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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga parasitaria que apresenta elevada
incidéncia no Brasil e que, se ndo tratada, pode levar a morte. A prevencado e o
controle da doenca sido importantes, porém, apresentam problemas devido a
dificuldade na interrupgéo do ciclo do vetor, a toxicidade dos medicamentos utilizados
e a auséncia de vacinas humanas. Assim, o desenvolvimento de vacinas para a
profilaxia da LV € uma necessidade significativa e a utilizagdo de novas tecnologias,
tais como Phage Display, pode proporcionar o alcance de novos alvos vacinais. No
presente estudo, a técnica de Phage Display foi empregada para selecionar
bacteriéfagos com peptideos expostos em sua superficie e que foram especificos para
anticorpos IgG de pacientes com LV assintomatica e sintomatica, e que nao foram
reconhecidos por anticorpos de individuos néo infectados. Os clones de fagos
selecionados foram utilizados como estimulos de células mononucleares do sangue
periférico obtidas de individuos sadios e pacientes com LV e, aqueles com razao
elevada de IFN-y/IL-10 foram selecionados para os ensaios de vacinag¢ao. Dentre 25
clones obtidos nos ciclos de biopannings, dois foram selecionados devido a razao
entre IFN-y e IL-10 ter sido maior que 3,0, sendo chamados de clones B1 e D11, para
os experimentos de vacinagdo em camundongos BALB/c, com o objetivo de validar
sua eficacia protetora contra a infeccao por Leishmania infantum. Verificou-se que
ambos os clones induziram protegao significativa contra a infeccdo, que foi
evidenciada pela redugcdo do parasitismo em todos os 6érgdos avaliados: baco,
linfonodo drenante, medula éssea e figado; sendo tal processo mediado por uma
resposta imune do tipo Th1 especifica. O presente estudo tem carater inovador ao
empregar uma estratégia racional baseada em testes in vitro e in vivo com
bacteriéfagos recombinantes a fim de se selecionar novos e promissores imunégenos

contraaLV.

Palavras-chave: Células mononucleares do sangue periférico; leishmaniose visceral

humana; Phage Display; resposta imune; vacina.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease that has a high incidence in Brazil
and, if untreated, can lead to death. The prevention and control of the disease are
important, but they present problems due to the difficulty in interrupting the vector
cycle, the toxicity of the drugs used and the absence of human vaccines. Therefore,
the development of vaccines for the prophylaxis of VL is a meaningly needed and the
use of new technologies, such as Phage Display, can provide the search of new
vaccine targets. In the present study, the Phage Display technique was used to select
bacteriophages with peptides exposed on their surface that were specific for 1gG
antibodies from patients with symptomatic asymptomatic VL and that were not
recognized by antibodies from uninfected individuals. Selected phage clones were
used as peripheral blood mononuclear cell stimuli obtained from healthy and VL
patients, and those with high IFN-y / IL-10 ratio were selected for the vaccination
assays. Among the 25 clones obtained in the biopannings cycles, two were selected
because the ratio IFN-y and IL-10 was greater than 3.0, being called clones B1 and
D11, for the vaccination experiments in BALB / ¢ mice, with the aim of validating its
protective efficacy against Leishmania infantum infection. It was found that both clones
induced significant protection against the infection, evidenced by the reduction of
parasitism in all evaluated organs: spleen, draining lymph node, bone marrow and liver,
process mediated by a specific Th1-type immune response. The present study is
innovative as it employs a rational strategy based on in vitro and in vivo tests with
recombinant bacteriophages in order to select new and promising immunogens against
VL.

Keywords: Peripheral blood mononuclear cells; human visceral leishmaniasis; Phage

Display; immune response; vaccine.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada por parasitos protozoarios
do género Leishmania, transmitida por um vetor do género Lutzomyia nas Américas e
possui alguns animais como reservatorios, sendo as raposas € 0s marsupiais como
exemplos de reservatorios silvestres e os caes como reservatorios domésticos, fatos
que contribuem para a manutengao da doenga no ambiente urbano e periurbano
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; MS, 2015; PALATNIK-DE-SOUSA, 2008).

A doenga apresenta elevada expansado mundial, com cerca de 600 milhdes de
pessoas vivendo em areas endémicas em 98 paises (OMS, 2016), sendo registrados,
anualmente, cerca de 200.000 a 500.000 casos de LV (ALVAR et al., 2012;
OPAS_OMS, 2017). Por ser um problema de saude publica e endémica no Brasil,
houve a necessidade de criagcdo de um programa epidemioldgico e profilatico de
combate a LV, que foi composto por trés medidas principais: (i) o diagndstico clinico-
laboratorial da doenga com o tratamento dos casos humanos, (ii) a borrifagdo de
inseticidas nas areas de circulagao do vetor e (iii) a identificacdo e eliminagao dos
caes infectados (MS, 2006).

Em paralelo, estudos que demonstraram uma conduta preventiva da LV entre os
profissionais de saude e a populacdo tornaram evidentes que a promocgao da
educacao em saude permite um melhor comportamento das pessoas e agdes no
controle da doenga (CARVALHO et al., 2013; KHANI JEIHOON!I et al., 2012). Somado
a isso, faz-se necessario o investimento em pesquisas, visto que a LV é
potencialmente fatal se nao tratada, pois causa disseminacao e infiltracao do parasito
para o figado, bago e medula 6ssea de pacientes. Em adigdo, a auséncia de uma
vacina efetiva, bem como de um diagndstico sensivel e especifico que possibilite a
deteccdo precoce dos casos e, a ocorréncia de toxicidade dos medicamentos
utilizados no tratamento tornam essa doenca mais ameagadora para os pacientes
acometidos (SHARMA et al., 2017; SUNDAR; RAI, 2002).

Uma vez que o controle celular da infecgao por Leishmania € mediado por uma
resposta imune do tipo Th1, baseada na produgao de IFN-y (GOTO; LINDOSO, 2004),
o desenvolvimento de vacinas contra a doenca tem focado na identificagdo e no uso
de antigenos recombinantes capazes de suscitar respostas celulares protetoras.
Sabe-se que individuos que curam da doenca desenvolvem imunidade duradoura

contra a infecgao por espécies do complexo L. donovani (AGALLOU et al., 2012). Em
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modelos murinos, apds a cura da leishmaniose cutdnea (LC) causada pela espécie
Leishmania major, os animais adquirem imunidade duradoura contra a reinfecg¢ao pelo
parasito (SCOTT et al., 1987).

Células T CD4* e T CD8"* sédo essenciais na protecao contra a infecgdo por
Leishmania (GOTO; LINDOSO, 2004). Tais células produzem citocinas pro-
inflamatarias, tais como IFN-y, TNF-a e IL-12, entre outras e, estimulam as células
efetoras de longa duragao. Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-10, TGF- e IL-13
podem suprimir a resposta Th1, permitindo o desenvolvimento da doencga
(GANNAVARAM et al., 2016).

Como mecanismo de avaliagdo da imunogenicidade de moléculas através de
ensaios in vitro, as Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) vém sendo
empregadas nos estudos imunolégicos da LV humana, sendo que quando obtidas de
pacientes com a doenga subclinica ou assintomatica, as mesmas respondem a
estimulacdo com proteinas do parasito apresentando proliferacdo e producédo de
citocinas como IFN-y e IL-12. Inversamente, PBMCs isoladas de pacientes com LV
ativa nao geram resposta a esses antigenos (AGALLOU et al., 2012; WHITE et al.,
1992), ou produzem niveis elevados de IL-10, além do aumento significativo na
expressao de RNAm de IL-10 em tecido lecionado desses pacientes, como baco,
linfonodos e medula éssea (ANSARI et al., 2011).

Muitos trabalhos vém sendo realizados utilizando antigenos expressos sob a
forma de proteinas recombinantes, vacinas de DNA, peptideos sintéticos e/ou
proteinas quiméricas. Tais estudos apresentam resultados nos quais essas moléculas
preenchem, parcialmente, requisitos para serem empregados como candidatos a
vacina contra a LV, porém devido a dificuldade de induzir uma imunidade celular
duradoura, especialmente, contra a LV, com elevada estabilidade e baixo custo de
producao, ainda ndo ha uma vacina disponivel e que possa ser considerada eficaz no
combate a doenga (COELHO et al., 2003; DIAS et al., 2017; GIUNCHETTI et al., 2007,
JAIN JAIN, 2015; LAGE et al., 2016; MARTINS et al., 2015).

Com o avancgo das pesquisas no campo da biotecnologia, novas ferramentas se
encontram disponiveis para a selegao e identificagdo de novos antigenos, tais como
a técnica de Phage Display. Essa € uma abordagem molecular de identificagdo e
caracterizagao de novos antigenos, sendo conhecidos como mimotopos (SMITH, G.,

1985). Tais moléculas tém sido utilizadas em diferentes aplicagbes biotecnoldgicas
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contra doengas, tais como alvos vacinais (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; COSTA et
al., 2014; PRUDENCIO et al., 2009), marcadores diagnésticos (COSTA et al., 2014;
COSTA et al., 2016) e 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 estudo, a tecnologia de Phage Display foi utilizada para buscar
novos clones de fagos que expressam mimotopos especificos de anticorpos IgG
purificados de pacientes com LV, mas que nado foram reconhecidos por anticorpos
purificados de individuos ndo infectados. Apés os ciclos de biopanning, os mimotopos
selecionados foram utilizados para estimular PBMCs de individuos nao infectados e
que vivem em uma area endémica da doencga e de pacientes com LV assintomatica e
sintomatica, com o objetivo de isolar aqueles capazes de induzir maiores niveis de
IFN-y e menor producéo de IL-10. Os clones entdo selecionados com maior razao
entre IFN-y/IL-10 foram utilizados para imunizar camundongos BALB/c, que,
posteriormente, foram infectados com L. infantum.

A estratégia de selecdo apresentou resultados promissores, sendo uma prova
de conceito para a descoberta de novos imundgenos capazes de induzir ao

desenvolvimento de uma resposta celular Th1 e protegcado contra a LV.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etiologia e o ciclo biolégico

As leishmanioses compdéem um grupo de doengas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania, que se caracterizam por apresentarem trés
formas clinicas principais: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea
(LMC) e leishmaniose visceral (LV). A LV ¢é causada por espécies do
complexo Leishmania donovani, que inclui as espécies L. donovani e Leishmania
infantum (syn. Leishmania chagasi).

O ciclo biolégico do parasito Leishmania apresenta duas formas morfolégicas
principais: a amastigota, forma aflagelada, intracelular e que se multiplica nos
macrofagos de mamiferos, e a promastigota, forma extracelular, flagelada e se replica
no intestino médio do vetor (Figura 1) (FATAHALIHA et al., 2015; FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012).
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Figura 1. Formas promastigota (esquerda) e amastigota (direita) do protozoario Leishmania.
Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral no Brasil (MS, 2006).

As leishmanioses sdo classificadas, primariamente, como uma zoonose, mas
quando o homem entra em contato com o ciclo de transmissio do parasito, este pode
ser acometido, sendo entdo, consideradas como antropozoonoses. A transmissao
ocorre por vetores flebotomineos do género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Américas) Os insetos sado pequenos e medem de 1 a 3 mm de comprimento.
Possuem o corpo revestido por pelos e coloragao clara (castanho claro ou cor de
palha). Ambos os sexos necessitam de carboidratos como fonte energética e as
fémeas se alimentam também de sangue para o desenvolvimento dos ovos. Na fase
larvaria, desenvolvem-se em ambientes terrestres umidos e ricos em matéria organica

e de baixa incidéncia luminosa. Na fase adulta sdo adaptados a diversos ambientes,
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sendo relatada cada vez mais sua adaptacdo ao ambiente urbano (MS, 2006;
SUNDAR; RAI, 2002)

As leishmanioses tém os mamiferos como reservatorios, sendo no ambiente
silvestre, os marsupiais e as raposas; e na area urbana, o cado como a principal fonte

de manutencéo do parasito (MS, 2006).
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Figura 2. Ciclo de biolégico do parasito Leishmania.
Fonte: Adaptado (KAYE, PAUL; SCOTT, 2011).

