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RESUMO

As leishmanioses, doengas negligenciadas causadas por parasitos do género
Leishmania, apresentam uma variedade de manifestagées clinicas influenciadas por
fatores como espécie do parasito, caracteristicas genéticas e imunologicas do
hospedeiro, além de componentes salivares do vetor. O controle da doenga é
desafiador e atualmente baseia-se principalmente na interrupgéo do ciclo biolégico do
parasito e na quimioterapia. A leishmaniose visceral (LV) é particularmente
preocupante, com uma taxa de mortalidade elevada quando néo tratada e um grande
numero de casos registrados anualmente, especialmente em regides como o Brasil,
Africa Oriental e india. O desenvolvimento de vacinas é considerado uma estratégia
fundamental para prevenir a doenga. Este estudo focou na construgéo e avaliagéo de
uma proteina quimérica recombinante, ChimT, contendo epitopos especificos de
células T de proteinas imunogénicas de Leishmania. A ChimT, associada a adjuvantes
de resposta imune tipo Th1, demonstrou induzir uma resposta imune especifica do
tipo Th1 em modelos murinos, caracterizada por elevada produgao de citocinas pro-
inflamatorias e anticorpos 1gG2a. Além disso, a vacinagcdo com ChimT resultou em
significativa redugcdo na carga parasitaria em 6rgaos dos animais infectados. A
combinagdao ChimT/MPLA mostrou-se mais imunogénica e protetora em comparagéo
com ChimT/Sap. Os resultados sugerem que ChimT possui potencial como vacina
contra a leishmaniose visceral em outras espécies de mamiferos, destacando a
importancia desta abordagem para o controle da doenga.

Palavras-chave: Leishmania infantum; vacinas; leishmaniose visceral; quimeras;
resposta imune; adjuvantes.



ABSTRACT

Leishmaniasis, a neglected disease caused by parasites of the genus Leishmania,
presents a variety of clinical manifestations influenced by factors such as parasite
species, host genetic and immunological characteristics, as well as vectores salivary
components. Disease control is challenging and currently relies primarily on
interrupting the parasite's biological cycle and chemotherapy. Visceral leishmaniasis
(VL) is particularly concerning, with a high mortality rate when untreated and a large
number of cases reported annually, especially in regions such as Brazil, East Africa,
and India. Vaccine development is considered a fundamental strategy for preventing
the disease. This study focused on the construction and evaluation of a recombinant
chimeric protein, ChimT, containing specific T cell epitopes from immunogenic
Leishmania proteins. ChimT, associated with Th1-type immune response adjuvants,
demonstrated to induce a specific Th1 immune response in murine models,
characterized by high production of pro-inflammatory cytokines and IgG2a antibodies.
Additionally, vaccination with ChimT resulted in a significant reduction in parasite load
in the organs of infected animals. The ChimT/MPLA combination was found to be more
immunogenic and protective compared to ChimT/Sap. The results suggest that ChimT
has the potential as a vaccine against visceral leishmaniasis in other mammalian
species, highlighting the importance of this approach for disease control.

Keywords: Leishmania infantum; vaccine; visceral leishmaniasis; chimera; immune
response; adjuvants.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses constituem um conjunto de doengas tropicais negligenciadas,
provocadas por parasitos protozoarios do género Leishmania. Este género é dividido
em quatro subgéneros: Leishmania, Viannia, Mundinia e Sauroleishmania. Os
parasitos alternam entre duas formas morfologicas: as promastigotas, que sao
extracelulares e flageladas, encontradas nos vetores, e as amastigotas, que possuem
um flagelo rudimentar e sdo intracelulares nos hospedeiros mamiferos (Klatt et al.,
2019).

As manifestagbes clinicas variam conforme a espécie do patdgeno, as
condigdes imunoldgicas e as caracteristicas genéticas do hospedeiro, além de fatores
ligados ao vetor, como os componentes salivares que transmitem os parasitos durante
a infecgdo humana; influenciando assim o tratamento e o prognéstico da doenca
(Nakamura et al., 2006, Gutiérrez-Ocampo et al., 2021). Essa interagcao pode resultar
em uma gama de desfechos, desde a resisténcia a infeccéo, o desenvolvimento da
forma assintomatica, até a manifestacdo da doenga cutdnea ou visceral (Kane;
Mosser, 2000; Lage et al., 2020).

A leishmaniose visceral (LV) representa uma das enfermidades mais letais
globalmente, com elevado risco de mortalidade na auséncia de tratamento. Sua
incidéncia é particularmente visivel em areas como Brasil, Africa Oriental e india, onde
os caes tém um papel significativo na disseminagcdo da doenga. A realidade da
Leishmaniose Visceral (LV) é preocupante e crescente, com cerca de 90% dos casos
ocorrendo em paises como india, Bangladesh, Sud&o, Sudao do Sul, Etidpia e Brasil.
Enquanto isso, a Leishmaniose Tegumentar (LT) assola regides como Afeganistéo,
Argélia, Coldbmbia, Brasil, Ira, Siria, Etidépia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru, com
aproximadamente 70 a 75% dos casos concentrados nessas areas. O impacto dessas
doencas é desafiador, colocando mais de um bilhdo de pessoas em risco de infeccao
em areas endémicas.

