <[]
Xbal € ¢
sSP
stuffer
ori pLEXSY-ble2.1 H6 Kpnl *— —
E.c. gkbp

Swa

Figura 8. Mapa do vetor pLEXSY-ble2.1, ilustrando os sitios de restricdo utilizados durante a clonagem.
As duas estratégias de clonagem alternativas estdo destacadas nas caixas vermelhas, que indicam a
expresséo citosolica (c: Bglll + Knpl) ou secretoria (s: Xbal + Kpnl) da proteina alvo. A linearizagdo do
vetor é obtida através da agdo da enzima Swal. Ble: Gene de resisténcia a bleomicina; Bla: Gene de
resisténcia a ampicilina.

4.17.2 Construcdo de vetor pUC57 com sequéncias peptidicas

selecionadas por phage display
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As sequéncias nucleotidicas referentes aos peptideos selecionados por phage
display foram otimizadas através da tabela de viés de uso de cédon em Leishmania
major (HORN, 2008). Estas sequéncias foram espacgadas entre si pela sequéncia
nucleotidica referente aos aminoacidos ALA-SER-PRO-ARG-LYS. A estas
sequéncias foram adicionadas alternativamente duas duplas diferentes de sitios de
restricdo (Bglll + Kpnl para expressao citosoOlica e Xbal + Kpnl para expressao
secretoria), assim como o cédon iniciador ATG e uma cauda de hemaglutinina (HA).
Na sequéncia de expressao citosolica, por conter o sitio de restricdo Bglll, o codon
ATG foi precedido do codon GCC, a fim de potencializar os niveis de expressao
(LUKES et al., 2006). As sequéncias finais foram clonadas comercialmente no vetor
pUC57 (GenScript, EUA).

4.17.2 Preparo de bactérias E.coli competentes

Com o objetivo de tornar as células aptas a receber DNA exdgeno, bactérias E.
coli DH5a foram cultivadas em meio LB, 200 rpm, a 37°C (OD 600 nm = 0,4 a 0,6).
Em seguida, foram mantidas em gelo por 20 minutos e centrifugadas a 1100 g, por 20
minutos, 4°C. O pellet foi ressuspendido com CaCl2 0,1 M e mantido em gelo por 30
minutos. ApGs este periodo, as bactérias foram centrifugadas novamente a 1100 g,
por 15 minutos, 4°C, ressuspendidas em CaCl2 0,1 M e aliquotadas com 15% de
glicerol estéril. As aliquotas foram mantidas a -80°C para serem utilizadas em

transformacdes.

4.17.3 Transformacdao de bactérias E. coli

Para transformar as bactérias competentes com o vetor de expressdo pLEXSY-
ble2.1 (Jena Bioscience), as células foram incubadas em gelo por 20 minutos. Em
seguida, 1 pg de DNA plasmidial foi adicionado a bactéria e incubado em gelo por 45
minutos. Posteriormente, as células foram submetidas ao choque térmico (42°C por
15 minutos) e mantidas em gelo por 3 minutos. Apds este periodo, as bactérias foram
incubadas a 30°C, 150 rpm, por 1lh, e centrifugadas a 3200 g, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspenso em 100 pL de meio LB, plaqueado em
meio LB agar acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e mantido a 30°C overnight.
Colodnias isoladas foram cultivadas em meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL),
200 rpm, a 30°C, overnight.
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A obtencdo do DNA plasmidial foi realizada através do kit QIlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as instrucbes do fabricante. A
concentracéo final foi medida por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific, EUA).

4.17.4 Digestdo dos vetores de clonagem (pUC57) e de expresséao
(PLEXSY-ble2.1)

Os vetores de clonagem (pUC57) e de expressao (pLEXSY-ble2.1) foram
digeridos com os pares de enzimas de restricao Bglll + Kpnl e Xbal + Kpnl (New

England Biolabs), de acordo com os protocolos sugeridos pelo fabricante.

4.17.5 Purificacdo de banda em gel de agarose

A fim de separar os fragmentos digeridos, o DNA dos vetores pUC57 e
pLEXSY-ble2.1 foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (0,7%). As bandas
com tamanho esperado foram excisadas com lamina de bisturi estéril e o DNA de
interesse foi extraido utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Alemanha).

4.17.6 Ligagcao da sequéncia de interesse ao vetor pLEXSY

A ligacdo entre os fragmentos obtidos dos vetores pUC57 e pLEXSY foi
realizada através de suas extremidades coesivas, com auxilio da enzima T4 ligase
(New England Biolabs), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apoés
incubacédo por 16h, a 4°C, os produtos de ligacdo foram utilizados para transformar

bactérias E. coli DH5a, de acordo com o protocolo descrito no subitem 4.17.3.

4.17.7 Sequenciamento do vetor pLEXSY com insertos de interesse
Os produtos de ligacdo (pLEXSY + sequéncias de interesse) foram
sequenciados pela plataforma Genomics Shared Resource integrada ao Ohio State

University Comprehensive Cancer Center (OSUCCC), utilizando os primers F (5’-3

CCGACTGCAACAAGGTGTAG) e R (5'-3' CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG).

4.17.8 Amplificagao do vetor pLEXSY com insertos de interesse

Apoés confirmacédo da ligacdo correta por sequenciamento, os plasmideos
contendo os insertos de interesse foram amplificados em E. coli DH DH5a, de acordo
com o protocolo descrito no subitem 4.17.3. O DNA foi extraido utilizando o kit Plasmid

Plus Maxi (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
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concentracdo final foi medida por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific, EUA).

4.17.9 Linearizag&o do vetor pLEXSY e esterilizagdo do DNA

O DNA plasmidial obtido foi linearizado com a enzima de restricdo Swal (New
England Biolabs), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Em seguida,
as amostras foram esterilizadas por precipitacdo de etanol. Brevemente, ao DNA
linearizado (em volume final de 200 pL) foram adicionados 20 pL de solugcdo de
acetato de sédio 3M (pH 5,2) e 500 pL de etanol 100%. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 30 minutos, a -80°C. ApGs este periodo, os tubos
foram centrifugados a 15500 g por 30 minutos, a 4°C. Em fluxo laminar, o pellet foi
lavado com etanol 70% estéril e os tubos foram novamente centrifugados a 15500 g
por 10 minutos, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o etanol remanescente foi
deixado para evaporar por 10 minutos. O DNA, estéril, foi ressuspendido em agua

ultrapura.

4.17.10 Transfeccgéo

A transfeccao da sequéncia construida em promastigotas de Leishmania major
deficientes para o gene da centrina (LmCEN™) foi realizada utilizado o kit Human T
Cell Nucleofector (Lonza Biosciences). Para cada transfeccéo foram utilizadas 5x107
promastigotas de LmCEN"-. Brevemente, os parasitos foram centrifugados a 1100 g,
por 5 minutos e lavados com PBS 1x estéril. O pellet foi ressuspendido em 82 uL da
solugéo “Human T Cell Nucleofactor” e 18 uL da solugdo “Supplement 1”. Em seguida,
o volume foi homogeneizado e transferido para cubeta de transfeccdo, onde foi
adicionado 20 pg de DNA da sequéncia de interesse. Como controle ou “mock”, 5 x107
promastigotas foram preparadas da mesma maneira descrita anteriormente, com
excecao da adicdo de DNA. A transfeccéo foi realizada utilizando o programa V-033
do aparelho Amaxa Nucleofector 2b (Lonza Biosciences).

4.17.11 Selecdo de LmCEN" recombinante

Apos transfeccéo, os parasitos foram cultivados em meio 199, preparado de
acordo com o subitem 4.1.2. No dia seguinte, o antibiotico bleomicina (4 pg/mL) foi
adicionado as culturas, a fim de selecionar os parasitos transfectados. As culturas
foram mantidas em passagens semanais e a selecdo policlonal foi concluida no

momento em que o crescimento dos parasitos nao transfectados (mock) cessou.
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A selecdo clonal foi realizada através do plagueamento das promastigotas
transfectadas em meio 199 sélido acrescido de bleomicina (4 pg/mL). Colbnias
individuais foram selecionadas e cultivadas novamente em meio liquido. Apos

expanséo, os parasitos foram congelados e mantidos a -80°C.

4.18 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism,
versao 7.0. A normalidade dos dados foi determinada pelo teste Kolmogorov-Smirnoff.
Os dados de natureza paramétrica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey ou Holm-Sidak, enquanto que
para os dados nao-paramétricos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pés
teste de Dunns. Os dados obtidos foram considerados significativos quando o valor
de p foi menor do que 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 CAPITULO 1: Selecdo de candidatos vacinais através da técnica de
phage display

5.1.1 Infecgdes por LACEN” e T. cruzi Y estimularam producgéao crescente
e significativa de IgG especifica

Imunoglobulinas sdo comumente utilizadas na sele¢édo de peptideos através da
técnica de phage display. A obtencéo de IgG de alta afinidade foi possivel através de
infeccOes sucessivas com as cepas LACEN' e T. cruzi Y, como demonstrado pela
Figura 9. A producéo de IgG foi significativa logo apos a primeira infeccdo com LACEN-
-, com crescimento gradual que se manteve significativo ao longo das trés infecgées.

Por outro lado, apenas a reinfeccdo com T. cruzi induziu producéo satisfatoria de

anticorpos.
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Figura 9. Produgdo de IgG apds infecgdes sucessivas com LACEN e T. cruzi Y. Foi avaliada a
reatividade entre IgG presente no soro dos camundongos (pool) e antigeno bruto dos respectivos
parasitos. P.l. = Pré Imune; Pos 13, Pds 22 e POs 32 infecgdes. (A) Producéo de anticorpos apds uma,
duas e trés infecgdes com a cepa LACEN” em camundongos BALB/c. Os dados foram analisados
utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de
comparacdes multiplas de Holm-Sidak. (B) Produgéo de anticorpos apés primeira e segunda infeccéo
com a cepa T. cruzi Y em camundongos C57BL/6. Os dados foram analisados utilizando o teste
Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn. Os resultados sao apresentados como a média + SD e os dados significativos estao
representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

A producao de anticorpos referente a primeira infecgdo com T. cruzi é reflexo
do in6culo utilizado (1000 tripomastigotas), que por sua vez resultou em baixa
parasitema (Figura 10). O pico de parasitemia ocorreu no 14° dia apos infecgéo, com
uma média de 2688 formas tripomastigotas/5 pL. Assim, considerando o interesse em

obter uma grande quantidade de anticorpos da classe IgG com alta afinidade, os
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animais foram reinfectados no 30° dia apds primeira infec¢cdo, com in6culo de 10000

tripomastigotas.
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Figura 10. Curva de parasitemia em camundongos C57BL/6 infectados com 1000 formas
tripomastigotas de T. cruzi Y. O padrdo de parasitemia demonstra que o pico de infeccdo ocorreu no
14° dia poés infeccdo, que se tornou crénica a partir do 18° dia pés infeccdo. Os resultados séo
apresentados como a média + SD.

Uma triagem do soro dos camundongos infectados trés vezes com LACEN" e
duas vezes com T. cruzi Y foi realizada a fim de excluir do pool final amostras pouco
reativas (Figura 11). O ponto de corte foi considerado cinco vezes o valor de
reatividade dos animais pré-imunes. Por este critério, 0 soro dos animais 7 e 34
infectados com LACEN-- foram excluidos do pool final destinado a purificacédo de IgG
(Figura 11A). Todos os soros de animais reinfectados com T. cruzi participaram do

pool para purificacdo de IgG (Figura 11B).