No ciclo bioldgico do parasito (Figura 2), na porgéo anterior do intestino médio do
vetor flebotominio, as formas promastigotas prociclica se diferenciam em formas
promastigotas metaciclicas infecciosas. Durante o repasto sanguineo, o inseto
regurgita promastigotas metaciclicas juntamente com componentes salivares, sendo
tais formas entdo fagocitadas por células monucleares presentes no local,
principalmente, por macréfagos. Apds serem internalizadas nas células, o parasito
assume a forma amastigota aflagelada, que passa por replicacao dentro das células
hospedeiras. Tais células podem entdo se romper e os parasitos livres podem ser
tomados por novos fagdcitos locais. O ciclo da transmissao € completado quando os
fagocitos infectados com as formas amastigotas sao absorvidos por outro
flebotominio, e em seguida, convertidos em promastigotas no intestino médio dos
mesmos (KAYE, PAUL; SCOTT, 2011).
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2.2. Epidemiologia

As leishmanioses séo classificadas como uma doencga tropical negligenciada e
endémica em 98 paises e em trés continentes do mundo, com mais de 350 milhdes
de pessoas expostas aos riscos de infecgdo. Anualmente, cerca de 1,3 milhdes de
casos da doenca sao registrados, sendo 300.000 de LV, com 20.000 a 40.000 6bitos
registrados (ALVAR et al., 2012; OMS, 2016). Quatro paises: Brasil, india, Sud&o do
Sul e Sudao, relataram mais de 2.000 novos casos de LV, representando 73% dos
casos globalmente; somando-se a Etidépia, Quénia e Somalia, sendo todos esses
paises representando 90% dos casos de LV relatados no mundo (Figura 3) (OMS,
2013, 2017).
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Figura 3. Incidéncia de leishmaniose visceral no mundo em 2015.
Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2016).

Dados relatados pelo Informe Epidemioldgico das Ameéricas (OPAS_OMS, 2017),
os casos humanos de LV estao presentes em 12 paises das Américas, porém o Brasil
€ responsavel por 96% dos casos relatados. No periodo de 2001 a 2015 foram
reportados 52.176 casos humanos de LV nas Américas. Observa-se entre 2004 e
2011 uma tendéncia estavel no numero de casos, com média anual de 3.835 registros,
com reducado dos casos em 2012, para 2.892. Todavia, a partir de 2013, houve
novamente, o aumento da incidéncia (3.492) como demonstrado na Figura 4. Nas

Américas, foi reportado, em 2015, um total de 3.456 casos de LV e taxa de incidéncia
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de 2,27 casos para cada 100.000 habitantes, sendo o Brasil responsavel por 95,1%
das ocorréncias (OPAS_OMS, 2017).
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Figura 4. Casos de leishmaniose visceral, segundo paises das Américas com maior ocorréncia de

casos, 2001-2015.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais/Servigos de vigilancia.

No Brasil, a LV apresentava anteriormente carater predominantemente rural e,

mais recentemente, vem-se expandindo para as areas urbanas de cidades de médio

e grande porte (MS, 2006). Atualmente, a LV atinge as cinco regides brasileiras,

encontrando-se em 21 unidades federadas, e vem se expandindo para as regides

Centro-Oeste, Norte e Sudeste, nao sendo mais o Nordeste responsavel por 90% dos

casos, mas por 53,6% (figura 5) como relatado no Manual do Ministério da Saude do

Brasil (MS, 2015

Figura 5. Casos de leishmaniose visceral registrados no Brasil por Unidade Federativa, 2015.
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2.3. Manifestacoes Clinicas da Leishmaniose Visceral

A LV pode apresentar manifestagdes clinicas variaveis, sendo a grande maioria
dos individuos infectados, mas assintomaticos, pelo resto da vida. Em regides
endémicas, estima-se que 20% dos individuos infectados desenvolvem a forma
classica e aguda da doenga. Fatores como idade, estado nutricional e caracteristicas
imunogenéticas do individuo acometido estdo intimamente ligadas ao
desenvolvimento dos sintomas e sua gravidade (GONTIJO; MELO, 2004; MS, 2015).

Parasitos das espécies L. donovani ou L. infantum infectam o bago, figado, a
mucosa do intestino delgado, medula éssea, os linfonodos e outros tecidos linfoides,
podendo causar hiperplasia reticuloendotelial. A vida util dos leucdcitos e eritrécitos é
reduzida, causando granulocitopenia e anemia. A fungao hepatica pode ser normal ou
alterada; a producéo de protrombina diminui, juntamente com a trombocitopenia, que
podem resultar em hemorragia mucosa grave. A hipoalbuminemia esta associada com
edema e outras caracteristicas da desnutricdo. A diarreia pode ocorrer como resultado
de parasitismo intestinal causando ulceragao ou enterite secundaria (GILLESPIE et
al., 2016; OMS, 2010). Em estagios mais avangados, como a forma crénica ou no
Kala-azar classico de evolugdo prolongada, o paciente pode apresentar febre
irregular, emagrecimento progressivo, edema generalizado, dispneia, cefaleia, dores
musculares e infecgdes intercorrentes, como pneumonia, disenteria e tuberculose,
sendo causas comuns de morte (CHAPPUIS et al., 2007; OMS, 2010).

Em relagcdo aos cées, a doenga possui aspecto sistémico e crénico, porém, a
evolugado aguda pode levar o animal ao ébito em poucas semanas (GONTIJO; MELO,
2004). Os animais infectados sao classificados de acordo com os sinais clinicos
apresentados: assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos sugestivos;
oligossintomaticos, com poucos sintomas aparentes e, sintomaticos, com varios
sintomas da doenga (MANCIANTI et al., 1988).

Considerando a populacdo de animais soropositivos, 40 a 60% sao
assintomaticos, configurando-se como principais reservatérios das espécies
Leishmania infantum e Leishmania chagasi. A outra parcela de animais que
desenvolvem a doenca, apés um periodo de incubacio de 2 a 4 meses, sao caes com
doenca progressiva e que podem apresentar linfoadenopatia (93%), dermatite (90%),
perda de peso (26%), caquexia (24%), problemas de locomogéao (23 %), conjuntivite

(18%) e epistaxe (9%), com elevada resposta de anticorpos policlonal (MORENO;
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ALVAR, 2002). Assim, a LV canina (LVC) nao representa apenas um problema
veterinario, ja que ha uma correlagao direta com a incidéncia dos casos humanos
(MIRO et al., 2011).

2.4. Medidas de controle

As leishmanioses tém sido observadas em grandes centros urbanos, mostrando
uma diversidade e adaptacédo do parasito e de seu vetor as mudancas ambientais
causadas pelo homem. Tais fatores permitiram a existéncia de varias manifestagdes
clinico-epidemioldgicas da doenca e dificultam as medidas de controle nessas areas
(SOUZA et al., 2004).

Devido a magnitude e complexidade clinica, biolégica e epidemiolégica, em 2011,
a Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizagdo Mundial da Saude
(OPAS/OMS) instituiu o Programa Regional de Leishmanioses (PRL), que realiza
cooperacgdes técnicas, missdes, consultorias e capacitacdes para fortalecer as agdes
de vigilancia, prevencgao e controle das leishmanioses nas Américas, com o propdésito
de apoiar os paises membros nos compromissos assumidos na Assembleia Mundial
da Saude e Conselho Diretivo da OPAS/OMS (OPAS_OMS, 2013). Ja em 2016, os
Estados Membros da Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS)
aprovaram o Plano de Ac¢édo para eliminagao das doengas negligenciadas e medidas
posteriores a eliminagédo (2016-2022), em que foram definidos objetivos especificos
para o fortalecimento da vigilancia e do controle da doenga nas Américas.
Posteriormente, foi elaborado o Plano de Acdo de Leishmanioses das Ameéricas
(2017-2022) detalhando as metas, indicadores e linhas de agbes para reduzir a
morbidade e mortalidade causadas pela doenca na regiao (OPAS_OMS, 2017).

Os meétodos de diagnéstico utilizados para na LV apresentam vantagens e
limitacdes. O padrao-ouro envolve o isolamento e a identificacdo de parasitos por meio
de microscopia ou cultura in vitro e evidencia uma infecgcdo em curso. Tal método
possui alta especificidade, mas é invasivo e sua sensibilidade é variavel, devido a
qualidade da amostra colhida e a capacitagao do técnico envolvido (BOGGILD et al.,
2010; CHAPPUIS et al., 2007; SUNDAR; RAI, 2002). Técnicas moleculares, tais como
a reagao em cadeia da polimerase (PCR), detectam a presenca de material genético
de Leishmania, mas também requerem amostragem a partir de 6rgaos infectados, e

sua eficacia é limitada pela persisténcia de material genético do parasito mesmo apos
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a cura clinica do paciente (BOGGILD et al., 2010). Ja os testes sorolégicos, como o
teste de aglutinagao direta e o teste imunocromatografico detectam anticorpos anti-
Leishmania no soro de pacientes com LV, porém, individuos saudaveis que vivem em
areas endémicas ou individuos curados podem apresentar soropositividade (SALLES
etal., 2017; SRIVIDYA et al., 2012). Também, ha varia¢des de especificidade devido
aos diferentes antigenos utilizados (LIMA et al., 2017).

Paralelamente, o tratamento da LV €& complicado devido a toxicidade dos
farmacos usados, podendo gerar mialgia, artralgia, anorexia, febre e urticaria, além
de toxicidade no figado, rins e bago dos pacientes. O alto custo e longos regimes
terapéuticos sdo também fatores que agregam complexidade ao combate da doenca
(CHAVEZ-FUMAGALLI, MIGUEL ANGEL et al., 2015; MS, 2015).

Quanto ao tratamento de cdes, 0 mesmo nao é recomendado, uma vez que hao
diminui a transmissibilidade do animal ao inseto vetor (MIRO et al., 2011). A utilizagao
do medicamento miltefosina em animais teve seu registro deferido em 2016 pelo
MAPA, tornando-se legalizado, porém, € uma escolha exclusiva do proprietario do
animal, ndo sendo configurada como uma medida de Saude Publica para o controle
da doenca, visto que nao ha evidéncias cientificas, até o momento, que comprovem
eficacia para ser incorporada no protocolo terapéutico da LV (MS, 2016).

Somado a essas medidas, também é preconizado pelo Ministério da Saude o
combate ao vetor visando a contencao da transmissao da infeccdo, com o uso de
inseticidas residuais e medidas sanitarias direcionadas as areas de circulagao do
flebotominio, além da utilizagdo de coleiras impregnadas com estas substancias em
animais domésticos, diminuindo significativamente o contato direto do vetor com o céao
(LUZ.et al., 2010; SEVA et al., 2016).

Além desses fatores que influenciam na prevaléncia e incidéncia da doenga, a
ocorréncia de varias espécies de Leishmania, o continuo aumento das infecgdes
causadas por esses parasitos e as diferentes situagdes epidemioldgicas encontradas,
além da maior urbanizacao, sdo elementos que demandam a adogao de diferentes
estratégias para o controle dessa endemia no Brasil, bem como de estudos
relacionados aos parasitos, controle dos vetores, fontes de infeccdo, aspectos
clinicos, distribuicdo geografica, fatores histéricos e socioeconémicos, integracdo dos
servicos de saude, tecnologias apropriadas de diagnostico, tratamento e
imunoprofilaxia da doenca (GONTIJO; MELO, 2004; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).
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Somando-se a isso, a realizacdo de trabalhos com a populacdo, envolvendo
educacgao, promogéao da saude e a participacdo das comunidades no planejamento,
desenvolvimento e manutengdo dos programas adotados no Brasil, demonstra
impulso para um controle mais efetivo do numero de casos da doengca (MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994; SOUZA et al., 2004).

2.5. Imunologia na Leishmaniose Visceral

Em camundongos, é possivel visualizar respostas imunitarias compartimentadas,
diferentemente de humanos, nos quais a infecgdo é progressiva e com diferentes
graus de carga parasitaria nos orgaos internos. Porém, essa caracteristica pode ser
uma vantagem no sentido de se conhecer as redes imunologicas determinantes na
eliminacao e/ou persisténcia do parasito durante a infecgcdo por L. infantum
(RODRIGUES et al., 2016). Além disso, como estudo primario e devido as inumeras
vantagens desse modelo, como o genoma murino ser o segundo mais estudado entre
os mamiferos, camundongos BALB/c se tornam aplicaveis nos estudos de avaliagao
de vacinas e terapias contra o parasito (RAMIREZ et al., 2013); além do fécil
manuseio, baixo custo, tempo de experimentagao e disponibilidade de reagentes para
caracterizar a resposta imune frente a Leishmania spp. (GARG; DUBE, 2006).

E estabelecido, em modelos murinos, que a resisténcia a LC esta associada ao
desenvolvimento da resposta Th1, caracterizada alta produ¢do de IL-12 e IFN-y,
enquanto a resposta Th2, caracteristica de susceptibilidade a doenga, tem producgao
de citocinas como IL-4 e IL-10 (OGHUMU et al., 2010). Estudos analisando a infecgéo
desses animais por L. donovani mostraram que o controle da infeccdo pelo parasito
esta associado a migragcao de células T e de células dendriticas para o local do
parasitismo crénico, com a producado de IFN-y e IL-12, enquanto que no inicio da
infeccdo ha maior produgao de IL-10 e TGF-3, além de menor quantidade de células
T e maior numero de macréfagos infectados (MELBY et al., 2001). De fato, nos seres
humanos, a gravidade da LV tem sido associada ao aumento dos niveis de IL-10,
mesmo nao ocorrendo claramente a dicotomia Th1/Th2 (RODRIGUES et al., 2016).

