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RESUMO

As leishmanioses compreendem um espectro de doengas encontradas em regides tropicais
e subtropicais do mundo, e que podem causar elevada mortalidade e morbidade. A
prevencao e o controle da doencga sao importantes, porém, apresentam limitacdes devido a
dificuldade na interrupg¢ao do ciclo do vetor, a toxicidade dos medicamentos e a auséncia de
vacinas efetivas. Portanto, a melhoria da profilaxia contra a doenga € uma necessidade, e a
utilizagdo de novas tecnologias, como Phage Display, pode proporcionar o alcance de tais
objetivos. No presente estudo, bacteriofagos expressando mimotopos especificos para
anticorpos 1gG de pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) foram selecionados e
testados em experimentos in vitro para a estimulagdo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) de pacientes com LT tratados e nao tratados, bem como de individuos
sadios, a fim de se avaliar a producdo de interferon-y (IFN-y) e interleucina-4 (IL-4) nas
culturas in vitro e definir os melhores candidatos a serem testados em modelo murino. Os
clones foram avaliados quanto a seletividade e especificidade, sendo que os clones A4 e A8
foram selecionados por apresentar maiores valores e utilizados em protocolos de
imunizagao de camundongos BALB/c para avaliagao da protecao induzida contra a infecgao
com Leishmania amazonensis. Os resultados mostraram uma resposta Th1 polarizada
gerada apods a vacinagao com os clones, baseando-se em niveis significativamente maiores
de IFN-y, IL-2, IL-12, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e fator estimulante de col6nias de
granulécitos-macrofagos (GM-CSF), além da produgéo de anticorpos do isotipo IgG2a. Os
camundongos vacinados apresentaram redugbes significativas da carga parasitaria no
tecido infectado e 6rgaos avaliados, quando comparados aos grupos controle. Em
conclusao, a tecnologia de phage display foi utilizada para identificar novos clones de fagos
expressando peptideos de interesse, que foram capazes de induzir um perfil de resposta
Th1 em PBMCs de pacientes com LT e individuos saudaveis, bem como eficazes em

induzir protecdo em camuindongos BALB/c contra a infec¢gao causada por L. amazonensis.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar; phage display; resposta imune; mimotopos;

células mononucleares do sangue periférico; vacina.



ABSTRACT

Leishmaniasis comprises a spectrum of diseases found in tropical and subtropical regions of
the world that cause high mortality and morbidity. The prevention and control of the disease
are important; however, they have limitations due to the difficulty in interrupting the vector
cycle, the toxicity of the drugs and the absence of effective vaccines. Therefore, the
improvement of vaccine candidates against leishmaniasis is a necessity, and the use of new
technologies, such as the Phage Display, could help to achievement such objectives. In the
present study, bacteriophages expressing specific mimotopes for IgG antibodies from
tegumentary leishmaniasis (TL) patients were selected and tested in vitro to stimulate
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from treated and untreated TL patients, as well
as from healthy individuals, in order to select the best candidate clones to compose a
vaccine against disease. The clones were evaluated for the production of interferon-y (IFN-y)
and interleukin-4 (IL-4) in the in vitro cultures, when selectivity and specificity values were
calculated. Those presenting the highest selectivity and specificity values were selected for
the in vivo experiments. Two clones, A4 and A8, were then selected and used in
immunization protocols of BALB/c mice to evaluate the protection against Leishmania
amazonensis infection. The results showed a polarized Th1-type response generated after
vaccination with the clones, based on significantly higher levels of IFN-y, IL-2, IL-12, tumor
necrosis factor-a (TNF-a), and stimulating factor of granulocyte-macrophage colonies (GM-
CSF); as well as by production of IgG2a isotype antibodies. The vaccinated mice showed
also significant reductions in the parasitic load in the infected tissue and evaluated organs,
when compared with the control groups. In conclusion, a strategy based on phage display
was able to identify new mimotopes capable of inducing Th1-type response in PBMCs of TL
patients and healthy individuals, being such clones well-successfully tested in BALB/c mice

to protect against L. amazonensis infection.

Keywords: Tegumentary leishmaniasis; phage display; immune response; mimotopes;

peripheral blood mononuclear cells; vaccine.
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1. INTRODUGAO

As leishmanioses sao doengas causadas por diferentes espécies de parasitos protozoarios
pertencentes ao género Leishmania (ASHFORD, 2000). A doenga apresenta uma elevada
morbidade e mortalidade, sendo encontrada em 98 paises e em trés territérios, com cerca
de 380 milhdes de pessoas expostas aos riscos de infeccdo (GRAMICCIA et al., 2005).
Estima-se que cerca de 2,0 milhdes de novos casos ocorram por ano, sendo que 1,0 a 1,5
milhdes correspondam a casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 casos sé&o
leishmaniose visceral (LV), cuja forma aguda e nado tratada causa o ébito de cerca de
50.000 pessoas no mundo (WHO, 2010).

A leishmaniose tegumentar (LT) se caracteriza pela presenga de lesdo na pele e/ou
mucosas dos pacientes, que podem ser unicas ou numerosas, abrangendo desde lesées
discretas com evolugdo para cura espontdnea até formas com ulceragdes multiplas
(MARZOCHI, et al., 1994). A doenca é considerada como uma das seis principais doengas
negligenciadas encontradas em paises em desenvolvimento (HOTEZ et al., 2004). Pode
manifestar-se clinicamente sob as formas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
cutaneo-difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM), sendo a ultima capaz de causar
destruicdo tecidual extensa e possui forte resisténcia ao tratamento (WHO, 2014). As
espécies L. braziliensis e L. amazonensis sao importantes espécies dermotropicas

causadoras dessas manifestacdes clinicas no Brasil (MENDONCA et al., 2004).

O tratamento clinico das leishmanioses deve ser realizado para se evitar a mortalidade
causada pela doenca visceral e reduzir a morbidade provocada pelas lesées desfigurantes
na LT. A aplicacdo sistémica de compostos antimoniais pentavalentes, como o N-metil
antimoniato de meglumina (Glucantime®), é o método mais utilizado no Brasil. Entretanto, o
farmaco pode causar fadiga, artralgias, mialgias além de toxicidade renal, hepatica e
cardiaca. Ha, também, a dificuldade de transporte dos pacientes, normalmente residentes
em areas rurais, até os centros mais especializados de saude, para aplicacdo endovenosa
ou intramuscular dos compostos. A anfotericina B constitui a droga de segunda escolha
para o tratamento da doencga, porém, seu uso também provoca efeitos colaterais e téxicos
aos pacientes. As complicagdes renais com o uso da anfotericiha B sdo as mais
importantes. A filtracdo glomerular diminui em aproximadamente 40% na maioria dos

pacientes, estabilizando-se ao redor de 20 a 60% dos valores normais. Outros sintomas
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comuns sao: flebite, cefaleia, febre, calafrios, astenia, dores musculares e articulares,
voémitos e hipotensdo. Sua formulacédo lipossomal € menos toxica mas apresenta custo
elevado (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015).

Devido ao prejuizo das condi¢cdes de tratamento por diferentes aspectos, ao aumento do
numero de casos no Brasil e a variagao de sensibilidade e especificidade dos antigenos
atualmente utilizados nos testes diagnodsticos, tém-se a necessidade do desenvolvimento
e/ou melhoria de estratégias que possam atuar na prevencgédo das leishmanioses, como a
busca por vacinas eficazes capazes de induzir imunidade protetora. Nesse sentido, as

vacinas devem se tornar medida preferencial para o controle das leishmanioses.

Entretanto, devido a diversidade epidemioldégica da doenga e de espécies que podem
causar a infecgdo, o desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses torna-se uma
tarefa complexa, embora seja considerada uma solugao real para seu controle (GRIMALDI
& TESH, 1993; GONZALO et al., 2002; SUKUMARAN et al.,2003; RAMIRO et al., 2003;
DESJEUX, 2004). Cabe ressaltar que uma vacina deve conter antigenos que sejam
compartilhados por diferentes espécies dos parasitos, e ser preferencialmente imunogénica

contra a maioria destas espécies (COELHO et al.,2003).

Com o avancgo das pesquisas no campo da biotecnologia, novas ferramentas se encontram
disponiveis para a selegdo e identificagdo de novos antigenos, tais como a técnica de
Phage Display. Essa € uma abordagem molecular de identificacdo e caracterizacdo de
novos antigenos, sendo conhecidos como mimotopos (SMITH, G., 1985). Tais moléculas
tém sido utilizadas em diferentes aplicagdes biotecnoldgicas contra doencas, tais como
alvos vacinais (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; COSTA et al., 2014; PRUDENCIO et al.,
2009), marcadores diagnosticos (COSTA et al., 2014; COSTA et al., 2016) e/ou alvos
imunoterapéuticos (ADHYA; MERRIL; BISWAS, 2014), sendo que o impacto biolégico e
comercial dessa tecnologia vem sendo considerado incalculavel nas ultimas décadas
(SALMOND; FINERAN, 2015).

No presente trabalho, utilizamos a tecnologia de Phage Display para identificar mimotopos
expressos na superficie externa de clones de bacteri6fagos para serem avaliados como
candidatos vacinais contra a LT murina. Os clones foram selecionados por meio de

experimentos in vitro usando células imunes de pacientes com LT e de individuos sadios, e
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dois deles induziram uma resposta Th1 polarizada. Tais clones foram entdo testados em
experimentos in vivo de vacinagao experimental em camundongos BALB/c contra a infecg¢ao

experimental com L. amazonensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 As Leishmanioses: epidemiologia

As leishmanioses sao doencgas crbnicas, de manifestacbes cutanea e visceral causadas por
protozoarios do género Leishmania. E considerada como uma antropozoonose de grande
interesse na saude publica mundial, representando um complexo de doengas com

importante espectro clinico e diversidade epidemioldgica (VASCONCELOS, 2010).

Atualmente, as leishmanioses encontram-se entre as seis principais endemias nho mundo,
afetando populagcbes de 98 paises, em trés territérios, sendo que somente em 32 destes a
notificacdo de casos da doenca é compulséria, contribuindo para a deficiéncia no
conhecimento da real magnitude do problema. Espera-se a ocorréncia de 2 milhdes de
novos casos de leishmanioses por ano (cerca de 500.000 novos casos de LV e 1.500.000
casos de LT); o que a coloca como uma das cinco doengas infecto-parasitarias e endémicas
de maior relevancia pelo seu alto coeficiente de infeccdo e pela capacidade de produzir
deformidades (ALVAR et al., 2012). Estimativas indicam que cerca de 12 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo mundo, com uma incidéncia anual 200.000 a 400.000
casos de Leishmaniose Visceral humana (LVH) e 700.000 a 1.200.000 casos de
Leishmaniose Tegumentar (LT), sendo que, em torno de 30.000 casos evoluem ao 6ébito
(ALVAR et al., 2006A; ALVAR et al., 2012).

A populagado em risco de contrair a doenca € estimada entre 300 e 350 milhdes de pessoas
no mundo (ASHFORD 1996; ASHFORD et al., 1992; DESJEUX 2001A.). Em torno de 90%
dos casos de LVH concentram-se em seis paises: india, Bangladesh, Sudao, Sudao do Sul,
Brasil e Etiopia. A LT é mais amplamente distribuida, sendo que um terco dos casos ocorre
nas Américas, Mediterraneo e Asia Ocidental. Os paises com maior nimero de casos de LT
estimados sao: Afeganistdao, Argélia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru que, em conjunto, representam entre 70 e 75% da incidéncia de LT
global (ALVAR et al., 2012).

O Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais
(WHO/TDR/2007) estabeleceu a lista das 10 doengas infecciosas prioritarias no mundo;

destas, 8 sdo doencas transmitidas por vetores. Essas doencas sao responsaveis por um
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grande numero de DALYs (Disability Adjusted Life Years), um indicador econémico que
mede o numero de anos de vida produtiva que foram perdidos em decorréncia da doencga e
morte prematura ou invalidez. Nessa lista as leishmanioses ocupam o 3° lugar, perdendo
apenas para a malaria e filariose linfatica (WHO, 2002). (ALVAR et al., 2006B; HOTEZ et
al., 2004).

2.2 Etiologia e ciclo de bioldgico parasito Leishmania spp.

Leishmania € um género de protozoarios da familia Trypanosomatidae, que inclui
os parasitos causadores das leishmanioses (GRIMALDI & TESH, 1993). O protozoario
Leishmania pode apresentar-se sob a forma promastigota ou amastigota (Figura 1). As
formas promastigotas sdo formas alongadas, afiladas, com um unico flagelo longo que |hes
conferem flexibilidade e sdo encontradas no vetor transmissor da doenca. As formas
amastigotas sdo arredondadas, com flagelo rudimentar, infectivas e responsaveis pelo
desenvolvimento da doenga no hospedeiro mamifero. Sao parasitos intracelulares
obrigatérios, sendo encontradas no interior de células fagociticas, tais como macrofagos,
neutrofilos, células dendriticas e células de Langherans no hospedeiro vertebrado (SACKS
& KAMHAWI, 2001; SACKS & SHER, 2002).
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Figura 1 Formas promastigota (A) e amastigota (B) de Leishmania spp.
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Até o presente momento, foram encontradas nas Américas mais de 20 espécies de
parasitos, das quais 14 estdo relacionadas a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
humana. No Brasil, sete espécies foram identificadas como agentes etiolégicos da LTA, das
quais seis pertencem ao subgénero Viannia: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) shawi e Leishmania (V.)
lindenbergi (Lainson et al. 1989; Lainson & Shaw 1987; Silveira et al. 2002; Silveira et al.
1987). A sétima espécie pertence ao subgénero Leishmania, Leishmania (Leishmania)
amazonensis (SHAW & LAINSON, 1972). As espécies mais patogénicas ao homem sao: L.
(V.) braziliensis e L. (L.) amazonenses (SILVEIRA et al., 2004).

