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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por protozodrios do
género Leishmania. Por ser um grave problema de Saude Publica e ainda apresentar
problemas nos métodos de prevencdo, diagndstico e tratamento dos doentes; o
desenvolvimento de vacinas pode se apresentar como uma medida adicional e efetiva para
o controle da doenca. Um grande desafio encontrado no desenvolvimento de vacinas para
as leishmanioses é a baixa eficacia dos antigenos em proteger contra diferentes espécies
dos parasitos, uma vez que os candidatos, geralmente, oferecem protecdo espécie-
especifica. Dessa forma, no presente estudo, a proteina enolase de Leishmania braziliensis
foi expressa e avaliada como candidata vacinal contra a infeccdo causada pela espécie
Leishmania infantum. A proteina recombinante (rEnolase) foi avaliada em associacdo ao
adjuvante saponina e 0s ensaios de imunizacao foram realizados em camundongos BALBI/c.
Trés doses, com intervalos de 15 dias, foram administradas e, 30 dias ap6s a Ultima dose,
metade dos animais dos grupos foram eutanasiados para avaliacdo da imunogenicidade, e a
outra metade foi infectada com promastigotas em fase estacionaria dos parasitos. As
avaliacdes parasitologica e imunoldgica dos animais infectados foram realizadas apés 10
semanas da infeccdo. Os resultados mostraram que a vacina induziu uma resposta imune
do tipo Th1l com niveis elevados de IFN-y, IL-12 e GM-CSF e uma producao de 6xido nitrico
pelas células fagociticas apds a estimulacdo in vitro com rEnolase ou usando o extrato
soltvel dos parasitos, quando uma ELISA de captura e andlises por citometria de fluxo
foram realizadas. Os animais vacinados, quando comparados aos grupos controles,
mostraram uma baixa carga parasitaria no figado, baco, medula éssea e linfonodos através
das técnicas de diluicdo limitante e gPCR. Esses animais apresentaram baixos niveis de
citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-10, e de anticorpos do isotipo 1gGl. A protecdo foi
também associada com a producdo de IFN-y por células T CD4*. Desse modo, conclui-se
gue a proteina recombinante enolase de L. braziliensis ofertou protecdo heterdloga contra L.
infantum e poderia ser considerada como um candidato vacinal contra a leishmaniose

visceral.

Palavras-chave: Enolase; Vacina; Leishmania infantum; Leishmania braziliensis; protecao
heterdloga; resposta imune.



ABSTRACT

The leishmaniasis are a complex of parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania. Because it is a serious public health problem and still presents problems in the
prevention and diagnosis methods, and treatment of the patients, the development of
vaccines could be presented as an additional and effective measure for the control of the
disease. A major challenge encountered in the development of vaccines for leishmaniasis is
the low efficacy of antigens in protecting against different species of parasites, since they
usually offer species-specific protection. Thus, in the present study, the enolase protein of
Leishmania braziliensis was expressed and evaluated as a vaccine candidate against
Leishmania infantum infection. The recombinant protein (rEnolase) was evaluated in
combination with the saponin, and immunizations were performed on BALB/c mice. Three
doses at 15 day intervals were administered and, 30 days after the last dose, half of the
animals in the groups were euthanized for immunogenicity evaluations, and the other
animals were infected with stationary-phase promastigotes of the parasites. The
parasitological and immunological evaluations were performed after 10 weeks of infection.
The results showed that the vaccine induced a Thl immune response with elevated levels of
IFN-y, IL-12 and GM-CSF, and a production of nitric oxide by phagocytic cells, following the
in vitro stimulation with rEnolase or using the soluble extract of the parasites, when an ELISA
capture and flow cytometry were performed. The vaccinated animals, when compared to the
control groups, showed a low parasite load in the liver, spleen, bone marrow and lymph
nodes, through the limiting dilution and gPCR technigues. These animals also had low levels
of Th2 cytokines, such as IL-4 and IL-10, and IgG1 isotype antibodies. Furthermore, the
protection was associated with an IFN-y production by CD4" T cells. Thus, it is concluded
that the recombinant enolase protein of L. braziliensis can offered heterologous protection
against L. infantum and could well be considered as a vaccine candidate against visceral

leishmaniasis.

Keywords: Enolase; Vaccine; Leishmania infantum; Leishmania braziliensis; heterologous
protection; immune response.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por parasitos protozoarios
pertencentes a mais de 20 espécies do género Leishmania !. Pertencentes a ordem
Kinetoplastida e familia Triponosomatidae, sdo protozoarios unicelulares, digenéticos e
encontrados nas formas promastigota e paramastigota, nos hospedeiros invertebrados, e
amastigota nos hospedeiros vertebrados 2.

Figura 1. Formas promastigota (esquerda) e amastigota (direita) do protozoario Leishmania
38

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses
podem ser classificadas em trés diferentes formas clinicas: cutdnea, mucocutanea, e
visceral 3. Elas sdo prevalentes em 98 paises e trés territorios dos cinco continentes do
mundo “. Anualmente cerca de 1.3 milhdes de casos novos séo registrados, sendo 300.000
da forma visceral e um milhdo com a forma cutdnea e mucocutanea. A forma cuténea (LC)
ocorre principalmente no Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird, Paquistao, Peru, Arabia
Saudita, Siria e Tunisia; sendo caracterizada pela ocorréncia de lesdo ulcerosa, indolor e de
dificil cicatrizagdo. A forma mucosa (LM), com lesBes mucosas agressivas que afetam as
regides nasofaringeas, esta restrita ao Novo Mundo, principalmente, no Brasil, Peru e
Bolivia. A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doenca por apresentar
aspectos sistémicos, como 0 aumento significativo do tamanho do baco, figado e até mesmo
dos ganglios linfaticos. Cerca de 90% dos casos de visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil,
Etiépia, india, Nepal, Suddo e Sudio do Sul %. Por ser uma doenca negligenciada, dentre os
1.3 milhdes de casos estimados, apenas cerca de 600.000 sdo realmente notificados (WHO,
2013).
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Figura 2. Situacdo atual da endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo.

Fonte: WHO; Leishmaniasis control programme. Annual country reports (2013).

Atualmente, encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritarias no
mundo. A doenca afeta principalmente pessoas de baixa renda na Africa, Asia e América
Latina, e estd associada a varios fatores, como a espécie do agente etiolégico envolvido,
subnutricdo ©, deslocamento populacional, comprometimento do sistema imunoldgico 7,
genética do hospedeiro, a auséncia de recursos e outros 8. Ha uma estimativa que cerca de
20.000 a 40.000 pessoas morrem anualmente dessa doenca °.

Embora a doenca cutanea seja a forma mais comum da doenca, a Leishmaniose
Visceral (LV) é considerada a mais grave, podendo ser fatal quando n&o tratada °. Também
conhecida como Kala-azar, a LV é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani,
gue incluem as espécies Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania)
infantum, sendo essa a principal espécie causadora da doencga no Brasil. No pais, elas séo
consideradas um grave problema de Salide Publica °, uma vez que respondem por 90%
dos casos de LV notificados na América Latina e por apresentar aspectos geograficos,
climéticos e sociais diferenciados; em funcdo da sua ampla distribuicdo geogréfica,
envolvendo as regiGes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste #11,

Os parasitos causadores das leishmanioses sdo protozoarios digenéticos que
realizam seu ciclo de vida em dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado 2. A
infeccdo ocorre através da picada de insetos, flebotomineos fémeas, da espécie Lutzomyia
longipalpis durante o repasto sanguineo 3. O ciclo se inicia quando fémeas infectadas do
inseto vetor flebotomineo do género Lutzomyia regurgitam as formas promastigotas
metaciclicas durante o repasto sanguineo 4. Esses insetos possuem o aparelho bucal curto
e rigido, adaptado para dilacerar tecidos e vasos sanguineos do hospedeiro vertebrado, o

gue proporciona a obtencdo de um misto de sangue, linfa e restos celulares durante a
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alimentag&o, importante para a ingestdo das formas infectantes. A saliva inoculada neste
ambiente possui componentes biolégicos que atuam com acao anticoagulante, vasodilatador
e anti-agregante plaquetério, favorecendo o fluxo de sangue e acumulo de linfa. As formas
promastigotas metaciclicas infectam ou sdo tomadas por células do sistema fagocitico
mononuclear através de receptores de superficie. No interior dessas células, se
transformam nas formas amastigotas dentro do vacuolo digestivo, capazes de se
desenvolverem e multiplicarem por divisdes binarias sucessivas 5.

Na auséncia de um controle de multiplicacdo, ocorre a ruptura das células
parasitadas, resultando na liberagdo das formas amastigotas para que possam infectar ou
serem tomadas por novas células do hospedeiro. Um inseto vetor ndo infectado ao realizar o
repasto sanguineo pode ingerir, juntamente com o sangue do hospedeiro, essas formas do
parasito, presentes no sangue ou linfa, as quais em seu trato intestinal se desenvolvem em
promastigotas curtas e largas, paramastigotas arredondadas e por ultimo nas promastigotas
metaciclicas!®. Essas formas promastigotas metaciclicas podem infectar um novo
hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo, concluindo assim o ciclo
bioldgico (APENDICE I).

Os flebotomineos, também conhecidos como mosquito-palha, sdo encontrados
em regides intertropicais e temperados no mundo. A fémea pbe seus ovos nas tocas de
determinados roedores, em casca de arvores velhas, edificios arruinados, rachaduras nas
paredes das casas, abrigos de animais e até mesmo no lixo doméstico, onde as larvas
podem encontrar a matéria organica, calor e umidade que necessitam para se
desenvolverem. Para realizarem a hematofagia, geralmente, a atividade é crepuscular e
noturna, essas fémeas podem percorrer distancias de até centenas de metros ao redor de
seu habitat *’.