O destino das formas amastigotas intracelulares pode variar de acordo com o tipo
de resposta imune, sendo influenciada por diversos elementos, como citocinas e
quimiocinas (KANE; MOSSER, 2001; TEIXEIRA et al., 2006). As células dendriticas,

do inglés dendritic cells (DCs), apds serem expostas ao parasito ou seus antigenos,
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ou ainda, com a fagocitose de macréfagos contendo parasitos intracelulares se
direcionam para tecidos linfoides, como linfonodo e bago (STANLEY; ENGWERDA,
2007), gerando a apresentacdo de antigenos para células T. Por secrecdo de
citocinas, como IL-12 ou IL-23, orientam, respectivamente, a diferenciagao das células
T CD4+ para os tipos Th1 e Th17, nas quais se observa a produgao de IFN-y, TNF-a
e IL-17. Essas citocinas maximizam a capacidade dos macrofagos infectados de
produzirem o6xido nitrico, do inglés Nitric Oxide (NO) e, espécies reativas de oxigénio,
do inglés reactive oxygen species (ROS), para combaterem os parasitos
intracelulares. Paralelamente, células T CD8+ sao estimuladas por DCs e, na
presenca de IFN-y e IL-12, apresentam elevada expanséao clonal e se diferenciarem
em células T efetoras (KAYE, PAUL M. et al., 2004), que contribuem para a resposta
protetora pela producao de IFN-y e TNF-a. Células T CD8+ efetoras podem também
secretar perforinas e granzimas e eliminarem as células infectadas (RODRIGUES et
al., 2016; WANASEN et al., 2007).

Em contraste, a doengca pode progredir devido a multiplicidade de fatores,
incluindo a agao de citocinas supressoras, exaustdo de células T especificas, perda
de arquitetura de tecido linfoide e resposta humoral aumentada (OGHUMU et al.,
2010). As CDs infectadas perdem sua capacidade de iniciar respostas protetoras
(ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2015), gerando produgao de citocinas tais como
IL-12, IL-27 e IL-10, que levam a diferenciacao de células T CD4* em T reguladoras
(Tr1) e que produzem, simultaneamente, IFN-y e IL-10, diminuindo a acgéo
leishmanicida do macréfago. Além disso, ocorre exaustdo das células T CD8*
especificas (JOSHI, TRUPTI et al., 2009), com a expressao de receptores inibitorios,
diminuicdo de sua atividade efetora e, consequentemente, menor capacidade em
combater o parasito, gerando possivel persisténcia do parasito no organismo
(RODRIGUES et al., 2016; WANASEN et al., 2007).

A ativacdo de respostas oxidativas, pela producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, € um dos principais mecanismos de defesa do hospedeiro
contra patogenos intracelulares (WANASEN et al., 2007), porém estudos
demonstraram que promastigotas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de humanos e
caes, sao resistentes em casos de recidiva da doenga (DE MOURA et al., 2016) ou
naturalmente resistentes; sendo esse perfil capaz de aumentar sua capacidade

infecciosa em macrofagos murinos (SANTOS et al., 2012).
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Em um estudo publicado (HOLZMULLER et al., 2006), observou-se a influéncia
de nitric oxide (NO) em culturas de promastigota e amastigota de Leishmania. A
mobilidade de promastigotas foi prejudicada e a viabilidade do parasito diminuiu
gradualmente em fungéo do tempo, concluindo que a produg¢ao do NO levou a inibigao
metabdlica letal em ambos os estagios de desenvolvimento do parasito, pelo menos
em parte, desencadeando a perda de ferro dos grupos prostéticos (ferro-enxofre) de
enzimas (HOLZMULLER et al., 2006) presentes em vias enzimaticas vitais para a
sobrevivéncia de amastigotas dentro dos macréfagos (GREEN, S J et al., 1990).

Em relagéo a resposta humoral, sabe-se que a hipergamaglobulinemia é um fator
associado com a progresséao da LV, correlacionando-se com a gravidade da doencga.
Porém, a maioria das imunoglobulinas G (IgG) sao inespecificas, sendo resultado da
ativagdo policlonal de células B (RODRIGUES et al., 2016). E também relatado em
estudos que a formacdo de complexos imunes de IgG nas leishmanioses pode
contribuir para a progressao da doencga, a partir da opsonizagdo do parasito pelos
anticorpos e indugcdo de macrofagos ativados a produzirem IL-10, ao invés de IL-12
(KANE; MOSSER, 2001; MILES et al., 2005; SUTTERWALA et al., 1997). Todavia,
alguns pesquisadores demonstraram uma associagdo direta entre IgG1 e o
desenvolvimento sintomatico da doenga, enquanto que a produgéo do isotipo 1gG2a
foi associada com quadros assintomaticos (MENDES et al., 2003). Com isso, estudos
utilizam da avaliacao das subclasses de IgG como subsidio indireto para avaliagao do
tipo de resposta que esta sendo desenvolvida, sendo a IgG1 caracteristica de
resposta Th2 e a IgG2a e 1gG3, da resposta Th1 (COSTA et al., 2014; DIAS et al.,
2017; LAGE et al., 2016; MAROOF et al., 2012).

A carga parasitaria hepatica murina sofre depuragéo cerca de duas semanas apés
a infecgao, a partir da interagao das células dendriticas e macréfagos infectados com
os parasitos, com as células T e, consequente formagao de granulomas. Em contraste
com o que ocorre no figado, o bago e a medula éssea apresentam persisténcia dos
parasitos, resultando em infeccdo crénica e sistémica. A auséncia de reagao
granulomatosa no baco e a producado reduzida de IL-12 pelos macrofagos locais
direcionam para um aumento da carga parasitaria neste 6rgdo (RODRIGUES et al.,
2016).
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2.6. Desenvolvimento de vacinas

O desenvolvimento de uma vacina poderia representar um dos meios mais
econdmicos para o controle das leishmanioses. De acordo com estudos publicados
com a LC, estima-se que uma vacina com 70% de eficacia e que ofereca protecao
durante 10 anos poderia prevenir cerca de 40 a 140 mil casos da doenga em paises
como Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, México, Peru e Venezuela, apresentando
menor custo em relagdo aos tratamentos atuais. Para a LV, mesmo uma vacina que
fornecga protegcédo por apenas cinco anos e com 50% de eficacia, o custo seria mais
menor em relagdo ao tratamento atual (GILLESPIE et al., 2016). Em outras palavras,
uma vacina segura, acessivel e eficiente e que confere imunidade duradoura pode
representar a maneira mais econdmica de controle da LV (SANTOS-GOMES et al.,
2014).

Todavia, limitagbes sugerem justificativas para a auséncia de uma vacina anti-
Leishmania bem sucedida, como investimentos escassos de empresas para as
doencas negligenciadas, as preocupag¢des com a manutengao da imunidade protetora
das vacinas e reagdes secundarias por elas causadas, o0 uso e as adequacdes de
adjuvantes, como estabilidade, segurangca e imunogenicidade; a diversidade de
especies e a viruléncia de cada parasito, além da variabilidade intrinseca de cada
receptor da vacina (SRIVASTAVA et al., 2016).

Paralelamente, argumentos que sustentem a viabilidade de uma vacina contra as
leishmanioses incluem a imunidade adquirida por pessoas que se recuperam da
doenca (AGALLOU et al., 2012) e a pratica antiga de leishmanizacéo, que consistia
em uma pratica realizada no Oriente Médio e na Asia Central, em que individuos eram
infectados pela introducao de baixo numero de parasitos vivos, a fim de se simular
uma infeccdo cutadnea em local ndo exposto no corpo, prevenindo o risco de lesées
maiores a partir de uma infecgcao natural (COSTA et al., 2011; GILLESPIE et al., 2016;
OMS, 2010).

N&o existe ainda, uma vacina licenciada contra a leishmaniose humana e, embora
varias vacinas tenham avancgado para testes clinicos, a maioria estd em pesquisa em
modelos animais, como camundongos e hamsters. Tais estudos s&o ora relevantes,
pois fornecem informacdes quanto a imunidade celular e tém facilitado trabalhos in

vivo sobre o mecanismo de acdo de candidatos vacinais e adjuvantes, porém, a
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extrapolagao para organismos mais complexos, como caes e humanos, torna-se uma
tarefa dificil (COSTA et al., 2011; GILLESPIE et al., 2016).

A pesquisa e utilizagdo das tecnologias disponiveis para o desenvolvimento de
uma vacina contra as leishmanioses permeiam desde a utilizagao dos parasitos vivos
atenuados ou geneticamente modificados, parasitos mortos, fragdes de Leishmania
ou proteinas recombinantes e vacinas de DNA ou génicas (NAGILL; KAUR, 2011;
SRIVASTAVA et al., 2016).

Vacinas de primeira geragao sao as que utilizam parasitos atenuados ou mortos
por diversos mecanismos, como culturas in vitro e por longo prazo, submissao a
temperaturas criticas, mutagénese quimica, irradiacéo ou autoclavagao (PALATNIK-
DE-SOUSA, 2008). Tais vacinas tém como principal barreira a auséncia de
biomarcadores associados com protegcdo e seguranga, além de temores de que o
parasito volte a forma virulenta, particularmente, em individuos imunossuprimidos
(SRIVASTAVA et al., 2016).

O desenvolvimento de vacinas de segunda geragao requerem preparagdes mais
refinadas do que as anteriores, sendo elaboradas a partir de proteinas recombinantes
e/ou purificadas de Leishmania (DUARTE et al., 2016; JAIN; JAIN, 2015;
SRIVASTAVA et al., 2016). 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 comprovacao dos requisitos de ensaio clinico de Fase Ill (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 geragdo para LVC, a CaniLeish® (Virbac, Franga), é
produzida a partir de antigenos da Leishmania infantum (LIESP/QA-21) e foi langada
em 2011, sendo comercializada em alguns paises da Europa, porém, n&o disponivel
no Brasil. Foi comprovado que ela induz uma resposta imune do tipo Th1, com a
producao de IFN-y por linfécitos apds a estimulagao in vitro, além do aumento da
atividade leishmanicida de macrofagos de cédes vacinados (MORENO et al., 2012).

Entretanto, a vacina tem, inicialmente, um carater terapéutico, ou seja, nao previne o
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cao da infecgao primaria pelo protozoario, apenas diminui o risco da progressao da
doenca e controla a carga parasitaria no animal vacinado (MARTIN et al., 2014).

As vacinas de terceira geragao sdo baseadas em DNA, sendo consideradas como
inovadoras e com alto potencial de revolucionar o tratamento e a prevengao das
doencas infecciosas. O desafio para essa tecnologia é a otimizacao das vacinas de
DNA 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). Tais vacinas
sdo mais estaveis e tém a vantagem de baixo custo de producdo, além de né&o
requererem o uso de adjuvantes, mas como nenhuma vacina humana baseada em
DNA foi licenciada, permanece o interesse em se buscar inovagdes dentre as outras
geragodes de vacinas (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008).

Dessa forma, sistemas de entrega de antigenos vacinais tem ganhado atencéo,
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 ceélulas apresentadoras de antigenos (CUI et al., 2013).

2.7. Técnica de Phage Display

A técnica de Phage Display vem sendo usada como uma inovagao biotecnologica,
apresentando inumeras possibilidades para o desenvolvimento de novos dispositivos
para diagndstico, tratamento e vacinas contra doengas (ADHYA; MERRIL; BISWAS,
2014; SALMOND; FINERAN, 2015; SZALAI; JENSEN-JAROLIM, 2008). O Phage
Display se baseia na utilizagdo de bacteri6fagos geneticamente modificados, que
expressam em seu capsideo viral um peptideo aleatério, sendo chamados de
“mimotopos”, pois sdo sequéncias que imitam epitopos de forma estrutural e/ou
imunolégica (SZALAI; JENSEN-JAROLIM, 2008).

Os bacteriéfagos sao parasitos intracelulares obrigatérios de bactérias e, foram

descobertos em 1915 pelo patologista britanico Frederick Twort, e em 1917, por Félix
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d'Hérelle, um microbiologista franco-canadense, sendo este que concebeu o termo
"bacteriéfago”, que significa “comedor de bactéria®, a partir do isolamento de um
microrganismo de Shigella (D’HERELLE, 2007; SALMOND; FINERAN, 2015).
Posteriormente, em 1985, Smith propés 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
€, uma vez que a sequéncia de nucleotideos codificadora do inserto é 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 (BARBAS et al., 2001; SMITH, G., 1985).

Existem diversas classes de fagos, por suas caracteristicas estruturais e ciclo de
reproducao, tais como os fagos filamentosos (Ff), de cauda T7, fago lambda (A) ou
T4; sendo que os mesmos tém sido amplamente utilizados como vetores de clonagem
devido a sua simplicidade no genoma e em sua estrutura (TAN et al., 2016). Todavia,
cada tipo de fago apresenta vantagens e desvantagens que geram a escolha ideal de
acordo com os procedimentos técnicos adotados e os objetivos da pesquisa
(DANNER; BELASCO, 2001; RODI; MAKOWSKI, 1999; WILLATS, 2002).