O controle das leishmanioses baseia-se principalmente na interrupgao do ciclo
biolégico do parasito e na quimioterapia. Medidas profilaticas adicionais incluem o uso
de telas impregnadas com inseticidas nas janelas de casas em areas endémicas e a
aplicagao de inseticidas para combater o vetor. Contudo, essas acdes tém se
mostrado ineficazes devido a natureza zoondtica da doencga, a persisténcia do ciclo

silvestre e a diversidade de espécies de Leishmania spp. (Didwania et al., 2017).
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O uso de ferramentas biotecnoldgicas avangadas tem impulsionado a
identificacdo de antigenos com potencial para prevenir doengas. Através da técnica
de imuno proteémica, proteinas de L. infantum foram identificadas por anticorpos em
soros de cées sintomaticos e assintomaticos para leishmaniose visceral (LV) (Coelho
et al., 2012). Dentre estas proteinas, alguns candidatos a vacinas ja séo reconhecidos
e descritos na literatura, assim como alvos para diagnéstico e/ou tratamento das
leishmanioses. Novos antigenos também foram descobertos nesse estudo. Um deles,
a proteina LiHyp1, em forma recombinante e combinada com saponina adjuvante,
induziu protecdo contra a infeccdo por L. infantum em camundongos BALB/c e
mostrou potencial para o sorodiagnéstico da LV canina (Martins et al., 2013). A
proteina LiHyV proporcionou proteg¢ao contra a infec¢ao por essa espécie do parasito,
evidenciando a viabilidade de tais antigenos como candidatos vacinais eficazes contra
a LV (Martins et al., 2015). As proteinas LiHyC e LiHyG também foram identificadas
no estudo imuno protedmico nas formas amastigota e promastigota dos parasitos, e
ambas testadas com resultados promissores para o diagnostico da LV.

A Organizagao Mundial de Saude defende que uma vacina multiproteica seria
mais eficaz para proteger contra leishmanioses do que vacinas que utilizam proteinas
recombinantes isoladas, pois pode abranger diferentes regides imunogénicas de
varias proteinas do parasito. Neste estudo, uma proteina quimérica recombinante
(ChimT), composta por epitopos de células T de quatro proteinas imunogénicas da
Leishmania descritas na fase amastigota, foi desenvolvida e testada como vacina em
modelos murinos infectados com L. infantum. Esta proteina foi combinada com
adjuvantes que induzem uma resposta do tipo Th1, como saponina e lipidio
monofosforil A (MPLA), e a imunogenicidade e eficacia protetora foram avaliadas nos

animais antes e depois da vacinagao e da infecgao experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sao doengcas endémicas em noventa e nove paises,
distribuidos por quatro territérios eco epidemioldgicos, em regides tropicais e
subtropicais. (Alvar et al., 2012; OPAS, 2023). A Leishmaniose Visceral (LV) assola
principalmente nagdes como india, Bangladesh, Suddo, Sud&o do Sul, Etiépia e Brasil,
enquanto a Leishmaniose Tegumentar (LT) € mais prevalente em areas como
Afeganistao, Argélia, Colédmbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Sudao do Norte, Costa Rica
e Peru. Um grande numero de pessoas vive sob constante risco de infeccdo nessas
regides.

A leishmaniose visceral (LV) esta entre as doencas parasitarias mais letiferas,
com uma taxa de mortalidade aproximada de 95% quando nao tratada. Anualmente,
sdo registrados entre 50.000 e 90.000 casos, principalmente no Brasil, na Africa
Oriental e na india (Bi et al., 2018; OMS, 2022). Embora os caes ndo sejam os (nicos
hospedeiros mamiferos, eles permanecem como uma fonte indireta crucial em varias
situagdes do ciclo de transmissao da L. infantum (Dantas-Torres et al., 2019).

Diversos fatores contribuiram para o aumento da incidéncia da doenga na
Europa, Africa, América e Asia nas Ultimas décadas. Entre eles estdo a movimentac&o
de pessoas que levam caes infectados para regides onde o vetor existe, a expanséo
dos habitats dos flebotomineos devido ao aquecimento global causado pelo
desmatamento associado ao crescimento urbano, e o aumento do nimero de caes
que residem em zonas isentas da doenca, mas que acompanham seus donos em
viagens para locais onde o parasito € endémico (Palatinik-de-Sousa, 2012; Mann et
al., 2021).

A alta prevaléncia de caes assintomaticos em areas endémicas favorece a
disseminagao do parasito L. infantum. A deteccdo precoce desses portadores
assintomaticos é crucial para reduzir os valores de prevaléncia. Além disso, a infecgao
canina necessita ter uma atengdo especial, por proporcionar um maior Soro
prevaléncia quando comparada a doengca humana e pelo fato de que muitos animais
doentes, ainda que assintomaticos, podem transmitir o parasito a novos hospedeiros
mamiferos nao infectados (Marzochi et al., 1985; Arias et al., 1996; Oliveira et al.,
2001; Morales-Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022).
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Figura 1 — Situagao de endemicidade de LV no mundo

Countries reporting imported VL cases, 2021 Number of new VL cases, 2021

Uganda - 43 Georgia - 1 I 0 cases reported
Belgium - 3 Sweden - 1
Brazil - 3 Uruguay - 1 1 <100

ltaly - 2 I 100-499 [ No autochthonous cases reported
Nepal-2 B 500-999 I Nodata

Saudi Arabia - 2

United Arab Emirates - 2 . =1000 Not applicable

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021)

2.2 A etiologia e o ciclo biolégico do parasito Leishmania spp.

Os protozoarios do género Leishmania, pertencentes ao Sub-Reino Protozoa,
Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae, s&o os
causadores das leishmanioses. Os vetores sao insetos artropodes da Ordem Diptera,
subordem Nematocera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas. Apenas as fémeas sdo
hematofagas e capazes de transmitir o parasito a hospedeiros mamiferos, incluindo
aproximadamente 22 espécies que sado patogénicas para humanos (Grimaldi; Tesh,
1993; Cecilio; Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022; OPAS, 2023).

Os parasitos apresentam duas formas distintas durante seu ciclo de vida: as
promastigotas, que sado extracelulares, flageladas e alongadas, encontradas nos
flebotomineos da familia Psychodidae; e as amastigotas, que s&o encontradas em
hospedeiros mamiferos, possuem contorno arredondado, flagelos rudimentares,
cinetoplastos em forma de bastonete e se multiplicam dentro de vacuolos fagociticos
intracelulares do sistema mononuclear fagocitario. As amastigotas, por sua vez, sao

capazes de manipular o ambiente intracelular para evitar a destruicao pelo sistema
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imunoldgico do hospedeiro, contribuindo para a persisténcia da infeccéo (Klatt et al.,
2019).

Figura 2 — Formas evolutivas do parasito Leishmania

Forma: Promastigota

Mitocéndria X—‘ " )

Flagelo

Forma: Amastigota

Golgi Mitocondria

Cinetoplasto

hricho Flagelo

Fonte: Adaptado de Mans et. al. (2017).