As diferentes espécies sao transmitidas através de insetos conhecidos como flebotomineos
do género Phlebotomus, na Europa, Asia e Africa e Lutzomyia nas Américas. Os
flebotomineos encontram-se adaptados aos ambientes umidos e escuros. Eles possuem
habitos crepusculares e noturnos para realizar a hematofagia, que é realizada somente
pelas fémeas, mas algumas espécies possuem habitos matutinos e vespertinos. A maioria
das espécies € silvestre, entretanto, devido as modificagcdes de seu habitat pelo homem;
sua adaptagdo ao ambiente domiciliar e peridomiciliar tem sido comum (FORATTINI et al.,
1973).

A transmissao do parasito ocorre no momento em que o vetor flebotomineo fémea realiza o
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, podendo ingerir juntamente com
0 sangue, formas amastigotas de Leishmania spp. livres ou presentes dentro de células
fagociticas infectadas (Figura 2). Essas células, ao alcangarem o intestino do vetor, podem
se romper e liberar os parasitos, que se transformam em formas promastigotas prociclicas e
migram para o trato digestdrio médio e anterior do vetor. Os parasitos entdo passam por
multiplicagdo e diferenciagao celular, dando origem as formas promastigotas metaciclicas,
que migram para a parte anterior do aparelho bucal do inseto. Quando o vetor infectado
realizar novo repasto sanguineo em um mamifero nao infectado, ele pode regurgitar na
derme do hospedeiro, formas com elevada motilidade e capacidade migratéria chamadas
de promastigotas metaciclicas. Logo apéds, células do sistema fagocitico-mononuclear do
hospedeiro, migram para o local e podem fagocitar os parasitos. No interior dos
fagolisossomos formados, ocorre a diferenciagdo das formas promastigotas em
amastigotas, que passam a se replicar. A replicacdo dos parasitos por divisdo binaria pode

resultar no rompimento das células e, consequentemente, na liberagao dos parasitos, que
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podem ser fagocitados por novas células, levando ao desenvolvimento da doenga no
hospedeiro mamifero. Assim, um novo vetor nao infectado, podera ingerir células
fagociticas parasitadas deste hospedeiro mamifero, completando o ciclo biolégico do
parasito (PESSOA & MARTINS, 1988; MEDEIROS et al., 2005).
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Figura 2 Ciclo biolégico do parasito Leishmania spp. 1. Infeccao do inseto vetor fémea no momento em que
realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado (ingestdo de amastigotas). 2. Transformacao das
formas amastigotas em promastigotas metaciclicas no interior do vetor. 3. Penetragédo passiva das formas

promastigotas metaciclicas e infecgdo do hospedeiro mamifero. 4. Fagocitose dos parasitos por macréfagos,

onde ocorre a transformag¢do em amastigotas e proliferagdo. 5. Lise da célula hospedeira com liberagédo das
amastigotas. 6. Disseminacgdo dos parasitos para 6rgéos e tecidos do hospedeiro mamifero e possibilidade de
um novo repasto sanguineo pelo inseto.

2.3 Manifestagdes clinicas nas leishmanioses

Conforme o tropismo apresentado pelo parasito, a doenca pode ser classificada em LT,
quando os parasitos se direcionam para a pele e mucosas, principalmente nasal e
orofaringea, e leishmaniose visceral (LV), quando os parasitos apresentam acentuado
tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM) do bacgo, figado, medula éssea e
tecidos linfoides, caracterizando uma doenca do sistema reticulo endotelial (ASHFORD,
2000).



Espécies distintas de Leishmania tém preferéncias e causam lesdes maiores ou
menores, produzem ou nao metastases e podem ser ou nao autolimitadas apresentam
caracteristicas clinicas, patoldégicas e epidemiologicas diversas, em cada area
geografica, sendo entdo consideradas entidades nosologicas distintas (ASHFORD,

2000), como mostrado na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 Principais espécies responsaveis pelas manifestagdes clinicas das leishmanioses

] o Espécie envolvida
Manifestagcao Clinica
Velho Mundo Novo Mundo
L. mexicana
L. major L. braziliensis
LeiShmaniose Cuténea L. tropica L. guyanensis
L. infantum L. panamensis
L. amazonenses
L. peruviana
Leishmaniose mucosa - L. braziliensis
L. guyanensis
L. panamensis
.. L. mexicana
; ; A ; L. asthiopica L. braziliensis
Leishmaniose cutaneo-difusa _ : )
L. major L. guyanensis
L. amazonenses
L. donovani L. chagasi
Leishmaniose visceral ; ]
L. /nfai?tum (syn. L. infantum)
L. tropica

Fonte: Adaptado de Stebut (2014).

A leishmaniose tegumentar pode apresentar trés manifestacdées clinicas no paciente
acometido: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose
cutaneo-difusa (LCD) (WHO 2014). As formas que produzem lesbes cutaneas,
ulcerosas ou ndo, umidas ou secas, porém limitadas sdo denominadas de LC
(Boaventura et al., 2006); Formas que se complicam frequentemente, com o
aparecimento de lesdes destrutivas e mutilantes nas mucosas do nariz, boca e faringe,
oriundas de metastases de lesdo inicial cutdnea e, associadas a infeccdo por
Leishmania (Viannia) braziliensis (VIANNA, 1911), sdo designadas como LM, que pode
ocorrer meses ou anos apos remissédo ou cura da lesao inicial cutanea, ou em alguns
casos se apresentar em concomitancia. Por ultimo, existem formas cutaneas

disseminadas, que ocorrem em individuos anérgicos com deficiente resposta imune
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celular, conhecidas como leishmaniose cutanea difusa (LCD) (MARTINEZ et al., 2002).

A LC é a forma clinica mais encontrada, ocorrendo em cerca de 90% dos pacientes
diagnosticados com a doenga tegumentar. Normalmente, a doenga se manifesta em partes
mais expostas do corpo, como face, bracos e pernas. Apresenta-se como um nédulo no
local da picada que evolui formando uma ulcera granulosa contornada por uma borda
elevada. Normalmente, a lesdo é unica, mas noddulos satélites podem ocorrer nas
proximidades da lesdo inicial. Quando as ulceras sdo curadas, deixam cicatrizes
permanentes (STEBUT, 2014).

A LM ocorre em diversos paises no mundo e, normalmente, manifestam-se como lesdes de
carater infiltrante que podem ocasionar destruicao parcial ou total da mucosa da cavidade
do nariz, boca, faringe, laringe e traqueia. Esta manifestacdo da doenca pode gerar uma
elevada reclusao social, uma vez que gera uma grande deformidade fisica no local da lesao
(WHO, 2015).

Ja a LCD é uma forma da doenca na qual as lesdes apresentam-se como nddulos, de forma
anérgica e que raramente ulceram. As lesdes espalham-se por todo o corpo e este quadro
pode estar relacionado a ineficiéncia ou auséncia de resposta celular por parte do sistema
imune do hospedeiro (DESJEUX, 2004). A LCD, embora rara, ndo apresenta cura
espontanea. Devido as frequentes recidivas, tornou-se um grave problema de Saude
Publica, pois os pacientes apresentam lesdes desfigurantes e incapacitantes, excluindo-os
do seu meio de vida social (DESJEUX, 2004).

A forma clinica da leishmaniose na qual ocorre a visceralizagao do parasito € conhecida por
leishmaniose visceral (LV) ou calazar, uma enfermidade de evolugéo crénica, caracterizada
por febre irregular, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia e estado de debilidade
progressivo, que pode levar o paciente a morte se este nao for submetido ao tratamento
especifico (WHO/TDR, 2007; ASHFORD, 2000).

2.4 Tratamento das leishmanioses

Atualmente, existem duas formulacbes de antimoniais pentavalentes disponiveis no

mercado: o antimoniato de meglumina, produzido com o nome comercial de Glucantime® e
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o estibogluconato de sddio, produzido com o nome comercial de Pentostan®. No Brasil, o
medicamento utilizado como primeira escolha na terapéutica da leishmaniose, € o
antimoniato de metilglucamina (BALASEGARAM et al., 2012).

Durante o tratamento com os pentavalentes podem ocorrer um ou mais dos seguintes
efeitos adversos, tais como artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, plenitude
gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia,
tontura, palpitacédo, insénia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal
aguda (IRA). Os eventos adversos sdo geralmente leves ou moderados e raramente exigem
a suspensao do tratamento. Porém em altas doses, o antimonial pode atingir seu limiar de
toxicidade, levando a alteracdes cardiacas, hepaticas, pancreaticas ou renais que indiquem
modificagdo ou interrupcdo do tratamento. O efeito adverso mais grave do uso dos
antimoniais pentavalentes é decorrente de sua agao sobre o aparelho cardiovascular. Este
efeito é dose e tempo-dependente, e para monitorizacdo desse efeito adverso, recomenda-
se realizar eletrocardiograma semanal e uma cuidadosa ausculta cardiaca diaria, com o
objetivo de detectar arritmias. Caso isso ocorra, o paciente deve ser avaliado
criteriosamente e, se necessario, o medicamento devera ser suspenso e indicado um
medicamento de segunda escolha (GROGL et al., 1991; TAVARES et al., 2003).

Nao se recomenda o uso dos antimoniais pentavalentes como primeira escolha em
pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias, hipersensibilidade aos componentes da medicagdo, e por serem drogas
potencialmente arritmogénicas, sdo contraindicados em pacientes que fazem uso de beta-
bloqueadores e drogas antiarritmicas (FIGUEIREDO et al., 1999).

A anfotericina B € droga antileishmanial de segunda escolha com excelente atividade in
vitro na destruicdo de Leishmania intra e extracelular. Em hamsters e macacos infectados
com L. donovani, a anfotericina B foi 400 vezes mais potente que o antimonial pentavalente.
No Brasil, o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal (AmBisome™)
estdo disponiveis para o tratamento da LT. Entretanto, ttm como desvantagem o elevado
custo e a necessidade de ser administrado em ambiente hospitalar (BALASEGARAM et al.,
2012).

Os efeitos adversos mais frequentes sao febre, cefaleia, tremores, cianose, hipotensao,
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hipomagnesemia, disturbio de comportamento, calafrios, nauseas, vomitos, hipopotassemia
e flebite no local da infusdo. A presenca dos sintomas descritos ndo contraindica o uso da
droga, mas indica um correto manejo na administragdo do medicamento. Outros efeitos
adversos importantes sdo anorexia, comprometimento da fungao renal, anemia, leucopenia
e alteracdes cardiacas (AMATO et al., 2011).

Este medicamento é contraindicado em pacientes com insuficiéncia renal e em pacientes
que tenham demonstrado hipersensibilidade. E podera ser empregado durante a gravidez
com cuidado e somente se os provaveis beneficios a serem obtidos com a medicacao
prevalecerem sobre os potenciais riscos envolvidos ao feto. Este medicamento ndao deve

ser utilizado por mulheres gravidas e lactantes sem orientacdo médica (BRASIL, 2000).

A dificuldade no transporte até os centros de saude especializados para a administracao
intramuscular ou endovenosa dos medicamentos, o periodo relativamente longo de
tratamento (até 40 dias) e a via de administracdo dolorosa, acabam por dificultar a adesao
dos pacientes ao tratamento, podendo levar a resisténcia dos parasitos aos farmacos
utilizados (AMATO et al., 2000).

A LT é tratada de acordo com a gravidade da lesdo, da espécie etiolégica causadora e da
possivel evolugdo da doenca para as formas mucosa e disseminada, entretanto, para
lesdes mais simples, deve-se usar aplicacao local de pomadas a base de paramomicina ou
de antimoniais pentavalentes. A combinagédo de medicamentos tem apresentado algumas
vantagens para o tratamento das leishmanioses, tais como a redugdo no periodo de
tratamento, a diminuigdo da concentracdo do medicamento administrado e dos efeitos
téxicos gerados, um custo mais acessivel, o aumento na adesdo dos pacientes e uma

menor probabilidade do parasito tornar-se resistente (WHO, 2010).

2.5 Medidas de prevencao e controle

As medidas de prevencdao e controle do parasito constituem-se importantes, pelas
dificuldades intrinsecas do tratamento das leishmanioses e pelo aumento consideravel dos
numeros de casos de recidiva da doenca. As praticas profilaticas visam geralmente a

interrupcéo do ciclo biolégico dos parasitos, entretanto, sua natureza zoonética, o numero
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diversificado de espécies de Leishmania spp. € a manutencgao do ciclo silvestre; dificultam a

adocgao de agdes eficazes de controle e prevencao (TESH, 1995).

Em ambientes domésticos e peridomésticos, o combate ao inseto vetor pode ser realizado
através do uso de inseticidas, porém, sua utilizacdo apresenta éxito reduzido em areas
abertas (TESH, 1995). A eficacia depende da classe de inseticida utilizada, da
susceptibilidade do inseto vetor, do tipo de superficie ao qual o0 mesmo é aplicado e da
dosagem e método de aplicagdo (WHO, 2010). No Brasil, os produtos mais utilizados séo
as cipermetrinas e deltametrinas, pertencentes a classe dos piretroides, os quais

apresentam eficacia durante trés meses apds sua aplicacdo (BRASIL, 2006).

As estratégias de prevencéo dirigidas a populagdo humana concentram-se na detecgéo dos
casos, no diagnostico preciso e no tratamento efetivo dos doentes, acompanhada de
medidas de prevengao a reinfeccdo, como o uso de repelentes individuais e telas de
protecao nas casas. Tais medidas podem reduzir a transmissao da doencga, mas nao geram

um impacto significativo no numero de casos da doenca (GRIMALDI & TESH, 1993).

Quanto as agles dirigidas ao reservatorio, o Ministério da Saude recomenda o controle da
populagcdo canina, ja que o cao é considerado uma fonte de infeccdo para o vetor
transmissor, comportando-se como elo da infecgao entre o vetor e o homem. A eliminagao
de caes infectados constitui-se em uma medida profilatica adotada pelos 6rgados de Saude
competentes, embora ndo seja efetiva para a reducdo do numero de casos da doenga
(TESH, 1995; GONTIJO & MELO, 2004). A utilizacdo de inseticidas tépicos ou impregnados
em coleiras e a vacinagao podem funcionar como estratégias preventivas com algum
impacto no controle da LVC (WERNECK, 2014). Em relagdo aos hospedeiros selvagens, a
eliminacéo ndo é uma medida executavel ou ecologicamente correta. Além disso, existe a
possibilidade de adaptacdo do parasito a outros reservatérios existentes em ambientes
rurais (GRIMALDI & TESH, 1993; GRAMICCIA & GRADONI, 2005).