Fagos filamentosos da classe Ff, como os dos tipos M13, fd e f1, utilizados neste
projeto, apresentam vantagens experimentais, tais como o ciclo lisogénico de
replicacdo, em que nao 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 presenga de endotoxinas
bacterianas na amostra final (WILLATS, 2002).

O fago filamentoso da classe M13 [Figura 6(A)] possui cerca de 900 nm de
comprimento, 6 nm de largura e transporta um DNA de cadeia simples (ss), além de
cinco proteinas de revestimento (PVIII, PIX, PVII, PVI, PIIl) (WILSON; FINLAY, 1998).
O DNAss tem 6.407 nucleotideos que codificam cerca de 2.700 a 3.000 copias da
proteina de revestimento principal (PVIII) no comprimento e cinco copias de cada uma
das quatro proteinas diferentes de revestimento secundarias (P1X, PVII, PVI, PIIl) nas
extremidades (SPECTHRIE et al., 1992).

Os fagos sao capazes de infectar bactérias gram-negativas, como Escherichia
coli, porém, infectam apenas as células bacterianas que portam o plasmideo fimbrial

F, o fator de fertilidade bacteriano, de modo que sua produgao pode ser controlada,
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nao havendo possibilidade dos mesmos desencadearem um processo infeccioso em
outras estruturas celulares, como as do homem ou outros mamiferos. Também,
considerando que o plasmideo F € despolimerizado apos a infecgcéo, cada bactéria sé
pode ser infectada por um fago (SCHMITZ et al., 2000). Tal fato é importante, pois no
momento da amplificacdo e do isolamento dos fagos selecionados, cada clone
bacteriano representa um fago especifico que codifica um peptideo ou anticorpo
exclusivo (EBRAHIMIZADEH; RAJABIBAZL, 2014).

A selecéao de bacteriéfagos recombinantes contendo mimotopos especificos para
um 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 sdlida, é realizada por etapas consecutivas de selecao denominadas
de ciclo de biopanning, ou bio-selegdo, como demonstrado na figura 6(B) (PARMLEY;
SMITH, 1988).

pVIl
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Repetigio dos ciclos de 3-5 vezes Sequéncia

Selecdo de fagos especificos ; do /
inserto
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Figura 6. Estrutura do fago filamentoso M13 (A). Ciclo de Biopanning (B).

Descrigao do ciclo: (1) Biblioteca de bacteriéfagos geneticamente modificados. (2) Panning: A biblioteca
de fagos que exibe peptideos ou proteinas distintas (estrelas com cores diferentes) é exposta a
amostra-alvo aderida na placa (pentdgono amarelo); o fago com o mimotopo é capturado (fago com
estrela amarela). (3) Lavagem e enriquecimento: Os fagos nao ligados sao lavados e o fago capturado
¢é eluido. (4) Amplificagao: o fago eluido é entao amplificado por infecgdo de uma E. coli adequada. (5)
O inserto do fago selecionado é entdo identificado por sequenciamento e disponivel para diversas
analises, assim como o fago, propriamente. Fonte: Adaptado (GAGIC et al., 2016).

Metodologicamente, os ciclos de biopanning se iniciam com a adesao do receptor-
alvo a uma superficie sélida, seguido do bloqueio dos sitios livres na superficie

impedindo ligagdes inespecificas, a partir do emprego de solugdes com proteinas de
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baixo peso molecular e normalmente nao-reativas. Sequencialmente, realiza-se a
incubacdo com bibliotecas de fagos expondo as moléculas exdégenas em sua
superficie, posterior etapa de lavagem para a retirada de clones inespecificos e a
eluicdo 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 ligagcdo dos fagos com o alvo
(WILLATS, 2002).

Resumidamente, apds rodadas sucessivas de ligagcao, lavagem, eluicdo e
amplificagdo, uma biblioteca de fagos originalmente diversificada, contendo até 102
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 popula¢des de fagos
monoclonais selecionadas e com especificidades desejadas podem ser identificadas
por sequenciamento e submetidas as analises subsequentes (GAGIC et al., 2016;
SMITH, GEORGE P.; PETRENKO, 1997).

E evidente o potencial desta metodologia e o grande impacto na imunologia e
biologia celular, por permitir a descoberta de novos farmacos, vacinas e melhoria dos
testes diagndsticos em geral; a rapida identificacdo e caracterizagao de peptideos
ligantes frente a uma variedade de moléculas, como as imunoglobulinas, envolvidas
diretamente na resposta imune a agentes infecciosos (LARRALDE et al., 2007).

A estratégia para identificar mimotopos especificos nas leishmanioses a partir do
Phage Display usando soros de caes foi previamente estabelecida em nosso grupo
de pesquisa (COSTA et al., 2014), para o diagnostico e vacina contra a LVC e,
também, a partir de soros humanos para o diagnéstico da LT (COSTA et al., 2016) e
LV (SALLES et al., 2017). Com isso, a partir do know-how do grupo, o presente
trabalho buscou a utilizagdo desta ferramenta para avaliagado de bacteriéfagos como
imunégenos contra L. infantum, a fim de seu futuro emprego como vacina na LV

humana.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a imunogenicidade e eficacia protetora de bacteri6fagos selecionados por
Phage Display como candidatos a vacina em camundongos BALB/c contra a

leishmaniose visceral.

3.2. Objetivos especificos

e Selecionar clones de bacteriofagos recombinantes que expressem mimotopos de

Leishmania;

¢ ldentificar os clones capazes de induzir resposta Th1 polarizada por meio de
indices de seletividade e especificidade a partir de experimentos in vitro utilizando
PBMCs humanas;

e Analisar por Bioinformatica possiveis epitopos do proteoma de Leishmania que

foram mimetizados pelos peptideos expostos nos clones selecionados;

e Imunizar camundongos BALB/c com os clones selecionados e avaliar a resposta
celular antes e apds a infeccado desafio, que sera realizada com a espécie L.
infantum, por meio da produc¢ao das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B3, IL-12 e
GM-CSF por ELISA de captura e citometria de fluxo; bem como pela dosagem de
oxido nitrico;

e Avaliar a resposta humoral nos animais pela determinacao dos niveis de IgG total,

IgG1 e IgG2a especificos aos imundgenos e parasitos;

e Avaliar o grau de protegdo nos animais imunizados e infectados por meio da
determinacao da carga parasitaria no linfonodo, bago, figado e medula éssea pela

técnica de diluicao limitante e RT-PCR.



39
4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), com
o0 numero de protocolo CAAE-32343114.9.0000.5149 (ANEXO I). O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de cada individuo que forneceu
amostra de sangue para a pesquisa, que recebeu uma coépia individual da politica de
estudo, revisada por uma pessoa independente. As amostras foram obtidas a partir
de pacientes do Hospital das Clinicas/lUFMG e seus ambulatérios anexos.

Os experimentos com camundongos BALB/c foram realizados de acordo com as
diretrizes e recomendacdes brasileiras sobre experimentacao e bem-estar animal. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Pesquisa
da UFMG (CEUA), sob o protocolo numero 225/2017 (ANEXO II).

4.2. Delineamento do projeto

No presente estudo, propomos a validagao de dois clones de bacteriéfagos que
apresentaram elevada imunogenicidade em experimentos in vitro. Primeiramente, foi
realizada a selecao de clones de bacteriéfagos recombinantes, seguida da avaliagao
in vitro usando PBMCs de pessoas sadias e de pacientes com LV frente ao estimulo
com os fagos; a predicdo de epitopos miméticos de Leishmania infantum por
bioinformatica e finalmente os ensaios in vivo pela imunizagdo de camundongos

BALB/c e posterior infec¢cao experimental com Leishmania infantum (Figura 7).

Selegéo de bacteriéfagos recombinantes por Phage Display

Amplificagdo e dosagem dos fagos

Imunoestimulagéo in vitro de PBMCs com os fagos

Bioinformatica

Avaliacao in vivo dos fagos selecionados

Analise estatistica dos resultados

Figura 7. Fluxograma da sequéncia de experimentos realizada no projeto.
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4.3. Amostras de sangue

Amostras de sangue de 10 pessoas saudaveis e ndo infectadas foram coletadas,
sendo 20 mL de cada em tubos heparinizados e sem anticoagulante. O sangue foi
coletado de sete homens e trés mulheres, com faixa etaria entre 24 a 51 anos,
residentes em area endémica de LV (Belo Horizonte). Tais individuos nao
apresentaram qualquer sinal ou sintoma da doencga e resultado negativo para a
presenca de anticorpos anti-rk29 no teste Kalazar Detect® (InBios International, USA).

Amostras de 10 pacientes com LV ativa foram coletadas. Os mesmos
desenvolviam anemia, hepatoesplenomegalia e apresentaram diagnodstico confirmado
por PCR com a deteccdo do kDNA de L. infantum em aspirados de bacgo e/ou de
medula éssea (n=10, sendo 6 do sexo masculino e 4 do sexo feminino apresentando
idades variando de 22 a 56 anos). Sete pacientes assintomaticos, que mostraram
resultados serologicos positivos pelo teste Kalazar Detect® (InBios International,
USA), além de resultados parasitolégicos positivos por PCR, mas sem sinal ou
sintoma da doenga (n=7, com 5 do sexo masculino e 2 do sexo feminino apresentando

idades variando de 27 a 49 anos) foram também utilizados.
4.4. Phage Display

44.1. Ciclos de Biopanning

Para realizar a técnica de Phage Display, inicialmente, foi realizada a purificagédo
de anticorpos IgGs nos soros de pacientes com LV e de individuos saudaveis,
acoplando-os em microesferas magnéticas (beads) conjugadas com proteina G
(Dynabeads, Invitrogen) (COSTA et al., 2015; SALLES et al., 2017).

Para prosseguir com os ciclos de biopanning, 10" particulas virais de uma
biblioteca comercial de bacteri6fagos contendo peptideos fundidos aleatoriamente
com a proteina de revestimento plll do fago filamentoso M13 foram utilizados (Ph.D.®
biblioteca-C7C, New England Biolabs, USA). Os mesmos foram diluidos em 250 mL
de tampao TBS-T (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, e 0,1% de Tween 20) e
a mistura foi incubada durante 30 min, a temperatura ambiente, com as microesferas
acopladas aos anticorpos IgG purificados a partir de individuos saudaveis para

subtragdo, que foram capturados magneticamente.
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Os fagos remanescentes no sobrenadante (que ndo se ligaram as IgGs de
individuos sadios) foram recuperados e transferidos para um novo tubo, e foram
submetidos a sele¢des positivas usando IgG de pacientes com LV assintomatica e
sintomatica. O sobrenadante foi removido e os fagos ligados a essas IgGs foram
lavados cinco vezes em 1 mL de tampéo TBS-T, sendo posteriormente eluidos em
500 mL de tampéo glicina 0,2 M, pH 2,0. Em seguida, 75 mL de Tris-base 1M, pH 9,0
foram adicionados para neutralizar o pH acido da solugao.

ApOs a selegao, 76 clones foram amplificados individualmente em meio LB (Luria
Bertani) usando microplacas de cultura estéril (BD Falcon™ clear, 96-well microtest™)
como descrito por COSTA (2014) e SALLES (2017). O sequenciamento foi realizado
por eletroforese capilar no equipamento ABI 3130, utilizando BigDye v3.1 e polimero
POP7 (Myleus Biotecnologia®, Belo Horizonte). Para as analises de arquivos de saida
AB1, o software de varredura de sequéncias (Applied Biosystems) foi empregado. De
76 clones, 25 apresentaram sequéncias peptidicas validas e foram utilizados para

estimular PBMCs humanos.

44.2. Amplificagao individual dos fagos selecionados

Para a amplificagdo dos bacteriéfagos foi utilizada uma colénia isolada de E. coli
ER2738, incubada com meio Lumia Bertani (LB, Sigma: Triptona 10g/L, Extrato de
Levedura 5g/L e NaCl 10g/L) adicionado de tetraciclina (10ug/mL) em erlenmeyer
(50mL), em incubadora Shaker de bancada a 37 °C (CT-712, Cientec) até
apresentarem uma densidade ética (D.O.) de 0,3, sendo a leitura de absorvancia feita
por espectrofotometria a 600nm.

As células bacterianas foram infectadas com os trés tipos de bacteridfagos,
selvagem, irrelevante e os fagos recombinantes selecionados no Biopanning, e
mantidos em incubadora shaker de bancada por 18 horas (overnight) a 37 °C.