Os agentes causadores da Leishmania necessitam de diversas vias
proteoliticas para transitar pelos varios estagios do seu ciclo de vida nos hospedeiros
insetos e mamiferos. Muitas enzimas envolvidas na protedlise da Leishmania séao
essenciais, incluindo o complexo multiproteico do proteassoma, porém, sabe-se
pouco sobre o direcionamento das proteinas ao proteassoma para sua degradagao
(Damianou et al., 2020).

A transmissao do parasito Leishmania spp. ocorre quando a fémea do vetor
flebotomineo se alimenta de sangue de um hospedeiro mamifero infectado, podendo
ingerir fagécitos infectados com amastigotas (Figura 3). No intestino do vetor, as
células podem romper, liberando o parasito que se transforma em promastigota pro
ciclico e migra para o trato gastrointestinal. Iniciando a reproducgao, adota a forma de
paramastigota, evolui para promastigota metaciclico e migra para a parte anterior do
aparelho bucal do vetor. Em um novo repasto sanguineo, os promastigotas
metaciclicos, altamente moveis, penetram na derme do hospedeiro mamifero através
da saliva.

As células mononucleares fagociticas do hospedeiro, especialmente
macrofagos, podem conter promastigotas que se diferenciam em amastigotas nos
fagolisossomos. Os parasitos proliferam nos macréfagos até causar lise celular,
liberando amastigotas que podem ser fagocitados por novas células fagociticas ou
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ingeridos por outros vetores durante uma nova alimentagdo sanguinea, perpetuando
assim o ciclo biolégico do parasito. Esse ciclo continuo de infecgédo e transmisséo é
fundamental para a persisténcia e disseminacdo da leishmaniose em populacdes

humanas e animais suscetiveis. (Esch; Petersen, 2013).

Figura 3 - Ciclo biologico do parasito Leishmania spp. Os flebotomineos injetam promastigotas
infectantes em um mamifero suscetivel durante a alimentagdo. Promastigotas s&o fagocitados por
fagdcitos residentes, transformam-se em amastigotas em estagio tecidual e se multiplicam dentro
dessas células através de simples divisdo. O parasito continua infectando células fagociticas no local
da infeccao cutanea ou em 6rgéos linfoides secundarios, com eventual parasitemia. Os flebotomineos
sdo infectados através da alimentagdo de um hospedeiro com lesdo cutanea ativa na LC ou com
parasitemia na LV. Os parasitos convertem-se em promastigotas dentro do intestino médio dos
flebotomineos. Promastigotas migram do intestino médio e se transformam em promastigotas
metaciclicos altamente infecciosos.

@‘-’z« g: Promastigotas transformam-se em
@6’) ;f’{é‘ amastigotas dentro de macrofagos
Promastigotas sédo fagocitados - '&157‘"’

por macrofagos -

y- -
- a‘i‘
e~

ESTAGIO
NO CAO —
2 O6s )

Amastigotas multiplicam-se em
células (incluindo macroéfagos) de
varios tecidos

v%o )

Flebotomineos alimentam-se de Promastigotas s&o fagocitados
sangue (injetam o estagio e por macrofagos

(

Amastigotas dividem-se no o 3]

intestino medio e migram para a | ( promastigota na pele) B
probodscida - ) ’——'-* ) \
N1 .
e R
Promastigotas transformam-se
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intestino médio ‘,_/"

Ingestdo de

célula parasitada
Flebotomineo alimenta-se de Amastigotas multiplicam-se em
sangue (ingere macréfagos células (incluindo macréfagos) de
infectados com amastigotas) varios tecidos

Fonte: Adaptado de Esch e Petersen (2013).

2.3 Manifestagoes clinicas das leishmanioses

A patogénese das leishmanioses pode ser influenciada por interagbes entre as
caracteristicas genéticas do hospedeiro e sua resposta imunoldgica, a viruléncia dos
parasitos e fatores associados ao vetor, como os componentes salivares que 0s
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parasitos transportam ao infectar seres humanos. Essas interacbes podem resultar
em uma gama de consequéncias, desde a resisténcia a infeccdo até o
desenvolvimento de doencas assintomaticas, e até mesmo ao aparecimento de
formas agudas cuténeas e viscerais da doenga (Kane; Mosser, 2000; Lage et al.,
2020).

A leishmaniose cutédnea (LC) representa a manifestacao clinica mais comum,
ocorrendo em aproximadamente 90% dos pacientes diagnosticados com essa forma
da doenga. A condigdo geralmente se manifesta nas areas do corpo mais expostas,
como o rosto, bragos e pernas. Os nédulos que surgem no local da picada podem
evoluir para ulceras asperas com bordas elevadas. Embora a lesdo costume ser unica,
€ possivel o surgimento de nddulos satélites ao redor da lesdo primaria. As cicatrizes
permanentes que se formam onde as Ulceras cicatrizam podem levar a estados de
morbidade (Abadias-Granado et al., 2021).

Casos de leishmaniose mucosa (LM) ocorrem em diversos paises e geralmente
se apresentam com lesdes infiltrativas que podem causar a destruigao parcial ou total
da mucosa do nariz, boca, faringe, laringe e traqueia. Essa forma da doenga pode
resultar em significativa rejeicao social do paciente devido a severa deformacéo fisica
na area afetada (WHO, 2023).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) é conhecida pelo seu curso crénico,
progressivo e pela baixa eficacia das drogas antileishmaniais convencionais. As
lesdes se distribuem por todo o corpo e podem estar associadas a uma hipoatividade
ou auséncia de resposta celular do sistema imune do hospedeiro (Desjeux, 2004,
Fikre et al., 2017). Embora nao seja letal como a leishmaniose visceral (LV), a LCD é
uma condigao crbnica e desfigurante, mais comum que a LV e com maior prevaléncia
em pacientes masculinos (Messaoudene et al., 2023). Devido a sua recidiva
frequente, tornou-se um sério problema de saude publica, com pacientes sofrendo de
lesbes desfigurantes, incapacitantes e altamente estigmatizadas (Gontijo; Carvalho,
2003; Fikre et al., 2017).