Diante de tantas questdes a serem analisadas e ainda a desvendar, é condicao
imprescindivel que as agdes de manejo ambiental, controle quimico e de reservatérios
sejam realizadas de forma integrada, produzindo resultados melhores e mais duradouros.
Neste contexto, investimentos em programas de saneamento, educagdo social e

conscientizagdo ambiental sdo de grande valia no controle das leishmanioses (WERNECK,
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2014).

Em virtude do prejuizo relacionado as condi¢des de tratamento, a problemas na
sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos e as dificuldades encontradas na
efetivacdo dos meétodos profilaticos, o desenvolvimento de vacinas, como nova medida
profilatica, torna-se uma ferramenta vantajosa e com melhor custo-beneficio para o controle
efetivo e prevencdo das leishmanioses, embora ainda seja uma tarefa complexa.
(GRIMALDI & TESH, 1993; GONZALO et al., 2002; SUKUMARAN et al., 2003; RAMIRO et
al., 2003; DESJEUX, 2004).

2.6 Resposta imune na leishmaniose tegumentar

Os estudos utilizando camundongos séo os mais usados para a investigagao da eficacia
de antigenos vacinais e de novos medicamentos contra as leishmanioses, e a
resisténcia ou a susceptibilidade destes camundongos a infeccdo deve-se
principalmente a fatores genéticos desses animais. O controle da infecgao por
hospedeiros mamiferos € mediado via imunidade inata (macréfagos, células dendriticas
e neutréfilos) e adaptativa (células T), sendo que as citocinas sdo as principais
moléculas relacionadas a uma rede de interagcdes que induz e controla a resposta imune
(KEDZIERSKI & EVANS, 2014).

Trabalhos cientificos sobre leishmanioses utilizando camundongos deram origem ao
modelo Th1/Th2 de resisténcia e susceptibilidade associado a infeccdo celular.
(KEDZIERSKI & EVANS, 2014). Elevadas concentragdes de citocinas TGF-3, IL-4, IL-10
e IL-13, normalmente, encontram-se relacionadas a supressao da resposta imune Th1,
direcionando para o desenvolvimento de uma resposta Th2 e a susceptibilidade do
hospedeiro a infecgdo (WILSON et al., 2005). Entretanto, baixas concentragbes de IL-4
melhoram a protec&o induzida por uma vacina, aumentando indiretamente a produgao
de IFN-y por LT CD8* e impedindo uma exacerbagdo da infecgao por L. donovani
(STAGER et al., 2003).

A importancia do desenvolvimento de linfécitos T CD4* do tipo Th1 e linfécitos T CD8*
no balango entre as linhagens celulares Th1/Th2 foi demonstrada em modelos murinos
infectados com L. major (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Os estudos evidenciaram a
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associacao entre a resisténcia a infeccéo por tal espécie com o desenvolvimento de uma
resposta Th1, pela producdo elevada de IFN-y e IL-12. Ja a susceptibilidade foi
associada com o desenvolvimento de uma resposta Th2, mediada pela produgao de
citocinas como IL-4, IL-10 e TGF- (SCOTT, 2003).

As células T CD4* sdo consideradas primordiais na resposta as leishmanioses e quando
diferenciadas em células Th1 produzem citocinas pré-inflamatdrias que possuem um
papel importante na resposta protetora durante a infecgéo. Ja as células T CD8* também
sao responsaveis por um importante papel na resposta protetora, contribuindo

principalmente na geragcao de uma resposta imune de memoaria (STAGER et al., 2000).

Sobre a resposta humoral, verifica-se uma tendéncia para o perfil de resisténcia quando
ha uma elevacdo na produgdo de anticorpos do isotipo IgG2a; enquanto que a
progressdo da doencga se relaciona com o predominio de anticorpos do isotipo 1gG1
especificos aos antigenos dos parasitos (MARTINS et al., 2013; COSTA et al., 2014).

2.7 Desenvolvimento de vacinas

As vacinas tém como objetivo estimular o desenvolvimento e manutengéo de uma resposta
imune protetora e duradoura, capaz de prevenir infeccdes e/ou reduzir a severidade das
doencas (KAECH et al., 2002). E se tratando de leishmaniose, o desenvolvimento de uma
vacina pode representar um dos meios mais econémicos para o controle dessa doencga
(GILLESPIE et al., 2016).

Entretanto, alguns entraves sugerem justificativas para a auséncia de uma vacina anti-
Leishmania bem sucedida, como investimentos escassos de empresas para as doengas
negligenciadas, as preocupagdes com a manutencao da imunidade protetora das vacinas e
reagdes secundarias por elas causadas, 0 uso e as adequagdes de adjuvantes, como
estabilidade, seguranga e imunogenicidade; a diversidade de espécies e a viruléncia de
cada parasito, além da variabilidade intrinseca de cada receptor da vacina (SRIVASTAVA et
al., 2016).

Nao ha até o presente momento, uma vacina licenciada contra a leishmaniose humana e,

embora varias vacinas tenham avancado para testes clinicos, a maioria estd em pesquisa
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em modelos animais, como camundongos e hamsters. Esses estudos s&o ora relevantes,
pois fornecem informagdes quanto a imunidade celular e tém facilitado trabalhos in vivo
sobre 0 mecanismo de agdo de candidatos vacinais e adjuvantes, porém, a extrapolagao
para organismos mais complexos, como cdes e humanos, torna-se uma tarefa dificil
(COSTA et al., 2011; GILLESPIE et al., 2016)

A pesquisa e a utilizagao de tecnologias disponiveis para o desenvolvimento de uma vacina
contra as leishmanioses permeiam desde a utilizacdo dos parasitos vivos atenuados ou
geneticamente modificados, parasitos mortos, fracdes de Leishmania ou proteinas
recombinantes e vacinas de DNA (NAGILL; KAUR, 2011; SRIVASTAVA et al., 2016). As
vacinas que utilizam parasitos atenuados ou mortos, conhecidas como vacinas de 1°
geragao, podem ser obtidas por meio de culturas in vitro com meios modificados, alteracdes
de temperatura, irradiagcdo gama ou mutagdes genéticas (FOROUGHI-PARVAR & HATAM,
2014). A presenca deste parasito permite que o sistema imune do hospedeiro monte uma
resposta especifica contra os antigenos e que células efetoras e de memoaria geradas
venham conferir protecdo. Uma das preocupacbes com a utilizagdo desta vacina é a
possivel reversdo da viruléncia dos parasitos, particularmente, em individuos
imunossuprimidos, entretanto, uma alternativa para a resolugdo deste problema seria a
eliminagao destes genes de viruléncia, permitindo que tais candidatos vacinais ainda sejam
estudados (KUMAR & ENGWERDA, 2014).

As vacinas elaboradas a partir de proteinas recombinantes e/ou purificadas de Leishmania,
ditas como vacinas de 2° geracado (DUARTE et al., 2016; JAIN; JAIN, 2015; SRIVASTAVA
et al., 2016) sdao uma alternativa vacinal. Como exemplos desse grupo, temos a
Leishmune®, uma vacina veterinaria produzida a partir de uma fragdo glicoproteica
purificada de Leishmania donovani, associada ao adjuvante saponina e utilizada contra a
LVC (JAIN; JAIN, 2015). Essa vacina foi recentemente suspensa pelo MAPA devido a
auséncia de comprovagao dos requisitos de ensaio clinico de Fase Il (MAPA, 2008). Ja a
vacina Leish-Tec®, atualmente disponivel no mercado contra a LVC, é produzida a partir da
proteina recombinante A2 de Leishmania infantum associada também ao adjuvante
saponina e, possui 71% de eficacia em estudos de fase Ill (FERNANDES et al., 2008).
Outra vacina de segunda geragéo para LVC, a CanilLeish® (Virbac, Franga), € produzida a
partir de antigenos da Leishmania infantum (LIESP/QA-21) e foi langada em 2011, sendo

comercializada em alguns paises da Europa, porém, nao disponivel no Brasil. Foi
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comprovado que ela induz uma resposta imune do tipo Th1, com a producédo de IFN-y por
linfécitos apds a estimulagdo in vitro, além do aumento da atividade leishmanicida de
macrofagos de caes vacinados (MORENO et al., 2012). Entretanto, a vacina tem,
inicialmente, um carater terapéutico, ou seja, ndo previne o cao da infecgdo primaria pelo
protozoario, apenas diminui o risco da progressao da doencga e controla a carga parasitaria
no animal vacinado (MARTIN et al., 2014).

Por fim, as vacinas de DNA sao também atrativas para compor uma estratégia profilatica
contra as leishmanioses. Tais vacinas s&0 mais estaveis e tém a vantagem de custo
reduzido, facilidade na producdo e armazenamento, estabilidade do material, expressao de
antigenos relevantes e eficiente indugdo de uma resposta imune efetora e de memaria
(HANDMAN, 2001), além de n&o requererem o uso de adjuvantes, mas como nenhuma
vacina humana baseada em DNA foi licenciada, permanece o interesse em se buscar
inovacgodes dentre as outras geragdes de vacinas (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008).

O desafio desse tipo de vacina é a otimizacdo para que as mesmas induzam forte resposta
celular e humoral no homem, porém, sem o risco de que o aumento da imunogenicidade
possa promover ou exacerbar uma resposta pro-inflamatéria (GURUNATHAN et al., 2000).
Vacinas de DNA contendo genes que expressam a proteina A2 (ZANIN et al., 2007), PPG
(SAMANT et al., 2009) ou HbR (GUHA et al., 2013) provaram estimular uma resposta do
tipo Th1, com niveis elevados de IFN-y e reduzida producgao de IL-4; resultando na prote¢ao
de camundongos e hamsters imunizados contra infecgdes experimentais com diferentes

especies de Leishmania.

Nesse sentido, sistemas de entrega de antigenos vacinais tem ganhado atencgéo, tais como
lipossomas, microparticulas, e microrganismos portadores, como bactérias (DAMO XU et
al., 1990) e virus, que possuem capacidade de serem absorvidos por células dendriticas,
além de expressar genes exoégenos (HANDMAN, 2001; SRIVASTAVA et al., 2016). Uma
tecnologia disponivel e que vem sendo estudada é o Phage Display, que utiliza de
bacteriéfagos como veiculos de entrega, com as vantagens de nao interferirem na resposta
imune contra os antigenos peptidicos exibidos e poderem direcionar de forma mais eficiente

a expressao de antigenos para as células apresentadoras de antigenos (CUI et al., 2013).
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2.8 Phage Display

A técnica de Phage Display baseia-se na utilizacdo de bacteriéfagos geneticamente
modificados, que expressam em seu capsideo viral um peptideo aleatorio, sendo chamados
de “mimotopos”, pois sdo sequéncias que imitam epitopos de forma estrutural e/ou
imunolégica (LARRALDE et al., 2007; SZALAIl; JENSEN-JAROLIM, 2008). Esses
bacteriéfagos sédo virus de bactérias e, foram descobertos em 1915 pelo patologista
britdnico Frederick Twort. Em 1917, um microbiologista franco-canadense, chamado Félix
d'Hérelle concebeu o termo "bacteriéfago”, que significa “comedor de bactéria”, a partir do
isolamento de um microrganismo de Shigella (D’HERELLE, 2007; SALMOND; FINERAN,
2015).

Anos depois, em 1985, Smith propds a técnica de Phage Display, que consiste em uma
tecnologia baseada na expressao de peptideos, proteinas ou fragmentos de anticorpos
associados a proteinas presentes na superficie externa dos bacteriéfagos e, uma vez que a
sequéncia de nucleotideos codificadora do inserto € geneticamente fundida a sequéncia
codificadora das proteinas dos fagos, forma-se uma proteina hibrida exposta na superficie

externa da particula viral, sem prejudicar a infectividade do parasito (SMITH, G., 1985).

Essa técnica utiliza diferentes classes de bacteriéfagos (ou fagos), filamentosos ou n&o. No
caso deste trabalho, fagos filamentosos da classe M13, capazes de infectar bactérias gram-
negativas, como Escherichia coli, foram utilizados. A particula de fago é formada por uma
fita de DNA simples, envolta por uma capa proteica constituida por cinco proteinas: plll, pVI,
pVII, pVIII e pIX, conforme ilustrado na figura 3 (BARBAS et al., 2001).
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Figura 3 Representacgéo da estrutura de um fago filamentoso. A) Composi¢cao do gene //l mostrando o sitio de
ligacdo de clonagem para introdugéo do gene adicional. B) Particula viral com as proteinas pllil, pVI, pVII, pVII
e pXI. C) Cristalografia dos dominios D1 e D2 da proteina Ill (Holliger & Williams, 1999).

Os fagos filamentosos da classe M13, utilizados neste projeto, apresentam vantagens
experimentais, tais como o ciclo lisogénico de replicagédo, em que n&o ha necessidade de
romper a célula bacteriana hospedeira para finalizarem seu ciclo, em outras palavras, os
fagos sao secretados da célula hospedeira sem sua lise, diminuindo consideravelmente a

presenca de endotoxinas bacterianas na amostra final (WILLATS, 2002).

O Phage Display utiliza o principio de que polipeptideos podem ser expressos na superficie
de bacteriéfagos pela insercdo de um segmento de DNA codificante no genoma dos
mesmos, de modo que o peptideo ou a proteina expressa fique exposta na superficie da
particula viral, fusionada a uma proteina endégena do virus, como € o caso das proteinas
plll e pVIII (BARBAS, 2001).

A exposicdo de um peptideo aleatdrio na superficie do fago possibilita a sua atuagdo como
um ligante a uma enzima, um imundgeno ou desempenhando qualquer outra atividade em
processos biologicos. A insercdo de oligonucleotideos e a subsequente construgdo de
bibliotecas de peptideos tornam possivel a selecao de proteinas com afinidades especificas

(MAKOWSKI, 1994). Esta ligacao entre o gendtipo e fendtipo permite o enriquecimento de
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fagos selecionados, por exemplo, usando processos de biosselegao (ou biopanning) frente

a um determinado alvo.