Posteriormente, as culturas foram vertidas em tubos falcon (50mL) e centrifugados
a 9000 x g, durante 20 minutos a uma temperatura de 4 °C (Sigma, 3K15, Alemanha).
O sobrenadante, contendo as particulas virais completas, foi isolado para novos tubos
de crescimento (50mL), adicionado ao volume final 1/5 de Polietilenoglicol 8000 em
meio salino (PEG/NaCl; 2,5M NaCl) e mantidos a 4 °C overnight, para provocar a
precipitacdo dos fagos. Os tubos contendo os fagos precipitados foram centrifugados
a 9000 x g, a temperatura de 4°C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado

e o precipitado ressuspendido em tampao fosfato salino (PBS 1X; 137mM NaCl,
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2,7mM KCI, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4). Este ultimo passo foi repetido duas
vezes, apresentando um precipitado de coloracdo branca, posteriormente
ressuspendido em PBS 1X e quantificado em espectrofotometro. Por fim, para
promover a sua crio-protecdo até sua utilizagao, os fagos foram armazenados com
glicerol 50% a uma temperatura de -20 °C (MOUREZ e COLLIER, 2004).

4.5. Parasitos

A cepa L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) foi cultivada em meio de cultura
Schneider’s (Sigma-Aldrich) completo, o qual foi composto pelo meio de Schneider’s
acrescido com 20% de soro fetal bovino inativado (Sigma), 200 U/mL de penicilina e
100 pug/mL de estreptomicina, em pH 7,4. Os parasitos permaneceram em garrafas de
cultivo, sob agitacao constante em shaker, dentro de estufa biolégica a temperatura
de 23°Cx1°C, sendo que repiques das culturas foram efetuados para a manutencéao
dos parasitos. A obtengéo de extrato soluvel de Leishmania (SLA) foi feita a partir de
2 x 108 promastigotas/mL. Os parasitos foram centrifugados a 4.000 x g, lavados trés
vezes com adigdo de 5 mL de tampao fosfato salino (PBS) estéril. Apds cinco ciclos
consecutivos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, a
suspensao celular foi centrifugada com uma forga de 8.000 x g por 20 min a 4°C e
aliquotas foram estocadas em freezer a -80°C (COELHO et al., 2003).

4.6. Avaliagao in vitro da imunogenicidade dos fagos

4.6.1. Obtengao de PBMCs

Amostras de sangue dos individuos sadios e de pacientes com LV foram
destinadas a obtencédo de PBMCs, a fim de se avaliar a imunogenicidade dos clones
fagos obtidos no processo de biopanning. Para as analises in vitro, o sangue coletado
foi adicionado, cautelosamente, sobre 10 mL de Ficoll-Hypaque (Histopaque® 1077,
Sigma-Aldrich) em tubo Falcon de 50 mL (Nunc™), na proporgéo 2:1 (sangue/Ficoll)
e submetido a centrifugacao a 450 x g durante 40 min e a temperatura ambiente. O
anel formado, composto de PBMCs, foi recolhido com pipeta de Pasteur e transferido
para outro tubo Falcon. As células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 (Gibco®,
Sigma-Aldrich), lavadas duas vezes com 40 mL de meio, centrifugadas a 450 x g,
durante 10 min a temperatura ambiente e, apds a ultima centrifugagdo, o

sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado. As células obtidas foram
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ressuspensas em meio RPMI 1640 com SFB (Sigma) e ajustados para um volume
final de 1 mL. Procedeu-se a contagem das células em camara de Neubauer, a partir
de 10 yL da amostra e 190 pL de solugdo de Turck, e o volume final das células
ajustado para 107 por mL (GAZZINELLI et al., 1983; GIUNCHETTI et al., 2007).

4.6.2. Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro foram realizados em placas de cultura celular de fundo chato
de 48 pogos (Costar®, Cambridge, USA), sendo que cada pogo continha 850 pL de
meio de cultura (RPMI 1640 complementado com 10% SFB, 1% de estreptavidina,
penicilina, 2 mM L-glutamina e 0,1% de B-mercaptoetanol), 50 uL de PBMCs (5 x 10°
células/pogo) e 100 uL do estimulo: fagos B1, D11 ou fago selvagem (10'° moléculas),
SLA L. infantum (25,0 ug/mL), ou ConA (2,5 pg/mL). A incubacgao foi feita em estufa
com 5% de CO», a 37°C durante 5 dias, apds o tempo de cultura, os sobrenadantes
foram recolhidos e armazenados em freezer -80°C para posterior deteccao de

citocinas.

4.6.3. ELISA de captura

A partir dos sobrenadantes coletados, os niveis de IFN-y e IL-10 foram medidos
por ELISA de captura, utilizando-se kits comerciais (ELISA Humano IFN-y e IL-10, BD
Biosciences®, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados foram
interpolados a partir de uma curva-padrdao usando citocinas recombinantes e
expressos em picogramas por mililitro (pg/mL). Seguiu-se a correg¢ao dos valores e
identificacdo da seletividade e especificidade de cada clone. A especificidade foi
definida como a capacidade de cada clone em se ligar ao seu alvo, com base na
presenca de mimotopos exibidos em sua superficie; enquanto que a seletividade foi
definida como a capacidade de cada clone identificar seu alvo cognato em uma
mistura de diferentes alvos, como preconizado em outro estudo do grupo (LARRALDE
et al., 2007).

Para o calculo da especificidade, os valores de IFN-y e IL-10 obtidos de cada
clone foram divididos pelos respectivos valores destas citocinas apds estimulo com o
fago selvagem, utilizando PBMCs de individuos nao infectados. Com os valores
corrigidos, a razédo entre IFN-y e IL-10 foi calculada e o numero gerado foi definido
como a especificidade do clone. Do mesmo modo, a seletividade foi calculada

dividindo-se os valores de IFN-y e IL-10 obtidos para cada clone pelos respectivos
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valores das citocinas apos o estimulo de PBMCs de pacientes com LV assintomatica
e sintomatica, usando o fago irrelevante como estimulo. Com os valores corrigidos, a
razdo entre IFN-y e IL-10 foi calculada e o numero gerado foi definido como a
seletividade do clone. Apds os experimentos de imunogenicidade in vitro, dois clones

que obtiveram valores maiores que 3,0 foram selecionados.

4.7. Analises por Bioinformatica

Os clones B1 e D11 foram entdo selecionados devido a sua maior indugao de
resposta Th1 polarizada. Foi entdo realizada uma predi¢gao por meio de ferramenta de
bioinformatica para identificar possiveis epitopos no proteoma de Leishmania que
seriam mimetizados pelos fagos em questéo, além da previsao de suas caracteristicas
fisico-quimicas e da proteina do parasito, com sua conformacao estrutural.

A biblioteca utilizada para a selecao apresenta peptideos conformacionais com
cisteinas nas bordas, consequentemente, as analises foram realizadas com a
sequéncia heptamérica dos mimotopos presentes nos fagos B1 e D11, assim como
das sequéncias aminoacidos (ACxxxxxxxCGGGS) contidas na fusdo com a proteina
plll do capsideo viral, contendo as sequéncias de inicio e fim, além da sequéncia de
sete aminoacidos, Unica para cada fago, como anteriormente descrito (ALVES et al.,
2014).

As sequéncias foram deduzidas com base nos nucleotideos por meio do servidor
Expasy (http://web.expasy.org/translate/) e analisadas pelo programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para prever a presenga de peptideos alvo em
proteinas de Leishmania, de acordo com o banco de dados GenBank. A fungao 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 expostos nos fagos B1 e D11, tais
como peso molecular, hidrofobicidade e ponto isoelétrico foram preditas usando a
ferramenta Compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute pi/) e o servidor de banco
de dados de peptideos (http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction main.php). A
estrutura tridimensional da proteina que os peptideos dos fagos apresentaram
similaridade foi predita pelo servidor I-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSERY/). A localizagao dos epitopos na molécula foi apontada pelo alinhamento 3D-
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conformacional entre a molécula e os peptideos selecionados, usando o software
PyMol (https://www.pymol.org/) (WANG; LI; WANG, 2009; ZHANG, 2008).

4.8. Ensaio in vivo

4.8.1. Imunizagao de camundongos

Os experimentos de imunizagdo foram compostos por cinco grupos de
camundongos BALB/c (8 semanas de idade; n=8 por grupo), sendo cada qual
vacinado por via subcutdanea e no coxim plantar esquerdo. Trés doses foram
administradas (10'° fagos em cada dose), em intervalos de 15 dias, em um volume
final de 20 pL por animal. No grupo controle foi inoculado PBS na mesma quantidade
de volume. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

' a) Grupo controle da infeccédo — salina (PBS 1x);

Grupos
{1 b) Grupo controle do fago — clone selvagem (1 x 10'°fagos em PBS 1x);

Controle
| ¢) Grupo controle do fago — clone irrelevante (1 x 10'° fagos em PBS 1x);
Grupos | d) Grupo B1 — clone B1 (1 x 10'° fagos em PBS 1x);

Teste | e)Grupo D11 —clone D11 (1 x 10'°fagos em PBS 1x).

Apo6s 30 dias da ultima imunizagédo, a metade do numero de animais por grupo
(n=4) foi eutanasiada para avaliagao da resposta imune celular e humoral gerada pela
vacina. Paralelamente, o restante dos animais foram desafiados pela via subcutanea,
no coxim plantar direito, com 107 promastigotas em fase estacionaria de L. infantum.
Os camundongos infectados foram monitorados e, apds 60 dias do desafio, foram
eutanasiados para a coleta de soro, bacgo, figado, linfonodo drenante da pata direita e

medula 6ssea para as avaliagdes imunoldgicas e parasitoldgicas (Figura 8).
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Grupos Imunizagao Apds 30 dias Apds 60 dias
—— 2° Eutanasia
Infeccao desafio | - 4 animais por grupo
- 4 animais por grupo Avaliagdo:
( \ B oo - 1x107
\ - Resposta Celular
- Fago B1 - 3 doses 1x1010 promastigotas L. 8
- Fago D11 fagos x infantum ’ - Resposta Humoral |
-Fago Selvagem - intervalo de 15 dias \- / c Carga PHISEIEE
- Fago irrelevante o \
- Solugéo Salina - 8 animais por grupo 1? Eutandsia |
/ \|-4animais por grupo
Avaliacao:

- Resposta Celular
|- Resposta Humoral |

Figura 8. Fluxograma do experimento de imunizagao.

4.8.2. Avaliagao de citocinas extracelulares

Camundongos imunizados e/ou desafiados foram sacrificados para a coleta do
baco, para a avaliagcao das citocinas produzidas apds a imunizagao e infec¢ao desafio.
Para tal, 30 dias apds a ultima imunizacao e antes da infecgao, ou 60 dias apos o
desafio, animais (n=4, por grupo) foram eutanasiados e o bago foi macerado em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma) completo, que foi constituido
por meio DMEM acrescido de 20% de SFB, 4,5 g/L de glicose, 20 ug/mL de sulfato de
gentamicina, 100 U/mL de penicilina e 50 yg/mL de estreptomicina, pH 7,4, em placas
de cultivo celular de 24 pogos (Nunclon, Nunc, Denmark). Apds a maceragéo, foi feita
a lavagem das células em meio DMEM incompleto e, em seguida, a lise de hemacias
com tampao de lise (Tris HCI 17 mM pH 7,4 e cloreto de aménio 144 mM), por 4 min.
As células foram recuperadas por centrifugacédo (1.500 g por 10 min a 4°C) e
ressuspendidas em 1 mL de DMEM completo. A seguir, as células foram quantificadas
em camara de Neubauer e ajustadas para uma concentragao final de 5 x 108 células
por mL, sendo diluidas em meio DMEM completo e plaqueadas em placas de 24
pocos. As concentragdes dos clones e do SLA de Leishmania como antigenos
estimuladores foram as menores capazes de induzir a maxima producgao de citocinas,
definidas através da realizacdo de curva padrdo dose-resposta. Concanavalina A

(ConA) foi utilizada para o controle da viabilidade celular.
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Apods o acréscimo dos antigenos, as placas foram incubadas em estufa a 37°C,
com ambiente de 5% de COz, por 48 horas. Apoés, os sobrenadantes foram coletados
e utilizados na dosagem de citocinas. O perfil da resposta celular foi avaliado pela
producado de IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12, TGF-f e GM-CSF nos sobrenadantes das
culturas, apés a adigao dos estimulos. As dosagens foram realizadas pela técnica da
ELISA de captura, utilizando-se os kits Intertest Mouse (Pharmingen), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Também foi realizada a dosagem de 6xido nitrico nos
sobrenadantes de cultura, utilizando-se, para tal, o método de Griess.

Paralelamente, para avaliar a participacdo das células T CD4* e CD8* na
producao de IFN-y, as células de bago dos animais dos grupos B1 e D11 foram
estimuladas in vitro com o respectivo fago (1 x 10'° fagos) ou SLA (25 ug / mL) e,
incubadas, durante 48 h em estufa com 5% de CO: a 37 °C, na auséncia (controle) ou
na presencga de anticorpos monoclonais (mAb) contra IL-12 de camundongo (C017,8),
CD4 (GK 1,5) ou CD8 (53-6,7) (5,0 ug / mL, ambos). A producdao de IFN-y nos

sobrenadantes foi avaliada, e os resultados evidenciados através de grafico.