Os sintomas principais da leishmaniose visceral (LV) incluem febre atipica,
aumento do baco e figado, anemia severa, perda de peso acentuada, diarreia, dor de
cabeca, falta de ar, dor muscular, edema generalizado e palidez da pele e mucosas
(Ashford, 2000; Ribeiro et al., 2022). Sendo uma doenga crbnica e sistémica, a LV,
também chamada de calazar, afeta principalmente a medula 6ssea, o figado, o bacgo

e os linfonodos, e menos frequentemente, as placas de Peyer no intestino, os
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pulmdes, os rins e a pele. Exames adicionais geralmente revelam varios niveis de
anemia, leucopenia, trombocitopenia, uma predominancia de células linfo
monocitarias, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia (Moreno, 2019).

Os aspectos imunoldgicos da LV sdo complexos, abrangendo tanto a
imunidade inata quanto a adaptativa. O parasito Leishmania se reproduz dentro dos
macrofagos do hospedeiro, evitando o reconhecimento e a eliminagao pelo sistema
imune mediante varios mecanismos. Estes incluem a neutralizagdo dos componentes
do complemento, a inibicdo da ativagdo dos macrofagos e da produgao de espécies
reativas de oxigénio, a supressado da apresentacdo de antigenos e da ativagao de
células T, além da inducdo de células T reguladoras (Tregs) e da producédo de
citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B (Yadagiri et al., 2023). Tais fatores
contribuem para uma resposta imune do tipo Th2, ineficaz no controle da infecgao,
favorecendo a sobrevivéncia e disseminacdo do parasito devido aos efeitos
pleiotrépicos que suprimem as fungbes microbicidas dos macrofagos infectados
(Araujo-Santos et al., 2017).

Por outro lado, uma resposta imune protetora contra a LV requer a ativacao
de células do tipo Th1 que produzem IFN-y e estimulam a eliminagdo dos parasitos
intracelulares pelos macréfagos. O desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1
depende de varios fatores como o perfil genético do hospedeiro, a espécie e cepa do
parasito, a via e dose de infec¢ao e a presenca de coinfecgdes ou comorbidades. O
equilibrio entre as respostas Th1 e Th2 determina o desfecho da infecgdo por LV
(Yadagiri et al., 2023).

Na leishmaniose visceral canina (LVC), a progressao da infecgdo por
Leishmania e as variadas manifestagdes clinicas decorrem de interagdes complexas
entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e o parasito. Em caes infectados, podem
ocorrer alteragdes dermatoldgicas, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, perda de
peso significativa, uveite, onicogrifose, alopecia e ceratoconjuntivite (Ettinger;
Feldman, 2004, Garcia-Castro et al., 2022). O tempo de incubagao pode variar de
meses a anos, mas caes infectados podem ficar assintomaticos por periodos
prolongados, ainda que continuem a ser contagiosos (Lanotte et al., 1979; Morales-
Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022).

A suscetibilidade ou resisténcia a doenca em animais infectados depende da
resposta imune celular. Pardmetros como a carga parasitaria, expressao de citocinas

como IL-10 e TGF-B, imuno modulagao de células especificas para Leishmania spp.
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(como LT CD4* e LT CD8%), ou a presencga de anticorpos especificos do parasito com
titulos elevados, sao frequentemente associados a progressao clinica. Em
contrapartida, parametros ligados a proliferagdo e ao desenvolvimento de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) apds estimulo com Leishmania spp., a
expressdo de IFN-y e TNF-a, e a proliferacdo de LT CD4* e LT CD8*, estédo
relacionados a resisténcia contra a infeccdo visceral canina (Reis et al., 2010;
Rodrigues et al., 2021).

Geralmente, caes assintomaticos exibem uma predominante resposta imune
celular, com altos niveis de IL-2 e TNF-a e uma resposta Th1/Th2 mista, tendendo
para uma resposta Th1, principalmente mediada pelas citocinas IL-12, IL-18 e IFN-y.
Por outro lado, animais sintomaticos apresentam uma resposta celular atenuada, com
baixas concentragcdes de IFN-y e uma elevada resposta humoral aos antigenos do
parasito (Palatinik-de-Sousa, 2012; Deng; Graham; Chen, 2023).

2.4 Medidas de prevencao e controle das leishmanioses

As leishmanioses sdo enfermidades que apresentam grande complexidade,
pois envolvem diversas espécies de parasitos do género Leishmania, que podem
infectar varios animais e ser transmitidos por diferentes tipos de flebotomineos. Essa
diversidade gera desafios importantes para a prevengao e o controle da doenga, que
dependem de um conhecimento amplo da epidemiologia e da ecologia de cada ciclo
de transmissao (Chappuis et al., 2007; Alvar et al., 2012; WHO, 2022). A doenga
também apresenta um carater zoondtico, o que significa que as ag¢des humanas
podem interferir na fauna e no ambiente, alterando o equilibrio e a dindmica da
leishmaniose (Courtenay et al., 2017; Burza; Croft; Boelaert, 2018).

Para prevenir a leishmaniose humana, recomenda-se medidas de protecéo
individual para diminuir a exposi¢cao aos vetores. Especificamente, é aconselhavel
evitar atividades ao ar livre entre o anoitecer e 0 amanhecer, utilizar mosquiteiros,
vestimentas protetoras e repelentes de insetos. Individuos com sintomas clinicos da
doenca devem receber tratamento imediato (OPAS, 2023).

Os caes sao os principais reservatorios de L. infantum e, em certos paises, sao
rotineiramente sacrificados como parte das politicas governamentais de controle da
LV (Dantas-Torres et al., 2019). Eles sdo considerados reservatérios chave, e

estratégias como vacinagdo, eutanasia ou o uso de coleiras impregnadas com



24

inseticida tém sido implementadas para diminuir a transmissao, embora com variados
niveis de sucesso (De Vries; Schallig, 2022).