Existem cerca de 30 espécies de flebotomineos comprovadas como vetores dos
parasitos causadores de leishmanioses no mundo 3, sendo que algumas destas possuem
estreita relacdo com algumas espécies de Leishmania, bem como seus reservatoérios '8,
conforme é mostrado na Tabela 1.

E uma doenca relacionada ndo apenas a fatores climaticos, mas também com as
mudancas ambientais como desflorestamento, constru¢cdo de barreiras, esquemas de
irrigacdo e ao processo de urbanizacdo !°, uma vez que esses fatores levam a uma

mudanca ou reduc¢éo do espaco ecoldgico natural da doenca, propiciando a sua expansao.
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Tabela 1. Relacédo dos hospedeiros e vetores das principais espécies de Leishmania no Brasil. Fonte:

Livro Parasitologia Humana; David Pereira Neves (2005) °.

Hospedeiros e vetores das principais espécies causadoras das Leishmanioses no

Brasil
Agente Hospedeiro Hospedeiro
Doenca o Vetor _
etioldgico silvestre urbano
Lutzomya
_ _ intermedia Roedores,
Leishmania ] .
o L. pessoai Roedores equideos e
braziliensis _ ) .
L. wellcomei canideos(cao)
L. whitmani
_ _ _ _ Lutzomya
Leishmaniose Leishmania N Edentados e
_ umbratilis o -
Tegumentar guyanensis _ Marsupiais
) R L. anduzei
(cutdnea/mucocutanea)
Lutzomya
Leishmania | flaviscutellata
_ Roedores -
amazonensis L. olmeca
nociva
Leishmania Lutzomya
) _ T Roedores -
lainsoni ubiquitalis
Canideos
. . (céo, raposa e
Leishmania ]
_ _ _ ) Lutzomya chacal), Canideos
Leishmaniose visceral infantum . _ . .
. longipalpis marsupiais, (cées)
(chagasi*)
roedores,
edentados

*Apos a descricdo como L. chagasi nas Américas, verificou-se que 0 agente € geneticamente idéntico

a espécie L. infantum. Dessa forma, prevaleceu o sinénimo sénior 2.

Incialmente, a LV tinha um carater eminentemente rural e, mais recentemente,

vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte . E a ligacdo entre o

ciclo doméstico e silvestre ocorre quando humanos se instalam proximos as margens de

florestas e porque alguns reservatérios silvestres possuem habitos sinantrépicos 2223, No

ambiente silvestre, 0s principais reservatorios do parasito sdo as raposas (Dusicyon vetulus
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e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) 2425, J4 na area urbana, o cdo
(Canis familiaris) é a principal fonte de infeccéo, precedendo a infeccdo em humanos 2°.

Com relacdo as formas clinicas da LV, ela pode se apresentar de modo
assintomatico, agudo ou crbénico. Os individuos assintomaticos desenvolvem
sintomatologias pouco especificas, como febre baixa, tosse seca, diarreia, sudorese com a
cura de forma espontanea ou a manutencao do parasito sem evolugéo clinica durante a vida.
Esses casos geralmente sao de dificil identificacdo e consequente tratamento e representa a
maior parcela da populagdo infectada vivendo em areas endémicas. Na forma aguda, pode-
se observar febre alta, palidez de mucosas e hepatoesplenomegalia discretas. Pode ser
confundida, clinicamente, com outras doencas, como malaria, febre tifoide e doenca de
Chagas ?’. E por ultimo temos a forma cronica ou Kala-azar classica de evolucéo prolongada.
Esta se caracteriza por febre irregular, emagrecimento progressivo, hepatoesplenomegalia,
edema generalizado, dispneia, cefaleia, dores musculares, dentre outros sintomas 28,

No céo, a doenga se apresenta mais comumente de forma sistémica e cronica,
porém a evolucdo aguda e grave pode levar o animal ao 6bito em poucas semanas ?’. Esses
animais sdo classificados, com relacdo aos sinais clinicos apresentados, como caes
assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos sugestivos, oligossintomaticos, com a
presenca de poucos sintomas como pequena perda de peso e pelo opaco, e por ultimo em
sintomaticos, onde apresentam praticamente todos os sintomas da doenca, como as
alteracBes cutaneas, linfoadenopatia, onicogrifose, vémito, alopecia, emagrecimento, febre,
palidez de mucosas, ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores .

A forma assintomatica da doenca pode atingir entre 40 a 60% da populacao de
animais soropositivos *°, H4 uma estimativa de que trés de cinco cdes infectados e
assintomaticos transmitem o parasito para 0s insetos vetores, e essa taxa de transmissao
nao altera de forma significativa entre 0s grupos de animais assintomaticos e sintomaticos.
Dessa forma, a leishmaniose visceral canina (LVC) ndo é apenas um problema veterinario,
uma vez que hd uma correlagdo direta entre a prevaléncia da doenca nos cades e sua
incidéncia no homem 3L,

Devido a notificacdo compulséria dessa doenca e a evolugdo grave das formas
clinicas, € necessario um diagndstico preciso e precoce seguida do tratamento da doenca.
Porém muitos métodos diagnésticos ndo apresentam resultados rapidos, além de uma baixa
sensibilidade de detectar o parasito em pacientes assintomaticos ou até mesmo uma baixa
especificidade ao apresentar reacdo cruzada com outros Tripanosomatideos, como o
Tripanosoma cruzi %34, Quanto ao tratamento, ndo é recomendado para os cdes, uma vez
que podem permanecer como reservatérios do parasito *.

J& para o tratamento no homem existem duas formulagbes de antimoniato

disponiveis para o tratamento da LV: estibogluconato de sédio e antimoniato-N-metil
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glucamina, que apresentam boa eficacia terapéutica. No Brasil, apenas o antimoniato-N-
metil glucamina esta disponivel, em conjunto com a anfotericina B, como uma droga
alternativa, sendo essa atualmente disponibilizada pelo Ministério da Saude sob duas
formas: o desoxicolato de anfotericina B e lipossomal. Apesar de serem drogas eficazes, a
forma lipossomal apresenta um alto custo e as demais causam efeitos colaterais graves,
principalmente, relacionados ao sistema cardiovascular, hepatico e renal *. Além disso, 0
surgimento de cepas resistentes a esses farmacos esta aumentando rapidamente em todo o
mundo, ndo induzindo uma cura completa dos pacientes. Portanto, ha uma grande
necessidade ainda de novas terapias mais seguras e eficazes ¥'.

No Brasil, temos o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) que
visa reduzir as taxas de letalidade da doenca, que vem aumentando gradativamente,
passando de 6,7% em 2012 para 7,8% em 2015, e o grau de morbidade da forma visceral
da doenca através de medidas que devem ser empregadas em conjunto para uma maior
eficacia na reducdo da incidéncia da doenca. Entre essas medidas temos o diagnéstico e
tratamento precoce dos casos humanos, mobilizacdo social, controle da populacdo de
reservatorios, com a identificacdo de cées de sorologia positiva e a posterior eutanasia, e
também do agente transmissor, com o uso de inseticidas de poder residual em domicilios .
Porém, tais medidas sdo empregadas esporadicamente e de forma isolada, e somado a
baixa efetividade que elas apresentam, acabam gerando um entrave na redu¢édo da doenca.
Dessa forma, candidatos vacinais imunogénicos e de amplo espectro se tornam alvos de
muitas pesquisas, pois podem atuar na prevencdo e no controle dessa doenca

negligenciada.
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1.1 Justificativa

Segundo a OMS, as doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo diverso de
doencas transmissiveis que prevalecem em condi¢des tropicais e subtropicais em 149
paises e afetam mais de um bilhdo de pessoas, custando o desenvolvimento da economia
em bilhdes de délares a cada ano 3. Elas afetam, principalmente, as populages que vivem
na pobreza, sem saneamento adequado e em estreito contato com vetores infecciosos e
animais domésticos e pecuaria *°.

De acordo com relatérios da OMS, o trabalho de superacdo das doencas
tropicais negligenciadas se baseia em cinco estratégias: tratamento preventivo, supervisao
inovadora e intensa das doencas, controle de vetores e manejo de pesticidas, agua potavel
segura, servicos basicos de saneamento, higiene e educacdo; servicos veterinarios de
saude publica. Embora uma abordagem possa predominar para o controle de uma doenca
especifica ou em um grupo de doencas, evidencias ja mostram que para um controle eficaz
€ necessaria a combinacdo e implementac&o conjunta de varias dessas praticas °.

Atualmente, no Brasil, temos as leishmanioses como destaque por serem
doencas tropicais e terem se tornado um grave problema de Saude Publica devido a sua
expansao territorial, acometendo individuos de diferentes grupos de idades e onde ja se
observa o aumento da frequéncia de sua associacdo com outras doencas tropicais, como a
esquistossomose mansonica *°.

As estratégias de controle estdo centradas e dirigidas verticalmente para o
controle do reservatdrio canino (inquérito sorolégico e eutanasia em cédes soro positivos),
bem como para a aplicacdo de inseticidas de poder residual, diagndstico correto e
tratamento adequado dos casos humanos registrados 8. Devido a ineficiéncia de controle da
doenca, o desenvolvimento de vacinas preventivas de amplo espectro de protecdo para
cdes pode se tornar uma medida fundamental na redugédo da incidéncia da doengca em

humanos e na sua transmissibilidade, por cdes aos insetos vetores.
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1.2 Desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses

Atualmente, existem trés vacinas disponiveis para prevencdo da LVC. A vacina
CaniLeish® (Virbac, Franca), produzida a partir de antigenos da Leishmania infantum
(LIESP/QA-21), ndo é encontrada no mercado brasileiro, mas é utilizada por alguns paises
da Europa. Essa vacina apresentou eficicia na prevencao dos sinais clinicos em cées de
cerca de 68.4%, com um nivel de protecdo de 92.7% e € bastante tolerada pelos animais,
onde o maior evento adverso se apresenta como um leve inchaco local associado a dor
local da injecdo “°. Apesar de induzir uma resposta imune mediada por células T do subtipo
Thl, importante para o combate ao parasito, ela ndo tem um carater preventivo, mas sim
terapéutico, pois ela ndo previne o cdo da infeccdo primaria pelo protozoario, apenas
controla a carga parasitaria no animal ** e o avanco de sinais clinicos graves. Assim, ela
pode ser administrada antes ou apés a infeccao.