73

1.5

Produgio de IgG (Abs 492nm)

—_—NOFNON0O
o

Produgio de IgG (Abs 492nm)
(XY
1

™~ = 0N (=R [ =]
- N NN el ™ <

—TNMOITNOMNODO MSENOMODNO = D@ o d NS~
o - —TTTTTT T NN NN MmO

Figura 11. Producéo de IgG apds infec¢cdes com LACEN e T. cruzi Y. Foi avaliada a reatividade entre
IgG presente no soro de camundongos infectados e antigeno bruto dos respectivos parasitos. P.l.= Pré-
imune; 1 a 40 = Identificagdo numérica dos camundongos infectados. (A) Reatividade do soro de 40
camundongos de linhagem BALB/c infectados trés vezes com a cepa LACEN". (B) Reatividade do soro
de 40 camundongos de linhagem C57BL/6 infectados duas vezes com a cepa T. cruzi Y. Amostras com
reatividade < 0,5 foram excluidas dos experimentos posteriores. Os resultados sao apresentados como
a média + SD.
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A reatividade de IgGs basal e especifica para LACEN”- e para T. cruzi Y foi
avaliada em relacdo ao antigeno de cada parasito, apos purificacdo em coluna de
Proteina A-Sepharose 4B. Os resultados obtidos demonstraram que as IgGs anti-
LACEN* (Figura 12A) e anti-T. cruzi Y (Figura 12B) apresentaram reatividade
proporcional as concentracdes de utilizadas, enquanto as IgGs basais ndo exibiram
reatividade significativa frente aos antigenos correspondentes. Assim, com base nesta
andlise, utilizamos as concentra¢es de 50, 30 e 10 ug/mL em cada ciclo de sele¢céo
da técnica de phage display, a fim de aumentar a especificidade da ligacdo 1gG-
epitopo.
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Figura 12. Reatividade de I1gG basal e especifica para (A) LACEN"- e (B) T. cruzi Y. Foram utilizadas
concentracdes crescentes (12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50 pug/mL) de IgG basal e especifica. Em ambos
os casos foi possivel observar que a reatividade foi proporcional ao aumento de concentragdo das
imunoglobulinas especificas. Os resultados sdo apresentados como a média + SD.

5.1.2 Identificacdo de peptideos selecionados por phage display

A reatividade dos peptideos expressos na superficie dos fagos foi avaliada
apos os trés ciclos de sele¢do (Figura 13). E esperado haja aumento gradual de
afinidade entre peptideos selecionados e o anticorpo, a cada ciclo. No entanto, em
relacdo a selecao realizada utilizando 1gG anti-LdCen-, o segundo ciclo apresentou a
maior reatividade entre os trés, de forma que clones pertencentes ao segundo ciclo
foram selecionados para triagem (Figura 13A). Quanto a selecéo por IgG anti-T. cruzi,
houve aumento de afinidade no segundo e terceiro ciclo (Figura 13B). Neste caso,

apenas os clones pertencentes ao terceiro ciclo foram triados.
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Figura 13. Reatividade dos fagos selecionados apos ciclos 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3), em comparacao ao
fago selvagem (FS). (A) Selecéo utilizando 1gG anti-LACEN-. E possivel observar aumento gradual de
reatividade até o segundo ciclo de sele¢éo. No terceiro ciclo ha queda de reatividade, mas ainda ha
diferenca significativa em relagdo ao controle (FS). (B) Selecéo utilizando 1gG anti-T. cruzi. Apesar da
absorbancia referente ao fago selvagem ser considerada alta, houve aumento significativo de
reatividade no segundo e terceiro ciclo de selecdo. Os dados foram analisados utilizando o teste One-
Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparages multiplas de
Tukey. Os resultados s@o apresentados como a média + SD e os dados significativos estdo
representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

Considerando a maior reatividade expressa pelos fagos obtidos apés segundo
ciclo de selegdo com a IgG anti-LdCEN, uma triagem foi realizada utilizando 95
clones provenientes deste ciclo (Figura 14A). Da mesma forma, 95 clones
expressando peptideos provenientes do terceiro ciclo de selecdo com a IgG anti-T.
cruzi foram triados (Figura 14B). A reatividade do clone de fago selvagem foi utilizada
como valor de corte em ambos o0s casos. Assim, 11 clones selecionados pela IgG anti-
LACEN' e 24 clones selecionados pela IgG anti-T. cruzi foram enviados para

sequenciamento.
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Figura 14. Reatividade individual de 95 clones selecionados por (A) IgG anti-LdCEN* e (B) IgG anti-T.
cruzi. A linha indica o valor de corte, relativo a reatividade do fago selvagem (barra hachurada). Al a
H11 = Identificacdo dos clones triados; FS = Fago Selvagem. As barras coloridas representam os fagos
selecionados para sequenciamento, (A) 11 pela IgG anti-LdCEN-- e (B) 24 pela IgG anti-T. cruzi.

Ap6s sequenciamento foram obtidos 7 peptideos especificos para LACEN"-e 3
para T. cruzi. Os peptideos obtidos, o nUmero de aminoacidos correspondente e suas
sequéncias estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Peptideos selecionados pela técnica Phage Display, através do reconhecimento especifico
de IgG anti-LdCen”- e anti-T. cruzi Y.

Identificacdo do peptideo  NUmero de aminoacidos IgG utilizada para selecéao
1 15 aa Anti-LdCen™
2 12 aa Anti-LdCen™
3 15 aa Anti-LdCen™
4 12 aa Anti-LdCen™
5 15 aa Anti-LdCen™
6 15 aa Anti-LdCen™
7 12 aa Anti-LdCen™
8 12 aa Anti-T. cruzi Y
9 12 aa Anti-T. cruzi Y
10 17 aa Anti-T. cruzi Y

Porcdes dos peptideos 1, 5, 6 e 7 exibiram correspondéncia com diferentes
proteinas descritas no proteoma de Leishmania spp. Os percentuais de identidade e

cobertura de cada match estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Correspondéncia entre peptideos selecionados e proteinas descritas no proteoma de
Leishmania spp.

Identlflcggao do Protelna de Identidade Cobertura
peptideo Leishmania spp.
1 A 76,5% 100%
5 B 60% 60%
6 C 87,5% 53%

7 D 85,7% 58%
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5.1.3 Avaliacéo soroldgica de peptideos selecionados por Phage Display

Os peptideos especificos selecionados para LACEN-"- foram sintetizados em
membrana de celulose e foram avaliados como antigeno na deteccdo da IgG anti-
LdCen”’. Além disso, a fim de avaliar a ocorréncia de reatividade cruzada, a
membrana foi incubada com IgG anti-T. cruzi, presente no soro de camundongos
infectados. E possivel observar, na Figura 15, que os peptideos ndo reagiram em
contato com o soro de camundongos saudaveis. Por outro lado, os peptideos 1, 2, 3,
4 e 7 apresentaram sororreatividade para IgG anti-LdCEN’ e 4, 6 e 7 foram

reconhecidos pela IgG anti-T. cruzi.
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Figura 15. Andlise da reatividade dos peptideos especificos para LdCen”, sintetizados em membrana
de celulose. (A) Reatividade frente a IgG basal de camundongos BALB/c saudaveis. (B) Reatividade
frente a IgG anti-LdCen”. (C) Reatividade frente a IgG basal de camundongos C57BL/6 saudaveis. (D)
Reatividade frente & IgG anti-T. cruzi.
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Todos os peptideos foram sintetizados de maneira sollvel, a fim de permitir que
assumissem uma estrutura termodinamicamente estavel e exibissem possiveis
epitopos conformacionais. ApOs sintese, a massa molecular de cada peptideo foi
confirmada através da técnica MALDI-TOF-TOF (Anexo Il). Foi avaliado o
reconhecimento destes peptideos pelos anticorpos gerados pelas infec¢gdes por L.
infantum, L. braziliensis, L. amazonensis ou T. cruzi, de maneira que todos foram
reconhecidos por soros de animais com pelo menos uma infeccdo (Figura 16).
Alternativamente, um pool contendo todos os peptideos foi reconhecido

diferencialmente tanto por anticorpos anti-LdCEN-- como anti-T. cruzi (Figura 17).
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Figura 16. Reatividade dos peptideos sollveis 1 a 10 frente aos anticorpos gerados por camundongos
(n=5) infectados por L. infantum (LI), L. braziliensis (LB), L. amazonensis (LA) ou T. cruzi (TC). Como
controle foram utilizados camundongos C57BL/6 saudaveis (C) (n=5). Os dados foram analisados
utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de
comparacdes miltiplas de Dunnett ou pelo teste Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdao nao
paramétrica, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os resultados sdo apresentados
como a média = SD e os dados significativos estdo representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05;
**p < 0,001 e ***p< 0,0001.
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Figura 17. Reatividade do pool de peptideos soluveis 1 a 10 frente ao pool de soros gerados pelas
infeccGes por LACEN” (n=38) e T. cruzi (n=40). Como controle (-) foram utilizados camundongos
BALB/c (LACEN") e C57BL/6 (T. cruzi) saudaveis. Os dados foram analisados utilizando o teste One-
Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparages multiplas de
Tukey. Os resultados sdo apresentados como a média £+ SD e os dados significativos estdo
representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

Coletivamente, estes resultados demonstram que os peptideos selecionados
sao reconhecidos por anticorpos produzidos contra Leishmania spp. e T. cruzi e tém

potencial para integrar uma vacina contra estes parasitos.
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5.2 CAPITULO 2: Avaliacdo de parametros imunolégicos, parasitolégicos
e histopatoldégicos associados a imunizacdo com vacina pan-
tripanossomatideos

5.2.1 Imunizacdo com vacina induziu producéo crescente e significativa
de anticorpos

Os camundongos que participaram do ensaio de imunizacdo receberam
solugéo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou um pool contendo os clones de fagos
selecionados por phage display, denominados como vacina (V). Enquanto a
imunizacdo com o fago selvagem induziu uma producdo potente de IgG que se
manteve estavel ao longo das imunizacdes, 0os animais que receberam a vacina
produziram IgG de maneira crescente e significativa ao longo do mesmo periodo.
Ambos o0s grupos mantiveram o0s niveis de anticorpos 30 dias apds a ultima

imunizacao (Figura 18).
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Figura 18. Reatividade de IgG total apos 12 (P1, F1, V1), 22 (P2, F2, V2), 32 imunizacgéo (P3, F3, V3) e
30 dias apos 32 imunizagdo (P30, F30, V30). Os grupos receberam solucdo salina/PBS (P), fago
selvagem (F) ou vacina (V). A producgdo de anticorpos foi quantificada através da reatividade entre o
pool de soro dos animais de cada grupo/tempo e os fagos utilizados para vacinac¢do. Os dados foram
analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do
teste de comparacdes multiplas de Tukey. Os resultados sdo apresentados como a média + SD e os
dados significativos estdo representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p<
0,0001.
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Embora os grupos que receberam fago selvagem e vacina tenham produzido
niveis superiores e significativos das subclasses IgG1 (Figura 19A) e IgG2a (Figura
19B) quando comparados ao grupo controle, ndo houve diferenca significativa entre

eles.
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Figura 19. Reatiidade das subclasses IgG1 (A) e IgG2a (B), avaliada 30 dias apds a 32 imunizagao. Os
grupos receberam solucéo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). A producgéo de anticorpos
foi quantificada através da reatividade entre o pool de soro dos animais de cada grupo e os fagos
utilizados para vacinacdo. Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos
com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. Os resultados séo
apresentados como a média =+ SD e os dados significativos estdo representados nos graficos por (*),
onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

5.2.2 Imunizagdo com vacina induziu perfil celular de memaoria, aumento
de IFN-y e reducao de IL-10

A imunizagdo com a vacina induziu maior proliferacao de células T de memoaria
(CD44*) em relagd@o ao grupo controle (Figura 20A). Houve também maior producéo
de IFN-y por células T auxiliares (T CD4*) do grupo vacinado, o que ocorreu em maior
intensidade com o grupo que recebeu fago selvagem (Figura 20B). Além disso, a
imunizacao com a vacina resultou em aumento de células de meméria efetora (CD27-
CD4") (Figura 20C), que por sua vez apresentaram niveis reduzidos da producéo de