Em regides com significativa transmissdo epidemiologica, aconselha-se a
realizacdo de testes soroldgicos em caes; se positivos, recomenda-se a eutanasia
(OPAS, 2023). Essa pratica é controversa devido a duvidas sobre sua eficacia,
viabilidade, aspectos anti-higiénicos, e questdes éticas relacionadas ao bem-estar
animal e a saude dos envolvidos na execugdao dessa medida. Existe também
resisténcia por parte da populacdo, particularmente ativistas dos direitos dos animais
e donos de pets que se opdem ao sacrificio de animais infectados, mas clinicamente
saudaveis (Seva; Ferreira; Amaku, 2020).

A aplicagéo de inseticidas topicos ou em coleiras, assim como os programas
de vacinacgéo, podem ser estratégias preventivas que impactam o controle da LVC.
No caso dos reservatorios silvestres, a remogao nao representa uma opgao viavel ou
ecologicamente responsavel. Existe também a possibilidade de adaptacdo dos
parasitos a outros reservatérios em zonas rurais. Portanto, é essencial uma
abordagem multidisciplinar e integrada para desenvolver e aplicar métodos
sustentaveis e éticos no controle dos reservatorios silvestres de Leishmania, visando
diminuir a incidéncia da leishmaniose (Gramiccia; Gradoni, 2005; Ready, 2014).

Para controlar o inseto vetor, as medidas preventivas focam em atividades de
manejo ambiental, que incluem a limpeza de areas abertas e terrenos para eliminar
as condicdes ambientais que favorecem a formacdo de criadouros das formas
imaturas dos vetores. Como medida de controle, as condi¢cdes epidemioldgicas e as
recomendacgdes de monitoramento entomolégico determinam o uso de inseticidas
quimicos de acéao residual (OPAS, 2023). No Brasil, os piretréides cipermetrina e
deltametrina sdo os mais empregados, com eficacia mantida por até trés meses apos
a aplicacao (Brasil, 2020).

Além das agbes preventivas diretamente ligadas ao controle de vetores e
reservatorios, investimentos em saneamento basico, educagdo social e
conscientizagdo ambiental sdo cruciais para ajudar no combate a leishmaniose. As
dificuldades na implementagdo de métodos profilaticos, os desafios com a precisédo
dos testes diagndsticos e os problemas de tratamento tornam o desenvolvimento de
novas medidas preventivas, como a pesquisa por uma vacina, uma alternativa
promissora e um foco de intensa investigagédo por diversos grupos. Contudo, € uma

missao complexa, apesar de ser vista como uma solugao pratica e econémica para o
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controle e prevengao efetiva das doencas (Gonzalo et al., 2002, Sukumaran et al.,
2003, Ramiro et al., 2003, Palatinik-de-Sousa, 2012; Ramos et al., 2017).

2.5 Resposta imune em modelo murino

Entre os diversos modelos animais, o camundongo é o mais pesquisado para
testar a eficacia de vacinas e novos medicamentos contra leishmaniose. A variedade
de camundongo utilizada pode mudar conforme a espécie de Leishmania sp. e o tipo
de infeccdo em analise. Nos camundongos resistentes (C57BL/6), observa-se uma
resposta imunolégica voltada para Th1, ligada a produgédo de IFN-y, IL2 e IL12
(Belkaid; Piccirillo; Mendez, 2002; Loeuillet; Bafuls; Hide, 2016). Em contraste, os
camundongos BALB/c sdo extremamente suscetiveis a infecgdo por L. major, L.
amazonensis ou L. infantum, resultando em lesbes descontroladas e infecgao visceral
generalizada (De Luca; Macedo, 2016).

A resisténcia ou a suscetibilidade de camundongos a infec¢ao € principalmente
devida a fatores genéticos do animal. Camundongos que possuem genes de
resisténcia a LV, como o CBA, tém o gene funcional Sic1 1a1, que proporciona
imunidade inata contra os parasitas e facilita o controle da infec¢ao. Por outro lado,
camundongos suscetiveis a LV, como o BALB/c, tém muta¢des neste gene que
permitem a proliferacdo do parasita no figado durante as primeiras semanas apos a
infeccao (Das; Ali, 2012; Kumar; Nylén, 2012).

O controle da infeccdo em hospedeiros mamiferos é realizado pela imunidade
inata (macrofagos, células dendriticas e neutrofilos) e pela imunidade adaptativa
(células T), com as citocinas atuando como moléculas-chave em uma rede de
interacdes que induzem e regulam a resposta imunoldgica. As células T CD4* sao
fundamentais na resposta a leishmaniose e, ao se transformarem em células Th1,
secretam citocinas pro-inflamatdrias essenciais para a protecdo durante a infecgao
(Kedzierski; Evans, 2014). As células T CD8" e as células NK também desempenham
um papel na defesa contra o protozoario Leishmania, ambos capazes de produzir IFN-
v e com propriedades citotoxicas, o que Ihes permite ndo sé ajudar na eliminagao dos
parasitos, mas também induzir patologias mediadas pelo sistema imune. Além disso,
as células T CD8* sdo cruciais para a resposta protetora, contribuindo principalmente

para a geragao da memoéria imunoldgica (Stager; Smith; Kaye, 2000; Milling, 2020).
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Estudos cientificos que utilizam murinos como modelo experimental para
leishmaniose, resultaram em um protétipo Th1/Th2 de resisténcia e suscetibilidade
ligada a infecgao celular. Esse perfil de resposta imune dicotdmica é mais evidente na
LT causada pelo parasito L. major, porém é menos claro na LV (Kedzierski; Evans,
2014). A resposta protetora na LV de camundongos depende principalmente da
producado de IL-12, induzindo uma resposta do tipo Th1 mediada por IL-2 e IFN-y. A
ativagdo da enzima iINOS pelo IFN-y resulta na produgdo de Oxido nitrico pelos
macrofagos no bago e figado, permitindo o controle do crescimento do parasito nesses
orgaos (Green et al., 1990; Blackwell, 1996).