4.8.3. Avaliagao de citocinas intracelulares

Adicionalmente a analise de citocinas extracelulares, os esplendcitos de animais
imunizados e desafiados foram submetidos a avaliagdo por citometria de fluxo, para
analises da producéo interna de citocinas contra antigenos dos parasitos e das células
T envolvidas na produgao delas. O protocolo utilizado foi semelhante ao descrito por
Martins et al. (2017). Os bacgos retirados dos camundongos foram macerados em
macerador, com cerca de 2 mL de RPMI mais 10% de SFB. O volume de cada 6rgao
utilizado foi transferido para um tubo Falcon (Nunc), e completou-se até 10 mL com o
meio. Os tubos foram centrifugados a 1.300 rpm a 18°C e por 7 min. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet foi ressuspendido com 4 mL de meio. As células foram
contadas em camara de Neubauer, a partir da utilizacdo de uma preparagcdao em
eppendorf de 10 pL da suspenséao celular com 190 uL de solucéo de Turk. O volume
total da suspensao foi ajustado para 5 x 108 células/mL.

Os esplendcitos foram inseridos em tubos de propileno (Falcon, BD Pharmingen)
e estimulados com SLA L. infantum (25,0 pg/mL). No controle negativo, adicionou-se
meio RPMI e, para o controle positivo, as células foram estimuladas com PMA
(Phorbol 12-myristate 13-acetate) (25ng/mL) e ionomicina (1ug/mL, SIGMA). Apds os

tempos de incubacgao, foi adicionado Brefeldina A (10ug/mL) aos tubos para induzir o
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acumulo dos marcadores intracelulares e, apds processos de lavagens, as
suspensdes celulares foram plaqueadas com os estimulos em uma placa previamente
preparada com os anticorpos monoclonais anti-citocinas. Procedeu-se a leitura no
equipamento FACS Calibur® (Becton Dickson, BD), com 30.000 eventos por amostra
e a analise dos dados foi feita utilizando o software Cell-Quest™ (BD). A densidade
dos graficos de distribuicdo de T CD4+/FL1 ou T 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, que 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 adi¢gao dos estimulos
(DUARTE et al., 2016).

4.84. Producgéao de 6xido nitrico

A producao de oOxido nitrico foi avaliada nos sobrenadantes das culturas pelo
método de Griess (ELCICEK; BAGIROVA; ALLAHVERDIYEV, 2013; GREEN, LAURA
C. et al., 1982). Apés 48 h da incubagao de esplendcitos, os sobrenadantes foram
coletados para avaliar a concentragao de nitrito (NO2) determinada pela reagao de
Griess, e utilizada como indicador da producdo de NO. Os sobrenadantes foram
adicionados a uma placa de 96 pocgos e, acrescentou-se o mesmo volume de reagente
de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de naftiletiienamina e 2,5% de H3PO4) aos
pocos, deixando-os em contato durante 10 min a temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida em um leitor de ELISA a 540 nm (Bio-Rad). Os resultados
foram expressos como M de NO com base em uma curva-padrao formada por
concentragdes conhecidas de nitrito de sodio (diluicdes de NaNO2 de 200 a 1 uM)

dissolvidas em meio de cultura.

4.8.5. Resposta humoral

O perfil da resposta humoral nos animais imunizados e/ou desafiados foi avaliado
pela produgdo dos anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a especificos aos fagos e aos
parasitos. Para tal, apds o sacrificio, cerca de 1 mL de sangue total dos animais foi
retirado pelo plexo braquial. As amostras foram incubadas por 30 min a 37°C e,
posteriormente, centrifugadas (1.500 g por 15 min), para a obteng¢ao de soro.

Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de 96 pocos (Nunc), utilizando-

se, como antigenos sensibilizadores, os clones de fagos ou o SLA de Leishmania. As
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placas foram sensibilizadas com os antigenos diluidos em tampao
carbonato/bicarbonato (0,1 M e 0,05 M, respectivamente, pH 9,6) e incubadas por 16
horas a 4°C. Em seguida, 3 lavagens foram efetuadas e a solugao bloqueadora (PBS
0,15 M pH 7,4 e caseina a 2%) foi acrescentada, mantendo-se as placas por 2 horas
e a 37°C. Novamente, as placas foram lavadas 3 vezes e as amostras de soro foram
acrescentadas, em duplicata, diluidas em tampéao de incubagao (PBS 0,15 M pH 7,4;
caseina a 0,2% e Tween 20 a 0,05%), sendo mantidas em repouso por 1 hora e a
37°C.

Para a determinagao das absorbancias de anticorpos, as placas foram lavadas 5
vezes e 0s conjugados anti-IgG total, anti-lgG1 ou anti-lgG2a (Sigma) de camundongo
associados a enzima peroxidase (Sigma) foram acrescentados na diluicdo pré-
determinada e diluidos em tamp&o de incubacgao, sendo mantidos por 2 horas a 37°C.
Apos 5 lavagens, a solucao reveladora foi acrescentada. Essa foi composta por orto-
fenilenodiamino (OPD) 0,002%, 0,1% de H202 30 vol. e 10 mL de tampao citrato-
fosfato, pH 5,0. As placas foram incubadas por 30 min, no escuro, € a reagao
interrompida pela adicdo de 20 pL de H2SO4 2 N. A leitura das absorbancias foi
realizada em leitor de ELISA e no comprimento de onda de 492 nm. Em todos os

ensaios, controles positivos e negativos foram utilizados nas placas.

4.8.6. Carga Parasitaria

Decorridos 60 dias da infecgao desafio nos animais, a quantificagao de parasitos
foi realizada nos 6rgaos pela técnica de diluicdo limitante. Para tal, fragmentos do
figado, baco, medula é6ssea e linfonodo drenante dos animais foram removidos,
pesados e homogeneizados em meio de Schneider’s incompleto (propor¢ao de 100
mg para cada 1 mL de meio de Schneider's sem SFB). Apds, foram macerados em
triturador de vidro estéril e a suspensao de células obtida foi distribuida em placa de
cultura 96 pocos (Nunclon, Nunc, Denmark), em duplicata, sendo que diluicbes
sucessivas foram realizadas da ordem de grandeza logaritmica de 10! a 10-'2, As
placas foram incubadas por 7 dias, a 24 °C e, apds o tempo decorrido, foram levadas
a um microscopio 6tico invertido (Axiovert 25, Zeiss) para analise. O resultado final foi
determinado pela maior diluigdo logaritmica que parasitos méveis puderam ser ainda
visualizados (COELHO et al., 2003).

Paralelamente, foi realizada a determinagéo da carga parasitaria por RT-PCR.

Para tal, o DNA do bag¢o dos animais foi extraido usando um método de fenol-
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cloroférmio. A quantificacdo de parasitos foi calculada por interpolacéo a partir de uma
curva-padrao incluida na mesma corrida e expressa como o numero de parasitos por
1.000 células nucleadas em todos os grupos, conforme descrito (FIUZA et al., 2015;
LAGE et al., 2016). Os ensaios foram realizados em duplicata. As curvas-padrao foram
obtidas a partir do DNA extraido de 108 parasitos nas mesmas condigdes utilizadas
para realizar a extragdo das amostras. A PCR foi realizada no aparelho StepOne™
Instrument (Life Technologies USA) em placas de 48 pogos, utilizando 5 yL SYBR®
Green PCR Master Mix (Biosystems USA), com 2 mM de cada iniciador (1 puL) e 4 pL
de DNA (5 ng/uL). As amostras foram incubadas a 95°C durante 10 min e depois
submetidas a 40 ciclos de 15 s a 95°C e, a 60°C durante 1 min, e durante cada tempo,

os dados de fluorescéncia foram coletados (DUARTE et al., 2017).

4.9. Analise Estatistica

Para a definicdo do numero de animais a serem utilizados por grupo, utilizamos o
programa GraphPad-StateMate. O tamanho amostral foi baseado em relagdes
matematicas, como definicdo de variaveis; escolha do tipo de teste estatistico (Teste
t ndo-pareado), desvio padrao (usualmente obtido de um piloto ou por revisdo de
literatura) sendo SD=1,9 e variancia=3,6; calculo do erro tipo a e erro tipo b (a=0,05)
e (b=a-1=0,95); poder do teste (capacidade de obter um resultado de diferenca
estatistica quando ele realmente existe, sendo utilizado valor entre 95% e alocacéao
de grupos (vacinado e nao-vacinado). Dessa forma, o numero de animais por grupo
foide 7, porém, considerando a possivel perda de 10% do valor total durante o periodo
do experimento, o numero final de animais por grupo foi acertado para 8 animais.

Os resultados foram inseridos em planilhas do Microsoft Excel (versao 10.0) e
analisados no GraphPad Prism™ (versdo 6.0 para Windows). A avaliag&o estatistica
foi realizada por analise de variancia unidirecional (ANOVA) e seguida do teste de
Bonferroni para comparagdes entre os grupos. Analises estatisticas utilizando o teste
ANOVA e o poés-teste de Tukey para comparagdo multipla entre os grupos foram
realizadas. As diferengas foram consideradas significativas com probabilidade de
significancia menor que 0,05 (P < 0,05). Os dados apresentados neste estudo séo

representativos de dois experimentos que apresentaram resultados similares.
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5. RESULTADOS

5.1. Selecao de clones por Phage Display

Foi realizada uma estratégia usando anticorpos purificados de soros de individuos
nao infectados e de pacientes com LV assintomatica e sintomatica, com o objetivo de
selecionar imundgenos, sob a forma de clones de bacteri6fagos expressando
peptideos de interesse (mimotopos), candidatos contra a LV. Apds trés ciclos de
biopanning, 76 clones foram selecionados e sequenciados através do servidor
Expasy, obtendo-se 25 sequéncias validas de peptideos. Um alinhamento nao
mostrou consenso entre as sequéncias, e nenhuma apresentou ligagao nao especifica
com os reagentes usados nos ciclos de selecéo.

O numero de sequéncias encontradas foi menor que o inicial, devido a dificuldade
de se encontrar as sequéncias de sete aminoacidos que correspondem ao inserto
colocado no genoma do virus, juntamente com as sequéncias de aminoacidos
(ACxxxxxxxCGGGS) contidas na fusao com a proteina plll do capsideo viral, que sao
sinalizadoras de inicio e fim de cada inserto e que, dessa forma, identificam o peptideo

exdgeno do fago.

5.2. Avaliagao da imunogenicidade dos fagos pela estimulagao in
vitro de PBMCs

Os PBMCs foram purificados das amostras de sangue dos pacientes com LV
sintomatica e assintomatica e de individuos nao infectados, e foram utilizados para
cultivo em placas com estimulos: fagos selecionados por Phage Display, fago
selvagem, fago irrelevante, ConA e meio sem estimulo. Apds o tempo de estimulo das
culturas de células, o sobrenadante foi coletado e os niveis de IFN-y e IL-10 foram
dosados por ELISA de captura. Os valores obtidos para cada clone foram calculados,
corrigidos e expressos (Figura 9). As barras pretas indicam a especificidade de cada
fago, enquanto que as barras brancas indicam a seletividade.

Apos a analise da seletividade e especificidade dos fagos, os clones B1 e D11
foram selecionados como obtendo razao IFN-y/IL-10 maior que 3.0. Dessa forma, tais

clones foram utilizados para os experimentos in vivo em camundongos BALB/c.
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Figura 9. indice de seletividade e especificidade dos fagos utilizados como estimulos de PBMCs.

5.3. Bioinformatica

Ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para avaliar as propriedades
fisico-quimicas dos fagos selecionados. O ponto isoelétrico, peso molecular e a

hidrofobicidade dos clones B1 e D11 foram obtidos, e os resultados s&o na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo dos peptideos miméticos de antigenos de Leishmania infantum
selecionados por Phage Display.

CLONE SEQUENCIA PI? HIDROFOBICIDADE PMP
B1 ACVQSWSVRCGGGS +1 42% 1396,572
D11 ACGPNLLLVCGGGS 0 50% 1254,504

aP|: Ponto Isoelétrico

bPM: Peso Molecular

Foram realizadas analises de BLAST (Tabela 2) para prever a presencga de
peptideos alvo frente ao proteoma de Leishmania, e se verificou que o peptideo
exposto no fago B1 foi identificado na sequéncia de uma proteina hipotética
(XP_001470472.1) e da proteina polifosfato cinase-inositol (XP_001464217.1),
enquanto que o peptideo exposto no fago D11 foi previsto em uma proteina cinase
(XP_001470438.1) e na enzima aminoacido permease (XP_003392714.1).
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Tabela 2. Alinhamento Basico Local (BLASTp-NCBI) de peptideos selecionados com banco de dados
da proteina de Leishmania infantum cepa JPCMS5, antigenos preditivos e suas fungoes.