No Brasil, temos duas vacinas que foram aprovadas em 2014 pelo Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), a Leishmune® (Zoetis, Campinas, Brasil) e a
Leish-Tec® (Hertape S.A., Juatuba, Brasil). A Leishmune® foi produzida a partir de uma
fracdo glicoproteica purificada de Leishmania donovani associada ao adjuvante saponina. O
seu uso foi suspendido no mesmo ano pelo MAPA em conjunto com o Ministério da Saude,
por ndo apresentar os requisitos da avaliacdo de um ensaio clinico de Fase Il *2. J4 a Leish-
Tec® se encontra atualmente no mercado e foi produzida a partir da proteina recombinante
A2 de Leishmania infantum associada ao adjuvante saponina. A vacina apresenta 71% de
eficacia e 43% na reducéo da transmissibilidade em estudos de fase Il 1.

Dessa forma, embora muitos pesquisadores tenham colocado esforcos nas
tentativas de encontrar uma alternativa eficiente para a prevencao da LVC, nenhuma vacina
ainda tem se apresentado eficaz no controle da doenca **%*. A busca por alvos vacinais
persiste, principalmente, por agueles antigenos imunodominantes #°, que desencadeiam
respostas do tipo Thl %6 e se apresentam conservados entre as espécies causadoras das
leishmanioses, de forma a apresentar um amplo espectro de protecgéo.

Ha a possibilidade de encontrar esses antigenos através da imunoprotedmica,
uma técnica que combina o Western-Blotting com a protedmica *’. Essa é uma abordagem
utilizada atualmente, além de outros fins, para a identificacdo de proteinas antigénicas e
imunogénicas de Leishmania para a posterior avaliacdo do seu potencial como candidato
diagndstico ou vacinal contra as leishmanioses 450,

Em trabalhos recentes desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, foi realizado
um estudo utilizando a técnica de imunoprotedémica, que apresentou como objetivo geral a
identificacdo de proteinas antigénicas expressas nas formas amastigotas e promastigotas
da espécie Leishmania braziliensis, para fins de emprego em testes sorolégicos mais

eficazes contra a LT °.. A identificacdo ocorreu por meio do reconhecimento dos antigenos
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por anticorpos presentes nos soros de pacientes com LT (formas cutanea e mucocutéanea da
doenca).

Uma vez que essas proteinas foram identificadas por anticorpos de pacientes
infectados, elas possuem também o potencial para serem testadas como alvos vacinais, por
terem sido capazes de induzir resposta imune contra elas. Nas ultimas décadas, tem-se
emergido o uso de enzimas da via glicolitca como candidatos vacinais em diferentes
estudos %23, A proteina escolhida neste trabalho, enolase, foi reconhecida nos extratos
proteicos de ambas as formas do protozoario no estudo imunoprotedmico supracitado e foi
avaliada como candidato vacinal contra a infecgéo por L. infantum.

A enolase, presente em Archaea, bactérias e eucariotos, apresenta uma
importante fungdo enzimatica na glicélise, atuando na nona etapa, onde realiza a conversao
da molécula 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (PEP) por uma reacdo de desidratagéo,
ou na reacao inversa durante a gliconeogénese; ou seja, € uma enzima essencial e presente
em todos os organismos que realizam glicélise ou fermentacdo para obtencdo de energia .
Além da localizacao citosolica, pode-se apresentar na superficie da membrana plasmatica
como receptor de plasminogénio, que pode ser convertido em plasmina, enzima envolvida
em varios processos fisiolégicos, como a degradacdo de fibrina e outros componentes da
matriz celular do hospedeiro vertebrado. Essa ativacdo enzimatica permite que o patdégeno
invada e dissemine dentro do hospedeiro. Dessa forma, enolase tem um papel fundamental
nao apenas na sobrevivéncia do parasito, mas também no mecanismo de invasao e
estabelecimento da infecgdo no hospedeiro mamifero 56,

Para o seu emprego em testes vacinais, € necessaria a obtencdo dessa proteina
em larga escala, fazendo-se necesséario o uso de técnicas da biologia molecular que
permitam que a proteina seja produzida sob a forma recombinante ao utilizar a maquinaria
de diferentes linhagens de bactérias, tais como Escherichia coli *’. Além da vantagem da
producdo da proteina em larga escala, essa técnica também apresenta um baixo custo e
uma resposta imune celular e humoral mais especifica em relacdo ao uso de antigeno
soltvel de Leishmania (SLA). E apesar de existir outros métodos vacinais, como nha vacina
de DNA, as proteinas recombinantes sdo as Unicas licenciadas para uso humano “.

Muitos estudos que exploram a patologia de varias doengas que envolvem tanto
a medicina veterinaria quanto a humana utilizam modelos animais. E a escolha de um
modelo experimental é critico para 0 sucesso dos estudos de vacinas contra as
leishmanioses “?. Muitos s&o os modelos disponiveis, como roedores, cachorros e macacos,
porém, nenhum reproduz com precisdo o que acontece nos humanos 8,

Apesar de camundongos diferirem no numero de granulécitos no sangue
periférico, que sdo as células que atuam na defesa primaria, entre 13 e 24% °° quando

comparado aos humanos, que apresentam cerca de 60%, eles apresentam as maiores
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vantagens em um estudo primario devido ao seu facil manuseio, baixo custo, tempo curto de
experimentacdo, e uma ampla disponibilidade de reagentes para caracterizar a resposta
imune %8, Por esses motivos, e somando-se ao fato de o genoma murino ser o segundo mais
estudado entre os mamiferos, perdendo apenas para o humano, camundongos BALB/c,
uma linhagem isogénica e susceptivel a infeccdo por Leishmania spp. ¢, foi o modelo
experimental escolhido neste trabalho.

Para uma imunizacdo bem sucedida, ou seja, que induza protecdo contra as
leishmanioses, é necessario que seja feita a escolha de um adjuvante apropriado para que
atuem em conjunto com o0s alvos vacinais no desencadeamento da resposta imune protetora
contra as leishmanioses. Os adjuvantes operam como padrbes moleculares associados aos
patégenos (PAMP) e através de receptores como, por exemplo, os do tipo Toll (TLR), sao
reconhecidos pelas células dendriticas. A sinalizacdo por TLR induz a célula dendritica a
expressar moléculas, incluindo moléculas coestimuladoras e citocinas, que séo necessarias,
além do antigeno, a ativagdo de linfécitos T virgens e a sua diferenciagdo em células
efetoras ®1. Dependendo da natureza do microorganismo que induz a resposta inicial, a
célula dendritica direciona a diferenciacdo do linfécito T virgem em tipos distintos de células
efetoras, podendo ser dos subtipos Thl, Th2 ou Thl7 que possuem as citocinas de
assinatura, IFN-y, IL-4 e IL-17, respectivamente 2.

O perfil de resposta associado a protecdo do hospedeiro contra Leishmania é
determinada pelo subtipo Thl, que é o repertério imune encontrado em pacientes
assintomaticos, ou seja, agueles que conseguem controlar a infeccdo sem o avanco da
doenca. J4 pacientes com os sintomas clinicos graves apresentam o repertério imune do
subtipo Th2, em que as células imunes ndo conseguem combater o0 parasito e reduzir a
carga parasitaria, propiciando o agravamento da infeccédo e causando a doenca 5364,

Muitos estudos tém utilizado a saponina como adjuvante, sendo associada aos
candidatos na inducdo de uma resposta imune contra as leishmanioses %%, A saponina é
um glicosideo proveniente do metabolismo secundario vegetal muito utilizado por induzir um
perfil de resposta Thl nos modelos animais . Em altas doses pode ser tdxico e causar
reagOes adversas, como uma inflamacao local indesejada, dessa forma seu uso foi limitado
ao modelo animal "°. Porém, muitos estudos tem abordado seu uso associado a outras
moléculas, como colesterol e fosfolipidios, formando o ISCOMATRIX, que possui uma
aplicabilidade em vacinas humanas, principalmente, para o cancer, por desencadear um
aumento da resposta imune e da apresentacéo cruzada em células dendriticas (Den Brok et
al. 2016; Maraskovsky et al. 2009; Pearse and Drane 2004).

No entanto, antigenos que induzem um repertorio imune para o subtipo Thl sdo
uma estratégia de maior interesse para o desenvolvimento de alvos vacinais contra a LV °2,

Um desafio ainda encontrado para uma vacina contra as leishmanioses é a baixa eficacia
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dos candidatos contra diferentes espécies de Leishmania, uma vez que esses alvos
conferem uma protecdo espécie-especifica ™.