A ativacao das células fagociticas do hospedeiro pelo IFN-y, produzido pelas
células Th1 que induzem a producéo de NO, pode danificar os parasitos diretamente
ou restringir seu crescimento, afetando seu metabolismo (Olekhnovitch et al., 2014;
Lopes et al., 2021). Citocinas como IL-17 e IL-22 desempenham um papel
complementar na prote¢ao contra a LV, sendo que na LV humana, IL-17 e IL-22 estao
associadas a protegcao contra reexposicao a Leishmania, sugerindo o envolvimento
da IL-17 na imunidade protetora induzida pela vacina, embora os mecanismos
especificos de agado permanegam desconhecidos (Faleiro et al., 2014; Banerjee et al.,
2016).

Altas concentragbes das citocinas TGF-B, IL-4, IL-10 e IL-13 séao
frequentemente ligadas a inibicdo da resposta imune Th1, o que favorece o
desenvolvimento de respostas Th2 e aumenta a suscetibilidade do hospedeiro a
infeccdes (Wilson et al., 2005). Contudo, niveis reduzidos de IL-4 podem elevar a
protecdo conferida por vacinas, incrementar indiretamente a produgao de IFN-y por
linfocitos T CD8* e prevenir agravamentos na infecgao por L. donovani (Stager et al.,
2003).

De acordo com Oliveira e colaboradores (2012), o perfil da resposta imune em
camundongos BALB/c infectados experimentalmente pode mudar conforme o
parasito, a via e a duracgao da infecgcdo. Animais infectados com 10° ou 107 parasitos
subcutaneos tiveram alta produgdo de IL-4 e IL-10, 60 dias apds a infecgdo. A
producgao diminuida de IFN-y e a inativagdo de macrofagos foram determinantes para
0 insucesso desses animais em conter a doenga e para o aumento da carga
parasitaria nos 6rgdos. Por outro lado, animais que receberam 102 parasitos pela

mesma via tiveram uma redu¢ao na producgao de IL-4 e IL-10 e um aumento moderado



27

na produgéo de IFN-y, o que levou a uma redugao da carga parasitaria entre 45 e 60
dias ap6s a infecgéo (Oliveira et al., 2012).

Nos camundongos, a eliminacdo dos parasitos hepaticos ocorre
aproximadamente duas semanas apods a infec¢ao, devido a formagao de granulomas
pela interacdo entre linfocitos T, células dendriticas e macrofagos infectados. A
eficacia da vacina ou a progressao da doenga podem ser preditas pelo grau de
granulomatose no figado, assim como pela imunidade celular em animais expostos
(Carrion et al., 2006). Diferentemente do que acontece no figado, o bago e a medula
O0ssea atuam como reservatorios para o parasito, causando infecgao cronica. A falta
de resposta granulomatosa no bago e a redugdo da producédo de IL-12 pelos
macrofagos locais levam a um aumento da carga parasitaria nesse 6rgao (Nieto et al.,
2011).

Embora os modelos de LV em camundongos para pesquisa de vacinas néo
reproduzam exatamente a LV humana, a utilizagao de um inéculo com um alto niumero
de parasitos provoca alteragdes patologicas que tornam a doenga mais semelhante
entre os dois mamiferos (Carrién et al., 2006). Pesquisas indicam que camundongos
BALB/c vacinados com L. donovani desenvolvem manifestacbes clinicas como
hepatoesplenomegalia, que podem ser observadas por até seis meses apds a
infeccdo (Mazumder; Anam; Ali, 2004; Bhowmick; Ali, 2009).

A evolugédo da doencga neste modelo esta ligada a inibigao das respostas Th1,
causada pela diminuicdo da produgéo de IFN-y e IL-12 por esplendcitos de animais,
bem como pelo aumento da produgéo de IL-4 e IL-10 por essas células. Camundongos
infectados mostraram elevacao dos niveis de TGF- e reducao dos niveis de TNF-a
quatro meses apds a infeccdo, o que também diminuiu a producdao de NO por
macrofagos, contribuindo para a progressao da doenga (Das; Ali, 2012).

Em relacdo a resposta humoral, alguns pesquisadores sustentam que os
anticorpos nao desempenham um papel protetor contra a infecgdo por Leishmania
spp. € podem até mesmo contribuir para a progressao da doenga (Coelho et al., 2003,
Kedzierski; Evans, 2014). Contudo, um aumento na produgao de anticorpos do isotipo
IgG2a indica uma tendéncia ao perfil de resisténcia. Em contrapartida, a evolugéo da
doenca esta ligada a uma predominancia de anticorpos do isotipo IgG1 direcionados

aos antigenos do parasito (Martins et al., 2013; Costa et al., 2014).
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2.6 Resposta imune em humanos

Em humanos, a gravidade da LV esta associada a niveis elevados de IL-10 na
fase ativa da doenca, o que colabora para a proliferagao parasitaria e o sucesso da
infeccao (Fievez et al., 2019). A resposta imune humana envolve citocinas, moléculas
que participam na coestimulagao e ativam as células T auxiliares. Acredita-se que a
diferenga entre resisténcia e suscetibilidade a infecgéo esteja relacionada a expanséo
das células T auxiliares Th1 e Th2 (Reis et al., 2006).

Estudos realizados in vivo, servindo como modelos experimentais em humanos
e camundongos, sugerem que a expressao de iINOS por macréfagos ativados é o
principal mecanismo de agao no controle da leishmaniose (Serarslan; Atik, 2005). A
sintese de NO por macréfagos ativados € mediada por citocinas derivadas de células
do tipo Th1, principalmente IFN-y (Bogdan; Roallinghoff; Diefenbach, 2000). O
envolvimento de células Treg no controle da infecgéo por L. infantum foi descrito em
humanos e camundongos (Gantt et al., 2003; Campanelli et al., 2006).

Em humanos, a resposta imune a infecg¢ao por Leishmania nao é tao especifica
quanto a resposta em camundongos, devido a sua complexidade. Essa resposta
envolve o papel de citocinas, moléculas co-estimulantes e saliva do flebotomineo
(Rogers et al., 2002). Um estudo de Aga e demais autores (2002) demonstraram que
a incubacdo de PMNs humanos in vitro na presenca de L. major resultou em um
aumento na secregdo de IL-8. Esses dados sugerem que o recrutamento de PMN
pode ser importante para o parasito durante a infecg¢ao in vivo.