IL-10 (Figura 20D), quando comparadas com o grupo controle.
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Figura 20. Perfil celular de linfocitos T auxiliares (CD4) gerado apés ensaio de imunizagao. Os grupos
receberam solugdo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). (A) Aumento de células T de
memoria no grupo vacinado (V) em relacéo ao grupo controle (P). (B) Aumento da producgéo de IFN-y
por células T CD4 nos grupos que receberam fago selvagem (F) e vacina (V). (C) Aumento da
populagdo de células T de memdria efetora nos grupos que receberam fago selvagem (F) e vacina (V).
(D) Reducéo da producao de IL-10 no grupo vacinado (V), em relacdo ao controle (P). Os dados foram
analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do
teste de comparacBes multiplas de Tukey ou utilizando o teste Kruskal-Wallis para grupos com
distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de compara¢des multiplas de Dunn. Os resultados sdo
apresentados como mediana, valores maximos e minimos. Os dados significativos estdo representados
nos gréficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

O aumento na producao de IFN-y foi mantido pelas células T citotoxicas (T
CD8") dos grupos que receberam fago selvagem ou vacina (Figura 21A). Nas células
de memoaria (CD44%), essa producao foi significante apenas no grupo vacinado (Figura
21B). De maneira analoga ao que ocorreu com as celulas T auxiliares, houve aumento
na proliferacdo de células T citotoxicas de memaria efetora (CD27- CD8") tanto no
grupo que recebeu fago selvagem como no vacinado (Figura 21C), assim como

reducado da producéo de IL-10 por estes grupos, em relacdo ao controle (Figura 21D).
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Figura 21. Perfil celular de linfécitos T citotoxicos (CD8) gerado apds ensaio de imunizagédo. Os grupos
receberam solucédo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). (A) Aumento da producéo de IFN-
y por células T CD8 nos grupos que receberam fago selvagem (F) e vacina (V). (B) Aumento da
producédo de IFN-y por células de memdria (CD44%) do grupo vacinado. (C) Aumento da populagéo de
células T de memoria efetora nos grupos que receberam fago selvagem (F) e vacina (V). (D) Redugéo
da producéo de IL-10 nos grupos que receberam fago selvagem (F) e vacina (V), em relacdo ao controle
(P). Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo
paramétrica, seguido do teste de comparag8es multiplas de Holm-Sidak ou utilizando o teste Kruskal-
Wallis para grupos com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de comparagdes miltiplas de
Dunn. Os resultados sdo apresentados como mediana, valores maximos e minimos. Os dados
significativos estdo representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.
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5.2.3Imunizac¢do com vacinareduziu a carga parasitaria das infeccdes por
Leishmania spp. e T. cruzi

Em relagdo aos animais desafiados por L. infantum, a imunizacao foi capaz de
reduzir significativamente a carga parasitaria no baco dos animais que receberam fago
selvagem (~92%) e vacina (~97%) (Figura 22A). Por outro lado, ndo houve diferenca

no numero de parasitos encontrados no figado destes animais (Figura 22B).
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Figura 22. Carga parasitaria do (A) baco e (B) figado de animais imunizados e desafiados por L.
infantum, obtida por PCR quantitativa. Os grupos receberam solugéo salina/PBS (P), fago selvagem
(F) ou vacina (V). Os resultados sdo expressos como nimero de parasitos detectados por micrograma
de DNA tecidual analisado. Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos
com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de compara¢6es multiplas de Tukey ou utilizando o teste
Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn. Os resultados sdo apresentados como a média + SD e os dados significativos estao
representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

A determinacdo de carga parasitaria dos animais desafiados por L.
amazonensis foi realizada através de duas metodologias distintas. Enquanto a analise
por diluicao limitante revelou reducdo de carga parasitaria na lesdo dos animais que
receberam fago selvagem (~99%) e vacina (~99%) (Figura 23A), a avaliacao por PCR
guantitativa indicou que ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 23B). Além
disso, ndo houve diferenca no tamanho das lesdes cutaneas provocadas pela infec¢éao

em nenhum dos grupos (Figura 24).
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Figura 23. Carga parasitaria da lesdo cutanea (coxim plantar) de animais desafiados por L.
amazonensis, obtida por (A) diluicdo limitante e (B) PCR quantitativa. Os grupos receberam solucdo
salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Os resultados séo expressos como (A) log do titulo
de parasitos por miligrama de tecido e (B) nUmero de parasitos detectados por micrograma de DNA
tecidual analisado. Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com
distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey. Os resultados sdo
apresentados como a média = SD e os dados significativos estéo representados nos graficos por (*),
onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.
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Figura 24. Evolucdo do tamanho das lesdes cutdneas de animais imunizados e desafiados por L.
amazonensis no coxim plantar. Os grupos receberam solugéo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou
vacina (V). A é&rea foi calculada a partir da multiplicacdo das medidas de altura e largura da leséo,
realizadas semanalmente com auxilio de paquimetro. Os dados foram analisados utilizando o teste
One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Os resultados sédo apresentados como a média + SD.

A imunizagao com a vacina também foi capaz de reduzir a carga parasitaria da
infec¢do causada por T. cruzi, tanto na fase aguda como na crénica. Ao comparar o
grupo vacinado ao controle foi possivel observar reducédo de aproximadamente 80%
da carga parasitaria no 8° dia pos infeccao, antecedendo o pico de parasitemia (Figura
25). Aléem disso, houve uma diferenca significativa entre a parasitemia dos grupos

vacinado e controle a partir do 19° dia pos infeccdo, com uma média de
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aproximadamente 70% de reducdo no numero de parasitos circulantes. Nao houve
diferenca entre a parasitemia do grupo controle e grupo imunizado com fago selvagem
em nenhum momento da analise. Aliado a isto, a partir do 29° dia pds infeccdo néo foi
possivel detectar parasitos no sangue dos animais vacinados. Por outro lado, a
parasitemia permaneceu constante nos grupos controle e imunizado com fago
selvagem até o 45° dia pos infeccdo. Ademais, foi possivel observar acentuada perda

de peso no grupo controle, a partir do 52° dia p6s infec¢éo (Figura 26).
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Figura 25. Parasitemia de camundongos BALB/c imunizados e desafiados por T. cruzi cepa Y. Os
grupos receberam solucéo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Em destaque, parasitemia
do 8° dia pos infec¢do, evidenciando 80% de redugdo de carga parasitaria entre grupos vacinado e
controle. Os resultados sao expressos como nimero de tripomastigotas circulantes em 5 L de sangue.
Os dados foram analisados utilizando o teste Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdo n&o
paramétrica, seguido do teste de comparagGes mdltiplas de Dunn. Os resultados sdo apresentados
como a média + SD e os dados significativos estéo representados nos gréaficos por (*), onde * p < 0,05;
** p < 0,001 e ***p< 0,0001.
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Figura 26. Peso de camundongos BALB/c imunizados e desafiados por T. cruzi cepa Y, durante fase
parasitémica. Os grupos receberam solugéo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Os dados
foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica,
seguido do teste de compara¢des mltiplas de Tukey ou utilizando o teste Kruskal-Wallis para grupos
com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de comparac¢des multiplas de Dunn. Os resultados
sdo apresentados como a média + SD e os dados significativos estéo representados nos gréaficos por
(*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

Durante a fase cronica da infeccéo, a imunizacao foi capaz de reduzir a carga
parasitaria no intestino dos grupos que receberam o fago selvagem (~70%) e a vacina
(~39%) (Figura 27A). Por outro lado, a carga parasitaria no coracdo do grupo que
recebeu fago selvagem foi consideravelmente maior quando comparada aos grupos

controle e vacinado (Figura 27B).
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Figura 27. Carga parasitaria do (A) intestino e (B) coracdo de animais imunizados e desafiados por T.
cruzi cepa Y, obtida por PCR guantitativa. Os grupos receberam solucéo salina/PBS (P), fago selvagem
(F) ou vacina (V). Os resultados sao expressos como nimero de parasitos detectados por micrograma
de DNA tecidual analisado. Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA para grupos
com distribuicao paramétrica, seguido do teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. Os resultados
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séo apresentados como a média £ SD e os dados significativos estdo representados nos graficos por
(*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

5.2.4 Analises histopatoldgicas

5.2.4.1 Descricao histopatoldgica do baco

A andlise histopatologica descreveu os aspectos morfoldégicos do baco dos
camundongos pertencentes aos grupos apenas vacinados (PBS, fago selvagem ou

vacina) e vacinados e desafiados por L. infantum (Figura 28).

Em relacdo aos grupos apenas vacinados, a avaliacdo do baco dos
camundongos pertencentes ao grupo PBS revelou aspecto habitual do 6rgdo com
preservacdo da arquitetura da polpa branca e polpa vermelha, sem alteracdes
morfoldgicas (Figura 28A-B). Por outro lado, o bagco dos camundongos que receberam
fago selvagem (Figura 28C-D) e vacina (Figura 28E-F) apresentou hipertrofia e
hiperplasia de alguns nddulos linfaticos, com proliferacdo de regidbes B e T

dependentes e ativacdo de centro germinativo.

Em relacdo aos camundongos vacinados e desafiados, a analise do baco do
grupo PBS evidenciou hiperplasia e hipertrofia dos nédulos linfoides com proliferacéo
de regibes B dependentes, presenca de intenso infiltrado inflamatério na polpa
vermelha, composto por macrofagos e linfécitos. Alguns macréfagos apresentaram
hemossiderina no citoplasma, e por vezes foram encontrados macréfagos com
amastigotas em seu interior (Figura 28G-H). Os mesmos achados histopatolégicos
foram encontrados no baco dos camundongos pertencentes ao grupo fago selvagem
(Figura 28I-J). O baco dos camundongos pertencentes ao grupo vacina foi
caracterizado por frequente hiperplasia e hipertrofia dos ndédulos linfoides, com
proliferacéo de regifes B dependentes. Alguns animais exibiram infiltrado inflamatério
de intensidade moderada a intenso na polpa vermelha, composto por macréfagos e
linfécitos (Figura 28K-L).
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Figura 28. Fotomicrografica do corte histolégico do bago de camundongos apenas vacinados (P, F,
V) e vacinados e desafiados (P-LI, F-LI, V-LI) por L. infantum, 155 dias pos-infec¢éo. (A) Grupo P:
Imagem panoramica do corte histolégico do baco apresentando aspecto habitual; (B) Grupo P: Maior
aumento da imagem anterior exibindo detalhes da regi@o de polpa vermelha; (C) Grupo F: Imagem
panoramica do corte histolégico do baco apresentando hipertrofia e hiperplasia de foliculos linfoides
(*); (D) Grupo F: Maior aumento da imagem anterior exibindo detalhes da regido de polpa vermelha;
(E) Grupo V: Imagem panoramica do corte histolégico do bago exibindo hipertrofia e hiperplasia de
foliculos linfoides (*); (F) Grupo V: Maior aumento da imagem anterior exibindo detalhes da regido de
polpa vermelha; (G) Grupo P-LI: Imagem panoramica do corte histolégico do bago, apresentando
foliculo linfoide hipertrofiado e hiperplasiado (*); (H) Grupo P-LI: Maior aumento da imagem anterior
exibindo detalhes, intenso infiltrado inflamat6rio na polpa vermelha, compostos por macrofagos
(setas) e linfécitos (cabecgas de setas); () Grupo F-LI: Imagem panoramica do corte histolégico do
baco, apresentando foliculo linfoide hipertrofiado e hiperplasiado (*); (J) Grupo F-LI: Maior aumento
da imagem anterior exibindo detalhes, intenso infiltrado inflamatério na polpa vermelha, compostos
por macrofagos (setas) e linfécitos (cabecas de setas); (K) Grupo V-LI: Imagem panorémica do corte
histolégico do baco apresentando foliculo linfoide hipertrofiado e hiperplasiado (*); (L) Grupo V-LI:
Maior aumento da imagem anterior mostrando detalhes, com infiltrado inflamatério composto por
macréfagos (setas) e linfécitos (cabeca de seta).Coloracao hematoxilina & eosina; barra=1000um.
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5.2.4.2 Descricdo histopatolégica do figado e avaliacdo de score de
inflamacéao

A andlise histopatoldgica descreveu os aspectos morfolégicos do figado dos
camundongos pertencentes aos grupos apenas vacinados (PBS, fago selvagem ou
vacina) e vacinados e desafiados. Nos grupos desafiados foi possivel observar a
topografia, infiltrados inflamatorios e fendbmenos vasculares e exsudativos, assim
como as lesBes do parénquima hepético ocasionadas pela infec¢do por L. infantum
(Figura 29).