Além disso, diferencas estruturais nos fatores de viruléncia entre as distintas
espécies dos parasitos como, por exemplo, na diversidade da estrutura de lipofosfoglicanos
(LPG) da superficie de Leishmania, que afetam os mecanismos de evas@o no hospedeiro,
dificultam o desenvolvimento de uma vacina protetora heteréloga . Ao buscar na literatura,
estudos mostram a utilizagdo da proteina enolase de Leishmania donovani como alvo
vacinal contra a LV causada pela mesma espécie “¢%3, além de outros patdbgenos como
Ascaris suum "¢ e Echinococcus granulosus ”’. Dessa forma, houve o questionamento de se
tal proteina seria capaz de induzir uma protecdo heteréloga contra outras espécies de
Leishmania. A partir desse questionamento, este trabalho propde a avaliacdo da proteina
enolase clonada de Leishmania braziliensis como um candidato vacinal contra a infeccdo

experimental causada por uma espécie diferente de sua origem, Leishmania infantum.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da proteina enolase de Leishmania braziliensis,
XP_001563419.1, na protecdo de camundongos BALB/c contra a infeccdo causada por

Leishmania infantum.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar in silico a presenca de epitopos lineares preditos de linfécitos B e T para
proteina de Leishmania (XP_001563419.1), previamente selecionadas por
imunoprotedmica, e verificar a conservacdo desses epitopos, utilizando programas
de bioinformatica (BepiPred 2.0, NetCTL 1.2 Server, NetMHClIpan 3.2 Server).

. Obter a proteina recombinante através da expressdo heteréloga em bactérias e

purificacdo por cromatografia de afinidade.

. Avaliar o perfil da resposta imune celular gerada nos animais imunizados com as
proteinas, antes e apds uma infec¢do desafio com promastigotas estacionarias de L.
infantum, através da dosagem de citocinas, resposta humoral, producdo de espécies
reativas de oxigénio nos macréfagos e avaliacdo da carga parasitaria no figado, baco,

linfonodos drenantes e medula 6ssea dos animais;

. Avaliar o perfil de células T CD4* e T CD8* produtoras de IFN-y, TNF-a, IL-10 e
IL-4 nos animais imunizados e desafiados apos estimulacdo com o extrato soltvel de

L. infantum através da técnica de citometria de fluxo.



28

3 MATERIAIS E METODOLOGIA
3.1 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG), com o numero de protocolo 333/2015, sendo o documento de aprovagao
apresentado no Apéndice Il. Camundongos BALB/c com oito semanas de idade foram
obtidos junto ao Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia, que se encontra no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG e foram mantidos sob as devidas condicdes

de manejo.

3.2 Parasitos

No presente estudo, as cepas BH46 de L. infantum (MOM/BR/1970/BH46) e
M2904 de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2904) foram utilizadas. As amostras foram
colocadas no meio de cultura “Schneider Insect Medium” (Sigma-Aldrich). Garrafas de
cultivo foram mantidas sob agitacdo constante em shaker, dentro de estufa biolégica a
temperatura de 23°C+1°C. Foram realizadas algumas passagens dos parasitos em meio de
cultura liquido e durante a sua fase log, cerca de 2 x 108 promastigotas/mL foram
centrifugadas a 4,000 x g e lavadas trés vezes adicionando 5 mL de Tampéao Fosfato Salino
(PBS) estéril e gelado. Apds cinco ciclos consecutivos de congelamento e descongelamento
em nitrogénio liquido, a suspensao celular foi centrifugada com uma forca de 8,000 x g por
20 minutos a 4°C e aliquotas contendo o antigeno soluvel de Leishmania (SLA) foram

mantidas em freezer a -80°C.

3.3 Clonagem, expresséo e purificacdo da proteina recombinante
3.3.1 Clonagem da proteina XP_001563419.1

Utilizando a base de dados do Centro Nacional de Informagdes Biotecnoldgicas
(NCBI) foi possivel obter a sequéncia génica, a partir do identificador do gene: 5413930, e
de aminoacidos da proteina enolase de L. braziliensis (XP_001563419.1). Foi realizado um
pareamento da sequéncia proteica da enolase utilizando a Ferramenta de Busca de
Alinhamento Local Basico (BLAST: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), com outras
espécies de Leishmania. A partir da sequéncia génica e utilizando o programa NEBcutter
(NEBcutter V2.0), foram desenhados 0 primer forward
(5’GCTAGCATGCCGATCCAGAAGGTGTA), com a sequéncia correspondente ao corte pela
enzima de restricdo Nhel, e reverse (5’AAGCTTTTACGCCCAGCCGGAGTA), com a

sequéncia correspondente ao corte pela enzima Hindlll (DUARTE et al., 2015). Dessa forma,
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a sequéncia foi amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em um volume
total de 50 pL utilizando a enzima “Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen,
5 U/uL) e como molde o DNA genbémico de L. braziliensis, este extraido pelo protocolo
caseiro utilizando proteinase K para a lise celular, um volume de fenol:cloroférmio para a
separacdo das proteinas e lipideos sollveis na fase orgénica e o etanol 100% para a
precipitacdo overnight do DNA. O produto da PCR foi submetido a separacdo em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (0,3 pg/uL), com uma tensédo de 80 V. A banda
correspondente ao tamanho esperado da sequéncia génica da proteina enolase (1.290
pares de base) foi excisada e purificada utilizando o kit EasyGen, seguindo as
recomendacfes do fabricante, para a obtencdo do DNA purificado. A amostra de DNA foi
dosada utilizando o aparelho “Nanodrop N2000” (ThermoFisher Scientific).

O produto da purificacdo foi ligado no “p-GEM-T Easy Vector Systems”
(Promega; ANEXO I). Esse, é um vetor de clonagem que possui em suas extremidades uma
3’-Timina adicional que pode se parear com a ponta 3’-Amina do amplicon gerado pela
enzima polimerase durante a PCR. Além de ser um vetor aberto com pontas ligantes em
produtos de PCR, 0 vetor possui sequéncias correspondentes a resisténcia ao antibiotico
ampicilina e a enzimas de restricdo em seu sitio multiplo de clonagem, o que permite a
digestao e a ligacao orientada do amplicon. A ligacdo do amplicon no vetor de clonagem foi
realizada utilizando a enzima “T4 DNA Ligase” (Promega, 1-3 U/uL), seguindo protocolo do
fabricante.

Durante a transformacao, ao produto da ligacdo foram adicionados em 50 uL de
E. coli BL21 (DE3) competentes e, posteriormente, transferidas para uma cubeta. Utilizando
0 equipamento “MicroPulser Electroporation Apparatus” (BioRad) foi liberado um pulso
elétrico na cubeta de 2,50 kV. Apds a eletroporacdo, as bactérias foram incubadas sob
agitacdo em shaker a 37°C durante uma hora em 400 pL meio de cultura 2xyt liquido. Ao
final do intervalo, as bactérias foram plagueadas em meio 2xyt sélido com 100 ug/mL de
ampicilina, 1 mM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) e 50 pg/mL X-gal
(Invitrogen). A placa foi incubada por 18 h a 37°C em estufa bioldgica. O crescimento de
colbnias brancas nas placas de &gar soélido indicou a presenga do amplicon ligado ao vetor,
gerando assim células recombinantes por meio da eletroporacdo. Dessa forma, as colonias
brancas foram repicadas em uma nova placa com meio de cultura solido e a confirmagéo da
presenca de vetores recombinantes foi avaliada pela técnica de PCR de colbnia, em que o
molde de DNA utilizado para a amplificacéo é fornecido pela propria colénia de bactérias. O
primer utilizado na PCR de col6nia foi o préprio primer especifico desenhado para a proteina
enolase.

Apo6s a confirmacdo por PCR dos plasmideos recombinantes, foi realizada a

retrada do DNA plasmidial da colénia alvo utilizando o kit Miniprep Easy
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Gen, seguindo as informagdes do fabricante. Dessa forma o plasmideo recombinante e o
vetor pET28a-TEV foram digeridos duplamente pelo uso das enzimas Nhel e Hindlll a 37°C
durante 4 horas, e através da corrida do produto da digestdo em gel de agarose 1% foi
possivel visualizar duas bandas correspondentes aos vetores abertos e uma terceira do
amplicon. As bandas correspondentes ao tamanho do vetor pET28a-TEV e ao do amplicon
foram excisadas e purificadas utilizando o kit EasyGen. O vetor pET28a-TEV € um
plasmideo utilizado para a expressdo de proteina e que possui de forma semelhante ao
pGEM, sequéncias correspondentes a resisténcia ao antibidtico canamicina e a enzimas de
restricdo em seu sitio multiplo de clonagem (ANEXO II).

Para a ligacdo do amplicon no vetor pET28a-TEV utilizou-se a enzima “T4 DNA
Ligase” (Promega, 1-3 U/uL). Repetiu-se a etapa de eletroporacdo no equipamento
“MicroPulser Electroporation Apparatus” (BioRad) com um pulso elétrico de 2,5 kV, porém
utilizando a bactéria E. coli Arctic Express (DE3). A linhagem Artic Express (DE3) foi
delineada para a expressao de proteinas recombinantes em vetores dirigidos pelo promotor
T7 e diferencialmente das demais E. coli, possuem uma baixa temperatura de cultivo, 12°C,
favorecendo uma cobertura maior de solubilidade da proteina. Além disso, a bactéria
expressa gene de resisténcia ao antibidtico gentamicina e co-expressa outras duas
chaperoninas, Cpnl0 e Cpn60, bastantes adaptadas para o enovelamento da proteina a
baixas temperaturas. Apos a eletroporacéo, as bactérias foram incubadas, sob agitacdo em
shaker, a 37°C durante uma hora em 400 puL meio de cultura 2xyt liquido. Ao final do
intervalo, as bactérias foram plagueadas em meio 2xyt sélido.