Cobertura de

Peotideo Antigeno preditivo Alinhamento Parametro de Identidade Funcao
P de L. infantum (%) Confianga (%) Molecular
Proteina hipotética 50 058 100 Protelna} nao
conservada caracterizada
B1 Proteina cinase Atividade cinase
inositol polifosfato 85 6.9 100 (Inositol-1,4,5-
P trisfosfato 3)
Proteina cinase 42 1.7 100 Atividade cinase
D11 Aminoacido Componente
42 20 83 integrante de

permease
membrana

Utilizou-se a sequéncia da proteina cinase inositol polifosfato para avaliar o
alinhamento da regidao que os peptideos presentes nos clones de fagos mimetizam

(Figura 10).

>XP_001464217.1 putative inositol polyphosphate kinase-like protemn [Leishmania infantum JPCMS5]

MPKSLSRSTFNAVFEHLSAEEPRSSRQGSANVSFNHPPQQQSPLRPMSGQAIDTAVEVVALCDRAEGKPTTSQAEEPLMPLL
RDMNDDSTDALKLCNSSDELDGYCSSCEGSLPDDSASSSSEHASRATLPTSVAAALREDARRKPHSRHHRHRYRGRGSLIR.
SAARDEERQRLVAMSFDESTATAKAADSDTTTMASPVVLTPAVAATGGAAREGAFKGIRTPYPKPITATTSTETSLAMISAAL
NVESRTAEAAKRSNSDSPCSKPGNAVSNTRDAVLPQVQVPVLARDGGGGESAGALCLLGKRDSRDAAEVSIDSAGGDQCIL
ETSPTAMSRPPTLSPAGTLSLAGTAVITSKGSNNGSHSSAIGAGDALQVTSCGAATPPPVDEAACVAPVAVGLKRSTVNVHD
GFVTRTAASVSSSCPLQEAAQGPSAEPRPDRTLSVPLAGEAAAETTGVAVQATPVAGVATLTSTNATIPLGNAAAETSVKHLQ
TPSGSPTLVDLSSSSSVGGHHLSVTEGNAFLKQSGSRREEAFYNMIQPYQEALVREAVRQAPHTVQHWSHQHSGTPCAGVQ
QGAASAAAASTSSKARHLSPLHTSATQRRRDDDSDSVVADPDDVAAMCEARWEAYQQYEAEGMSNLNILASEQLAEKNT
GRERQRCGGGSGCAGPLYNNPPSPTSPRQVDKDLVELAARTWWTVRFRHFYRTSAPAYEVQRQAAEAAGLSPLSPLAWS
PAATTCGSGGAAVTYSLGTTPASQQPHHAPHDSLEAVPPRLPSSPMSASMIEQEKAEHRGEAAAAPAPNMSGTATPCMVGSF
AASLLEGLTSSSSAAFRQYAAQKHRALQLLAAFVPRYHGTRRLFARDVLRCESKGQPAAASTAQASEEQPQQPGKQQIVVD
ADNDDDEDNNSGDKKICRMIMLEY VCYRFRRPCVMDIKMGSRQYGLHPSAEKKRSKERKARLSTSARYGIRLAGYRRWN
ADEGRYNCRSKLQCRCLSLNEVKSEMSTFLLHSREMEQVFRRQLQRLRVAFSQQTIFRFYTSSLLFVYDADDPLKTARVTM
VDFAYTYESKELLQDGDPDADFDYDVGYLKALDTLLSLLA

Figura 10. Sequéncia da proteina utilizada na predigéo.
Regido vermelha corresponde a regido de alinhamento.
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Foi também realizada uma modelagem molecular para predizer a estrutura
tridimensional da proteina utilizando o servidor I-Tasser, o qual forneceu provaveis
estruturas, sendo as modelagens 1 (Figura 11) e 2 (Figura 12) aquelas que

apresentaram melhor C-score.

Figura 11. Estrutura tridimensional da proteina cinase inositol polifosfato. Modelagem molecular 1.

Figura 12. Estrutura tridimensional da proteina cinase inositol polifosfato. Modelagem molecular 2
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5.4. Experimento in vivo

54.A1. Resposta celular
5.4.1.1. Producao de citocinas

A imunogenicidade dos clones B1 e D11 foi avaliada nos camundongos
vacinados, 30 dias ap0s a ultima dose da vacina e antes da infeccdo (Figura 13), bem
como 60 dias apos o desafio (Figura 14). A analise ocorreu pela cultura de células de
baco, que foram estimuladas, separadamente, com SLA L. infantum (25,0 pg/mL),
com cada fago (10" fagos) usado na imunizagdo, ou sem estimulo (meio), e
permaneceram por 48 h em estufa a 37°C com 5% de CO2. Os niveis de IFN-y, IL-12,

IL-4 e IL-10 foram medidos por ELISA, a partir dos sobrenadantes do cultivo in vitro

de células.
1000 *kk
El Meio
~ 8004 [ Fago i
S BN SLA
g 600
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§ *kk -
O 200 Kk

iaNgo | iavo ] iavo] jnvsol javYo
ZS5 A | Z5 a1 Z5 a5 Z25 a5 Z25 a4
LTSl ua=a] na=a
Salina Fago Fago Fago B1 | Fago D11

Selvagem irrelevante

Figura 13. Produc&o de citocinas nos camundongos vacinados.
Barras representam a média + desvio-padrdo dos grupos. (***P < 0,0001) indica diferenca
estatisticamente significativa dos grupos B1 e D11 em relagdo aos grupos salina, fago selvagem e
irrelevante.
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Figura 14. Resposta celular dos animais vacinados apods a infecgéo desafio.
Barras representam a média * desvio-padrdo dos grupos. (***P < 0,0001) indica diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos B1 e D11 e os grupos salina, fago selvagem e irrelevante.

Apoés a imunizagao, os grupos vacinados com os fagos B1 e D11 apresentaram
niveis elevados de IFN-y e IL-12, caracterizando uma resposta Th1, ou seja, um perfil
imunoldgico protetor contra a LV (Figura 13). Todos os grupos apresentaram baixa
producao de IL-4 e IL-10. Apds a infecgcao, observou-se que o perfil de resposta foi
mantido inalterado nos grupos B1 e D11, porém, nos animais dos grupos controle,
maiores niveis de IL-4 e IL-10 foram observados, mostrando a tendéncia de tais
animais em desenvolver uma resposta do tipo Th2 e o perfil de susceptibilidade a
doenca (Figura 14).

A producado de citocinas intracitoplasmaticas, avaliada por citometria de fluxo,
também mostrou que os camundongos vacinados com os fagos B1 e D11
apresentaram niveis significativamente maiores de IFN-y e TNF-a produzidos por
células T CD4* e T CD8", associado a baixos niveis de IL-10, quando comparado aos
grupos controle (Fig. 15).

Os camundongos imunizados e, posteriormente, infectados tiveram seus
esplendcitos coletados e estimulados com SLA L. infantum. Nos resultados, os indices
foram calculados a partir da relagdo entre as citocinas encontradas na cultura de
células estimuladas com SLA, sendo dividida pelo valor encontrado nas culturas do

grupo nao estimulado (controle) (Razdo SLA/Controle).
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Figura 15. Frequéncia de citocinas Intracitoplasmaticas produzidas por células T apds estimulo com
SLA L. infantum.

Camundongos foram inoculados com salina (barras brancas) ou imunizados com fago selvagem (barras
cinza-claro), fago B1 (barras cinza-escuro) ou fago D11 (barras pretas). Os resultados foram relatados
como indice de citocinas (indice de cultura estimulada/cultura ndo estimulada) para células T CD4+
(em A,Be C)e T CD8+ (D, E e F). As barras representam a média + desvio-padrao dos grupos. As
letras "a" e "b" indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0,05) em relagdo aos grupos
salina e fago selvagem, respectivamente.
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Para avaliar o subtipo de células T envolvido na producao de IFN-y nos animais
imunizados com os clones B1 ou D11, anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e
anti-IL-12 foram adicionados nas culturas celulares. Nos resultados, observou-se uma
menor produgao dessa citocina quando anticorpos anti-CD8 foram adicionados as
culturas, demonstrando, dessa forma, um papel relevante de tais células na produgao

de IFN-y nos animais imunizados e infectados (Figura 16).
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Figura 16. Analise do envolvimento de células TCD4+ e TCD8+ na produgéo de IFN-y.
Barras representam a média + desvio-padrdo dos grupos. (***P < 0,0001) indica diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle (n&o tratado) e os grupos que receberam anticorpos
monoclonais.
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5.4.1.2. Ativacao de macrofagos

Com o intuito de se verificar mecanismos de ativagao de macréfagos, a citocina
GM-CSF e a presenga de nitrito foram avaliadas nos sobrenadantes das culturas
celulares por meio da técnica de ELISA de captura e pela reacdo de Griess,
respectivamente (Figura 17). Na analise dos resultados, observou-se uma producao
elevada de GM-CSF e nitrito nos grupos vacinados com os fagos B1 e D11, quando
comparado com os grupos controle. Tal resultado evidencia uma indugao de ativagao
de macrofagos e producdo de espécies oxidativas para o auxilio no combate ao

parasito Leishmania.
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Figura 17. Avaliacéo da ativagdo de macréfagos nos animais vacinados e infectados.
As barras representam a média * desvio-padrao dos grupos. (***P < 0,0001) indica diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos B1 e D11 e os grupos salina, fago selvagem e irrelevante.
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5.4.2. Resposta Humoral

A resposta humoral foi analisada nas amostras de soros de camundongos, antes
e apos a infecgdo com L. infantum. Os niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgG2a foram
determinados a partir da técnica de ELISA indireta, quando a razao entre as mesmas
(IgG2a/lgG1) foi calculada para se avaliar a polarizacdo de resposta imune (Figura
18). Na avaliacdo dos resultados, animais dos grupos B1 e D11 apresentaram uma
razao lgG2a/lgG1 maior que os demais grupos, tanto usando os imunégenos ou o

SLA como antigenos sensibilizadores, denotando a polarizagédo da resposta Th1.
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Figura 18. Resposta humoral especifica aos fagos e parasitos, antes e apos a infeccao.
As barras representam a média + desvio-padrao das razdes obtidas entre os anticorpos 1gG2a/lgG1
anti-SLA (barras brancas) e anti-fago (barras pretas) para cada grupo experimental. (***P < 0,0001)
indica diferenga estatisticamente significativa entre os grupos B1 e D11 e os grupos salina, fago
selvagem e irrelevante.
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5.4.3. Carga Parasitaria

Na avaliagao da carga parasitaria nos animais, realizada 60 dias apos o desafio,
redugdes significativas na porcentagem de parasitos em todos os 6rgdos avaliados
foram observadas nos camundongos vacinados com fagos B1 e D11, quando
comparados aos animais que receberam fago selvagem ou fago irrelevante (Figura
19).

,I.s. Figado Baco
- 1009 : 100+ \61%
— 90+ 90+ A54%

70+ 704
o]
o 604 A25% 604 A18%
= 50+ 50+
5 40+ T 40+ I

30+ w J_ 304
E o
o 2 - 201 1
QO 1o -4 104
e B |
o] Fago FagoB1  Fago D11 Fago Fago FagoB1  Fago D11
© Selvagem Irrelevante Selvagem Irrelevante
N
© Linfonodo drenante Medula dssea
E 100 = ‘ AB5% 100 »

N \65%

o 90 A58% 90 e
=2 804 80+
~ 704 704
8 60+ o 60+ 430%
= 504 50+
[ 30+ 30+
E 20+ —— 20

10+ 10+ '%l
=)
R oLEE 0

Fago Fago B Fago D11 Fago Fago Fago B1 Fago D11
Eelvagem Irrelevante Selvagem  Irrelevante
Grupos —

Figura 19. Avaliacdo da carga parasitaria nos animais vacinados e infectados pela técnica de diluicdo
limitante.

Os valores de carga parasitaria de cada grupo foram normalizados com os valores obtidos no grupo
salina (controle de infec¢do). Sao evidenciados os resultados dos grupos e a relagédo entre eles. As
barras representam a média + desvio-padrdo dos grupos. Diferengas estatisticas em termos
percentuais sdo mostradas.
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Em paralelo, a determinagao de carga parasitaria foi realizada pela técnica de RT-

PCR e, nos resultados, reducdes significativas no parasitismo dos animais vacinados

com os clones B1 e D11 e infectados foram observadas em relagdo aos demais grupos

experimentais (Figura 20).

%)
© Baco
ke
© 400+ p<0.05
© | 62% | | 48%
g 1
o 300
© p<0.05
I
% — 1 59% | { 44%
o 200 ' '
o
o
o
e
% 100-
e
=
7
S o0 . .
g Salina Fago Fago B1 Fago D11
Selvagem

Figura 20. Carga parasitaria esplénica avaliada por RT-PCR.
A relagao de parasitos é expressa pelo nimero de parasitos por 1.000 células nucleadas, além do
percentual de parasitos entre os grupos experimentais. Barras representam a média + desvio-padrao
dos grupos. Diferengas estatisticas em termos percentuais sdo mostradas.