A avaliacdo do parénquima hepatico dos camundongos apenas vacinados
demonstrou que o0s hepatdcitos mantiveram aspecto morfolégico normal, sem
alteracdes patoldgicas. Os l6bulos hepaticos exibiram espaco porta preservado com
ramos da artéria hepatica, da veia porta, dos ductos biliares e vasos linfaticos integros.
Os capilares sinusoides também apresentaram aspecto condizente com a
normalidade (Figura 29A-C).

Em relacdo aos grupos vacinados e desafiados, a avaliagdo do figado dos
camundongos pertencentes ao grupo PBS evidenciou degeneracdo hidrépica em
alguns hepatocitos e presenca de focos de infiltrado inflamatdério linfocitario. Algumas
células de Kupffer apresentaram-se com hiperplasias. Frequentemente foram
observados capilares sinusoides congestos, com aumento discreto de linfécitos no
leito capilar (Figura 29D). Os mesmos achados histopatolégicos foram encontrados
no parénquima hepético dos camundongos pertencentes ao grupo fago selvagem
(Figura 29E). Em contrapartida, a analise histopatoldgica do parénquima hepatico dos
camundongos do grupo vacina identificou, em alguns animais, pequenos focos de
infiltrado inflamatério e raras células de Kupffer com hiperplasia. Nao foi evidenciada

congestéo de capilares sinusoidais (Figura 29F).
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Figura 29. Fotomicrografica do corte histolégico do figado de camundongos apenas vacinados (P, F,
V) e vacinados e desafiados (P-LI, F-LI, V-LI) por L. infantum, 155 dias pés-infeccdo. (A) Grupo P:
Parénquima hepético exibindo aspecto habltual, (B) Grupo F: Parénquima hepético exibindo aspecto
habitual; (C) Grupo V: Parénquima hepético exibindo aspecto condizente com a normalidade; (D)
Grupo P-LI: Parénquima hepatico apresentando foco inflamatério (cabecas de setas); (E) Grupo F-LI:
Parénquima hepético exibindo foco inflamatério (cabecas de setas); (F) Grupo V-LI: Parénquima
hepatico apresentando pequeno foco inflamatério (cabegas de setas). Coloragcdo hematoxilina &
eosina; barra=1000pm.
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O score de inflamacéo do parénquima hepatico demonstrou que a maioria dos
animais que receberam solucéo salina/PBS e fago selvagem apresentaram grau 1
de inflamacdo, caracterizado pela presenca de regides com poucas células
inflamatdrias. Nestes grupos também foram encontrados animais apresentando grau
2 de inflamacéo, exibindo infiltrado difuso e perivascular, além de pequenas areas
de necrose. Por outro lado, na maioria dos animais vacinados houve auséncia de
células inflamatérias no tecido hepatico, com apenas dois animais apresentando
grau 1 de inflamacéo (Figura 30).
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Figura 30. Score das lesdes hepaticas de animais imunizados e desafiados por L. infantum, baseado
em quatro graus de inflamagdo do parénquima. Grau 0: Auséncia de células inflamatdrias; Grau 1:
Inflamacéo discreta; Grau 2: Inflamacdo moderada; Grau 3: Inflamagdo acentuada. Os grupos
receberam solugdo salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Os dados foram analisados
utilizando o teste Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de
comparacdes multiplas de Dunn. Os resultados sdo apresentados como a média + SD e os dados
significativos estdo representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.

5.2.4.3 Descricdo histopatoldégica da lesdo cutanea presente no coxim
plantar

A analise histopatoldgica da pata esquerda dos camundongos apenas
vacinados (PBS, fago selvagem e vacina) observou a morfologia do tecido, enquanto
gque em animais vacinados e desafiados por L. amazonensis avaliou infiltrado

inflamatorio, tecido de granulacéo e danos celulares (Figura 31).

A andlise histopatoldgica da pata dos camundongos apenas vacinados revelou
morfologia habitual do coxim plantar, sem alteracbes morfologicas na epiderme,

derme e muscular (Figura 31A-F).
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Em relacdo aos animais vacinados e desafiados, a avaliacdo da pata dos
camundongos pertencentes ao grupo PBS revelou infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear, caracterizado majoritariamente por macrofagos,
escassos linfécitos e polimorfonucleares. O infiltrado apresentou forma difusa,
abrangendo epiderme, derme e muscular. Em sua maioria, 0os macréfagos
apresentaram aumento do citoplasma em relacdo nucleo, repletos de amastigotas
fagocitadas, que também foram facilmente encontradas no intersticio. Foi possivel
identificar a presenca de necrose abrangendo a derme e epiderme, por vezes
associada a tecido de granulacéo. Nas regides de corte histolégico em que foi possivel
observar a epiderme preservada, esta apresentou acantose, evidenciada pelo
aumento da camada espinhosa. O aumento das cristas intradérmicas também foi
evidenciado na epiderme preservada. Algumas regibes da derme apresentaram

proliferacéo discreta de fibroblastos e deposicéo de fibras colagenas (Figura 31G-H).

A analise histopatologica dos camundongos pertencentes ao grupo fago
selvagem exibiu achados histopatoldgicos idénticos ao grupo PBS. O infiltrado
inflamatorio também apresentou aspecto difuso, caracterizado por macrofagos
repletos de amastigotas. Entretanto, neste grupo foi possivel observar maior
quantidade de linfécitos em relacdo aos grupos PBS e vacina, além de escassos
polimorfonucleares (Figura 311-J).

A pata dos camundongos pertencentes ao grupo vacina apresentou 0S mesmos
achados histopatolégicos observados no grupo PBS. No entanto, trés camundongos
exibiram les6es menores. Na maior parte dos cortes analisados a lesdo manteve-se
restrita a epiderme, com areas de debris celulares e necrose. Quando lesfes foram
identificadas na derme, esta apresentava-se menos exuberante, caracterizada por
infiltrado de macréfagos e linfécitos. Alguns macréfagos encontravam-se parasitados.
Associado ao infiltrado inflamatério, houve aumento da proliferacdo de tecido
conjuntivo quando comparado aos outros grupos, disposto a formar feixes fibrosos e

sugerindo remodelamento da lesdo (Figura 31K-L).
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Figura 31. Fotomicrografica do corte histolégico do coxim plantar de camundongos apenas vacinados
(P, F, V) e vacinados e desafiados (P-LA, F-LA, V-LA) por L. amazonensis, 13 semanas pés-infec¢éo.
(A) Grupo P: Imagem panoramica do corte histolégico do coxim plantar, com aspecto habitual; (B)
Grupo P: Maior aumento da imagem anterior; (C) Grupo F: Imagem panoramica do corte histoldgico do
coxim plantar, com aspecto habitual; (D) Grupo F: Maior aumento da imagem anterior; (E) Grupo V:
Imagem panoramica do corte histolégico do coxim plantar, com aspecto habitual; (F) Grupo V: Maior
aumento da imagem anterior; (G) Grupo P-LA: Imagem panoramica do corte histoldgico do coxim
plantar, apresentando infiltrado inflamatério difuso (*), presenca de cristas interpapilares (cabecas de
seta), area de necrose (#); (H) Grupo P-LA: Maior aumento da imagem anterior exibindo detalhes,
macréfagos repletos de amastigotas (setas), area de necrose (#); (I) Grupo F-LA: Imagem panoramica
do corte histologico do coxim plantar, apresentando infiltrado inflamatério difuso (*), presenca de cristas
interpapilares (cabecas de seta), area de necrose (#); (J) Grupo F-LA: Maior aumento da imagem
anterior exibindo detalhes, macréfagos repletos de amastigotas (setas); (K) Grupo V-LA: Imagem
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panoramica do corte histolégico do coxim plantar apresentando infiltrado inflamatério difuso (*) e
proliferacdo de tecido conjuntivo (&); (L) Grupo V-LA: Maior aumento da imagem anterior mostrando
detalhes, macréfagos com amastigotas (setas), proliferacdo de tecido conjuntivo (&). Coloracao
hematoxilina & eosina; barra=1000um.

5.2.4.4 Descricao histopatologica do coracédo e avaliagcdo de scores de

inflamacao e alteracdes degenerativas

A andlise histopatolégica do coracdo dos camundongos apenas vacinados
(PBS, fago selvagem e vacina) observou aspectos morfolégicos do 6rgéo, enquanto
a analise dos animais vacinados e desafiados por T. cruzi descreveu topologia,

infiltrado inflamatorio e alteracBes degenerativas presentes no miocéardio (Figura 32).

O coracdo dos camundongos apenas vacinados apresentou aspecto habitual
do 6rgdo, com preservacdo da arquitetura cardiaca e sem alteracdes patoldgicas
(Figura 32A-C).

Por outro lado, o coracdo dos animais vacinados e desafiados por T. cruzi
apresentou infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear caracterizado por
linfécitos, distribuido de forma difusa pelo miocardio. Frequentemente foram
evidenciados cardiomidcitos apresentando altera¢des degenerativas, enquanto outros
encontravam-se hipertrofiados. Foi possivel evidenciar também a deposicao discreta
de fibras colagenas entre os feixes de fibras cardiacas. As alteracdes histopatoldgicas
descritas acima foram encontradas com mais frequéncia nas regides correspondentes

ao atrio (Figura 32D-I).

A analise histopatologica revelou auséncia de ninhos de amastigotas nos

animais infectados.
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Figura 32. Fotomicrografica do corte histolégico do coracao de camundongos apenas vacinados (P, F,
V) e vacinados e desafiados (P-TC, F-TC, V-TC) por T. cruzi, 60 dias pés infeccdo. (A) Grupo P: Corte
histolégico do coracdo apresentando aspecto habitual. (B) Grupo F: Corte histolégico do coracao
apresentando aspecto habitual. (C) Grupo V: Corte histoldgico do coragdo com aspecto morfolégico
condizente com a normalidade. (D) Grupo P-TC: Corte histolégico do coragéo, regido ventricular
exibindo infiltrado inflamatério difuso (*). (E) Grupo P-TC: Corte histolgico do coragdo, regido atrial
exibindo infiltrado inflamatdrio difuso (*), regi&io com cardiomidcitos exibindo alteragbes degenerativas
(#), cardiomidcitos hipertrofiados (cabecas de setas). (F) Grupo F-TC: Corte histolégico do coracgéo,
regido ventricular exibindo infiltrado inflamatério difuso (*), cardiomidcitos exibindo alteragBes
degenerativas (#). (G) Grupo F-TC: Corte histolégico do coracdo, regido atrial exibindo infiltrado
inflamatério difuso (*). (H) Grupo V-TC: Corte histolégico do coracao, regido ventricular exibindo
discreto infiltrado inflamatério difuso (*). (I) Grupo V-TC: Corte histolégico do coracdo, regido atrial
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exibindo infiltrado inflamatério difuso (*), alguns cardiomiécitos apresentam alteracdes degenerativas
(#). Coloracdo hematoxilina & eosina; barra=1000um.

O score de inflamacdo do miocardio foi semelhante para os trés grupos
analisados, sem diferenca significativa entre eles. No entanto, todos os animais que
receberam solucao salina/PBS e fago selvagem apresentaram grau 3 de inflamacéo,
engquanto houve alguns animais vacinados que exibiram graus 2 e 1 de inflamacao
(Figura 33A). Ademais, houve maior incidéncia de alteracdes degenerativas e
células em autolise em animais dos grupos PBS e fago selvagem em relacdo aos

animais vacinados (Figura 33B).
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Figura 33. Scores de inflamacdo no miocardio (A) e de alteracdes degenerativas (B) de animais
imunizados e desafiados por T. cruzi, baseado em quatro graus de intensidade. Grau 0: Auséncia de
células inflamatdrias ou degeneracgdo; Grau 1: Inflamacao ou degeneracao discreta; Grau 2: Inflamacéo
ou degeneracdo moderada; Grau 3: Inflamacdo ou degeneracdo acentuada. Os grupos receberam
solucao salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Os dados foram analisados utilizando o teste
One-Way ANOVA para grupos com distribuicdo paramétrica, seguido do teste de comparacdes
mdultiplas de Holm-Sidak ou utilizando o teste Kruskal-Wallis para grupos com distribuicdo n&o
paramétrica, seguido do teste de comparac¢des multiplas de Dunn. Os resultados sdo apresentados
como a média + SD e os dados significativos estdo representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05;
**p < 0,001 e **p< 0,0001.