Dessa forma, fagos que exibem um ligante que seja relevante sao retidos em virtude de sua
ligacdo com o alvo, enquanto que os fagos ndo aderentes séo retirados do processo por
meio de sucessivas lavagens (BENHAR, 2001). Tal processo de selegdo é realizado
artificialmente, no qual a molécula alvo é imobilizada em um suporte sélido, geralmente,
uma placa de ELISA de fundo chato, entretanto, beads, resinas ou membranas podem

também podem ser utilizados.

O fato do fago M13 ter a capacidade de infectar bactérias gram-negativas, como a
Escherichia coli, pela ligagdo da proteina plll ao pillus F da célula bacteriana, permite a
amplificagdo do numero desses clones selecionados utilizando a maquinaria celular das
bactérias (BARBAS, 2001). As particulas de fago sdo processadas no espacgo
periplasmatico da bactéria (BENHAR, 2001), sendo que o gene lacZ no bacteriéfago
permite a distingdo entre as colonias bacterianas infectadas com os fagos que carregam
sequéncias exodgenas, representadas pela coloragdo azul, daquelas n&o-infectadas, que
permanecem de cor branca (MESSING, 1983).

A selegao de bacteriéfagos recombinantes contendo mimotopos especificos para certo alvo
pode ser feita a partir de uma biblioteca heterogénea contendo inumeras particulas virais
geneticamente modificadas (SMITH, G., 1985). A triagem de moléculas de alta afinidade em
relacdo a um determinado receptor-alvo, aderido a uma superficie sélida, é realizada por
etapas consecutivas de selegcdo denominadas de ciclo de biopanning, ou biossele¢gdao, como
demonstrado na figura 4 (PARMLEY; SMITH, 1988).
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Figura 4 Estrutura do fago filamentoso M13. (A). Ciclo de Biopanning (B). Descrigéo do ciclo: (1) Biblioteca de
bacteri6fagos geneticamente modificados. (2) Biopanning: A biblioteca de fagos que exibe peptideos ou
proteinas distintas (estrelas com cores diferentes) é exposta a amostra-alvo aderida na placa (pentagono

amarelo); o fago com o mimotopo é capturado (fago com estrela amarela). (3) Lavagem e enriquecimento: Os

fagos néao ligados sao lavados e o fago capturado é eluido. (4) Amplificagao: o fago eluido é entdo amplificado

por infeccdo de uma E. coli adequada. (5) O inserto do fago selecionado € entéo identificado por
sequenciamento e disponivel para diversas analises, assim como o fago, propriamente. Fonte: Adaptado
(GAGIC et al., 2016).

Os ciclos de biopanning se iniciam com a adesao do receptor-alvo a uma superficie soélida,
seguido do bloqueio dos sitios livres na superficie impedindo ligagdes inespecificas, a partir
do emprego de solugbes com proteinas de baixo peso molecular e normalmente nao-
reativas. Sequencialmente, realiza-se a incubagdo com bibliotecas de fagos expondo as
moléculas exdgenas em sua superficie, posterior etapa de lavagem para a retirada de
clones inespecificos e a eluicao do fago especifico, que se ligou ao receptor-alvo, a partir de
uma solugao acida (como tampéo glicina pH 2,2), que ira romper a ligagao dos fagos com o
alvo (WILLATS, 2002).

Em sintese, apds sucessivos ciclos de ligagdo, lavagem, eluicdo e amplificacdo, uma
biblioteca de fagos originalmente diversificada, contendo até 10'? variantes, é cada vez
mais refinada com clones mais especificos e com propensao para se ligar a molécula alvo
(SCHIER et al., 1996). Por fim, as populagdes de fagos monoclonais selecionadas e com
alta especificidades podem ser identificadas por sequenciamento e submetidas as analises
subsequentes (GAGIC et al., 2016; SMITH, GEORGE P.; PETRENKO, 1997).
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O rastreio de bibliotecas de bacteriéfagos com peptideos exdégenos a partir da técnica de
Phage Display representa uma alternativa para a busca de novos alvos bioldgicos com
elevada afinidade (SMITH, G., 1985). Novas moléculas com aplicagdes biolégicas distintas
foram identificadas por essa tecnologia, resultando em marcadores de diagndstico,
candidatos vacinais e/ou alvos terapéuticos (FELICIANO et al., 2014; LARRALDE et al.,
2007; MANHANI et al., 2011).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa utilizou com sucesso esta tecnologia a fim de
identificar novos candidatos para o sorodiagndstico (COSTA et al., 2014; COSTA et al.,
2016; SALLES et al., 2017) e na prevengao (COSTA et al., 2015; COSTA et al., 2014) da LV
canina. Com isso, a partir do know-how do grupo, o presente trabalho buscou a utilizagao
desta ferramenta para avaliagdo de bacteriofagos como imundégenos contra L.

amazonensis, a fim de seu futuro emprego como vacina na LT humana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Utilizar a tecnologia de Phage Display para identificar novos alvos vacinais para serem

avaliados como vacina contra a leishmaniose tegumentar.

3.2 Objetivos especificos

= Selecionar clones de bacteriéfagos que expressem, em sua superficie, mimotopos com
elevada especificidade e seletividade com anticorpos IgGs de soros de pacientes com LT,

por meio de uma abordagem de Phage Display.

= Estimular células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com LT
antes e apds o tratamento, e de individuos sadios, utilizando os clones selecionados e
quantificar os niveis de IFN-y e IL-4 nos sobrenadantes das culturas, a fim de identificar

aqueles capazes de estimular a maior producdo de IFN-y e menores niveis de IL-4.

= Verificar a homologia dos peptideos exdgenos presentes nos clones selecionados frente

as sequéncias primarias de proteinas de Leishmania.

= Avaliar o grau de protecdo de camundongos BALB/c imunizados com os melhores clones
previamente selecionados contra a infeccdo com L. amazonensis, por meio da
determinacgao da carga parasitaria no sitio de infecgao, linfonodos drenantes, bago, figado e

medula éssea dos animais usando as técnicas de diluigao limitante e qPCR.

= Avaliar a resposta celular dos clones antes e apds a infeccao desafio, por meio da
avaliacdo da produgdo de IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF por ELISA de captura e

citometria de fluxo. Avaliar a ativagdo macrofagica pela produgéo de éxido nitrico (NO).

= Avaliar a resposta humoral nos animais antes e apds a infeccido desafio, pela

determinacao dos niveis de IgG1 e IgG2a especificos aos imunodgenos e parasitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

No presente estudo, foi proposta a validagdo de dois clones de bacteri6fagos que

apresentaram elevada imunogenicidade em experimentos in vitro usando PBMCs humanos.

Primeiramente, foi realizada a sele¢do de clones de bacteriéfagos recombinantes, seguida
da avaliacdo in vitro usando PBMCs de pessoas sadias e de pacientes com LT frente ao
estimulo com os fagos. A predi¢cado de epitopos miméticos de Leishmania amazonensis por
bioinformatica e finalmente os ensaios in vivo pela imunizagcdo de camundongos BALB/c e
posterior infeccdo experimental com Leishmania amazonensis. O delineamento do estudo

compreende as etapas mostradas na Figura 5.

Display

Ensaios in vitro: Imunoestimulacao de

Bioinformatica

Ensaios in vivo: Imunizacao e Infeccao

Analise Estatistica

Figura 5 Fluxograma experimental do trabalho
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4.2 Animais de experimentagao

Camundongos BALB/c fémeas, de oito semanas de idade, foram utilizados. Os animais
foram adquiridos no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG e mantidos
em estante apropriada no Biotério do Departamento de Patologia Clinica do COLTEC,

UFMG, sob as devidas condi¢des de manejo.

Para o uso do sangue humano, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(COEP) da UFMG (protocolo CAAE-323431.14.9.0000.5149) (ANEXO 1). Para uso do
modelo murino, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEUA) da UFMG (protocolo 225/2017) (ANEXO 2).

4.3 Parasitos

Parasitos da cepa IFLA/BR/1967/PH-8 de L. amazonensis foram cultivados em meio de
cultura Schneider’s (Schneider’s Insect Medium, Sigma) completo, constituido por meio
Schneider’s acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Sigma), 20 mM de L-
glutamina, 200 unidades por mililitro (U/mL) de penicilina e 100 microgramas por mililitro
(ug/mL) de estreptomicina em pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 24°C e repiques das
culturas foram efetuados de cinco em cinco dias, periodo que os parasitos apresentavam-se
em fase logaritmica de crescimento. Estoques de parasitos foram mantidos em nitrogénio

liquido, a -196°C, conforme descrito por Coelho et al. (2003).

4.4 Preparo do extrato soluvel de Leishmania amazonensis (SLA)
O extrato soluvel antigénico (SLA) de L. amazonensis foi preparado como descrito
previamente por Coelho et al. (2003). Uma estimativa da concentragdo de proteinas foi
avaliada conforme descrito por Bradford (1976).

4.5 Amostras de sangue
Amostras de sangue foram coletadas de individuos sadios (n=8, sendo 05 do sexo

masculino e 03 do sexo feminino, com idades variando entre 22 e 45 anos) e de pacientes

com LT [n=6 com LC, sendo 4 do sexo masculino e 2 do sexo feminino, com idades entre
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24 e 56 anos, e n=6 com LM, sendo 5 do sexo masculino e 1 do sexo feminino, com idades
entre 33 e 61 anos), residentes em area endémica da doenga (Belo Horizonte). Os
individuos sadios nao apresentaram sinal clinico da doenga e mostraram resultados
sorologicos negativos usando kit comercial (Teste Kalazar Detect™, InBios International,
Seattle, WA, EUA). Os pacientes com LT foram diagnosticados por meio de avaliagédo
clinica, demonstragao direta dos parasitos em esfregacos corados por Giemsa e/ou pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificar o kDNA de L. braziliensis. Tais
pacientes foram tratados com antimoniais pentavalentes (Sanofi Aventis Farmacéutica
Ltda., Suzano, Sdo Paulo, Brasil) e a coleta de seu sangue foi realizada em dois periodos:
antes e seis meses apos a finalizagao do tratamento, para utilizacdo nos experimentos de

imunogenicidade in vitro usando culturas de PBMCs.

4.6 Purificagao dos anticorpos por acoplamento em microesferas de proteina G

Para os ciclos de biopanning, amostras de soro de individuos sadios (n-=8) e de pacientes
com LC (n=6) ou LM (n=6) antes do tratamento foram usadas. As amostras foram
preparadas sob a forma de “pools”, cada qual contendo aliquotas individuais e similares de
cada soro do grupo para a purificacdo das IgGs e realizagdo dos ciclos de biopanning. A
purificacdo dos anticorpos IgGs dos soros de pacientes com LC ou LM e dos individuos
sadios foi realizada por meio da incorporagdo dos anticorpos a microesferas magnéticas
(beads magnéticos) conjugados a proteina G (Dynabeads, Invitrogen). Para tal, 2 x 10°
particulas de microesferas foram lavadas por 3 vezes em tampao MES 0.1 M pH 5.0 e foi
adicionado as mesmas 300 uL do pool de soros dos pacientes ou controles, para um
volume final de 500 uL. A proporgdo de anticorpos para a quantidade das microesferas em

todos os casos foi de 1:1.

Em seguida, foi realizada uma incubagao por 40 min sob agitacao constante na temperatura
ambiente. As microesferas com os anticorpos adsorvidos foram lavadas por 3 vezes em
tampao MES 0.1 M pH 5.0, com a finalidade de retirar os anticorpos IgGs nao-aderidos.
Para a finalizacdo da ligacdo covalente entre as microesferas e os anticorpos, o sistema
beads-anticorpos foi lavado 2 vezes com 1 mL de tampao trietanolamina 0.2 M pH 8.2 e
ressuspendido em 1 mL de tampéao de ligagéo covalente (20 mM de dimetilpimelinidato/HCI
em tampao trietanolamina) por 30 min, sob agitacdo constante. A neutralizagdo da reacgéo

foi feita pela incubagao do sistema com 1 mL de tampao Tris 50 mM pH 7.5, por 15 min.
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Posteriormente, as microesferas incorporadas foram lavadas por 3 vezes em tampao TBS-T
0.1% de Tween 20 e bloqueadas com solu¢ao de bloqueio (5% de BSA em TBS-T 0.05% de
Tween 20) por 1 h e a 37°C, sendo entdo ressuspendidas em 200 uL de tampao TBS. Para
a certificagdo do acoplamento, 5 uL dos beads cobertos pelas IgGs foram incubados por 1 h

e a 37°C com o anticorpo anti-IgG humano (diluicado de 1:10.000).

Apos a incubacéo, os beads foram lavados por trés vezes com TBS-Tween 0.1% e a reagao
foi revelada pela adicdo do substrato tetrametilbenzidina (TMB). A reacédo foi interrompida
pela adicdo de 25 uL de acido sulfurico 2 N e a leitura da absorbancia foi efetuada a 450
nandmetros (nm), em leitor de microplacas de ELISA (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA).

4.7 Ciclos de Biopanning

Para a realizagédo dos processos de selegédo negativa e positiva, 1 x 10" particulas virais de
uma biblioteca recombinante contendo peptideos fusionados em fagos filamentosos
(biblioteca Ph.d.-C7C, New England, BioLabs®) foram utilizadas. Elas foram diluidas em 190
uL de TBS 1x/Tween 0,1%, para a selegdo dos ligantes nas microesferas incorporadas

pelos anticorpos IgGs.

O processo foi iniciado pela selegdo negativa. No 1° ciclo de biopanning, a biblioteca de
bacteriéfagos recombinantes foi incubada por 30 min com as microesferas acopladas com
as IgGs do pool de soros de individuos sadios e, em seguida, as mesmas foram
precipitadas por atracdo magnética ao suporte Dynal Biotech (no. 12020), sendo o
sobrenadante contendo os clones que nao se aderiram aos anticorpos transferido para novo
tubo. Tal procedimento foi realizado 3 vezes e apenas os clones de fagos que nao se

aderiram a tais anticorpos foram recuperados no sobrenadante.