63

6. DISCUSSAO

Durante as ultimas décadas, varios antigenos, tais como A2 (COELHO et al.,
2003), NH36 (AGUILAR-BE et al, 2005), proteinas ribossomais (CHAVEZ-
FUMAGALLI, MIGUEL A. et al.,, 2010), L3/L5 (RAMIREZ et al., 2014), ciclofilina
(SANTOS-GOMES et al., 2014), dentre outros, tém sido avaliados como candidatos
vacinais contra a infecgédo por Leishmania spp. Entretanto, nenhuma vacina, eficaz e
segura, ainda foi alcangada contra a LV humana.

O desenvolvimento de uma vacina contra a doenga é teoricamente possivel, uma
vez que cerca de 80% de individuos infectados por L. donovani conseguem eliminar
0s parasitos espontaneamente, antes do desenvolvimento da sintomatologia da
doenca (OSTYN et al., 2011). Além disso, cerca de 85% dos pacientes com LV
tratados e que apresentaram cura, mostraram-se resistentes a reinfecgdo por L.
donovani (ZIJLSTRA et al., 2003).

O rastreio de bibliotecas de bacteriofagos com peptideos exdgenos a partir da
técnica de Phage Display representa uma alternativa para a busca de novos alvos
biolégicos com elevada afinidade (SMITH, G., 1985). Novas moléculas com
aplicacdes bioldgicas 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 vacinas (COSTA et al., 2015; COSTA et al., 2014) contra a LVC.

Corroborando com os inumeros achados na aplicagao dessa técnica, a mesma
possui vantagens tais como a produgcdo em larga escala, mais simples e acessivel
economicamente dos bacteriéfagos, uma vez que os mesmos sao produzidos a partir
de células de E. coli e ndo geram lise celular bacteriana em seu ciclo, permitindo maior
aproveitamento (GAUBIN et al., 2003). Além disso, a amplificacdo de fagos € mais
simples do que os meios convencionais de sintese peptidica e producao de proteinas
recombinantes (CUI et al., 2013; DUARTE, MARIANA C. et al., 2016).

Adjuvantes sdo definidos como moléculas capazes de ativar os receptores
expressos em células da imunidade inata de hospedeiros mamiferos, que ocupam e
apresentam os antigenos as células T auxiliares gerando melhoria da eficacia da

resposta especifica para o antigeno (HANDMAN, 2001). No entanto, o uso de tais
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adjuvantes tem desvantagens, principalmente, devido a dificuldade na producéo e
padronizagao em larga escala, além do baixo numero de moléculas disponiveis para
uso em vacinas humanas (HASHIGUCHI et al., 2010; MASON et al., 2005).

Bacteriofagos sao particulas virais robustas e estaveis em condi¢gdes adversas,
como mudangas de pH e temperatura e sao altamente imunogénicos, ndo exigindo o
uso de adjuvantes para sua aplicagdo como vacina (COSTA et al., 2015; DUARTE et
al., 2016; HASHIGUCHI et al., 2010), diferentemente da maioria das pesquisas que
utilizam antigenos recombinantes que necessitam da associagdo de adjuvantes que
induzem uma resposta do tipo Th1 (PEREIRA et al., 2015; THAKUR; KAUR; KAUR,
2015). Tal fato ocorre porque os antigenos utilizados nao induzem protecéao suficiente
quando administrados individualmente, requerendo a adigdo dos imunoestimuladores
(COLER et al., 2015; FERNANDES et al., 2008; MASON et al., 2005; OSTYN et al.,
2011).

No presente trabalho, nenhum adjuvante foi associado aos clones B1 e D11 e,
ainda assim, os bacteri6fagos foram capazes de estimular uma resposta imune Th1.
Esses achados estao relacionados a estrutura dos bacteriéfagos filamentosos que
ativam o sistema imunoldgico dos hospedeiros mamiferos através de receptores
celulares via MHC classe | e Il de APCs e podem fornecer epitopos peptidicos
apropriados, oferecendo assim um meio poderoso de gerar respostas Th e estimular
linfocitos T citotdxicos, ou seja, provocar respostas imunes celulares e humorais.
(GAUBIN et al., 2003). Assim, contrastando com peptideos sintéticos e proteinas
recombinantes que necessitam de adjuvantes, os clones de fagos podem ser, por si
s6, candidatos vacinais interessantes contra a LV humana (HOUIMEL; DELLAGI,
2009; OSTYN et al., 2011; VAN HOUTEN et al., 2006; VIJAYAMAHANTESH et al.,
2016).

Diante disso, o estudo atual propbés a selecdo e identificacdo de clones de
bacteriéfagos que expressam mimotopos de Leishmania avaliados quanto a sua
imunogenicidade, primeiramente, por experimentacdo in vitro com PBMCs e,
posteriormente, pela imunizacdo de camundongos BALB/c, com o intuito de se
desenvolver uma vacina contra essa doencga e, que mimetizasse uma resposta imune
de pacientes com LV assintomatica, ou seja, uma resposta polarizada para um perfil
protetor do tipo Th1 (RODRIGUES et al., 2016; VIJAYAMAHANTESH et al., 2017).

Esse direcionamento da resposta foi evidenciado pela proporcédo elevada entre as
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citocinas IFN-y/IL-10, que foi apresentada pelos clones B1 e D11, que foram usados
nos experimentos de imunizagdo de camundongos BALB/c que, posteriormente,
foram desafiados com L. infantum.

A partir das analises de bioinformatica, foi deduzido que os peptideos expostos
nos fagos B1 e D11 tém similaridade com proteinas cinases. Elas compdem um grupo
de proteinas essenciais a sobrevivéncia dos parasitos, sendo algumas delas ja
conhecidas, como as caseinas cinases, que agem como reguladoras envolvidas na
diferenciagao celular, proliferagdo e segregacdo cromossdmica (DAN-GOOR et al.,
2013); participacéo na glicolise e geragédo de ATP, como é o caso das piruvato cinases
(MORGAN et al., 2010); ou como as cinases de rapamicina, importantes na
infectividade do parasito (MADEIRA DA SILVA; BEVERLEY, 2010); ainda as proteinas
cinases dependentes de ciclina, envolvidas no ciclo celular do parasito (MAITY;
GOSWAMI; SAHA, 2011). Assim, tais proteinas podem atuar em mecanismos
especificos do parasito (MAITY; GOSWAMI; SAHA, 2011), representando possiveis
alvos terapéuticos e vacinais sem afetar o organismo hospedeiro.

Em relagao aos experimentos em camundongos, os fagos B1 e D11 apresentaram
éxito na protecao contra a infecgao por L. infantum, quando comparados aos grupos
controle. Este efeito protetor foi evidenciado pela redugéo significativa na carga
parasitaria no figado, bago, medula dssea e linfonodo drenante, sendo os resultados
associados ao desenvolvimento de uma resposta Th1 especifica, que foi mantida apos
a infecgdo. De fato, os esplendcitos dos camundongos vacinados com os fagos
selecionados apresentaram producao Th1 especifica, com niveis elevados de IFN-y,
IL-12, e GM-CSF, que foi combinada com baixos niveis de IL-4 e IL-10, além da
presencga de anticorpos IgG2a, demonstrando uma resposta dependente de células T
(BHOWMICK; ALI, 2009; MENDES et al., 2003; RODRIGUES et al., 2016).

Uma resposta celular direcionada constitui um ponto de controle importante para
regular a resisténcia e susceptibilidade a infecgdo por Leishmania. Citocinas como a
IL-2 regulam a proliferacdo de células T e a produgao de IFN-y; ja o IFN-y e outras,
tais como a IL-12 atuam de forma sinérgica exercendo atividade anti-Leishmania por
meio da producao de espécies reativas de oxigénio e NO pelos macrofagos. Por outro
lado, citocinas como IL-10 exercem um efeito oposto, promovendo a progressao da
doenca (DUARTE et al., 2016; FERNANDES et al., 2008).
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Como forma de reafirmar os dados anteriores, a analise por citometria de fluxo
das citocinas intracelulares evidenciou a importancia dos linfocitos T CD4* e CD8" na
resposta imune contra Leishmania spp., sendo os linfocitos T auxiliares essenciais na
produgao do IFN-y e TNF-a, uma citocina envolvida no processo de ativagao celular
e recrutamento de neutrdfilos. Linfocitos T CD8* citotoxicos apresentam também papel
importante ndo apenas na reinfeccdo, mas também na infecgdo primaria por
aumentarem a resposta Th1, com a produgdao e degranulagdo de granzimas e
perforinas (JOSHI; MALLA; KAUR, 2014; RAMIREZ et al., 2013).

Paralelamente, como forma de confirmar a ativagdo de macrofagos, foi realizada
a dosagem de nitrito e GM-CSF. Optou-se pela dosagem de nitrito, ja que a meia-vida
do oxido nitrico é curta por sua rapida oxidacao a nitrito e nitrato (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). A glicoproteina GM-CSF é um fator estimulador de colénias de
granulécitos e macrofagos, sendo secretada por células T, macrofagos e células
endoteliais e, atua nos progenitores mieldides que residem na medula 6ssea gerando
mobilizacdo de mondcitos sanguineos, ativacdo de macréfagos e melhora da
granulocitopenia (MURRAY et al., 1995). Uma relagao direta entre a produgao dessa
citocina e a diminuicdo da gravidade da LV foi ja relatada (MURRAY et al., 1995).
Nossos resultados também mostraram uma correlagao entre a producao de nitrito e
GM-CSF por parte dos animais imunizados e infectados, corroborando com o perfil de
protecao contra a infecgao experimental.

Por fim, a analise da carga parasitaria mostra interagcdo com a analise imunoldgica
realizada, desde que um elevado parasitismo foi encontrado nos animais dos grupos
controles, sendo os animais imunizados com os fagos B1 e D11 aqueles que
apresentaram maior redugdo da carga em todos os oOrgaos avaliados.
Comparativamente, o clone B1 induziu redugdo com cerca de 20 a 30% menos
parasitismo quando comparado aos resultados encontrados no grupo D11. Os dados
de carga parasitaria condizem com os resultados da resposta celular e humoral, ou
seja, nos animais com menos parasitos uma maior produgao de citocinas atuantes na
resolucao da doencga foi encontrada, sendo relacionada com o aumento da atividade
dos macréfagos e, consequentemente, com a eliminagao dos parasitos pela produgéo
de espécies oxidativas com consequente reducao do parasitismo sistémico.

Com isso, os bacteriéfagos, selecionados pela técnica exposta no trabalho, sao

6timos candidatos a uma vacina contra a infec¢ao por Leishmania infantum.
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7. CONCLUSAO

A estratégia experimental desenvolvida neste trabalho mostrou-se valida e muito
promissora, uma vez que os dois clones de bacteridofagos expressando peptideos de
interesse, B1 e D11, foram imunoestimulantes de PBMCs de individuos sadios e
pacientes com LV e, eficazes na inducdo de imunogenicidade e protecdo em
camundongos BALB/c contra a infeccdo experimental realizada com a espécie
Leishmania infantum.

O projeto gerou a submissao e aprovagdo de um artigo em revista cientifica
internacional QUALIS A1 (Anexo 3), além do depdsito de patente nacional (Anexo 4).
Isso agregou ainda mais ao grupo de pesquisa responsavel pelo desenvolvimento,
que possui excelente know how no estudo de doencas infeciosas, principalmente das

leishmanioses e, também, na busca por solu¢des contra esta infeccao.
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8. PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade nos experimentos com a realizagdo de ensaios de
Phage reverso, que se configura na técnica Phage Display utilizando-se os fagos B1
e D11 como alvos frente a uma biblioteca de fagos selvagem e permitindo a produgéo
de anticorpos monoclonais contra os peptideos exdgenos, a fim de se identificar as
proteinas nativas do parasito que expressam tais mimotopos avaliados como vacinas
neste trabalho.

Além disso, a clonagem das proteinas de origem dos peptideos e a avaliagdo de
sua eficacia protetora contra a infeccéo por L. infantum se faz necessaria, a fim de se
obter o melhor e mais acessivel alvo vacinal para aplicacdo na prevengao contra essa

doenca negligenciada.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Aprovagiao pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP)

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 apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

Jthng  Corpos Y hegucs oeni
_Prof®. Dr°. Telma Campos Medeiros Lorentz i
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufme.br
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ANEXO 2. Aprovagiao pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Pesquisa da
UFMG (CEUA)

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

UMNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA MO USO DE ANIMAIS

Prezadofak

Esta & uma mensagem automdtica do sistema Sclicite CEUA que indica mudanga na situagdo de uma solicitagdo.

Protocale CEUA: 225/2017
itulo do projato: Selecho de mimotopos pela téenica de phage display aplicada no controde das leishmanioses em nosso pais
Finalidade: Pesouisa
Pesquisador responsavel: Eduarda Antania Ferraz Coelho
Unidade: Cclegio Tecnico
Departamento: Colegic Tecnico

[Situacio atual: Decisio Final - Aprovade

laprovado na reunido do dia 25/09/2017. Validade: 25/09/2017 a4 24/09/2022
Belo Horizonte, 25/09/2017.
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