As colbnias brancas que cresceram apés a transformacao foram repicadas em
uma nova placa com meio de cultura sélido com 50 ug/mL de canamicina apenas e a
confirmacdo da presenca de vetores recombinantes foi avaliada pela técnica de PCR de
coldnia. O primer utilizado para a PCR de colénia foi o primer T7 (Macrogen®, South Korea),
especifico para a regido promotora do vetor (DUARTE et al.,, 2015). Para reafirmar a
presenca do amplicon de interesse e auséncia de mutagdes em regides promotoras da
traducéo foi realizado o sequenciamento do plasmideo no equipamento MegaBACE 1000
DNA Sequencing System (GE Healthcare), com o auxilio do kit “DYEnamic™ ET Dye
Terminator Kit Cycle Sequencing”. A leitura foi na matriz de leitura longa “MegaBACETM” e
a andlise dos dados foi possivel utilizando o software “Sequence Analyzer” na versdo 3.0. A
colénia da bactéria reconhecidamente recombinante foi estocada em glicerol (15%) no

freezer a -80°C.
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3.3.2 Expresséo e purificagdo da proteina recombinante

Primeiramente, foi realizado um teste de expressdo com ostemposOe 1,2 e 3
horas ap6s a adicdo de diferentes concentragcbes do indutor isopropil-beta-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG, 0.5 mM, 1 mM e 1.5 mM; Promega, USA), utilizado como
indutor de expressado adicionado apos a cultura de bactérias atingir a densidade Optica de
0,6 (DOsw0=0.6). Em cada tempo, foram retiradas aliquotas de 400 pL das culturas,
centrifugadas em um tubo eppendorf de 2 mL e a 3.000 x g. No tempo 3 foram separadas a
fracdo sollvel e insoluvel para o teste de solubilidade. Em uma pequena fracdo do
sobrenadante foi adicionado um tampéo para proteina e, posteriormente, submetido a uma
alta temperatura, 100°C, no termociclador por 10 minutos para a desnaturacdo completa das
proteinas. As amostras foram corridas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page)
utilizando Bis-acrilamida 40%.

A banda da proteina com maior intensidade foi obtida na fracdo de teste de
tempo 3, na concentracdo de 1 mM de IPTG. Dessa forma, a expressao em larga escala foi
realizada a partir de um pré-inéculo de 5 mL, onde 2 mL foram transferidos para 1 L de meio
2xyt com 50 yg/mL de canamicina e 20 pg/mL de gentamicina (Thermo Fisher Scientific). A
cultura foi induzida com IPTG apds a densidade oOptica de 0.6 e incubada por 24 horas, a
12°C. Apds o tempo determinado, a cultura foi centrifugada a 200 x g, por 30 min e a 4°C 8,

O pellet de bactérias foi ressuspendido usando PBS 1x e lisado através de 10
ciclos de sonicacao (40% poténcia), de 1 minuto intercalando com banho de gelo por 1
minuto, e centrifugado novamente a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. A proteina
recombinante, contendo a cauda de histidina, foi coletada do sobrenadante e purificada
utilizando a coluna de afinidade HISTrap 5ml (GE Healthcare Life Science). Essa coluna foi
inserida no sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas — FLPC (GE Healthcare
Life Science).*® A coluna foi pré-lavada, usando 5x seu volume, com PBS 1x e 30 mM
imidazol, e a eluicdo da proteina foi realizada com uma solugdo de PBS 1x e 500 mM de
imidazol. Apés utilizar o sistema de afinidade, a proteina r-Enolase foi passada em uma
coluna de poliximixina B — agarose (Sigma-Aldrich) para a retirada de endotoxinas (< 10ng
de LPS por 1mg de proteina recombinante, medido através do método cromogénico do
ensaio do lisado de amebdcitos do limulus, QCL-1000, BioWhittaker). Seguindo a
purificacdo, a proteina purificada foi dosada utilizando o ensaio a base de Cobre, onde o
acido acido bicinconinico (BCA), reagente cromogénico, forma um complexo com o cobre
reduzido (Cu'*) pelos residuos de aminoacidos em condicdes alcalinas. Dessa forma,
utilizou-se o kit “Pierce BCA Protein Assay” (Thermo Scientific) seguindo as recomendacdes

do fabricante.
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3.4 Imunizacgéo e infeccao experimental

Grupos de camundongos BALB/c (n=16, por grupo) foram imunizados pela via
subcutanea no coxim plantar esquerdo da pata traseira, com trés doses das vacinas, em
intervalos de 15 dias. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1) Grupo inoculado com salina (20 pL PBS 1x), como controle da infeccéo;

2) Grupo imunizado com 12.5 ug de saponina (Quillaja saponaria bark saponin, Sigma)
diluido em 20 pL PBS 1x, como controle do adjuvante;

3) Grupo imunizado com 12.5 ug da proteina recombinante enolase diluido em 20 uL
PBS 1x;

4) Grupo imunizado com 12.5 ug da proteina recombinante enolase em associacédo a

saponina (12.5 ug) diluido em g.s.p. 20 pL PBS 1x.

Decorridas quatro semanas da Ultima imunizacdo, a metade dos animais (n=8,
por grupo) foram eutanasiados para analise da resposta imune celular e humoral geradas
pela vacina. Enquanto a outra metade dos animais foram desafiados pela via subcutanea no
coxim plantar direito da pata traseira com 1 x 10’ promastigotas na fase estacionaria de L.
infantum diluidas em 20 pL PBS 1x. Os camundongos infectados foram monitorados durante
10 semanas apés o desafio e entdo eutanasiados para as coletas do soro, figado, baco,
linfonodo drenante da pata direita e medula éssea para a dosagem da carga parasitaria e da

resposta imunologica celular e humoral de cada animal.
3.5 Avaliacdo da imunogenicidade
3.5.1 Producéao de citocinas

A producéo de citocinas foi avaliada da cultura de esplendcitos obtida a partir da
maceragdo de um pedaco do bago dos animais em 1 mL de meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium; contendo 5,6% bicarbonato de sdédio, 200 U/mL penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina). Dessa forma, 5 x 10° células/mL foram plagueadas em duplicata,
com Meio DMEM como controle, e estimuladas com a proteina rEnolase ou SLA de L.
infantum, nas concentracdes de 10 e 25 pg/mL, respectivamente, por 48 h a 372C em
incubadora de 5% CO, °’. A contribuicdo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ na producéo de
IFN-y foi analisado mediante a adicdo de anticorpos monoclonais (mAb) anti-CD4+ (GK 1.5)
e anti-CD8+ (53-6.7). Decorridos o periodo de incubacéo, os sobrenadantes foram coletados

para a detecgdo dos niveis das citocinas IFN-y, IL-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10 pela técnica
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de ELISA de captura, seguindo as instru¢cdes do kit comercial (BD OptEIA set mouse,
Pharmingen).

3.5.2 Producéo de nitrito

A producdo de Oxido nitrico foi avaliada nos sobrenadantes das culturas de
esplendcitos pelo método de Griess 8.

3.5.3 Citometria de fluxo

Adicionalmente a analise de citocinas extracelulares, os esplendcitos de animais
imunizados e desafiados foram submetidos a avaliacao por citometria de fluxo para andlise
da producédo interna de citocinas contra antigenos dos parasitos. O protocolo utilizado foi
semelhante ao utilizado por Martins et al. (2017). Para tal, esplendcitos (1 x 107 células)
foram inseridos em tubos de propileno (Falcon, BD Pharmingen) e estimulados com SLA de
L. infantum (25 pg/mL). A leitura com 30.000 eventos por amostra foi realizada no
equipamento FACScalibur (Becton Dickson - BD) e a analise dos dados foi feita utilizando o
software Cell-Quest (BD). A densidade dos graficos de distribuicdo de CD4+/FL1 ou
CD8+/FL1 contra IFN-y/FL-2, TNF-a/FL-2, ou IL-10/FL2 determinaram a porcentagem de
células T produzindo IFN-y+, TNF-a+ e IL-10+. Os resultados foram expressos como indices,
0s quais foram obtidos pela taxa entre a porcentagem de células T CD4+ e CD8+ presentes
nas culturas estimuladas com SLA pelos valores obtidos das culturas sem a adicdo de

estimulos.

3.5.4 Resposta humoral

A resposta humoral foi avaliada 30 dias ap0s a ultima imunizagéo e 10 semanas
decorrida a infec¢do desafio, como descrito por Martins et al. (2015). Através da técnica de
ELISA indireta, foi realizado o bloqueio de placas de cultura de 96 pocos com a proteina
rEnolase, na concentragdo de 0.5 pg por poco, e SLA L. infantum, na concentragcdo de 1.0
Mg por poco, diluidas em tamp&o carbonato (0,24% NaHCOs e 0,16% Na>COs, pH 9,6). As
placas foram incubadas por 18 h na geladeira. Apds a sensibilizacdo, as placas foram
blogueadas com uma solugdo PBS 1x e 5% de Albumina de Soro Bovino (BSA) por 1 h em
estufa a 37°C. Apés, as placas foram lavadas 3 vezes com solugéo de lavagem, contendo
PBS 1x e 0.05% Tween 20. As amostras de soro foram aplicadas no volume de 100 pL na
diluicdo 1:100 de PBS 1x e 0.5% BSA. As placas com as amostras foram incubadas durante

1 hora a 37°C e depois lavadas 3 vezes, novamente, com a solucdo de lavagem, quando
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houve a aplicacdo de 100 pL dos anticorpos anti-IgG1 e lgG2a de camundongos conjugados
com a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), na diluicdo de 1:10.000 e 1:20.000,
respectivamente, em PBS 1 x e 0.5% BSA. Apds as placas terem sido incubadas na estufa a
37°C por 1 h, prosseguiu-se com a etapa de lavagem com 3 repeticdes e a adicdo de 100 pL
da solucéo reveladora, constituida de 0,1 M de &cido citrico, 0,2 M de NaPO4, 2 mg de OPD
e 0,1% de agua oxigenada. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro com absorbéancia de
492 nm.