Para a selecido positiva, o sobrenadante coletado anteriormente foi transferido para um
novo tubo contendo microesferas acopladas com as IgGs do pool de soros de pacientes
com LT, sendo incubadas por 30 min. Tal procedimento foi realizado por 3 vezes, na forma
mucosa (n=6) e trés vezes na forma cuténea (n=6). As microesferas contendo o sistema
beads-anticorpos precipitado nos tubos dos biopanning das IgGs de pacientes com LT, mais

os fagos de interesse aderidos, foram lavadas por 10 vezes com TBS 1x/Tween 20 0,1% e
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os fagos selecionados foram entdo, eluidos em 500 uL de tampao glicina 0,2 M pH 2,0,
sendo tal solugdo neutralizada pela adigdo de 75 uL de Tris-base pH 9,0. As microesferas
contendo o sistema beads-anticorpos precipitado nos tubos dos biopanning foram
processados conforme relatado acima. Os clones de fagos foram recuperados para
posterior titulagao. Ao final do 3° ciclo de biopanning, os clones de fagos foram amplificados

e titulados.

O sobrenadante é levado para selecdo positiva Eluicdo acida dos fagos especificos de LTA

NN NN NN

w o w w || e - o -
Paciente Sadio Paciente com LTA Paciente com LTA
forma mucosa forma cutdnea
SELECAO NEGATIVA SELECAQ POSITIVA

Figura 6 Representagido esquematica dos ciclos de biopanning

Para a realizagédo das titulagdes e extracdo do DNA dos fagos de interesse, os protocolos
descritos por Costa et al. (2014) (23) e Salles et al. (2017) (24) foram utilizados e sao

detalhados a sequir:

4.8 Titulagdes dos clones de fagos

Para as titulagdes dos clones de fagos recuperados, os mesmos foram submetidos a
diluicbes seriadas exponenciais (log10) em meio Luria-Bertani (LB) liquido acrescido de
ampicilina (100 mg/mL), sendo as diluicbes de 10! até 10* para os eluatos nao-
amplificados e de 1028 a 10" para os eluatos amplificados. A cada diluicdo, 200 pL da
cultura de E. coli ER2738 na fase mid-log (DOesoonm de 0,5) foram acrescentados. Apos a
infecgdo das bactérias pelos fagos, a cultura foi transferida para novos tubos contendo 3 mL
de agar Top (10 g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, 7 g de

agarose, 1 g de MgCl2.6H20, por 1 L de agua deionizada) e espalhadas em placa de Petri
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contendo meio LB sélido acrescido de IPTG (0.5 mM)/Xgal (40 pug/mL) e ampicilina.

Para cada titulagdo, uma placa de cultura foi confeccionada. As placas foram incubadas a
37°C por 16 h. Apos o periodo de incubacgado, as col6nias que se apresentavam azuis e
individualizadas foram quantificadas manualmente. Para estimar os valores dos titulos, o

numero total de colénias contadas foi multiplicado pelo fator de diluigdo de cada placa.

4.9 Amplificagdo e extragdo do DNA dos fagos de interesse

As colbnias de cor azul, individualizadas, presentes nas placas de cultura obtidas quando
da titulagdo 3° ciclo de biopanning, foram coletadas para a extragdo do DNA. Para a
amplificagdo dos fagos, 1.2 mL da cultura de células E. coli ER2738 em fase early-log
(ODs0onm~0,3) foram distribuidos em cada pog¢o de uma placa deepwell. Com palitos de
dente estéreis, 96 coldnias azuis foram retiradas da placa de Petri e transferidas para a
placa de cultura. A cada pocgo, apenas uma colénia de fago foi adicionada, totalizando 96

coldénias em cada Deepwell.

A placa foi vedada e incubada por 5 h, sob agitacdo constante e a 37°C. Apds a incubacgao,
a placa foi centrifugada por 20 min a 2.250 x rpm, sendo o sobrenadante transferindo para
outra placa. A essa 22 placa, foi adicionado PEG/NaCl (1/6 do volume total do
sobrenadante), sendo a mesma incubada por 14 h e a 4°C. Apds, a placa foi centrifugada
por 1 h, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em tampao iodeto (10 mM
de Tris HCI pH 8.0, 1 mM de EDTA e 4 M de Nal). As placas foram agitadas vigorosamente
e, em seguida, adicionou-se etanol absoluto. Apdés uma incubagdo de 10 min, as placas
foram centrifugadas (2.250 x rpm a 4°C e por 10 min), sendo o sobrenadante descartado. O
precipitado contendo o DNA foi lavado com 500 uL de etanol 70% e, novamente,
centrifugado. Finalmente, o DNA foi diluido em 20 pyL de agua ultrapura e sua qualidade foi
avaliada apos uma corrida eletroforética realizada em gel de agarose 0.8%, corado com

uma solugéo de brometo de etidio (10 ug/mL).

4.10 Sequenciamento dos clones de fagos selecionados
A reacgao de sequenciamento utilizando o DNA dos fagos de interesse foi realizada com 500
ng de DNA de cada fago selecionado, 5 pmol do primer 96 glll (5-OH CCC TCA TAG TTA
GCG TAA CG-3'-Biolabs) e o pré-mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit-Amersham
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Biosciences).

A reacao de 35 ciclos ocorreu em um termociclador de placas, nas seguintes condicoes:
desnaturacdo a 95°C por 20 seg, anelamento a 58°C por 15 seg e extensdo a 60°C por 60
seg. Os amplicons gerados da reagédo de sequenciamento foram precipitados com 1 uL de
acetato de aménio e 27.5 L de etanol absoluto. A placa foi centrifugada por 45 min a 2.500
X rpm e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 150 pL de etanol 70% ao pellet e o
material foi centrifugando novamente por 10 min e a 2.500 x rpm, sendo o sobrenadante
descartado. A placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posicdo foi
centrifugada a 500 x rpm durante 1 min. Em seguida, a placa foi coberta com papel
aluminio, permanecendo assim por 5 min, para a evaporagao completa do etanol
remanescente. O precipitado foi ressuspendido em tampéao de diluicdo (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit-Amersham Biosciences) e o sequenciamento foi realizado no

sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

4.11 Analise por bioinformatica

A deducao in silico das sequéncias de nucleotideos do DNA dos fagos de interesse para a
identificacdo dos peptideos exdégenos foi realizada pelo programa Expasy
(http://web.expasy.org/translate/). Apds detectar manualmente a posicédo do inserto, as
sequéncias nucleotidicas sdo submetidas a traducao pelo servidor online. As sequéncias
validas foram utilizadas para as analises de similaridades com o alinhamento dos peptideos
selecionados realizado no servidor online do European Bioinformatics Institute (EBI) por

meio do programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

4.12 Definigao dos alvos vacinais

Os clones de fagos que tiveram as sequéncias de aminoacidos de seus peptideos
exdgenos identificadas foram usados para estimular PBMCs de individuos sadios e de
pacientes com LM, antes e ap6s o tratamento, a fim de se dosar as citocinas IFN-y e IL-4
nos sobrenadantes das culturas. Para tal, células foram purificadas por meio de gradiente
Ficoll-Hypaque (GE HealTcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia) e cultivadas em meio

RPMI1640 suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado, 2 mM de L-glutamina,


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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200 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 50 uM de 2-mercaptoetanol, 1 mM de
piruvato de sodio e aminoacido nao essencial. PBMCs foram incubadas apenas em meio
(controle) ou estimuladas com os clones de fagos individuais (10'° fagos, cada), durante 5
dias a 37°C e em 5% de COa2.

Entdo, os sobrenadantes foram coletados e os niveis de IFN-y e IL-4 foram quantificados
por ELISA de captura, usando kits comerciais (BD Biosciences, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Dois clones que apresentaram maiores valores de IFN-y e
menores niveis de IL-4 foram selecionados para os experimentos in vivo. A seguir, 0

sequenciamento de aminoacidos dos fagos mais promissores, A4 e A8 (Tabela 2).

Tabela 2: Sequéncias aminoacidos validas dos fagos mais promissores para formulagao de uma vacina contra
a Leishmaniose Tegumentar.

Clone Sequéncia de aminoacidos
A4 YLLCISP
A8 GSRCYPR
4.13 Imunizagao de camundongos BALB/c

Camundongos BALB/c fémeas (n=16 por grupo) foram imunizados individualmente, no
coxim plantar direito de acordo com seu respectivo grupo: clones A4 e A8, além dos
controles: clone selvagem, clone irrelevante e salina (controle de infeccdo). Trés doses
(com 10'° fagos) foram administradas, em intervalos de 15 dias, em um volume final de 20

ML por animal. Os animais foram divididos em cinco grupos:

Grupo 1: Grupo controle da infecgéo: Inoculado com salina PBS 1x (salina);

Grupo 2: Grupo controle do fago: Imunizado com clone selvagem: 10'° fagos em PBS 1x;
Grupo 3: Grupo controle do peptideo: Imunizado com clone irrelevante (RP): 10'° fagos em
PBS 1x;

Grupo 4: Grupo imunizado com clone A4: 1 x 10'°fagos em PBS 1x;

Grupo 5: Grupo imunizado com clone A8: 1 x 10'°fagos em PBS 1x.

As concentragdes dos imunogenos foram determinadas com base em experimentos
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vacinais padronizados por nosso grupo de pesquisa.

4.14 Infecgao desafio

As infec¢des desafio foram realizadas 30 dias apos a ultima dose da vacina (Fig. 7), quando
também ocorreu a eutanasia de metade do numero dos animais (n=8) de cada grupo para a
realizagdo de experimentos de imunogenicidade. Para a infecgédo, 10 promastigotas em
fase estacionaria de crescimento de L. amazonensis foram utilizadas. Os parasitos foram
inoculados por via subcutanea no coxim plantar direito dos animais em um volume final 20
uL e diluidos em PBS 1x pH 7,4. Os camundongos infectados foram monitorados durante
10 semanas apoés o desafio e entdo eutanasiados para realizagcdo dos experimentos de
imunogenicidade e determinacdo da carga parasitaria. Os animais desafiados foram
submetidos a medi¢ao da lesdo causada na pata infectada semanalmente, durante essas

10 semanas, com auxilio de um paquimetro digital (L.S. Starrett S.A., SP, Brasil).

) 1° Eutanasia
— Para avaliagao da resposta
imune celular e humoral

J -

30 dias apos .
I I tiltima dose 60° dia
Divisao em 2 grupos
1° dia 15° dia 30° dia
1° Dose 2° Dose 3" Dose

¥

- i

Apos 10
. .
semanas de p 2 Eutc:_nailad
[P ara avaliagao da

: monitorizagao h

amazonensis resposta imune celular
e humoral e

quantificagao
parasitaria

Desafio
Infecg@o com L.

Figura 7 llustracdo da imunizagao/infeccdo desafio e eutanasia de camundongos BALB/c.



46

4.15 Evolugéo do tamanho da leséo e avaliagdo da carga parasitaria

Medi¢cdes semanais do didmetro das patas infectadas foram realizadas com uso de um
paquimetro digital. A carga parasitaria foi avaliada entre 10 semanas apods a infecgéo
desafio. Para tal, a técnica da diluigdo limitante foi utilizada em fragmentos da lesdo da pata,
no bacgo, figado, linfonodo popliteo e medula éssea dos animais infectados. Os tecidos e
orgaos foram coletados, pesados e macerados em meio de Schneider’'s completo. O
protocolo técnico foi realizado conforme descrito por Coelho et al. (2003). O parasitismo nos
animais foi também avaliado pela técnica de qPCR nos fragmentos de leséo e bago, de

acordo com protocolos descritos por Martins et al. (2017).

4.16 Isolamento e cultura dos esplenécitos

Camundongos imunizados e/ou imunizados e infectados foram submetidos a eutanasia para
a coleta do baco, isolamento, cultura e estimulagado dos esplendcitos de acordo com Martins
et al. (2013), com modificagdes. Para tal, 10° células/mL foram incubadas em meio de
cultura RPMI 1640 completo na auséncia (controle negativo) ou presenga dos estimulos
especificos (clones usados na imunizagédo ou SLA, nas concentragdes de 10'° fagos ou 25
pg/mL de SLA), por 48 h em estufa com 5% de CO2 e a 37°C; quando os sobrenadantes
foram coletados para a dosagem das citocinas. A avaliagdo da participacdo de LTCD4" e
LTCD8" na produgéo de IFN-y pelos esplendcitos dos animais imunizados e desafiados foi
realizada com a utilizagado dos anticorpos monoclonais anti-CD4 (GK 1.5), anti-CD8 (53-6.7)
ou anti-IL12 (C17.8), como recomendado pelo fabricante (todos da Pharmingen, San Diego,
CA, USA).

417 Dosagem das citocinas

As citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12p70 e GM-CSF foram avaliadas. A dosagem das
citocinas foi realizada através da técnica de ELISA de captura, utilizando-se os Kkits
comerciais BD OptEIA TM Set Mouse IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12p70 e GM-CSF [numero de
catalogo: 555138, 555232 , 555167, 555256 e 555252 respectivamente (Pharmingen, San
Diego, CA, USA)], seguindo as instrugdes dos fabricantes.
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418 Citometria de fluxo

A frequéncia de células T capazes de produzir IFN-y, TNF-a ou IL-10 foi avaliada por
citometria de fluxo usando o sistema Cytometric Bead Array (CBA; BD, Pharmingen, USA),
de acordo com o protocolo do fabricante. Esplendcitos foram coletados de animais do grupo
controle ou vacinados com os fagos e infectados, para o cultivo in vitro como descrito por
Vieira et al. (2012), com algumas modificagdes. Para isto, o bago dos animais foi retirado e
colocado em uma placa de Petri para maceragdo. Os fragmentos de tecido foram filtrados e
as células obtidas foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640. Os esplenécitos foram
ressuspendidos com 1x108 células por mL e incubados em tubos de polipropileno (Falcon,
BD Pharmingen) em 1 mL de meio RPMI 1640. Os tubos foram separados em quatro
grupos de acordo com o antigeno utilizado para estimulo. O primeiro grupo de células foi
estimulado com 25 ug/mL de SLA; o segundo grupo foi estimulado com 10" fagos e o
terceiro grupo foi composto apenas por células em contato com o meio RPMI 1640. Como
controle, células foram incubadas com PMA (25 ng/mL) (Phorbol-12-miristato-13-acetato) e
ionomicina (1 pg/mL) em meio RPMI 1640. Todas as culturas foram deixadas por 48h a
37°C e 5% de CO2. Apds este periodo de incubagao foram adicionados 10 pg/mL de
Brefeldina A (BFA, Sigma, St Louis, MO, USA) por tubo e as culturas celulares foram
deixadas por mais 4 h nas mesmas condi¢des. Passado o periodo de incubagao, 200 uL de
EDTA (Sigma) foram adicionados em cada tubo em uma concentracao final de 2 mM. As
culturas foram lavadas com tampao FACS (PBS 1x, 0,5% BSA e 0,1% azida sddica),
centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 1640. As células foram separadas e
marcadas com FITC anti-CD4 ou anti-CD8 (Caltag, Burlingame, CA, USA) durante 30 min a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apés a marcagido, os esplendcitos foram
permeabilizados com um tampédo FACS-perm (tampdo FACS adicionado de 0,5% de
saponina) e incubados com anticorpos contra as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, marcadas
com ficoeritrina e deixadas em repouso por 30 min a temperatura ambiente e na auséncia

de luz.