5.2.4.5 Descri¢cdo histopatologica do intestino e avaliacdo de score de

inflamacéao

A analise histopatologica do colén dos camundongos apenas vacinados (PBS,
fago selvagem e vacina) observou a morfologia do 6érgéo, enquanto que nos animais
vacinados e desafiados por T. cruzi descreveu a topografia e infiltrado inflamatério
(Figura 34).
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A avaliacdo do colon dos camundongos apenas vacinados constatou aspecto

histolégico habitual, sem alteracdes patoldgicas (Figura 34A-F).

O coélon dos camundongos vacinados e desafiados apresentou lesdes
intestinais, caracterizadas por infiltrado inflamatorio presente na mucosa, submucosa,
muscular e por vezes na serosa. Houve predominio de linfécitos e escassos
neutréfilos. O infiltrado inflamatdrio apresentou intensidade de leve a moderada no
grupo que recebeu PBS e de moderada a intensa nos grupos que receberam fagos
selvagem e vacina, com distribuicdo difusa e multifocal mais evidente na submucosa
e muscular. Em algumas regifes da submucosa também foi evidenciada a presenca
de edema exsudado. Ademais, foi observado infiltrado em plexos nervosos na
submucosa e na muscular, caracterizando ganglionite. Nos grupos que receberam
PBS e fago selvagem a camada muscular do intestino nas regiées com maior infiltrado
inflamatorio apresentou-se espessada, devido a hipertrofia e hiperplasia de
leiomidcitos. Em todos os grupos foi possivel observar a ativagédo de foliculo linfoide
na mucosa intestinal (Figura 34G-L).

O score de inflamacdo das lesdes intestinais refletiu o que foi observado
durante a descri¢do histopatolégica, de modo que os animais imunizados com fago
selvagem e vacina apresentaram maior grau de inflamacdo quando comparados ao
grupo PBS. Apesar de ndo haver diferenca significativa, todos os animais que foram
imunizados com fago selvagem apresentaram score com grau 3, enquanto 0s animais

vacinados exibiram graus 2 e 3 (Figura 35).
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Figura 34. Fotomicrografica do corte histolégico do intestino de camundongos apenas vacinados (P,
F, V) e vacinados e desafiados (P-TC, F-TC, V-TC) por T. cruzi, 60 dias pds-infec¢ao. (A) Grupo P:
Imagem panoramica do corte histologico do colén; (B) Grupo P: Maior aumento da imagem anterior;
(C) Grupo F: Imagem panoramica do corte histolégico do colén; (D) Grupo F: Maior aumento da
imagem anterior; (E) Grupo V: Imagem panoramica do corte histolégico do colon; (F) Grupo V: Maior
aumento da imagem anterior; (G) Grupo P-TC: Imagem panoramica do corte histoloégico do coldn,
apresentando infiltrado inflamatorio difuso na mucosa, submucosa, muscular (*); (H) Grupo P-TC:
Maior aumento da imagem anterior apresentando detalhes do infiltrado inflamatério na mucosa,
submucosa, muscular (*); (I) F-TC: Imagem panoramica do corte histolégico do coldn, apresentando
infiltrado inflamatério difuso na mucosa, submucosa, muscular e serosa (*); (J) Grupo F-TC: Maior
aumento da imagem anterior exibindo detalhes do infiltrado inflamatério presente na mucosa,
submucosa, muscular e serosa (*); (K) Grupo V-TC: Imagem panoramica do corte histolégico do
colén, apresentando infiltrado inflamatério difuso na mucosa, submucosa, muscular (*); (L) Grupo V-
TC: Maior aumento da imagem anterior exibindo detalhes do infiltrado inflamatdrio presente na
mucosa, submucosa, muscular (*); Coloracdo hematoxilina & eosina; barra=1000um.
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Figura 35. Score das les@es intestinais de animais imunizados e desafiados por T.cruzi, baseado em
guatro graus de inflamagdo. Grau 0: Auséncia de células inflamatérias; Grau 1: Inflamagéo discreta;
Grau 2: Inflamacdo moderada; Grau 3: Inflamacdo acentuada. Os grupos receberam solugéo
salina/PBS (P), fago selvagem (F) ou vacina (V). Os dados foram analisados utilizando o teste Kruskal-
Wallis para grupos com distribuicdo ndo paramétrica, seguido do teste de comparac¢des mdultiplas de
Dunn. Os resultados sdo apresentados como a média + SD e os dados significativos estdo
representados nos graficos por (*), onde * p < 0,05; ** p < 0,001 e ***p< 0,0001.
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5.3 CAPITULO 3: Perspectivas - Construcdo de uma vacina viva

multicompetente, imunogénica, eficaz e segura

Os dados obtidos neste capitulo foram gerados durante periodo de doutorado
sanduiche realizado na Ohio State University (EUA), sob a supervisdo do Dr. Abhay

Satoskar.

A clonagem das sequéncias de interesse no vetor pUC57 foi confirmada tanto
por eletroforese em gel de agarose como por sequenciamento, pela empresa
Macrogen. E importante destacar que a mesma sequéncia foi clonada
alternativamente com diferentes enzimas de restricdo em suas extremidades, a fim de
estimular expressao proteica citosolica (sequéncia Cyt) e secretdria (sequéncia Sec)
pelos parasitos transfectados.

A digestdo dos vetores pLEXSY-ble2.1 e pUC57 resultou em bandas de
tamanho esperado (Tabela 5), o que foi confirmado por eletroforese em gel de agarose
(Figura 36). As canaletas 3 e 4 mostram a digestao do vetor pLEXSY-ble2.1 com os
pares de enzima Xbal + Kpnl e Bglll + Kpnl, respectivamente. As canaletas 5 e 6
evidenciam a digestdo do vetor pUC57 com as mesmas enzimas. As bandas
correspondentes aos plasmideos pLEXSY linearizados (8045pb e 7959 pb) e as
sequéncias Sec (588 pb) e Cyt (591 pb) foram excisadas do gel e tiveram o DNA

extraido.

Tabela 5. Tamanhos de bandas esperados (pb) apés digestdo dos plasmideos pLEXSY-ble2.1 e pUC57
com os pares de enzimas de restricdo Xbal + Kpnl e Bglll + Kpnl.

Plasmideo Epgsi;?izsage Tamanho das bandas
pPLEXSY-ble2.1 Xbal + Kpnl pLEXSY (8045 pb) + Stuffer (1000 pb)
pPLEXSY-ble2.1 Bglll + Kpnl pPLEXSY (7959 pb) + Stuffer (1086 pb)

pUC57-Sec Xbal + Kpnl pUCS57 (2710 pb) + Stuffer (588 pb)

pUC57-Cyt Bglll + Kpnl pUC57 (2710 pb) + Stuffer (591 pb)
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Figura 36. Eletroforese em gel de agarose ap0s digestdo dos plasmideos pLEXSYble-2.1 e pUuC57 com
os pares de enzimas de restricdo Xbal + Kpnl e Bglll + Kpnl. Padrédo molecular 1kb plus (Invitrogen).
Canaletas 1: Padrdo molecular; 2: Reacdo controle; 3: pLEXSYble-2.1 digerido com Xbal + Kpnl; 4:
pLEXSYble-2.1 digerido com Bglll + Kpnl; 5: pUC57-Sec digerido com Xbal + Kpnl; 6: pUC57-Cyt
digerido com Bglll + Kpnl. Gel de agarose a 0,7%.

Apés ligacdo das sequéncias de interesse no vetor pLEXSY-ble2.1,
linearizacdo e esterilizacdo do vetor, a transfeccéo foi realizada com sucesso. As
culturas em meio liguido foram mantidas por 18 dias, sob pressdo do antibiotico
bleomicina, até a morte dos parasitos nao transfectados (mock). A selecéo clonal foi
realizada em seguida. As primeiras colénias comecaram a aparecer 10 dias apos a
semeadura em meio soélido, momento em que foram isoladas e expandidas
novamente em meio liquido. Ap6és duas passagens em meio liquido, os parasitos

foram congelados e mantidos em nitrogénio liquido.
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6 DISCUSSAO

Um elemento central da técnica de phage display é a selecao por afinidade, de
modo que a escolha do ligante é fundamental para a obtencdo de sequéncias que
preencham os requisitos necessarios ao objetivo inicial. A maioria dos trabalhos que
utilizaram o phage display para o desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses
selecionaram seus candidatos a partir da sua afinidade por imunoglobulinas presentes
no soro de caes ou individuos naturalmente infectados (CARVALHO et al., 2018;
CHAVEZ-FUMAGALLI, 2008; COSTA et al., 2014; DIAS, 2016; RAMOS et al., 2017;
TOLEDO-MACHADO:; DE AVILA; et al., 2015). E importante destacar, neste contexto,
a heterogeneidade da resposta imune destes organismos, possivelmente influenciada
por fatores como endemicidade, diversidade genética, espécie infectante e tempo de
infeccdo (DUNNING, 2009). Apesar dos candidatos serem triados posteriormente por
ensaios in vitro que avaliam sua especificidade e capacidade de estimular células do
sistema imune, estes resultados nédo refletem necessariamente o potencial protetor
destes peptideos. Considerando esta possivel limitacdo, utilizamos a cepa mutante
de L. donovani deficiente para o gene da centrina (LACEN”) para producdo de

anticorpos.

A imunogenicidade da cepa LJCEN- foi descrita em ensaios vacinais
envolvendo camundongos, hamsters e cées, caracterizada pela ativacdo de células
CD4* e CD8*, producéo de citocinas do perfil Thl e inducdo de altos niveis de IgG
total, IgG1 e IgG2a especificos (FIUZA et al., 2013, 2015; SELVAPANDIYAN, A. et al.,
2009). Apesar de estar bem estabelecido que a protecdo contra Leishmania é
dependente uma resposta robusta e especifica de células T, ja foi demonstrado que a
producao de anticorpos especificos também pode estar associada a um perfil protetor
(ROSTAMIAN et al., 2017; WOELBING et al., 2006). Ressalta-se, ainda, que células
B podem ser ativadas por antigenos apresentados por células T, de forma que a
producdo de anticorpos por este plasmacito reflete a resposta celular induzida pelo
mesmo epitopo (JANEWAY et al., 2001). Baseado neste raciocinio, infectamos
camundongos BALB/c trés vezes com a cepa LACEN--, a fim de obter imunoglobulinas
especificas com potencial perfil protetor. Assim, cada infecgdo gerou aumento gradual

e significativo da producao de IgG total (Figura 9A).