3.6 Carga parasitaria

Para avaliar a carga parasitaria nos animais imunizados e infectados, dois
métodos foram utilizados: a diluicdo limitante em amostras do figado, baco, linfonodo
drenante e medula 6ssea, e a técnica de qPCR para analise de amostras do baco. Para a
diluicdo limitante, os Orgdos foram macerados em meio Schneider's incompleto na
propor¢do de 1 mL de meio de cultura para cada 100 mg de tecido. Utilizando placas de
cultura celular de 96 pocos, foram realizadas diluicdbes seriadas em meio Schneider’s
completo, partindo de uma diluicdo de 10! até a diluicdo maxima de 102, As placas foram
incubadas em estufa a 24°C durante 7 dias, quando com o auxilio de um microscopio
trinocular invertido (Axiovert 25, Zeiss), foi possivel verificar a carga parasitaria pela maior
diluicdo com auséncia de parasitos no meio (Coelho et al. 2003).

O ensaio do gPCR em tempo real foi realizado utilizando 1 pL dos iniciadores
forward e reverse do gene que codifica 0 KDNA do parasito na concentracdo de 2 mM, 5 yL
de SYBR GREEN PCR Master Mix (PE Applied Biosystems) e 4 uyL de DNA (10 ng/uL),
perfazendo um volume final de 10 yL de reacdo. O ensaio foi realizado em duplicata
utilizando o aparelho ABI PRISM 7500 (PE Applied Biosystems) . Os resultados foram
expressos na escala negativa de log, os quais foram ajustados de acordo com o peso dos

6rgaos em miligramas.

3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram plotados na planilha do Microsoft Excel (versao 10.0) e
analisados pelo software GraphPad PrismTM (versdao 6.0 para Windows). A analise
estatistica para os diferentes grupos experimentais foi realizada pelo teste de analise de
variancia (ANOVA), seguido do post-teste de Bonferroni. A replicata biolégica realizada
gerou resultados similares. Diferencas foram consideradas significativas estatisticamente

guando o P valor foi menor que 0.05.



35

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, temos os resultados da obtencdo da proteina Enolase na sua
forma recombinante. A proteina Enolase foi clonada utilizando o vetor de clonagem p-GEM,
ambos digeridos com a enzima de restricdo Nhel e Hindlll (Promega). O vetor de clonagem
recombinante foi digerido, e o inserto com a ORF codificadora da proteina foi transferido
para o vetor de expressdo pET28a-TEV. No vetor de expressao, a bactéria E. coli Artic
Express foi transformada com o plasmideo recombinante para a posterior expressao em
larga escala em meio de cultura 2xyt acrescido de antibidtico. Frac6es da expresséo foram
coletadas e analisadas para a posterior purificacdo por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel no sistema FPLC (Figura 3).
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Figura 3. Expresséo e purificacdo da proteina recombinante enolase (rEnolase). Um padréo de
proteina de baixo peso molecular (InvitrogenTM, Life Technologies, USA) foi utilizado (em A). Esta
figura apresenta um extrato proteico ndo induzido e outro induzido (em B e C, respectivamente),
assim como da proteina recombinante purificada (10 pg, em D), os quais foram corridos em gel 12%
SDS-PAGE e coradas utilizando o corante Coomassie-Blue. A seta preta indica a posicdo da

proteina rEnolase no gel (aproximadamente 46.1 kDa).

Na coluna A temos o padrdo de peso molecular utilizado para a identificacdo da
proteina recombinante, que possui um peso de cerca de 50 kDa. Na coluna B temos a
amostra da expressao proteica realizada pela bactéria Escherichia coli transformada com o

plasmideo recombinante, na qual ha véarias bandas de pesos variados que indicam n&o
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apenas a expressao da proteina alvo, mas também de outras proteinas intrinsecas da
bactéria. Na coluna C ha a mesma expressao, porém, com a indu¢do do promotor presente
no sitio maltiplo de clonagem com IPTG. Dessa forma, a banda correspondente da proteina
se apresentou mais forte devido a sua alta concentragédo no gel. E, por dltimo, na coluna D
temos a proteina purificada, onde as proteinas intrinsecas da bactéria foram retiradas,
purificando apenas a proteina rEnolase através da sua cauda de histidina.

Muitos trabalhos buscam alvos na forma promastigota do parasito, por ser a
forma infectante do parasito e que entra em primeiro contato com o hospedeiro. A vista
disso, € importante ressaltar que essa proteina foi encontrada ndo apenas na forma
promastigota, mas também da amastigota. E evidente que a forma amastigota deve ser
considerada na busca pelos alvos uma vez que se apresenta dominante poucas horas
depois da infeccdo no hospedeiro vertebrado, sendo também responsavel pela forma ativa
da doenca e, consequentemente, em constante contato com o sistema imune #8182, assim,
tornando-se um potencial alvo vacinal.

Na Figura 4 temos graficos que apresentam a producdo de citocinas e de
anticorpos apo6s as imunizacdes e antes da infeccdo desafio. Apdés 30 dias da ultima
imunizacéao foi realizado o cultivo dos esplendcitos da metade dos animais de cada grupo,
com a auséncia de estimulo utilizando meio de cultura (controle negativo) e estimulados
com a proteina rEnolase ou com SLA, por 48 horas. O sobrenadante das culturas foi retirado
para a dosagem de citocinas por meio da téchica de ELISA de captura. No gréafico A é
possivel observar que o grupo de animais imunizados com a rEnolase associada ao
adjuvante apresentou uma producdo significativa de IFN-y na presenca do estimulo da
rEnolase, em relacdo aos demais grupos. O mesmo padrao foi observado para as citocinas
IL-12 e GM-CSF, marcadores de resposta celular do tipo Thl.

A citocina IL-12 € um estimulo inicial na indugdo da resposta Thl, atuando na
proliferacéo e diferenciacdo de células T, e é excretada pelos fagécitos na imunidade inata
4 sendo importante na transicdo da resposta inata para a adaptativa 8. J& GM-CSF é um
fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos, secretada por células T,
macrofagos e células endoteliais e que atua nos progenitores mieloides que residem na
medula 6ssea. Ambas s&o citocinas que atuam no desenvolvimento da resposta
imunoldgica favoravel ao combate do parasito, ao atuar na proliferacdo e desenvolvimento
da resposta celular Th1 %284,

Na figura 4A é possivel verificar uma baixa producdo de IL-4 no grupo
rEnolase/saponina, principal citocina de inducéo do perfil Th2 e da molécula reguladora IL-
10, citocina produzida por macréfagos e células dendriticas e que possui um efeito anti-
inflamatorio ao apresentar alca de retroalimentacdo negativa. As células Thl também

induzem a producao da citocina IL-10 que atua com um feedback negativo nessas células
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ao diminuir a ativacdo dos fagécitos, ou seja, suprimindo a resposta inata bem como a
adaptativa ">#°, Nenhuma diferenca foi encontrada nos niveis de IL-4 e IL-10 entre os grupos

vacinados com apenas a proteina recombinante ou quando combinada com o adjuvante 6.
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Figura 4. Resposta humoral apds as imuniza¢cfes com a rEnolase e antes da infeccdo pela L.
infantum. Para avaliar a producéo de citocinas antes da infec¢cdo, esplendcitos dos camundongos
imunizados (n=8, em cada grupo) foram cultivados na auséncia de estimulos (grupo controle com
meio de cultura) ou estimulados com rEnolase e extrato sollvel de L. infantum (SLA), para posterior
dosagem dos niveis das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12p70 e GM-CSF nos sobrenadantes pela
técnica de ELISA de captura (em A). Para a analise da producéo de anticorpos, os isotipos IgG1 e
IlgG2a especificos para o SLA e rEnolase, foram avaliados nas amostras de soro dos animais
imunizados (em B). Em todos os casos, as barras representam a média + desvio padrdo dos
grupos. As letras a, b, e ¢ indicam diferengas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos

salina, saponina e rEnolase, respectivamente (P < 0.05).

Em paralelo, o sangue desses animais, trinta dias apds a Ultima imunizagao, foi
retirado e o soro foi usado para experimentos de ELISA e avaliagdo da dosagem dos niveis
de anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a. Como pode ser visualizado no gréfico B, houve
uma grande producéo de anticorpos IgG nos grupos vacinados tanto com a rEnolase quanto

com a rEnolase associada ao adjuvante. Isso mostra a indugéo da resposta humoral frente a
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essas imunizagbes. Porém, no grupo vacinado com a rEnolase associada a saponina a
producdo foi maior e mais significativa em relagdo aos demais grupos de anticorpos do
isotipo IgG2a anti-rEnolase, em relagdo aos niveis de anticorpos IgGL1.

Dessa forma, € possivel inferir que houve uma resposta humoral dependente de
células T com mudanca de isotipo, e como a diferenciagdo se deu com um maior balango
dentro do repertorio Thl, a presenca de IFN-y sobre as células B pode promover a mudanga
de subclasses de IgG, notadamente para IgG2a. Segundo Martins et al. (2015), poder-se-ia
especular que a imunizacdo com proteinas recombinantes foi capaz de induzir uma
producéo especifica das citocinas GM-CSF, IFN-y e IL-12, assim como, uma baixa producdo
de IL-4 e IL-10, e de anticorpos IgG1 nos animais vacinados &’.

Apo6s 10 semanas do desafio dos animais com L. infantum, os mesmos foram
eutanasiados para a analise da imunogenicidade e da carga parasitaria. Como pode ser
visto na Figura 5, o grafico A mostra a producéo de citocinas, em que o grupo vacinado com
a rEnolase associada ao adjuvante manteve o padrdo de alta producao das citocinas do tipo
Thl e uma baixa do tipo Th2 em relacdo aos demais grupos. Porém, cabe ressaltar o
aumento da producao das citocinas IL-4 e IL-10 nos grupos controles e da rEnolase apos a
infeccdo, em relacdo aos valores encontrados antes do desafio, representando um aumento
da suscetibilidade a infeccao relacionada com o desenvolvimento da resposta Th2 %,

A linfoproliferacdo especifica para Leishmania e a estimulacéo de células T para
produzir IFN-y é importante na protecédo contra a infeccdo por Leishmania “6. Dessa forma,
foi feita a analise do envolvimento dos linfécitos T CD4+ e T CD8+ na producéo de IFN-y
pelo grupo imunizado com a rEnolase associada a saponina. Além dos estimulos na cultura
de esplendcitos, houve também o blogueio dessas células ao utilizar anticorpos monoclonais
anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-12, uma das principais citocinas que atuam na estimulacdo dos
linfocitos®. Por meio do grafico B é possivel inferir que a producdo de IFN-y foi
significativamente inibida quando houve o blogueio de células T CD4+ ou da citocina IL-12,
guando comparado ao bloqueio de células T CD8+. Dessa forma, um papel mais relevante
das células T CD4+ na producéo do IFN-y foi observado no grupo rEnolase/saponina.