Apds a marcacao das citocinas citoplasmaticas, as células foram lavadas com tampao
FACS, fixadas com uma solugao de fixagdo FACS-fix (10 g/L de paraformaldeido, 10,2 g/L
de cacodilato de sodio e 6.63 g/L de cloreto de sédio, pH 7.2) e armazenadas a 4°C até a
leitura. A citometria foi realizada em aparelho FACScalibur® (Becton Dickson - BD, USA)

utilizando o pacote de software Cell-Quest™ (Franklin Lakes, NJ, USA), tendo sido baseada
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em 30.000 eventos por amostra.

Para avaliar as ligagbes ndo especificas, reagentes isotipicos marcados com fluorocromo
foram utilizados e a auto-fluorescéncia foi monitorada pela utilizacdo de um controle
negativo (suspensdo celular incubada na auséncia de anticorpos marcados com
fluorocromo, mas na presenga dos tampdes). A frequéncia de células T CD4* e T CD8*, que
expressam as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 foi determinada seguindo uma estratégia de
analise convencional. O tamanho (forward laser scatter — FSC) e a granulosidade (Side
laser scatter - SSC) para as células de interesse foram definidos e a regido R1 foi
selecionada para analise. Os graficos de densidade celular de CD4/FL1 ou CD8/FL1 versus
IFN-y/FL2, TNF-a/FL2 e IL-10/FL2 foram definidos para determinar a porcentagem de IFN-y,
TNF-a e IL-10 presentes no interior de células T. Os resultados foram expressos como
indexes, que foram obtidos pela divisdo do percentual de células T CD4* ou CD8* nas

culturas estimuladas versus estes das culturas nao estimuladas (controle).

4.19 Avaliagado da resposta humoral pela produgéo de anticorpos IgG1 e IgG2a

A resposta humoral baseada na presenca de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-imunégeno e
anti-parasito foi avaliada antes e apoés a infecgao, conforme descrito por Coelho et al. (2003)
e Martins et al. (2017). O perfil da resposta humoral nos animais vacinados e/ou desafiados
foi avaliado através da producgao dos isotipos IgG1 e IgG2a, especificos aos clones de fagos
ou ao SLA. Curvas de titulagcdo foram realizadas para determinar a concentracdo de
antigeno e a diluigdo do anticorpo mais adequado a ser utilizado. Placas de ELISA (Biofil®,
Brasil) foram revestidas com SLA (1,0 ug por pogco) em 100 pL de coating buffer (50 mM
tampao carbonato) pH 9,6, durante 18 h e a 4°C. Depois disso, os pogos foram bloqueados
usando 200 pyL de tampéao de TBS-T contendo 5% caseina durante 1 h e a 37°C. As placas
foram lavadas 7 vezes usando TBS-T, que foram incubadas com 100 pL dos soros
individuais, durante 1 hora e a 37°C. As amostras foram diluidas (1:100) em TBS-T
contendo 0,5% solugdo de caseina. As placas foram lavadas 7 vezes com TBS-T, e
incubadas com os anticorpos especificos de camundongos marcados com peroxidase
(Sigma Aldrich), diluidos a 1:5.000, e a incubacao ocorreu durante 1 h e a 37°C. Apds 7
lavagens com TBS-T, a reacdo foi revelada através da incubacdo com H:202, ortho-
phenylenediamine e tampao de citrato-fosfato pH 5,0, por 30 min e no escuro. A reacéao foi

interrompida pela adicao de 25 pyL de H2SO4 2 N, e a densidade éptica foi lida em um leitor
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de microplacas de ELISA, a 492 nm. Em todos os ensaios, controles positivos e negativos

foram utilizados.

4.20 Avaliagao da carga parasitaria

Para realizar a quantificacdo de parasitos, o tecido infectado, bacgo, figado, linfonodo
drenante e medula éssea foram removidos apods eutanasia dos animais, 10 semanas apés a
infeccdo. Os orgaos foram macerados em meio de Schneider’s incompleto na proporgéao de
1 mL de meio de cultura a cada 100 mg de tecido. Diluigcbes seriadas foram realizadas
utilizando meio de Schneider’'s completo, partindo de uma diluicdo de 10-1 até uma diluicéo
maxima de 10-12. As placas de cultura celular de 96 pogos (Nunc) foram incubadas em
estufa a 24°C durante 7 dias e os resultados foram representados pela maior diluigdo na
qual os parasitos puderam ser visualizados utilizando um microscépio trinocular invertido
(Axiovert 25, Zeiss), de acordo com Coelho et al. (2003).

4.21 Avaliagao da carga parasitaria dos animais imunizados com fagos e infectados

por L. amazonensis através da técnica de PCR Real Time

A carga parasitaria do bago e da pata infectada foi também avaliada por qPCR. Para isto, o
DNA das amostras foram extraidos através do método de fenol-cloroférmio, como descrito
por Ferreira et al. (2012), e ressuspendido em 100 uL de agua ultrapura. As reagdes de
PCR foram realizadas com 2x SYBR® Green PCR Master Mix, utilizando 5 pyL do mix
disponibilizado no kit, 2 mM de cada primer (Forward - CCTATTTTACACCAACCCCCAGT e
Reverse - GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA) e 20ng de cada DNA. Uma curva padrao foi
obtida do DNA extraido de 1x108 parasitos para comparacdo e analise dos resultados
finais. A PCR foi realizada no aparelho StepOneTM (Life Technologies, USA), as amostras
foram incubadas a 95°C durante 10 min e sucessivamente foram submetidas a 40 ciclos de
95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. Durante cada ciclo os sinais de fluorescéncia foram
coletados para analise e apds terminada a reagdo, a quantificacdo de parasitos de cada
amostra foi calculada de acordo com a curva padrdo. O experimento foi realizado em
duplicata e os resultados expressos como o numero de parasitos por DNA total (Fiuza et al.,
2015). A comparagdo da carga parasitaria entre os grupos experimentais também foi

calculada (em percentual).
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4.22 Bioinformatica, clonagem e purificagao da proteina diidroorotato

Ensaios de bioinformatica indicaram a proteina desidrogenase de diidroorotato
(XP_003722973.1, PDB: 4WZH_A) como expressando ambos os mimotopos expostos a
fago A4 e A8 (YLLCISP e GSRCYPR, respectivamente). A fungdo da proteina foi prevista
pelo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no alinhamento de pesquisa no servidor
UNIPROT (http://www.uniprot.org/) (WANG; LI; WANG, 2009). As propriedades fisico-
quimicas dos peptideos (peso molecular e pi) foram preditas usando a ferramenta Compute
pl/Mw no servidor Expasy (http://web.expasy.org/computepi/). A hidrofibicidade e a carga
liquida dos peptideos foram preditas usando o servidor de banco de dados de peptideos
antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/prediction/predictionmain.php) (Wang et al., 1990).
O alinhamento conformacional foi previsto usando o software PepSurf
(http://pepitope.tau.ac.il/) e as regides imunogénicas nas estruturas proteicas foram
avaliadas usando o servidor Epitopia (http://epitopia.tau.ac.il/). Neste contexto, esta proteina
foi clonada utilizando o kDNA de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) e a versao
recombinante foi expressa na cepa Escherichia coli M15 pela adigdo de 1.0 mM de
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG, Promega, Montreal, Canadd) por 2 h e a 37°C.
Para purificao, as bacterias foram lisadas, o produto foi centrifugado a 12 000 x rpm durante
30 min a 4°C e a proteina recombinante foi purificada sob condi¢des nao desnaturantes
utilizando uma coluna His-Trap (GE Healhcare Life Science, Pittsburgh, PA, EUA) anexado

a um sistema FPLC (GE HealLTcare Life Science).

A proteina recombinante foi testada em experimentos ELISA utilizando 1,0 uyg por pogo em
placas de imunoensaio de microtitulagédo (Jetbiofil®, Belo Horizonte, Brasil), com o objetivo
de confirmar sua reagdo com soro de camundongos vacinados com os fagos selecionados
(A4 e A8). Utilizaram-se amostras de camundongos n&o vacinados ou vacinados com fago
selvagem (WTP, wild-type phage) ou com clones irrelevantes (RP, non-relevant phage),
todos 1:100 diluidos, como controles. Utilizou-se um anticorpo anti-lgG de mouse conjugado
a peroxidase (diluicdo de 1:10.000) e as reag¢des foram desenvolvidas e interrompidas como

descrito acima.

423 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o GraphPad Prism software (versdo 6.0 para
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Windows) e GraphPad QuickCals (http://www.graphpad.com/quickcalcs/). O teste de
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni foram utilizados para comparagao entre os

grupos. Diferencas foram consideradas significativas com P < 0.05.

5. RESULTADOS

5.1 Selecao dos clones de fagos por Phage Display

Inicialmente, ciclos de biopanning utilizando anticorpos IgG de individuos saudaveis e
individuos com LT nao-tratados foram realizados com o objetivo de selecionar clones
expressando peptideos de interesse (mimotopos) para serem testados como candidatos a
vacina contra LT. Apds trés ciclos de biopanning, 58 clones foram pré-selecionados, mas
apenas 9 deles exibiram sequéncias de aminoacidos validos e nao repetidas, e foram
usados para estimular PBMCs de humanos. Essas sequéncias foram deduzidas pelo
servidor Expasy, e um alinhamento ndo mostrou consenso entre as sequéncias. Entdo, os
clones foram usados para estimular células de individuos sadios e pacientes com LM, antes

e apos o tratamento, quando a producéao de IFN-y e IL-4 foi avaliada.

5.2 Avaliagao da imunogenicidade dos fagos pela estimulagéo in vitro de PBMCs

Nossa estratégia experimental baseou-se em um trabalho anterior desenvolvido por nosso
grupo, no qual mimotopos imunogénicos foram identificados e testados com sucesso contra
a LV murina (Ramos et al., 2017). Conforme descrito no estudo anterior, no presente
trabalho, a seletividade foi apresentada como a capacidade do clone se ligar ao seu alvo
com base na mistura de diferentes moléculas. Os valores foram calculados determinando a
razao entre os niveis de IFN-y e IL-4, que foram obtidos apds a estimulagcdo de PBMCs de
pacientes com LM, através dos valores obtidos usando o estimulo de fago irrelevante (RP).

Uma razao foi calculada e os resultados foram definidos como a seletividade de cada clone.

Por outro lado, a especificidade foi definida como a capacidade do clone de se ligar ao seu
alvo com base na presencga do peptideo exibido na superficie do fago. Os valores foram
calculados determinando a razao entre os niveis de IFN-y e IL-4, que foram obtidos apéds a

estimulacdo de PBMCs de individuos saudaveis, através dos valores obtidos usando o
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estimulo WTP. Uma razdo foi calculada e os resultados foram definidos como a

especificidade de cada clone (Fig. 8).
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Figura 8 Seletividade e especificidade dos clones de fagos com base na producéo especifica de IFN-y e IL-4
por PBMCs. Células foram coletadas de individuos com LM e individuos saudavéis, e células (107) foram
cultivadas em meio RPMI 1640 completo em placas de cultura de tecidos de fundo plano. As celulas nao-

estimuladas (meio) ou estimuladas com cada um dos clone de fago (1010 fagos, cada) ou SLA de Leishmania

amazonensis (25 ug/mL), foram incubadas por 48h a 37°C em 5% de CO2. Os fagos WTP e RP foram

usados como controles (1010 fagos, de cada). Os sobrenadantes foram coletados e os niveis de IFN-y e IL-4

foram medidos por ELISA de captura (sanduiche). As barras brancas indicam a especificidade de cada clone,

e as barras cinza indicam a seletividade. Com os valores absolutos, a razéo entre os niveis de IFN-y e IL-4 foi

calculada, e a seletividade do clone foi definida e € mostrada na figura.

Apos a analise da seletividade e especificidade dos fagos, os clones A4 e A8 foram
selecionados como obtendo razdo de IFN-y/IL-4 maior que 3.0. Dessa forma, tais clones

foram utilizados para os experimentos in vivo em camundongos BALB/c.
5.3 Imunogenicidade induzida por clones A4 e A8 antes da infeccao

Camundongos BALB/c foram imunizados com os clones A4 e A8. Trinta dias apos a ultima
dose da vacina, metade dos animais (n=8 de cada grupo) foram eutanasiados e as células do
baco foram coletadas. Como controles, os animais foram inoculados com WTP, RP e salina.

Os resultados mostraram que animais imunizados com os clones A4 e A8 produziram niveis



elevados de IFN-y, IL-12 e GM-CSF, quando comparado com os grupos controle (Fig.

Nenhuma producéo significante de IL-4 e IL-10 foi observada nos grupos.