Através de uma estratégia diferente, a selecdo de sequéncias especificas para

T. cruzi foi baseada na qualidade das imunoglobulinas produzidas por um hospedeiro
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resistente a infeccdo. Em 1912 foi demonstrado que camundongos que sobreviviam a
fase aguda da infeccdo por T. cruzi tornavam-se resistentes a reinfeccao
(RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015). Além da expans&o de células T CD4* e CD8*
e a producdo de citocinas pro-inflamatorias, niveis de anticorpos liticos elevados
caracterizam a resposta imune protetora nesta infeccdo (CARDILLO et al., 2015;
PARODI; PADILLA; BASOMBRIO, 2009; RIOS et al., 2019). Fenétipos de resisténcia
e suscetibilidade associados a inducao de respostas Thl ou Th2 foram extensamente
descritos através de estudos com as linhagens de camundongo C57BL/6 e BALBI/c,
respectivamente (GUINAZU et al., 2004; TRISCHMANN, 1986; WATANABE et al.,
2004). Apesar de citocinas do padrédo Th2 estarem comumente relacionadas ao
aumento de anticorpos policlonais, uma resposta humoral parasito-especifica esta
associada com a expansao diferencial de células B e T, assim como ao aumento de
citocinas Thl (BRYAN; GUYACH; NORRIS, 2010). Desta forma, infectamos
camundongos C57BL/6 com o objetivo de obtermos imunoglobulinas especificas.
Como esperado, a reinfecgéo promoveu um aumento da producgéo de IgG (Figura 9B),
inclusive em uma escala superior ao observado pela infecgéo por LACEN-",

Estas imunoglobulinas foram purificadas e utilizadas para sele¢éo de peptideos
através da técnica phage display. O método mais comum de triagem das bibliotecas
de fagos é a selecédo de clones através da sua afinidade de ligacdo a uma determinada
molécula, como as imunoglobulinas (WILLATS, 2002). Apds selecdo os clones séo
amplificados e utilizados como bibliotecas mais restritas em novos ciclos de triagem,
a fim de aumentar sucessivamente sua especificidade (PANDE; SZEWCZYK;
GROVER, 2010). Este enriquecimento seletivo de clones com alta afinidade e
especificidade ao ligante pode ser obtido de diversas maneiras, como a reducao de
concentracdo das imunoglobulinas a cada novo ciclo (AGHEBATI-MALEKI et al.,
2016), método utilizado neste trabalho. No entanto a sele¢cdo bem-sucedida de um
peptideo esta relacionada ndo somente a sua afinidade de ligacdo, mas sobretudo a
diversidade inicial da biblioteca utilizada (DERDA et al.,, 2011). Diversos estudos
demonstraram que a amplificagdo de bibliotecas de fagos é responsavel pela perda
significativa da sua diversidade (KUZMICHEVA et al., 2009; MATOCHKO et al., 2014;
RODI; MAKOWSKI, 1999; RODI; SOARES; MAKOWSKI, 2002). Isto ocorre devido ao

crescimento competitivo entre clones com diferentes fitness, uma vez que
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determinadas sequéncias podem reduzir a taxa de replicacdo viral enquanto outras
conferem vantagem adaptativa (RODI; MAKOWSKI, 1999).

E possivel, entdo, que clones com alta afinidade ao ligante tenham uma taxa
de crescimento reduzida, de forma que sua representatividade na biblioteca seja
reduzida devido ao crescimento exacerbado de fagos com baixa afinidade. A perda
de especificidade observada no terceiro ciclo de selecdo com a IgG anti-LdCEN"-
(Figura 13A) pode ser explicada por esses fatores. Por outro lado, este fen6meno néo
foi observado durante a triagem em que utilizamos a IgG anti-T. cruzi (Figura 13B).
Neste caso, a alta afinidade da imunoglobulina aliada a maior representatividade de
ligantes na biblioteca resultou na manutencdo da especificidade observada no
segundo e terceiro ciclo de selecéo.

Os clones selecionados pela IgG anti-LACEN"- (Figura 14A) exibiram baixa
reatividade quando comparados aos clones selecionados pela IgG anti-T. cruzi (Figura
14B), o que foi demonstrado durante o processo de triagem. Ao utilizarem a mesma
biblioteca de fagos deste estudo, Chavez-Fumagalli (2008) e Toledo-Machado et al.
(2015) selecionaram clones com reatividade superior a exibida pelos clones de
LACEN~ e inferior aos clones de T. cruzi. Estes autores utilizaram IgG especifica
purificada do soro de cées naturalmente infectados por L. infantum para triar seus
candidatos, o que destaca mais uma vez a influéncia do tipo de ligante na selecéo por
phage display. Apesar da baixa reatividade, os peptideos de LACEN" sintetizados em
membrana de celulose foram reconhecidos pelo soro anti-LACEN” e anti-T. cruzi
(Figura 15). Este tipo de sintese imobiliza sequéncias peptidicas lineares em
diferentes tipos de membrana, permitindo a identificacdo de epitopos e mimotopos e
a visualizacao da intensidade de interacdo entre estas sequéncias e outras moléculas
(FRANK, 2002). De acordo com os resultados obtidos por immunoblot, os peptideos
1, 2, 3, 4 e 7 apresentaram sororreatividade para IgG anti-LdCEN"- e 4, 6 e 7 foram
reconhecidos pela IgG anti-T. cruzi. A andlise deste reconhecimento, no entanto, deve
considerar uma consequéncia inerente a sintese em membrana: a perda de potenciais

epitopos conformacionais.

Epitopos conformacionais ou descontinuos sdo aqueles formados por
fragmentos peptidicos dispersos ao longo de uma sequéncia proteica, que se
aproximam espacialmente apos o dobramento da proteina (VAN REGENMORTEL,

2001). Apesar de serem frequentemente compostos por pequenas sequéncias
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continuas, a maioria dos epitopos apresentam carater descontinuo. De fato, estima-
se que cerca de 90% dos epitopos de célula B tenham natureza conformacional
(FERDOUS et al., 2019; VAN REGENMORTEL, 2001). Um dos principais atrativos do
phage display € a possibilidade de selecionar este tipo de epitopo, 0 que é possivel
devido a exploracdo da prépria biologia dos fagos filamentosos. Antes de serem
incorporadas ao capsideo viral, as sequéncias peptidicas exdégenas fusionadas as
proteinas PIIl ou PVIII sdo transportadas para o espaco periplasmatico (RODI,
MAKOWSKI, 1999). Neste ambiente oxidante, residuos de cisteina presentes no
peptideo podem formar pontes dissulfeto responsaveis pelo surgimento de epitopos
conformacionais (SMITH; PETRENKO, 1997).

Duas das bibliotecas (12aa; XCXsCX e 17aa; XsCXs) utilizadas neste trabalho
foram desenhadas de forma que seus peptideos contivessem residuos de cisteina em
posicdes fixas da sua sequéncia, a fim de induzir seu estado conformacional. A
terceira biblioteca (15aa; X1s), por outro lado, ndo apresenta nenhuma restricao e, na
auséncia de cisteinas fixas, exibe epitopos lineares com maior frequéncia. Nesse
sentido, é interessante observar que trés das quatro sequéncias que apresentaram
correspondéncia com proteinas de Leishmania (Tabela 4) foram selecionadas a partir
da biblioteca com peptideos de 15 aminoé&cidos, evidenciando a natureza linear dos
seus epitopos. As demais sequéncias nao foram identificadas como parte do proteoma
de Leishmania, sendo consideradas, portanto, mimotopos. Assim, considerando as
caracteristicas das bibliotecas utilizadas e a limitacdo conformacional da sintese em
membrana, a reatividade destes peptideos frente as IgG especificas pode nao refletir

necessariamente seu real potencial como candidatos vacinais.

Tendo em vista esta limitacdo, os peptideos selecionados para LACEN”- e T.
cruzi foram sintetizados em forma sollvel, a fim de permitir que assumissem sua
estrutura nativa. Apesar de terem sido selecionados por anticorpos especificos para
uma cepa geneticamente deficiente de L. donovani (LACEN”) ou para T. cruzi, os
peptideos foram reconhecidos majoritariamente por anticorpos de animais infectados
por L. amazonensis. Em contrapartida, nenhum peptideo foi reconhecido pelo soro de
animais infectados por L. infantum (Figura 16). Considerando que os soros utilizados
neste ensaio foram obtidos de animais experimentalmente infectados em condicdes
semelhantes, estas diferencas de reconhecimento podem estar refletindo a

heterogeneidade da resposta imune frente as infecgbes por Leishmania spp.
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(TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). Até mesmo cepas diferentes da mesma espécie
podem induzir resposta imune variavel, como demonstrado por Almeida et al. (1996).
Os autores relataram que a infeccdo experimental com cepas de L. amazonensis
isoladas de casos cutdneos e mucocutaneos produziram niveis elevados de
anticorpos especificos, enquanto a infeccdo com cepas isoladas de casos viscerais

gerou niveis reduzidos de anticorpos (ALMEIDA et al., 1996).

Outro aspecto a ser considerado é que peptideos sintéticos produzidos a partir
de sequéncias miméticas obtidas por phage display podem exibir estruturas diferentes
guando ndo estdo acoplados ao fago (MEOLA et al., 1995). Assim, variacoes
conformacionais podem influenciar no reconhecimento da sequéncia pelo mesmo
anticorpo que a selecionou. O fato é que, independentemente da diversidade da
resposta imune gerada por diferentes espécies/cepas e da limitacdo da técnica, todos
0s peptideos foram reconhecidos por pelo menos um tipo de anticorpo avaliado,

demonstrando seu potencial para integrar uma vacina multicompetente.

A vacina foi formulada com os dez clones de fagos expressando os peptideos
selecionados, sem acréscimo de adjuvantes, em inéculo de 101° TU por imunizacéo.
Doses entre 10° a 10 TU sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos em
camundongos. No entanto, o aumento da concentracdo de fagos esta relacionado
com a producao de titulos mais elevados de anticorpo em um periodo menor, assim
como o desenvolvimento de uma resposta mais especifica direcionada aos
mimotopos. De acordo com estas observagdes, um inéculo de 10%° TU é considerado
suficiente para gerar uma resposta imune eficaz em modelos murinos (GALFRE et al.,
1996). Fagos filamentosos séo considerados excelentes imunégenos, sendo
explorados como carreadores de sequéncias antigénicas em diversos trabalhos
(COSTA et al., 2014, 2015; DE LA CRUZ; LAL; MCCUTCHAN, 1988; GREENWOOD,;
WILLIS; PERHAM, 1991; RAMOS et al., 2017; SAMOYLOVA et al., 2012).

A fusdo de peptideos de Plasmodium falciparum ao fago fd destacou a
importancia de fagos filamentosos como poderosos imunoestimulantes, uma vez que
a imunizagcdo com estes fagos hibridos induziu uma resposta especifica dependente
do recrutamento de células T, na auséncia de adjuvantes (WILLIS; PERHAM;
WRAITH, 1993). Um fator importante que contribui para este carater
imunoestimulatorio € a presenca de ilhas CpG no genoma viral. Estas sequéncias sao

conhecidas por ativar a resposta imune inata através da interagdo com receptores do
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tipo Toll (HESS; JEWELL, 2019; MASON et al., 2005), induzindo a producdo de
citocinas inflamatérias e recrutando fagécitos para o local da infeccdo, dando inicio
assim a expansao de células T via MHC de classe | e Il (GAUBIN et al., 2003; HEEG;
ZIMMERMANN, 2000). Além disso, a presenca de lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos associados a particula viral contribui para o aumento da sua
imunogenicidade (GRABOWSKA et al., 2000). O orquestramento desta resposta
gerada pela vacinacdo com fagos € fundamental contra infecgBes por protozoarios
como Leishmania spp. e T. cruzi, considerando que a protecao contra estas doengas

esta fortemente associada ao sucesso em montar uma resposta celular eficaz.

O esquema de vacinagcdo em trés doses gerou aumento progressivo e
significante dos niveis de IgG, que permaneceram estaveis 30 dias apds a ultima
imunizacao (Figura 18). Esta cinética € caracteristica do processo de vacinacdo, em
gue a exposicdo inicial a um antigeno estimula uma resposta extrafolicular
responsavel pela producao de titulos mais baixos de anticorpo. Reexposi¢cfes a este
antigeno, através de novas doses da vacina, ativam células de memoria e amplificam
a resposta humoral observada inicialmente (SIEGRIST, 2018). Enquanto mimotopos
altamente imunogénicos induzem uma resposta detectavel apdés a primeira
imunizagcdo, na maioria dos casos esquemas de imunizacdo mais longos sao
necessarios para obter um resultado satisfatério, de forma que alguns animais
comecam a exibir resposta imune somente apds trés ou quatro doses (GALFRE et al.,
1996). Portanto, a resposta observada esta de acordo com o que é esperado ao utilizar

vacinas compostas por mimotopos.