Mesmo com a inibi¢cdo das células TCD4+ houve producdo de IFN-y, mostrando
gue héa outras células atuando em sua sintese e manuteng¢éo como, por exemplo, células NK
8 Sendo assim, segundo Martins et al. (2015), essa producdo é considerada como uma
implicaco indireta do envolvimento de células T na produgdo de IFN-y ®.E importante
salientar que, na Figura 5, ap0s a infeccdo, os grupos controles e rEnolase apresentaram
um producgdo significativa de citocinas IL-4 e IL-10, e de anticorpos IgG1l, marcadores de
resposta celular do tipo Th2 4. Dessa forma, a progressdo da doenca nesse modelo é
associada a supressdo da resposta Thl, devido a reducédo da producéo de IL-12 e IFN-y

pelos esplendcitos, com um aumento das citocinas IL-4 e 1L-10 .
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Figura 5. Resposta imune induzida ap6s a infeccdo desafio por Leishmania infantum. Para
avaliar a producdo de citocinas apds a infeccdo, esplendcitos dos camundongos imunizados e
infectados (n=8, em cada grupo) foram cultivados na auséncia de estimulos (grupo controle com meio
de cultura) ou estimulados com rEnolase e extrato bruto de L. infantum (SLA), para posterior
dosagem dos niveis das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12p70 e GM-CSF nos sobrenadantes pela
técnica de ELISA de captura (em A). Esplendcitos do grupo rEnolase/saponina foram cultivados na
auséncia(controle) ou presenga de anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8, e anti-IL-12, quando a
producé@o de IFN-y foi avaliado. A letra a indica uma diferenca significativa (P < 0.05) em relacdo ao

controle positivo (em B).

Corroborando com os dados anteriores, foi gerada a andlise da producéo
intracelular das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 apds o desafio. Esplendcitos foram cultivados
e estimulados com SLA para posterior investigagdo no ensaio de citometria de fluxo. Por
meio da Figura 6, reconhece-se que a imunizacdo com a rEnolase combinada ao adjuvante

induziu niveis elevados e significativos de células T CD4+ produtoras de IFN-y % em
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detrimento da diminuicdo das células produtoras de IL-10, quando comparado aos
resultados encontrados nos grupos controles.

Esse resultado salienta a importancia dos linfécitos T CD4+ na produgéo do IFN-
y e de TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa), sendo essa, uma importante citocina
envolvida no aumento da resposta inflamatéria com o processo de ativagdo e recrutamento
de neutrdfilos. No entanto, trabalhos anteriores tém também mostrado a importancia dos
linfécitos T citotoxicos na protecdo contra Leishmania, uma vez que, concomitantemente
com as células T helper, apresentam um papel importante ndo apenas na re-infeccao, mas
também na infecgdo primaria por aumentarem a resposta Th1 6992,

A citocina IFN-y atua com um feedback positivo tanto nas células de origem,
TCD4+, com acdo autécrina aumentando a sua polarizacdo para Thl, como nos
macréfagos, com uma acdo paracrina, células da imunidade inata infectadas pelo
protozoario causador da doenca. Ao atuar nos macréfagos, essa citocina ativa fatores de
transcricdo que expressam enzimas ligadas a sintese de espécies reativas de oxigénio
(oxidase) e 6xido nitrico (6xido nitrico sintase induzivel, INOS), que atuam diretamente na

morte do parasito 9%,



41

Células T CD4+ Células T CD8+
A IFN-y D IFN-y
1.59 1.5+
— a.b a
2
g 1.0 1.0
c 1 B
8 0.5+ 0.5+
1]
.
‘_E 0.0- 0.0
3
> B TNF-a E TNF-a
- 20 2.0
o
3 154 1.5
E
- 1.04 1.04
;] p=
] 4| =
E 0.5 0.5+
=
LY o0
3
v
IL-10 E IL-10

1.0

0.5 0.5

Citocinas (Razao

0.0 0.0

o @ Q‘., o ] q_’,
L 5 & 22 g 5§ 5 &2
= < 3 oS = < <F o=
o o o s 5 T 9 o g 5
T8 E 58 T F & £8
o < E"‘J," %) < ‘c‘:"d:}u

Figura 6. Producdo intracelular de citocinas pelos linfocitos T. Os niveis de células T produtoras
de citocinas intracelulares foram calculados pela razéo entre os valores das culturas estimuladas com
SLA de L. infantum sobre o da cultura controle (SLA/CC) nos camundongos que foram imunizados
com salina (barras brancas), saponina (barras cinza claro), rEnolase (barras cinzentas escuras), ou
rEnolase/saponina (barras pretas) (n = 8, em cada grupo). Resultados séo dados pela diferenciagdo
da producéo por células T CD4+ (em A,B e C, indicando os niveis das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10,
respectivamente) e pelas células T CD8+ (em D, E e F, indicando os niveis das citocinas IFN-y, TNF-
a e IL-10, respectivamente). Em todos os casos, as barras representam a média + desvio padrdo dos
grupos. As letras a e b indicam diferencas estatisticamente significantes, em relacdo aos grupos
salina e saponina, respectivamente (P < 0.05).



42

Para evidenciar se a producdo de citocinas estava realmente ocasionando um
aumento da atividade dessas células parasitadas, realizou-se a dosagem de nitrito, uma vez
gue o Oxido nitrico, quando diluido, possui uma meia vida de menos de 10 segundos devido
a sua rapida oxidacéo a nitrito e nitrato®. Constatou-se, por meio do gréfico na Figura 7, que
houve uma alta producéo dessa molécula pelo grupo imunizado com rEnolase combinada a
saponina, em relagdo aos demais grupos. Resultados similares foram encontrados por
Gupta et. al. (2014) em camundongos vacinados com rLdEno+BCG (rEnolase associada ao
Bacilo Calmette-Guérin), cujos esplendcitos produziram quantidade significativas de nitrito
em relacdo aos grupos controle, 45 dias apds a infeccéo desafio .

Para corroborar com o dado anterior do aumento da atividade dos macréfagos
devido a producdo elevada de Oxido nitrico, a investigacdo da protecao conferida pelas
imunizacbes através da quantificacdo da carga parasitaria nos animais infectados foi

realizada.
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Figura 7. Producdo de nitrito. Os esplendcitos dos animais que foram imunizados e infectados (n=8,
em cada grupo) foram cultivados na auséncia de estimulos (grupo controle com meio de cultura) ou
estimulados com rEnolase e extrato bruto de L. infantum (SLA) para a andlise da producéo de nitrito
no sobrenadante. Em todos os casos, as barras representam a média + desvio padrdo dos grupos. As
letras a, b, e c indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos salina,
saponina e rEnolase, respectivamente (P < 0.05).

Cada um dos quatro graficos apresentados na Figura 8 representa um dos
orgdos analisados pela técnica de diluicdo limitante. Observa-se uma alta quantidade de
parasitos nos grupos controles, sendo que o grupo imunizado com a rEnolase combinada ao
adjuvante apresentou a maior reducdo da carga parasitaria em todos os 6rgdos avaliados:

figado, bagco, medula éssea e linfonodos, na ordem de 85%, 77%, 90%, e 83%,
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respectivamente, em relagdo ao grupo salina %*. Segundo Gupta et al. (2014), uma
significativa reducdo de 90% da carga parasitaria foi observada no bacgo, figado e medula
0ssea de hamsters vacinados com a proteina rLdEno (rEnolase de L. donovani), associada
ao adjuvante BCG, 90 dias ap6s a infeccdo “¢. Dados diferentes foram encontrados por
Ramirez et al. (2013), em que camundongos vacinados com proteinas recombinantes na
auséncia do adjuvante (CpG-ODN) apresentaram uma carga parasitaria similar ao grupo
salina em érgdos como linfonodos e bago . Assim, como observado no presente estudo,
animais imunizados somente com a proteina rEnolase, que apresentaram certa reducéo do
parasitismo, poderiam ser considerados parcialmente protegidos contra a infeccao.

Segundo Kumari et al. (2008), hamster vacinados com subfracdes agrupadas
atingiram a inibicdo da infeccdo pelo parasito em quase 99%, apoiada por respostas
linfoproliferativas baseadas em IFN-y e IL-12, juntamente com hipersensibilidade tardia e
niveis aumentados de anticorpos IgG2 especificos aos parasitos. Esses resultados sugerem
gue uma vacina, para ser bem sucedida contra LV, pode exigir a presenca de varias
proteinas imunoestimuladoras da resposta Th1 *3,

Assim, muitos trabalhos, de forma a melhorar o potencial vacinal dos candidatos,
tém utilizado a combinacdo de algumas proteinas (DUARTE et al., 2016; DUARTE et al.,
2017; MARTINS et al, 2015), peptideos imunodominantes ©°% ou quimeras
recombinantes %91, A maior vantagem dessa abordagem esta na inducdo de uma resposta
imune mais eficaz, ao se utilizar varios candidatos sem a necessidade de inserir uma grande
carga antigénica.