1500 -

—
]
=]
[=]
»

900«

600 =

300+

Cytokine (pg/mL)

— Medium *
Phage(s + !
ge(s) .
mm SLA I
+
*
+
*
+ M
f+:1 1::31
- & * B
s o o oala omo meas ple o ong o E mme otz . oma I r1|n|n-- o Tl Y T ﬁlﬁln‘l o=
T = LT =) TN W T o TN W T o TN WL Yo
2% 0 a5 Z 5 W a5 Z 5 W0 a5 Z5 0 % A B
LaQ =4 L 1Q =4 L 1Q =4 L1Q =4 L aQ =4
= = = = =
V] Q Q0 Q0 O
Saline WTP RP Ad A8

53

Figura 9 Imunogenicidade induzida em camundongos BALB / ¢ pelos clones de fago A4 e A8. Células de bago
foram obtidas de camundongos (n = 8 por grupo) 30 dias apds a ultima imunizag&o. As células (5 x 108) foram
estimuladas separadamente com os fagos A4, A8, WTP ou fago irrelevante RP (1070 fagos, cada), durante 48
h a 37 em 5% de CO2. Os niveis de IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram medidos em sobrenadantes de

cultura por ELISA. (*) Indica diferenca estatisticamente significativa em relagao ao grupo salina (P <0,0001).
(+) Indica diferenca estatisticamente significante em relacao aos grupos WTP e RP (P <0,01).

A resposta humoral mostrou maior producado de anticorpos do isotipo IgG2a especificos ao

parasito nos camundongos imunizados com os fagos A4 e A8, e uma baixa produc¢do do

isotipo 1IgG1 nestes animais (Fig. 10). A razédo entre os valores de IgG2a e IgG1 mostrou

valores mais elevados nos camundongos imunizados com A4 e A8, quando comparados com

os controles, confirmando, assim, a indugdo de um perfil imune do tipo Th1 nos animais

vacinados com os fagos A4 e AS8.
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Figura 10 Antigenicidade induzida em camundongos BALB / c pelos clones de fago A4 e A8. Coletaram-se
amostras de soro dos animais e determinaram-se os niveis de anticorpos anti-fagos e antiparasitarios 1IgG2a e
IgG1, e as razdes entre a producao de IgG2a e IgG1 foram calculadas e apresentadas na figura. Em ambos
0s casos, as barras representam a média + desvio padrédo dos grupos. (*) Indica diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo salina (P <0,0001).

5.4 Imunogenicidade induzida por clones A4 e A8 apds a infecgao

ApoOs a infeccdo, a imunogenicidade observada foi mantida nos camundongos imunizados
com A4 e A8, uma vez que foram encontrados niveis mais elevados de IFN-y, IL-12 e GM-
CSF especificos aos fagos e parasitos. Em contraste, nos grupos controles, maior produgéo

de IL-4 e IL-10 anti-parasita foi encontrada (Fig. 11).
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Figura 11. Resposta imune gerada apés infecgédo desafio por Leishmania amazonensis em camundongos
BALB / ¢ (n=8 por grupo) previamente imunizadoscom os imunégenos. Dez semanas apos a infecgao, os seus
bagos foram coletados e os esplendcitos (5 x 108) estimulados com A4, A8, WTP ou RP (1 x 10" moléculas,
cada) durante 48 h a 37°C em 5% de COz. Os niveis de IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram medidos em
sobrenadantes de cultura por ELISA. Barras representam a média + desvio padrao dos grupos. (*) Indica
diferenca estatisticamente significante em relagdo aos grupos salina, WTP e RP (P <0,0001). (¥ Indica
diferenca estatisticamente significante em relagéo aos grupos A4 e A8 (P <0,0001).

O perfil de anticorpos foi mantido nos grupos A4 e A8 apds o desafio, uma vez que maiores

niveis de IgG2a e menor presenga de IgG1 anti-fago e anti-parasita foram encontradas,

enquanto que nos grupos controle, maiores niveis de IgG1 foram encontrados,

corroborando com um perfil de resposta Th2 tipicamente relatada em camundongos BALB/c

infectados com L. amazonensis. (Fig. 12).
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Figura 12 Antigenicidade apo6s infecgédo desafio por Leishmania amazonensis camundongos BALB / ¢ (n=8
por grupo) foram imunizados e posteriormente desafiados com o uso de promastigotas de L. amazonensis.
Dez semanas ap6s a infecgéao, foi valiada a produgéo de anticorpos 1gG2a e IgG1, e as razbdes 1gG2a / IgG1
foram calculadas. Barras representam a média + desvio padréo dos grupos. (*) Indica diferenga
estatisticamente significante em relagédo aos grupos salina, WTP e RP (P <0,0001).

Animais imunizados com os clones A4 e A8 e desafiados com L. amazonensis produziram
niveis significativamente mais elevados de nitrito, em comparagdo com os controles (Fig.
13), indicando que a presenca de IFN-y possivelmente estimulou a maior produgao de 6xido
nitrico (NO) e outras moléculas antileishmaniais, auxiliando no controle do parasito nos

animais vacinados e infectados.
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Figura 13 Ativacao de macréfagos avaliada pela producdo de nitrito. Células de bago de camundongos (n=8
por grupo) que receberam solugdo salina ou foram imunizadas com fagos WTP, RP, A4 ou A8, e
posteriormente infectadas com promastigotas de Leishmania amazonenses. A produgao de nitrito foi avaliada
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em sobrenadantes celulares. Barras representam a média + desvio padrdo dos grupos. (*) Indica diferenga
estatisticamente significativa em relagdo aos grupos salina, WTP e RP (P <0,0001).

Para caracterizar a origem da producao de IFN-y nos animais imunizados com os clones A4
e A8, a participagao das células T CD4* e CD8* na secregao dessa citocina foi avaliada por
meio de um experimento de inibicdo celular, no qual foram adicionados anticorpos
monoclonais direcionados contra as moléculas CD4* e CD8* nas culturas in vitro. Em
ambos os protocolos de imunizagao usando os fagos A4 e A8, o envolvimento de células T
CD8* na producao de IFN-y foi significativamente maior, quando comparado com os

resultados encontrados usando o anticorpo anti-CD4 (Fig. 14).
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Figura 14 Envolvimento de células T CD4+ ou CD8+ na producgédo de IFN-y em animais infectados e
imunizados. Camundongos BALB/c (n=8 por grupo) foram imunizados com os clones A4 e A8 e
posteriormente desafiados usando promastigotas de Leishmania amazonensis. Dez semanas ap0s a infecgao,
as células do bago (5 x 108) ndo foram estimuladas (controle) ou estimuladas com A4, A8, WTP ou RP (1 x
109, cada) na auséncia ou presenga de mAbs Anti-IL-12, Anti-CD4+ ou Anti-CD8+ (5 ug/mL, cada). Os niveis
de IFN-y nos sobrenadantes das células foram medidos por ELISA. Barras indicam a média + desvio padrao
dos diferentes estimulos e grupos. (*) Indica diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo
controle (P <0,0001).

O perfil intracitoplasmatico de citocinas foi investigado nas células esplénicas estimuladas,
por meio de citometria de fluxo, e os resultados mostraram que a imunizagdo com os clones
A4 e A8 induziu niveis elevados de células T expressando IFN-y, IL-2 e TNF-a, em

consonancia com baixos de IL-10, quando comparados aos grupos controle (Fig.15).
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Figura 15 Frequéncia de células T CD4+ e CD8+ produtoras de citocinas intracitoplasmaticas em animais
infectados e imunizados. Os camundongos receberam solugéo salina (barras brancas) ou foram imunizados
com clones A4 (barras cinzentas escuras) ou A8 (barras pretas). Em seguida, foram infectados com
promastigotas de Leishmania amazonensis e, 10 semanas depois, 0s seus esplendcitos foram estimulados in
vitro com SLA (25 pg/ mL). Os resultados foram expressos como indices de citocinas para IFN-y, IL-2, TNF-a
e IL-10 em (A), (B), (C) e (D) para células T CD4+, e em (E), (F), (G) e (H) para células T CD8+. Barras
indicam a média mais desvio padrao dos grupos. (*) Indica diferencga estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo salina (P <0,05).

5.5 Carga Parasitaria

O efeito da imunizagdo com os clones A4 e A8 contra a infecgao por L. amazonensis foi
avaliada por trés formas, descritas a seguir. Inicialmente, foram realizadas, durante as 10
semanas de monitoramento, medigcbes semanais das lesdes desenvolvidas nas patas
infectadas dos animais. Os camundongos vacinados com A4 e A8 apresentaram redugdes

significativas no desenvolvimento da lesdo, na ordem de 5,8 e 6,8 milimetros (mm),
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respectivamente, quando comparados com o grupo salina; 5,0 e 6,0 mm; respectivamente,
quando comparado com o grupo selvagem (WTP) e 5,3 e 6,3 mm, respectivamente, quando

comparado com o grupo RP (Fig. 16).
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Figura 16 Redugéo do inchago da pata infectada. Eficacia protetora contra a infecgao por Leishmania
amazonensis com a imunizagéo usando clones de fago A4 e A8.

Apos 10 semanas de monitoramento, apds a infecgdo, os animais foram eutanasiados e o
parasitismo foi avaliado na pata infectada e em diferentes 6rgdos. Usando uma técnica de
diluicdo limitante, camundongos vacinados com A4 e A8 apresentaram reducgdes
significativas na carga parasitaria no tecido e érgaos avaliados, quando comparados com 0s

controles (Fig. 17).
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Figura 17 Eficacia protetora contra a infecgéo por Leishmania amazonensis com a imuniza¢ao usando clones

de fago A4 e A8. Por uma técnica de diluigao limitante a carga parasitaria foi avaliada na pata infectada,

figado, baco, linfonodos drenantes (dLN) e medula éssea (BM) dos animais. Barras indicam a média + desvio
padréo dos grupos. (*) Indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos grupos salina, WTP e RP

(P <0,0001).

Em paralelo, o parasitismo esplénico avaliado por gPCR mostrou também que a imunizagao

com os clones A4 e A8 induziu redugdo significativa no parasitismo, quando comparado

com os resultados encontrados nos controles (fig. 18). Nenhuma diferenga significativa foi

encontrada entre os grupos A4 e A8.
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Figura 18 Carga parasitaria avaliada pela técnica de RT-PCR. No mesmo periodo de tempo em que
camundongos infectados e imunizados (n = 8 por grupo) foram eutanasiados e a carga parasitaria foi avaliada
por uma técnica de diluicdo limitante, seus bacos também foram utilizados para avaliar o parasitismo por uma

técnica de RT-PCR. Os resultados sdo apresentados como o numero de parasitas por 1000 células nucleadas.
Barras indicam a média * desvio padrao dos grupos. (***) indica diferencga estatisticamente significante em
relagdo aos grupos salina, WTP e RP (P <0,0001).

5.6 Bioinformatica e mapeamento dos mimotopos A4 e A8

Ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para avaliar as propriedades fisico-quimicas
dos fagos selecionados. A tabela 3 resume as caracteristicas dos peptideos exdégenos

constituintes dos fagos A4 e A8.

Tabela 3: Caracterizagdo dos peptideos miméticos de antigenos de L. amazonensis selecionados
por Phage Display.

R CARGA
CLONE SEQUENCIA . HIDROFOBICIDADE PM
LIQUIDA
A4 YLLCISP 0 50% 1343,6
A8 GSRCYPR +2 28% 1373,5

PM: Peso Molecular

Identificamos que os mimotopos presentes nos fagos A4 e A8 estdo presentes na
sequéncia de aminoacidos da proteina “diidroorotato desidrogenase”. O peptideo exposto

no fago A4 foi também identificado na sequéncia da proteina “6-fosfogluconolactonase”,
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enquanto que o peptideo exposto ao fago A8 foi identificado na cadeia A da estrutura da
proteina “peroxidoxina mitocondrial” de L. braziliensis. A proteina diidroorotato
desidrogenase foi entdo clonada e sua versao recombinante (33.9 kDa) foi purificada e
utilizada em experimentos de ELISA, a fim de se verificar a reatividade contra anticorpos de

soros de camundongos imunizados com os fagos A4 e A8.

Os resultados mostraram valores de densidade 6tica (média + desvio padrao) de anticorpos
anti-fago de 0,467+0,026 e 0,565+0,055, respectivamente, para os camundongos
imunizados com o fago A4, e de 0,588+0,035 e 0,663+0,041, respectivamente, para os
camundongos imunizados com o fago A8. Soros de camundongos que receberam salina ou
foram vacinados com WTP ou RP apresentaram valores de 0,031+0,006, 0,051+0,011 e
0,062+0,010, respectivamente. Um alinhamento da estrutura conformacional da proteina
diidroorotato desidrogenase foi realizado com o objetivo de identificar as sequéncias
peptidicas A4 e A8, e os resultados mostraram que eles foram agrupados na regidao do
cluster de proteinas, apresentando alta imunogenicidade predita pelo servidor Epitopia
(Figura 19).
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Figura 19 Alinhamento conformacional e regides imunogénicas em estruturas protéicas. A proteina esta em
cinza e a regido do alinhamento dos peptideos na molécula estad em rosa. A escala de imunogenicidade é
representada de azul (baixa) a roxa (alta). A. Molécula 4WZH, em rosa o alinhamento dos peptideos A4 e A8
formando um unico cluster. B. Molécula 3CH7 e alinhamento conformacional A4. C. Molécula 4KCE e

alinhamento conformacional A8.



65

6. DISCUSSAO

As medidas de controle contra as leishmanioses se baseiam, principalmente, em medidas
terapéuticas de pacientes infectados e no controle de vetores, mas os resultados obtidos
tém sido pouco satisfatorios (SINGH et al., 2014). Novas drogas terapéuticas sao
desafiadoras de se desenvolver, principalmente, devido ao alto custo envolvido, e pelo fato
de as leishmanioses serem consideradas doengas negligenciadas (MENDONCA et al.,
2018). Nesse cenario, a vacinagao profilatica pode ser uma maneira interessante de
resolver esse problema em paises onde a doenga € endémica. Para a LT, a protecédo contra
a infeccado esta associada ao desenvolvimento de uma imunidade do tipo Th1 especifica
para os parasitas, baseada na produgao de citocinas como IFN-y, IL-2, IL-12 e GM-CSF.
Em contraste, citocinas como IL-4, IL-10, IL-13 e fator de crescimento transformante-3
(TGF-B), entre outras moléculas antiinflamatdrias, estdo associados a suscetibilidade a
infecgdo (COELHO et al., 2003; COSTA et al., 2015; DUARTE et al., 2017).