A imunizacdo com o fago selvagem, por outro lado, induziu uma resposta
humoral elevada logo apdés a primeira imunizacdo, mantendo-se constante
independente das doses adicionais (Figura 18). De fato, o estimulo de uma resposta
robusta aos antigenos do fago selvagem é um evento comumente observado,
caracterizado pela deteccéo precoce de titulos elevados de anticorpos (GALFRE et
al., 1996). Esta diferenca nos padrdes de resposta entre vacina e fago selvagem pode
ser explicada nédo s6 pela imunogenicidade como também pela natureza ubiqua dos
fagos. Ocorrendo naturalmente em diferentes animais, a presenca de fagos ja foi
descrita no intestino, na cavidade oral, em amostras de fezes, saliva, escarro e soro
humano (GORSKI; WEBER-DABROWSKA, 2005). Assim, individuos ndo imunizados
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podem apresentar niveis baixos de anticorpos anti-fago que sdo prontamente

amplificados apés reexposicao aos antigenos virais.

Desta forma, enquanto a vacina provocou o amadurecimento de uma resposta
humoral direcionada aos peptideos ancorados ao capsideo viral, a imunizagcdo com o
fago selvagem induziu uma resposta imune pré-montada, modulada pelas proprias
proteinas do seu capsideo e por LPS associado. De fato, a expanséo de plasmdcitos,
em uma via independente de células T, pode ser detectada no sangue e no bago em
apenas dois dias apos a imunizacdo com fagos de fendtipo selvagem, um processo
que provavelmente esta relacionado com o reconhecimento das proteinas VI
(HENRY et al., 2011). Considerando a baixa complexidade do capsideo, as proteinas
que o compde apresentam perfil imunodominante, gerando uma resposta humoral
restrita aos 12 residuos N-terminais de pVIIl e aos dominios N1 e N2 de plll
(KNEISSEL et al., 1999; VAN HOUTEN et al., 2010). A remocado destes epitopos €,
inclusive, uma estratégia utilizada para minimizar a imunogenicidade ao fago,
tornando a resposta humoral mais especifica e focada nas sequéncias peptidicas
expressas de maneira recombinante (HENRY et al., 2011; VAN HOUTEN et al., 2010).
Esta reducdo na imunogenicidade do fago provavelmente ndo altera sua capacidade
de induzir uma resposta celular, uma vez que predi¢des in silico apontam que as
proteinas pVI e pVIl sdo as principais responsaveis pela modulacdo de respostas T
CD4* em camundongos BALB/c (HENRY et al., 2011).

Embora a imunizacdo com a vacina e fago selvagem terem gerado niveis de
anticorpos semelhantes ap0s trés doses, algumas diferencas foram observadas no
perfil celular. Para analisar esta resposta foram escolhidos os principais marcadores
de protecdo para as leishmanioses e doenca de Chagas, principalmente de
proliferacdo das subpopulacdes de linfécitos T (CD4* e CD8*) e a producdo de IFN-y
e IL-10 por estas células. Além disso, buscamos avaliar a proliferacéo de linfocitos B
(CD19) e diferenciar as populagbes de memdria através dos biomarcadores CD44,
CD62L e CD27. Infelizmente nédo foi possivel detectar as marcagbes com CD19 e
CD62L no experimento realizado, de forma que as populacbes obtidas foram
caracterizadas como células T auxiliares (CD4*) ou citotoxicas (CD8*), com perfil de
memoria (CD44%) e fend6tipo efetor (CD27").

Em infec¢cBes por Leishmania spp. e T. cruzi a qualidade da resposta imune
gerada é crucial para a protecao contra estes parasitos. Uma vacina ideal deve, além
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de provocar a proliferacéo de linfécitos do perfil Thl e ativacao de células citotoxicas,
induzir memoria imunoldgica de longo prazo (CAMARGO et al., 2021; KUMAR,;
ENGWERDA, 2014). Em infecgbes que induzem imunidade esterilizante a
identificacdo de células T de memdria é relativamente simples, uma vez que as células
gue sobrevivem apos a resolucdo da doenca séo, por definicdo, células de memoaria
(KAECH; WHERRY, 2012). Por outro lado, as leishmanioses e a doenca de Chagas
sédo infeccbes que geram imunidade concomitante, isto €, mesmo apods resolucao
clinica da doenca h& deteccéo de parasitos vidveis no organismo afetado (COURA,
2007; HOHMAN; PETERS, 2019; MANDELL; BEVERLEY, 2017). A persisténcia
destes antigenos torna a caracterizacdo da memaria gerada por estas infec¢cdes um
processo mais complexo, de maneira que muitos autores passaram a investigar se

estas células poderiam de fato ser geradas nestas doencas (SCOTT, PHILLIP, 2020).

O modelo de imunidade concomitante melhor estudado € a infecgao
experimental por L. major. Nesta infeccdo h& pelo menos duas populacdes circulantes
de linfocitos T CD4* especificos; células T efetoras que ndo sobrevivem na auséncia
de parasitos e células T de memoaria central de longo prazo (COLPITTS et al., 2010;
SCOTT, PHILLIP, 2005, 2020; ZAPH et al., 2004). Estas células circulam pelos 6rgaos
linfoides mesmo na auséncia do patégeno, e sdo ativadas e diferenciam-se
prontamente em células efetoras apds infec¢do secundaria (SCOTT, PHILLIP, 2020).
O potencial protetor destas células foi demonstrado em experimentos de transferéncia
adotiva, conferindo resisténcia a camundongos ndo-imunes a L. major (ZAPH et al.,
2004). A manutencao de células T de memoéria na auséncia de parasitos também foi
demonstrada na infeccdo por T. cruzi, em que camundongos permaneceram
resistentes a reinfeccdo mesmo apds a cura esterilizante induzida por tratamento
(BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2008). A geracdo de células de memoria €,
portanto, um fator fundamental para conferir protecdo contra as leishmanioses e a
doenca de Chagas. Apesar desta populacdo ndo estar bem caracterizada, apenas a
vacina foi capaz de estimular a proliferacdo de células T CD4 de memoria (Figura
20A).

O aumento da producéo de IFN-y pelas células auxiliares foi observado apés
imunizagdo com o fago selvagem e a vacina (Figura 20B). No entanto, o fago
selvagem induziu niveis mais elevados dessa citocina inflamatoéria. A presencga de

IFN-y é crucial para a polarizacdo da resposta Thl assim como a ativacdo de
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macrofagos, fatores chave para a resolucdo das infeccdes por Leishmania spp. e T.
cruzi (IKEOGU et al., 2020; PADILLA; BRANDAN; BASOMBRIO, 2017). No entanto,
embora seja importante para a resolugao destas infec¢des, a producao exacerbada
dessa citocina pode ocasionar em imunopatologia devido a inflamacéo desregulada.
Este tipo de resposta induzida pela persisténcia de parasitos no tecido cardiaco esta
associado com o desenvolvimento da cardiopatia chagasica cronica (ABEL et al.,
2001; GOMES et al., 2003; RIBEIRAO et al., 2000). Altos niveis de IFN-y e TNF-a
também estdo presentes em pacientes com as formas cutdnea e mucocutanea da
leishmaniose. Nestes individuos, uma resposta Thl exacerbada e a auséncia de
mecanismos regulatorios apropriados estdo correlacionadas com dano tecidual e
agravo da patologia (ANTONELLI et al., 2005; BACELLAR et al., 2002; CARVALHO
et al., 2007)

O aumento da producéo de IFN-y por células T CD8 também foi observado
apos imunizacdo com fago selvagem e vacina (Figura 21A). No entanto, a
manutencdo do aumento de IFN-y em células T CD8* com perfil de memdéria foi
observado somente apdés a imunizacdo com a vacina (Figura 21B). Isto é
especialmente interessante para a modulacdo de uma resposta efetiva contra a
doenca de Chagas, uma vez que individuos com a doenca cronica avancada
apresentam niveis reduzidos de células de memoria produtoras de IFN-y comparados
com individuos com nenhum ou poucos sintomas (LAUCELLA et al., 2004). Estudos
demonstram que linfocitos de memoria que possuem alta capacidade de proliferacéao
e marcadores de diferenciacéo precoce estdo associados a um perfil de imunidade
protetora tanto na doencga de Chagas como na infecgao experimental por L. major
(ALBAREDA, CECILIA et al., 2006; MULLER et al., 1993; ZAPH et al., 2004). Neste
trabalho, analises adicionais serdo necessarias para caracterizar o perfil de

diferenciacéo das células de memoria estimuladas exclusivamente pela vacinagéo.

A imunizagdo com o fago selvagem e a vacina gerou aumento de linfécitos T
CD27-CD4* (Figura 20C) e CD27CD8" (Figura 21C), embora a vacina tenha
estimulado maior proliferacdo da populacdo CD27-CD4* em comparacao com o fago.
CD27 pertence a familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) (CROFT,
2003), sendo expresso na maioria das células T CD4 e CD8 e tem sido utilizado para
classificar as populagfes de células T de memoria (HENDRIKS et al., 2000; HIKONO
et al., 2007; WHERRY et al., 2003). A perda deste marcador tem sido associada a
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inducdo de um fendtipo efetor tanto em células T CD4 como CD8 (DE JONG et al.,
1992; HAMANN et al., 1997). Células de memodria CD27- apresentam perfil mais
diferenciado quando comparadas as células CD27*, maior producdo de citocinas
como IFN-y, IL-4, IL-13 e IL-10 e resposta de recall mais potente (SCHIOTT et al.,
2004).

Nos animais que receberam o fago e a vacina, as células CD27-CD8*
apresentaram producgédo de IL-10 reduzida (Figura 21D). Esta reducgé&o foi observada
nas células CD27-CD4* apenas nos animais vacinados (Figura 20C). Apesar de ser
importante para a modulacdo da resposta imune e limitacdo de imunopatologia
mediada por IFN-y (HOHMAN; PETERS, 2019; SALVADOR et al., 2020), a atividade
regulatéria promovida por IL-10 esta associada a supressdo de uma resposta celular
Thl especifica nas infeccbes por Leishmania spp. e T. cruzi (GAUTAM et al., 2011;
KANE; MOSSER, 2001; PETERS; SACKS, 2006; REED, S G et al., 1994; SILVA, S J
et al., 1992). Ademais, a producéo de IL-10 parece limitar a geracdo de células Thl
multifuncionais apds vacinacao contra L. major (DARRAH et al., 2010), de maneira
gue, neste trabalho, a reducéo de IL-10 observada apds imunizacdo com o fago e a

vacina pode contribuir para a geracdo de uma resposta protetora mais eficiente.