Alves-Silva et al. (2017) mostraram que uma quimera recombinante induziu uma
resposta Th1l mais potente e otimizada, com aumento do IFN-y e de anticorpos IgG2a, e que
essa otimizacdo foi relacionada com a apresentacdo em tandem dos epitopos
imunodominantes F1 e F3 da proteina NH36 de L. amazonensis . Isso quer dizer que
guimeras também podem ser produzidas a partir da mesma proteina ao utilizar apenas
regibes de dominio ou de epitopos de linfécitos T, e que ndo ha dependéncia da relagédo

dose-resposta.
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Figura 8. Avaliacdo da carga parasitaria no baco, figado, linfonodo e medula 6ssea dos
animais imunizados e infectados utilizando a técnica de diluicdo limitante. A carga parasitaria
nos animais imunizados e infectados (h=4, em cada grupo) foi avaliada no figado (em A), no baco
(em B), na medula 6ssea (em C), e nos linfonodos drenantes das patas (em D) pela técnica de
diluicdo-limitante. Em todos os casos, as barras representam a média + desvio padrdo dos grupos. As
letras a, b, e c indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos salina,

saponina e rEnolase, respectivamente (P < 0.05).
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Figura 9. Avaliacdo da carga parasitaria no bago dos animais imunizados e infectados
utilizando a técnica de PCr quantitativo (QPCR). A carga parasitaria do baco também foi avaliada
nos animais imunizados e infectados (n=8, em cada grupo) pela técnica de qPCR. Em todos os
casos, as barras representam a média + desvio padrdo dos grupos. As letras a, b, e ¢ indicam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos salina, saponina e rEnolase,

respectivamente (P < 0.05).

O mesmo perfil verificado no gréfico da Figura 8 foi assegurado quando a carga
parasitaria do baco foi analisada por uma técnica quantitativa mais precisa, a PCR em
Tempo Real, como visto na Figura 9.

Os resultados finais deste trabalho condizem com os dados apresentados
inicialmente, no qual um aumento da produgéo das citocinas de perfil Thl atua, por uma
retroalimentacdo positiva, no aumento da atividade dos macréfagos parasitados e,
consequentemente, na morte do parasito pelo aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio e diminuicao significativa da carga parasitaria.

O estudo de Gupta et al. (2014) estabelece que antigenos da Leishmania que
estimulam respostas Thl em células de pacientes ou roedores infectados com o parasito
tém sido aceitos como potenciais candidatos para protecdo e, portanto, promissores
candidatos vacinais “¢. Nossos resultados sdo consistentes com os de outros estudos
(ALVES-SILVA et al., 2017; COSTA et al., 2014; DUARTE et al., 2016; GOTO et al., 2009;
GUPTA et al., 2014; KUSHAWAHA et al., 2012; MARTINS et al., 2015; MENDONCA et al.,
2016; STAGER et al., 2000), nos quais o controle da infeccdo e da carga parasitéria foi
alcancado com o aumento da producdo de IFN-y e a supressdo de IL-4, indicando a

ocorréncia de uma resposta Th1l.



46

Como limitacéo do trabalho, o uso do modelo experimental que n&o apresenta o
desenvolvimento da infecgdo similar como ocorre em humanos, por serem organismos
diferentes e distantes filogeneticamente. E, como alternativa futura, temos a aplicagdo em
animais mais proximos, como caes e primatas, ou até mesmo o uso de camundongos
humanizados que apresentem respostas a infecgcdes por Leishmania similares ao homem
103_

Ha também uma grande diferenca do método experimental utilizado para realizar
a infeccdo nos animais, daquela que ocorre naturalmente com a picada de flebotomineos
vetores, que possuem na saliva componentes bioativos que modificam o ambiente
imunolégico local e favorecem o estabelecimento do agente etiolégico °. Estudos tem
mostrado a grande importancia da picada ao buscar proteinas importantes e Unicas
encontradas na saliva do inseto vetor na sua utilizacdo como adjuvantes durante a infeccao
104 @ em conjunto aos alvos vacinais contra as leishmanioses 105107,

Além do modelo experimental utilizado, que ndo mimetiza de forma similar uma
resposta imunoldgica frente ao parasito, outra limitacdo seria a auséncia de uma andlise
com tempos de intervalos maiores apds as imunizagdes e antes da infeccdo 4. Pois, dessa
forma, seria feito a analise ndo apenas do potencial de gerar uma resposta efetiva do tipo
Th1, mas também da producdo de um repertério de células T de memdria, que sédo células
gue apresentam um reservatério expandido de linfocitos especificos e que respondem mais

rapidamente e de forma mais efetiva em relacéo as células virgens 1%,
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através deste estudo permitem inferir que a proteina
rEenolase, clonada a partir do DNA de L. braziliensis, foi capaz de induzir uma resposta
imune do tipo Thl em camundongos BALB/c imunizados. Resposta de grande importancia
para a protecao heterdloga de tais animais contra a infec¢do experimental causada por uma
espécie de Leishmania responsavel pelos casos de LV nas Américas. Dessa forma, a
combinacé&o rEnolase mais saponina se coloca como um candidato vacinal para ser utilizado
em outros modelos de mamiferos e em diferentes condicbes experimentais para a protecéo

contra essa doenca negligenciada.
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6 PERSPECTIVAS

Avaliar a combinacdo vacinal rEnolase mais saponina contra a infeccdo causada por
outras espécies de Leishmania e associando a proteina recombinante a outros

adjuvantes de resposta imune ou em moléculas carreadoras.

Avaliar a proteina rEnolase em outros modelos de mamiferos, tais como hamsters, cées
e primatas, e caracterizar os epitopos de linfocitos T CD4+ e T CD8+ presentes na
molécula, a fim de se avaliar a viabilidade de se construir uma proteina multi-epitopos
provenientes de diferentes candidatos vacinais para uma protecdo mais efetiva contra as
leishmanioses.
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APENDICE A - Ciclo biologico heteroxeno do protozéario Leishmania

32- Desenvolvimento em
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infectar outros fagdcitos.
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infectado @
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infectantes.

52 - As amastigotas se
desenvolvem nas
promastigotas curtas e largas

Figura 10 Ciclo biol6gico heteroxeno do protozario Leishmania. Fonte: Modificado do site -

http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/Is_lc.html
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ABSTRACT

In the present study, the Leishmania braziliensis enolase protein was evaluated as a vaccine candidate
againstvisceral leishmaniasis (VL). The DNA sequence was cloned and the recombinant protein (rEnolase)
was evaluated as a vaccine, associated with saponin, as an immune adjuvant. The protective efficacy of
the rEnolase plus saponin combination was investigated in BALB/c mice against Leishmania infantum
infection. The results revealed that the vaccine induced higher levels of IFN-+, IL-12, and GM-CSF when
a capture ELISA and flow cytometry were performed, as well as an antileishmanial nitrite production
after using in vitro stimulation with rEnolase and an antigenic Leishmania preparation. The vaccinated
animals, when compared to the control groups, showed a lower parasite burden in the liver, spleen,
bone marrow, and paws’ draining lymph nodes when both a limiting dilution technique and RT-PCR
assay were performed. In addition, these mice showed low levels of antileishmanial IL-4, IL-10, and anti-
Leishmania IgG1 isotype antibodies. Partial protection was associated with IFN-y production, which was
mainly mediated by CD4" T cells. In conclusion, the present study’s data showed that the L braziliensis
enolase protein could be considered a vaccine candidate that offers heterologous protection against VL.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

more than 380 million people at risk (WHO, 2016). Infections with
Leishmania donovani or L. (chagasi) infantum species result in clin-

Leishmaniasis is a vector-borne disease caused by protozoan
parasites of the Leishmania genus and is transmitted to mammalian
hosts through the bite of an infected female phlebotomine sand fly
(Bates et al., 2015). The disease is endemic in 98 countries, with
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0001-706X/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

ical outcomes that range from an asymptomatic infection to fatal
visceral leishmaniasis (VL) (Gardinassi et al., 2016). The treatment
of disease presents some problems (Kobets et al., 2012; Singh et al.,
2012), which have made it necessary to develop alternative control
measures, such as vaccinations (Kaye and Aebischer, 2011; Agallou
etal, 2014).

The development of infective promastigote forms is an impor-
tant prerequisite for the transmission of disease. The sand fly
midgut microbiome is a critical factor for Leishmania growth and
differentiation to its infective state prior to parasite transmission
(Kelly et al., 2017). Although the development of a successful pre-
ventive vaccine for human leishmaniasis was still not achieved,



ANEXO A - Vetor de clonagem utilizado para a obtenc&o da proteina

recombinante

¥mnl 1994
Seal Mael
1875 \ 2692
f1 ori
Amp’
P pGEM®-T ez \
Vector T
(3000bp)

ori

17 ]

Apal
Aatll
Sphl
Bst7l
Mool
sacll

Spel
Motl
BstZl
Pstl
Sall
MNdel
Sacl
BstXl
Nsil

T sps

1 start

14
20
26
31
37
46

55
g2
62
73
75
g2
94
103
112

126

QEEEVADM_3A

70

Figura 11 Vetor de clonagem utilizado para a obteng&o da proteina recombinante, p-GEM-T Easy

Vector Systems (Promega).

Figura 12 Vetor de expressdo utilizado para a obtencdo da proteina recombinante, pET28a(+)

TEV.Figura 13 Vetor de clonagem utilizado para a obtenc&o da proteina recombinante, p-GEM-T

Easy Vector Systems (Promega).
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ANEXO B - Vetor de expressao utilizado para a obtenc&o da proteina
pET-TEV - 5357pb

* The thrombin recognition site of PETZ8a (Novagen) was replaced by a TEV
protease recognition site
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His-tag coding sequence 207 - 239/265 - 282
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Figura 14 Vetor de expresséo utilizado para a obtencdo da proteina recombinante, pET28a(+) TEV.