Nesse contexto, a triagem de bibliotecas de mimotopos exibidos por fagos, por meio de
ciclos de biosselegcdo em phage display, representa uma abordagem interessante para
identificar novos alvos biolégicos (SOMERS et al., 2002; FELICIANO et al., 2014; COELHO
et al., 2015; SCHIEFERDECKER et al., 2016). Nosso grupo identificou, recentemente, dois
mimotopos expostos em fagos que foram imunogénicos em PBMCs de pacientes com LV,
tendo sido posteriormente testados como candidatos a vacina contra a infeccao
experimental (RAMOS et al, 2017). No presente estudo, usando uma estratégia
experimental similar, mas ainda nao aplicada para a LT, identificamos dois mimotopos
imunogénicos com o intuito de testa-los como candidatos a vacina contra a doenga. A
abordagem pode ser considerada interessante, uma vez que os procedimentos de
biopanning usados nos ensaios agregaram experimentos de ELISA para selecionar os
melhores clones de fagos em seus estudos (ALBAN et al, 2014; ALVES et al., 2014;
COSTA et al., 2014; TOLEDO-MACHADO et al., 2015).

Uma vez que a resposta celular baseada na producdo de IFN-y, IL-12 e GM-CSF, entre
outros, é necessaria para a protecao contra LT, definimos pela dosagem de citocina em
células imunes estimuladas, como estratégia para definir os melhores imundégenos indutores

de resposta Th1 para serem usados como alvos vacinais. Com os valores de IFN-y e IL-4, a
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seletividade e especificidade de cada clone foram calculadas, e os resultados mostraram
que os clones A4 e A8 foram os que apresentaram os melhores resultados, e tais moléculas
foram entdo testadas em modelo murino para protecdo contra a infeccdo por L.

amazonensis.

Os mimotopos expostos em fagos apresentam vantagens, tais como: (1) os fagos podem
ser absorvidos pelas células hospedeiras e processados, permitindo a apresentagao de
antigenos por moléculas de MHC de classe | e Il; (2) a produgéo destas particulas é mais
facil e menos dispendiosa do que a sintese convencional de peptideos ou produgao de
proteinas recombinantes e (3) o produto final consiste de multiplas copias de virus
proporcionando alto nivel de exposicao dos mimotopos ao sistema imune do hospedeiro
(COSTA et al., 2015, CANO et al., 2017). Além disso, outros dois pontos interessantes de
serem considerados € que os fagos ndo sdo patogénicos para os seres humanos, embora
possam se replicar dentro das células fagociticas e potencializar a resposta imune nos
hospedeiros vacinados (COELHO et al., 2015), e a estimulacdo imune induzida pelos clones
A4 e A8 pode ser atribuida ao proprio genoma do fago. Este fato pode ser explicado pela
presenca de motivos citosina-fosfato-guanosina (CpG), que sdo reconhecidos como uma
familia evolucionaria conservada de receptores Toll-Like, como o Toll-Like Receptor 9 (TLR-
9), que é expresso por um numero de células apresentadoras de antigenos, tais como
macrofagos e células dendriticas, estimulando assim a produgcédo de citocinas
imunoestimuladoras, tais como IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-12, entre outras. Estes produtos
foram também utilizados com acao adjuvante para a indugdo da resposta imune Th1 por
outros grupos (LIPFORD et al., 1997; ROMAN et al., 1997; MOHSEN et al., 2017).

Os achados aqui descritos sdo interessantes, pois a auséncia de associagdo de adjuvantes
possibilita o desenvolvimento de uma vacina mais segura para a protecdo de cées e
humanos contra a infeccao por Leishmania (COSTA et al., 2015; AGHEBATI-MALEKI et al.,
2016). O resultado da infecgao por L. amazonensis depende, em grande parte, da resposta
imune do hospedeiro frente ao parasita (WANASEN et al., 2008). No presente estudo,
células esplénicas estimuladas de camundongos imunizadas com A4 e A8 mostraram uma
resposta tipo Th1 montada pela analise da ELISA de captura e citometria de fluxo. Citocinas
como IFN-y, IL-2 e IL-12 tém se mostrado eficazes na protegao contra L. amazonensis em
modelos animais (SANCHEZ et al.,, 2017; BEZERRA et al., 2018). O TNF-a também foi

implicado na ativagédo de células fagociticas para eliminar parasitas, além da estimulagao de
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células B para produzir anticorpos do isotipo IgG2a anti-Leishmania (Hernandez-Ruiz e
Becker, 2006). O GM-CSF foi também relacionado com ativagado macrofagica e resisténcia
de modelos murinos contra L. infantum (SANTOS et al., 2017), L. major (BAYIH et al., 2017)
e L. donovani (SALDARRIAGA et al., 2006).

Estudos indicaram que as células T CD4* apresentam a capacidade in vivo de aumentar a
resposta das células T CD8*, ajudando a manter uma imunidade especifica por longo
periodo de tempo (KEENE & FORMAN, 1982; HUSMANN & BEVAN, 1988; SINGH &
SUNDAR, 2012). Portanto, parece provavel que uma atividade antileishmanial ideal pode
ser alcangcada se os subtipos de células T especificos de parasitas CD4" e CD8" forem
ativados por um candidato ideal a vacina (COELHO et al., 2015; MARGARONI et al., 2017).

Em nosso trabalho, anticorpos monoclonais foram adicionados as culturas in vitro das
células esplénicas estimuladas, e a producdo de IFN-y foi avaliada. Nos resultados, a
reducao mais significativa na producao da citocina foi encontrada quando os anticorpos anti-
CD8 foram utilizados, corroborando com dados apresentados em outros estudos utilizando
a tecnologia de phage display (COSTA et al., 2015; RAMOS et al., 2017). Por outro lado,
embora os mimotopos A4 e A8 sejam compostos de residuos de sete aminoacidos, uma
diminuicdo na producéo de IFN-y foi também encontrada quando o anticorpo anti-CD4 foi
adicionado as culturas. Embora esses peptideos sejam considerados curtos, outros também
mostraram que pequenos peptideos podem induzir a ativacédo de células T CD4* e induzir
ao desenvolvimento de uma resposta imune especifica para protecdo contra distintas
doencgas (ATANACKOVIC et al., 2004; GERLACH et al., 2005 MARTINS et al., 2015).

A analise da sequéncia realizada no banco de dados do GenBank n&o revelou qualquer
semelhanca significativa com a sequéncia de aminoacidos de nossas moléculas com
proteinas de Leishmania previamente caracterizadas, sugerindo que essas sequéncias
correspondem a epitopos conformacionais de proteinas dos parasitos. De fato, ensaios de
bioinformatica mostraram que os mimotopos A4 e A8 estdo presentes na proteina
desidrogenase dihidroorotato de Leishmania. Esta molécula € uma flavoenzima que
participa da reagao redox da via da pirimidina-biossintese (PINHEIRO et al., 2013). Ela foi
também avaliada como alvo terapéutico contra doengas, como artrite reumatoide, cancer e

parasitoses (VYAS & GHATE, 2011), incluindo aquelas causadas por Trypanosoma brucei
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(ARAKAKI et al., 2008), T. cruzi (INAOKA et al., 2008; PINHEIRO et al., 2008) e L. major
(CORDEIRO et al., 2012).

A proteina desidrogenase dihidroorotato recombinante e os peptideos sintéticos A4 e A8
nao foram utilizados na estimulagdo das células esplénicas de camundongos vacinados.
Como consequéncia, esse fato poderia ser considerado como uma limitagdo do estudo. No
entanto, entendemos que a resposta imune especifica do parasita e do fago, que foi
observada quando o SLA e os clones foram usados para estimular in vitro as células imunes
dos animais pode ser considerada relevante, uma vez que os resultados mostraram o
desenvolvimento de uma resposta Th1 especifica, quando comparados com os dados
obtidos usando WTP ou RP como estimulos. Além disso, nosso propésito foi testar o préprio
clone de fago como vacina, bem como postular seu uso em experimentos em outros
hospedeiros mamiferos; justificando, assim, o emprego desses imundégenos em sua propria

estrutura estrutural como candidatos a protecao contra a infec¢ao por Leishmania.

Proteinas do parasita aplicadas como imunogenas podem induzir resposta celular e
humoral contra os parasitas; entretanto, um candidato ideal deve ser capaz de induzir
respostas de células T CD4- e CD8+, bem como ser composta de diferentes partes
imunogénicas do parasito em um unico produto, tornando-a especifica, imunogénica, mais
facil e barata de produzir, pois a producao de proteinas recombinantes Unicas e peptideos
sintéticos é dispendiosa e possui custo elevado (MARTINS et al., 2017a, 2017b; DIAS et al.,
2018).

Além disso, o projeto de vacinas no contexto de protecédo de populagdes humanas contra a
infeccdo por Leishmania apresenta problemas, tais como individuos exibindo um conjunto
diferente de alelos, com especificidades de Iligacdo potencialmente diferentes
provavelmente reagindo com um conjunto diferente de moléculas, e alelos sao expressos
em diferentes frequéncias por etnias distintas (POLAND et al., 2007; OYARZUN E KOBE,
2015). Como consequéncia, o uso de poucas moléculas como peptideos sintéticos ou
proteinas recombinantes dificulta a prote¢do de uma populagdo heterogénea como seres

humanos.
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7. CONCLUSAO

= A tecnologia de Phage Display utilizada no presente trabalho, por meio de uma
abordagem aplicada para a leishmaniose tegumentar, que foi baseada em processos de
selecao negativa e positiva por ciclos de biopanning, bem como por estudos de
imunogenicidade in vitro usando células humanas, possibilitou a identificacdo de dois novos

imundgenos capazes de induzir resposta imune do tipo Th1.

= Os clones de fagos A4 e A8 conferiram protecdo em camundongos BALB/c contra a
infeccdo por L. amazonensis, que foi baseada em niveis elevados de IFN-y, IL-12 e GM-
CSF e baixos niveis de IL-4 e IL-10 nos animais imunizados e infectados, contando com a

participacao principalmente de células do subtipo T CD8* na geracao da resposta imune.

= Estes achados demonstram que os clones de fagos A4 e A8 podem se constituir em
novos candidatos para serem aplicados em estudos futuros como candidatos a vacina

contra a leishmaniose tegumentar.
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8. PERSPECTIVAS

= Auvaliar os clones de fagos contra a infeccdo com L. braziliensis.

= Avaliar os clones de fagos isoladamente e em associagdo em modelo de hamster contra

a leishmaniose tegumentar.
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Abstract

In the current study, phape-exposed mimotopes as targets against tegumentary leishmaniasis
{TL) were selected by means of bio-panning cycles employing sera of TL patients and healthy
subjects, besides the immune stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) col-
lected from unteeated and treated TL patients and healthy subjects. The clones were evaluated
regarding their specific interferon-y (IFN-y) and interleukin-4 (IL-4} production in the in
vitro cultures, and selectivity and specificity values were caleulated, and those presenting
the best results were selected for the i vivw experiments. Two clones, namely A4 and AS,
were identified and wpsed in immunization protocols from BALB/e mice to protect against
Leishmania amazonensfs infection. Resolts showed a polarized Thl response generated
after vaccination, being based on significantly higher levels of IFN-p, 1L-2, 1L-12, tumour
necrosis  factor-x (TNF-w) and granulocyte-macrophage colony-stimulating  factor
(GM-CSF); which were associated with lower production of specific IL-4, IL-10 and immuno-
globulin G1 (IgG1) antibodies. Vaceinated mice presented significant reductions in the para-
site load in the infected tissue and distinet organs, when compared with controls. In
conclusion, we presented a strategy to identify new mimotopes able to induce Thl response
in PBMCs from TL patients and healthy subjects, and that were successfully nsed to protect
against L amazonensis infection.

Introduction

Leishmaniases are diseases caused by protozoan parasites belonging to the genus Leishmania.
This disease complex is characterized by high morbidity and mortality, and it is present in 98
countries in three continents {Asia, Africa and South and Central America), with 380 million
people at risk of infection (WHO, 2010; Hirve et al,, 2017 ). In addition, the geographic distri-
bution of disease is expanding throughout the Western hemisphere, and it has been already
found in North America, reaching as far as Southern Canada (Duarte et al,, 2016).

The treatment against leishmaniasis is inadequate, since limitations such as side-effects,
high cost andfor parasite resistance are registered (Sundar and Chakravarty, 2013; Sundar
and Singh, 2016). The main clinical manifestations of disease are tegumentary (TL) and vis-
ceral (VL) leishmaniasis, TL is the most common clinical form, and it is found in Africa and
Asia being caused by Leishmania major species, whereas in the Americas the L mexicana,
L. braziliensis and L amazonensis species are the main responsible by disease (Dias et al,
2017; Lima et al,, 2017). Among different parasite species causing leishmaniasis in mammalian
hosts, L. amazonensis & particularly interesting, due to the large spectrum of clinical disease
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11.ANEXOS

11.1 Anexo 1: Comprovante de aprovagao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa

da UFMG.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 32343114.9.0000.5149

Interessado(a): Prof®. Denise Utsch Gongalves
Depto. de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de setembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliagdo longitudinal clinica e imunolégica de pacientes com
leishmaniose cutineo-mucosa da regido metropolitana de Belo
Horizonte" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

/ ) ‘ e
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_Prof®. Dr". Telma Campos Medeiros Lorentz T
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@@prpg.ufmg.br
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Anexo 2: Comprovante de aprovagao do projeto pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UFMG

Decisao Final - Aprovado - Protocolo CEUA: 225/2017 (CEUA-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitacdo.

Protocolo CEUA: 225/2017

Titulo do projeto: Selecdo de mimotopos pela técnica de phage display aplicada no controle das leishmanioses em nosso pals
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Eduardo Antonio Ferraz Coelho

Unidade: Colegio Tecnico

Departamento: Colegio Tecnico

Situacdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 25/09/2017. Validade: 25/09/2017 & 24/09/2022
Belo Horizonte, 25/09/2017.