A imunizagdo com o fago e a vacina reduziu a carga parasitaria no bago dos
camundongos desafiados com L. infantum (Figura 22A). A carga de parasitos no
figado (Figura 22B) foi igualmente baixa nos trés grupos, resultado que condiz com a
cinética do parasito no 6rgéo, considerando que espécies visceralizantes multiplicam-
se rapidamente nas primeiras quatro semanas poés infeccdo e sao eliminadas
espontaneamente por volta da oitava semana (WILSON; JERONIMO; PEARSON,
2005). Em relagéo aos animais desafiados por L. amazonensis, enquanto a avaliacao
por PCR em tempo real ndo revelou diferencas na carga parasitaria entre 0s grupos
(Figura 23B), a analise por diluicdo limitante demonstrou que o fago e a vacina foram
capazes de reduzir o nimero de parasitos presentes na lesdo (Figura 23A).
Resultados distintos como estes podem ser explicados por caracteristicas inerentes
as metodologias utilizadas. Enquanto a técnica de diluicdo limitante compara o
crescimento de parasitos viaveis presentes no tecido infectado, a PCR em tempo real
€ capaz de amplificar todo o material genético presente na amostra, independente da
viabilidade do parasito (BRETAGNE et al., 2001).
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Apenas a vacina foi capaz de reduzir a parasitemia dos animais desafiados por
T. cruzi, tanto no 8° dia pods infeccdo antecedendo ao pico de parasitemia, como apos
0 19° dia pos infeccdo (Figura 25). Ademais, ndo foi possivel detectar parasitos
circulantes nos animais vacinados a partir do 29° dia pos infec¢do, enquanto a
parasitemia permaneceu constante nos animais controle e imunizados com fago
selvagem até o0 45° dia pos infecgéo. Este resultado obtido com a vacinacgao € bastante
relevante, uma vez que, em pacientes chagasicos, a reducédo da fase parasitémica
através do uso de farmacos esta associada a melhora clinica e menor incidéncia de
morbidade na fase cronica (BERN et al., 2007). Aliada a reducédo da parasitemia, a
imunizacdo com a vacina e com o fago preveniram a perda de peso associada a
morbidade causada pela infeccdo (Figura 26). E esperado que a cepa Y de T. cruzi
apresente maior tropismo pelo intestino, uma vez que pertence ao isolado Tcll
(ZINGALES et al., 2012). Este perfil pode ser observado através do maior nimero de
parasitos encontrados no intestino durante a fase crénica, quando comparado a
quantidade de parasitos encontrada no tecido cardiaco. Apesar da vacina e o fago
selvagem terem reduzido a carga parasitaria no intestino (Figura 27A), houve uma
diferenca significativa no aumento da carga parasitaria no coracdo apenas dos
animais imunizados com fago selvagem (Figura 27B). Neste grupo parece ter havido
uma mudanca nos padrdes de disseminacéo do parasito (COATES et al., 2013), que
pode ter ocorrido em decorréncia da inflamagéo promovida pelo fago selvagem no

intestino.

Apesar da vacina ter sido capaz de reduzir a carga parasitaria de animais
desafiados com L. infantum, L. amazonensis e T. cruzi, a imunizagdo com apenas o
fago selvagem apresentou resultados semelhantes. Este perfil provavelmente esta
relacionado com a promocdo de um ambiente inflamatério decorrente da
imunogenicidade intrinseca das proteinas do capsideo e presenca de motivos CpG
bacterianos (HESS; JEWELL, 2019). O perfil de producéo de IgG (Figura 18) e a
expansao diferencial de células de meméoria (Figuras 20 e 21) sao indicativos de que
a vacina estimula uma resposta imune mais especifica do que o fago selvagem.
Apesar de bacteriéfagos filamentosos serem considerados excelentes carreadores
vacinais (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016), a resposta imune associada a estes
organismos pode estar mascarando o verdadeiro potencial dos peptideos

componentes da vacina. Assim, estes candidatos deverdo ser avaliados em outro
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sistema de imunizacao que exclua o fago como elemento vacinal. Esta abordagem foi
explorada por Chavez-Fumagalli (2008) e Toledo-Machado et al. (2015), que
utilizaram as mesmas bibliotecas deste trabalho para selecionar candidatos vacinais.

Apos selecionar dois candidatos (11H e 12A) a partir de phage display e da
técnica de SPOT-sintese, Chavez-Fumagalli (2008) utilizou os peptideos na forma
soluvel com o adjuvante de Freund para imunizacdo contra L. amazonensis. A
imunizacgéo foi capaz de reduzir a carga parasitaria e o tamanho médio da lesédo de
maneira significativa, além de estimular elevada producéo de IFN-y e baixos niveis de
IL-4 e IL-10. Toledo-Machado et al. (2015) utilizaram uma metodologia semelhante ao
obter seu candidato vacinal (Peptide 5), o qual foi formulado com hidréxido de aluminio
e encapsulado em sistema lipossomal. A imunizacdo reduziu a carga parasitaria em
até 98% em camundongos desafiados por L. infantum. Estes autores demonstraram
a possibilidade de selecionar bons candidatos a partir das mesmas bibliotecas de
fagos utilizadas neste trabalho, mesmo em sistemas em que o fago ndo esta presente

como carreador.

Vacinas compostas por peptideos expressos em fagos filamentosos, como a
avaliada aqui, também se mostraram eficazes na reducdo de carga parasitaria em
infeccbes por Leishmania spp. Esta abordagem foi utilizada em trabalhos pontuais
publicados por Costa et al. (2014, 2015), Ramos et al. (2017) e Carvalho et al. (2018).
Todos estes autores selecionaram clones de fagos a partir da biblioteca comercial
Ph.D.-C7C (New England BioLabs, EUA), através da sua afinidade por anticorpos
presentes no soro de humanos ou caes naturalmente infectados. O in6culo vacinal
utilizado variou entre autores de 10%° a 10%*? TU, até certo nivel semelhante ao utilizado
neste trabalho. Enquanto Costa et al. (2014) associaram os clones selecionados e 0
fago selvagem a saponina, os demais trabalhos demonstraram a eficacia vacinal de
seus candidatos na auséncia de adjuvante. De maneira geral, as vacinas compostas
por clones selecionados de maneira especifica para Leishmania spp. foram capazes
de reduzir a carga parasitaria apés desafio, promovendo um perfil de resposta Thl. A
imunizacdo com o fago selvagem néo apresentou reducdo de carga parasitaria
significativa em nenhum desses trabalhos, induzindo perfil imune semelhante ao
exibido pelos animais de grupos controle que receberam solugéo salina. Apesar dos
fagos filamentosos compartilharem grande semelhanca genética, o vetor f88-4

utilizado neste trabalho é derivado do fago filamentoso fd-tet e apresenta sistema 88
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(SIDHU; GEYER, 2015), enquanto a biblioteca comercial Ph.D.-C7C é construida a
partir do fago M13 e expressa peptideos aleatérios de 7 aminoacidos fusionados a
proteina plll (ALVES et al., 2014). Possivelmente varia¢des estruturais entre os dois
tipos de bacteriéfagos selvagens séo responsaveis pelas diferencas observadas apos

0 esquema de imunizacdo neste e nos demais trabalhos.

A analise histopatologica revelou que a imunizacdo com o fago e a vacina
estimularam, no baco, a proliferacdo de regides B e T dependentes e ativacdo do
centro germinativo, processos fundamentais para a maturacdo da resposta imune
celular e humoral especifica observada nestes animais (Figura 28C-F). Além disso,
através desta analise foi possivel averiguar a seguranca vacinal dos imunizantes
utilizados, uma vez que ndo houve alteracéo patoldgica em nenhum dos outros tecidos
avaliados, que mantiveram aspectos morfolégicos normais (Figura 28C-F; Figura 29B-
C; Figura 31C-F; Figura 32 B-C; Figura 34C-F). De modo geral, os animais imunizados
e desafiados pertencentes aos grupos PBS e fago selvagem exibiram alteracbes
patolégicas no baco mais evidentes e infiltrado inflamatério mais intenso do que os
animais vacinados (Figura 28G-L). A deposi¢cdo de hemossiderina no citoplasma de
macrofagos dos grupos PBS e fago selvagem é€ indicativo de lesao tecidual associada
a areas de hemorragia (SUTTIE, 2006), um evento comumente descrito na infec¢ao
por Leishmania spp. (PEREIRA et al., 2009; TAFURI et al., 2001; YOUSSEFI et al.,
2019) e que néo foi observado nos animais vacinados. O aumento da inflamacgéo
hepatica nos grupos PBS e fago selvagem foi observada através da congestdo dos
capilares sinusoides e do maior nimero de células de Kupffer hiperplasicas,
alteracbes hepaticas presentes com frequéncia na infeccdo por Leishmania spp
(GIUNCHETTI et al., 2008; LIMA et al.,, 2019; MORENO, A. et al., 1988). Estas
alteracbes foram ausentes ou estiveram presentes em menor grau nos animais
vacinados, indicando o potencial da vacina em reduzir a patologia associada a
infeccéo (Figura 29D-F). Apesar dos achados histopatolégicos do coxim plantar serem
semelhantes entre os grupos avaliados, a vacina restringiu o desenvolvimento da
leséo a epiderme, além de estimular maior proliferagédo de feixes fibrosos conjuntivos,

sugestivo de remodelamento tecidual (Figura G-L).

O quadro de cardiopatia chagasica crbnica inclui diversos dos achados
observados, como miocardite difusa, hipertrofia dos cardiomidécitos e inicio de fibrose
miocardica (TALVANI; TEIXEIRA, 2011). A producdo exacerbada de citocinas
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inflamatorias aliada a mecanismos regulatérios deficientes estdo relacionados com a
progressédo da doenca cardiaca crénica (DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; GOMES
et al.,, 2003). A intensidade desta inflamag¢do no miocardio, entretanto, ndo esti
relacionada ao nimero de parasitos presentes no tecido (DE SOUZA-BASQUEIRA et
al., 2020), o que pode ser observado pela diferenca de carga parasitaria obtida entre
0os grupos (Figura 27B). Enquanto o mesmo padréao inflamatério foi observado no
tecido cardiaco de todos os animais imunizados e desafiados por T. cruzi (Figura 33A),
nos animais do grupo PBS e fago selvagem foi detectado um maior numero de
cardiomidcitos degenerados e em autélise em comparacdo aos animais vacinados
(Figura 33B). No intestino observou-se o aumento de infiltrado inflamatorio nos
animais imunizados com fago selvagem e vacina em comparagdo com 0 grupo
controle, o que possivelmente esta associado a reducao da carga parasitaria neste
orgao (Figura 27A). Todavia, o espessamento da camada muscular do intestino
associada ao desenvolvimento de ganglionite foi observado apenas nos animais do
grupo PBS e fago selvagem, indicando alteracdo da mobilidade intestinal (JABARI et
al., 2014).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das imunizagdes com a vacina e o fago selvagem terem reduzido os
niveis de carga parasitaria de maneira semelhante, a vacina demonstrou melhor
performance como imunizante uma vez que alcangou 0s mesmos resultados aliados
a uma maior preservacado morfoldgica de todos os 6rgaos analisados. Além disso, a
vacina induziu uma resposta celular de memaria mais robusta do que o fago selvagem.
A técnica de phage display foi capaz de selecionar sequéncias peptidicas
promissoras, o que foi verificado através de ensaios pré e pos vacinais. Devido a
imunogenicidade intrinseca dos componentes estruturais do fago selvagem, uma
abordagem alternativa se faz necessaria a fim de avaliar os efeitos vacinais dos
peptideos selecionados na auséncia deste carreador. As perspectivas futuras deste
trabalho incluem a avaliacdo de uma vacina viva composta por estes peptideos, além
da aplicacdo destas sequéncias em outros métodos vacinais. Parte deste objetivo foi
concluido durante o periodo de doutorado sanduiche realizado na Ohio State
University, através da clonagem das sequéncias candidatas no genoma da cepa
atenuada de Leishmania major deficiente para o gene da centrina (LmCEN-"). Além
de otimizar a imunogenicidade e protecdo conferida por estes peptideos, o uso de
uma vacina viva como carreadora de sequéncias vacinais exdégenas podera permitir a
combinagcdo de outros genes nédo relacionados, visando vacinas mais complexas

contra diversas etiologias.
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Vigéncia da Autorizagéo

21/05/2018 a 20/05/2023

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N° de animais 40

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 6

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 24

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 24

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 24

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N° de animais

24

Peso/ldade

20g / 8(semanas)
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Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 24

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N° de animais 24

Peso/ldade 20g / 8(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central da UFMG

Consideracdes posteriores:

21/05/2018

Aprovado na reunido do dia 21/05/2018. Validade:
21/05/2018 a 20/05/2023

Belo Horizonte, 27/05/2018.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO Il

Peptideo 1 MW:1684.19 g/mol
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Peptideo 3 MW:1710.93 g/mol
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Peptideo 4 MW:1526.79 g/mol
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Intens. [a.

Peptideo 5 MW:1645.88 g/mol
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Peptideo 6 MW:1983.87 g/mol
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Peptideo 7 MW:1419.64 g/mol

S x104
: 4 1419.584
z
=z
£
3-
2-
14
2 Pl MA M i
T 7 7 T ; :
1360 1380 1400 1420 1440 1480
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Peptideo 9 MW:1427.66 g/mol
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