Van Zandbergen e demais autores (2002) demonstraram que o promastigota
de Leishmania pode induzir e recrutar ativamente a migracdo de PMN humanos
através da liberagao de fator quimico (LCF). O LCF tem atividade no recrutamento de
neutréfilos sem atuar em leucécitos e células NK. Tem sido sugerido que o
recrutamento de neutréfilos ocorre via LCF induzida por parasitos e IL-8 que funciona
como um loop de amplificagao para recrutar PMNs para o local da inflamagao. Além
disso, eles demonstraram que houve uma diminuigdo nos niveis de IP-10 em PMNs
incubados com promastigotas de Leishmania. A IP-10 € uma quimiocina da classe
CXC produzida por PMN que recruta e ativa células NK e linfocitos Th1 para o local
da resposta inflamatdria. Assim, ajudando a estabelecer uma resposta imune eficaz

contra patégenos intracelulares. Ao reduzir a produgao dessa quimiocina, acredita-se
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que o parasita suprima a formagao de uma resposta imune efetiva, facilitando a
infecgao.

No entanto, a resisténcia ou suscetibilidade a doencas em humanos nao é
explicada exclusivamente pelos padrées de resposta Th1, ou Th2, e as respostas
imunes podem ser fortemente influenciadas por fatores como o estado nutricional,
coinfec¢des, drogas imunossupressoras, infeccdo pelo HIV e variacbes genéticas
entre os individuos (Costa-da-Silva et al., 2022).

Nascimento et al. (2016) mostraram que a via NOD2-RIP2 ¢é ativada na
leishmaniose visceral em camundongos e humanos, e serve como modelo de
imunidade adaptativa associada a perfis Th1. Com relagcdo ao DLA-DRB1, Fakiola et
al. (2011) determinaram que polimorfismos comuns na regido DRB1-HLA-DQA1 do
antigeno leucocitario humano (HLA) da regido do MHC sao fatores de risco genético
para LV. Seus efeitos parecem atravessar divisdes epidemiologicas de geografia e
especies de parasitos, com analises realizadas em duas populagdes humanas
diferentes na India e no Brasil. De fato, essas regides génicas estdo associadas ao
MHC IlI, que esta envolvido na eliminagcdo completa do parasita e tém sido utilizadas
para avaliar a suscetibilidade a leishmaniose visceral em estudos caninos e humanos

para estudos de polimorfismos (Cecilio et al., 2014).

2.7 Desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses

Historicamente, a LC é o foco dos testes de vacinas. Sabe-se ha séculos que
os individuos curados de lesdes cutaneas primarias de LC estao protegidos de novas
infeccbes. Ao longo do tempo, diferentes preparacdes foram propostas e muitos
estudos foram realizados com o objetivo de criar uma vacina que apresentasse
resultados aceitaveis na protecdo contra a infeccdo causada por Leishmania spp.
(Evans; Kedzierski, 2012).

Uma pratica secular em paises com Leishmania, especialmente no Oriente
Médio, foi a leishmanizagao, pioneira em estratégias vacinais. Processo que envolve
a implantagdo de um parasito que € transmitido de uma pessoa com uma lesao
cutanea ativa para um local anatémico onde o crescimento e a cicatrizagdo sdo menos
irritantes, como as nadegas. Neste método observou-se que a cicatrizagao de feridas

protegia os receptores de novas infec¢des por Leishmania ao longo da vida.
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A leishmanizagao floresceu em meados e apds o século XX, principalmente no
que diz respeito a militares envolvidos em conflitos em areas endémicas do Oriente
Médio. Aproximadamente 2 milhdes de pessoas receberam inoculagao neste cenario,
incluindo alguns refugiados, e o numero de novos casos diminuiu significativamente.
Os efeitos adversos incluiram reagdes localizadas agravadas pelo curso normal da
doenga das principais espécies injetadas de Leishmania e hipersensibilidade. A
confiabilidade e a viabilidade dos parasitos inoculados também variam muito. Diante
destes resultados, esta técnica foi amplamente abandonada por varios paises,
embora atualmente ocorra esporadicamente no Uzbequistdo (McCall et al., 2013;
Parkash et al., 2021).

O uso de parasitos irradiados ou autoclavados para modificar vacinas foi
abandonado devido a resultados conflituantes de eficacia obtidos na década de 1940.
Embora a vacinacao no Oriente Médio com organismos mortos nao tenha conseguido
imunizar os individuos, no Brasil, os ensaios clinicos forneceram excelente protecao.
Inconsisténcias na eficacia de vacinas com parasitos mortos também foram
mencionadas em estudos feitos em murinos na década de 1980. Ensaios clinicos
confirmaram que ha diferengas na eficacia. A eficacia da vacina depende da via de
administracdo. Animais imunizados por via intravenosa ou intraperitoneal exibiram
excelente protecédo contra a doenca, porém esta prote¢ao nao foi observada quando
utilizada a via subcutanea (Handman, 2001; Parkash et al., 2021).

Vacinas utilizando parasitos mortos ou geneticamente atenuados oferecem um
enorme repertorio de antigenos parasitarios e podem promover uma protegao
significativa contra a infecdo. Em decorréncia dos resultados alcangados em varios
experimentos utilizando este método, foi observado que a persisténcia do patégeno
no organismo do individuo apresenta certa importancia para se alcangar uma resposta
imune protetora e assim, foi sugerido que mais doses vacinais de parasitos vivos
atenuados completassem uma nova alternativa. Apesar deste método vacinal oferecer
um grande repertério de antigenos parasitarios e poder promover protegao
significativa contra a infeccdo, essas vacinas apresentam baixa estabilidade e
seguranga em comparagao com outros tipos de vacinas (Selvapandiyan et al., 2014;
Brito et al., 2018).

Este método de imunizagcao pode ser alcangado por cultura in vitro com meios
modificados, temperatura alterada, irradiagdo gama ou mutagao genética. (Foroughi-

Parvar; Hatam, 2014). Esse tipo de vacina foi testado em varios modelos animais, que
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demonstraram que os parasitos modificados sao reconhecidos pelas células do
hospedeiro da mesma forma que os parasitos altamente virulentos e permanecem
algum tempo no corpo sem se multiplicar. A presenga do parasito permite que o
sistema imunolégico do hospedeiro monte uma resposta especifica ao antigeno e
ativa células efetoras e de memodria que sado produzidas para protegé-lo. Uma
preocupagao em relagdo ao uso desta vacina € a possivel reversao da viruléncia do
parasito. Uma solucdo alternativa para esse problema, no entanto, € remover esses
genes de viruléncia, o que permitiria 0 estudo desses candidatos a vacina.

A utilizac&o de parasitos mutantes sensiveis a determinadas drogas, bem como
a utilizagao de espécies nao patogénicas, como L. tarentolae, seria também possiveis
alternativas, pois, mais de 90% dos genes desta espécie sdo compartilhados com
outras espécies patogénicas de Leishmania, ndo causa sintomas clinicos da
leishmaniose em mamiferos e, portanto, & seguro para o uso em humanos. E
importante ressaltar que L. tarentolae exibe sensibilidade ao antiménio pentavalente,
anfotericina B, miltefosina e paromomicina semelhante a outras espécies patogénicas
de Leishmania em humanos.

A disponibilidade da espécie ndao patogénica, L. tarentolae, nos fornece o
recurso para avaliagao preliminar in vitro de novas drogas antileishmaniais. Embora,
ainda deve-se priorizar a seguranga da vacina e atentar para a possibilidade de que
parasitos vivos estao susceptiveis a mutacdes espontaneas, além de se considerar a
dificuldade de producdo e analise de qualidade em larga escala (Kumar; Engwerda,
2014; Yu et al., 2020).

As estratégias de desenvolvimento de vacinas contra parasitos incluem o uso
de extratos brutos dos proprios parasitos, proteinas recombinantes purificadas,
peptideos sintéticos representativos de epitopos imunogénicos e fragdes de DNA
inseridas em plasmideos (Kutzler; Weiner, 2008; Moyle; Toth, 2013; Hotez; Bottazzi;
Strych, 2016). Essas abordagens visam induzir respostas imunoldgicas especificas
contra os parasitos, utilizando métodos de entrega que podem variar de vacinas
injetaveis a vacinas de DNA e uso de vetores virais (Draper; Heeney, 2010). A escolha
do sistema de entrega depende das caracteristicas do parasito, do hospedeiro e dos
objetivos da vacinacdo, sendo fundamental considerar a seguranca, eficacia e
praticidade de cada método.

Vacinas utilizando extratos brutos dos parasitos, proteinas recombinantes

purificadas, peptideos sintéticos e fracbes de DNA inseridos em plasmideos, vém
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sendo testadas com diferentes sistemas de entrega. Os principais exemplos para

determinadas propriedades de diferentes tipos de vacinas contra Leishmania podem

ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1 — Varios exemplos de diferentes tipos de vacinas contra Leishmania

Tipo de vacina Componente Forma clinica Beneficios Preocupacgodes
essencial
Leishmanizagao L. majorou L. LT Dose unica; N&o é segura
tropica viva e Imunidade forte e de
virulenta longo prazo
Vacinas mortas Espécies de LT Mais seguro do que Menos potentes que as
Leishmania vacinas vivas vacinas vivas;
mortas Requerem multiplas
doses
BT1-/- LV Mais seguro do que Risco de reverséo ao
Vacinas vivas Ldp27-/- LV protegao as vacinas em geral; estado virulento;
geneticamente cruzada para Estimular o sistema Necessidade de cadeia
modificadas LT e LMC imunologico como na de frio para transporte
HSP70-I1 LT, LV infecgdo natural;
KHARON1 LV N&ao requer varias
Cen-/- LT, LV doses
a. recombinante
LEISH-F1
LEISH-F2
Vacinas LEISH-F3 LT, LV
recombinantes e  b. LdA2, Ldp27, Sem risco Precisa de cadeia fria
de subunidades elF-2, NH, CPA, Induz forte resposta para transporte;
CPB, SMT, H1, imune Precisa de adjuvante
HSP, LACK
c. Antigenos da
saliva de
flebotomineos:
LJM19, LJL143,
PdSP15
A2, LACK,
TSA + LmSTI1,
. gp63, KMP-11,
Vacinas de DNA CPB, NH36,
LelF, gp63+ Seguro
HSP70, Vetores LT,LVe Nao ha necessidade Baixa poténcia em
MIDGE-Th1 que LPKD de resposta imunes humanos
codificam antigeno-especificas
epitopos elicitadas adjuvantes
conservados de
células T de
KMP-11, TSA,
CPA e CPB
Adenovirus
semiano
expressando NH
e SMT
Imunidade ao longo Formacéo e duragéo
Vacinas vivas L. tarentolae LV da vida; desconhecidas da

nao patogénicas

Sem reversio ao

estado virulento;

Protecao cruzada
entre espécies

memoria; Necessidade
de cadeia fria para
transporte

Fonte: Elaborada pelo autor com base nos dados de Dinc (2022).
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As vacinas de segunda geragdo sao compostas por varias proteinas
recombinantes, produzidas por células geneticamente modificadas, como virus e
bactérias, fragbes de proteinas naturais purificadas de antigenos parasitarios,
parasitos, peptideos sintéticos e até parasitos geneticamente modificados (Volpedo et
al., 2021; Dinc, 2022). Esses compostos de segunda geragcao sdo mais viaveis para
vacinacdo em massa e sua natureza recombinante facilita o acesso a producao
econdmica e em larga escala (Velez; Galego, 2020).

Muitos candidatos a vacinas de subunidades estimulam respostas imunes
protetoras eficazes na prevencao da infeccdo por Leishmania. Uma vantagem das
vacinas de subunidades é que nao ha risco de infecgdo, garantindo assim a
adequacao para individuos imunocomprometidos (Ahmed et al., 2004; Dinc, 2022). O
primeiro antigeno recombinante utilizado para imunizagdo contra a leishmaniose foi a
glicoproteina gp63. E considerada uma proteina de viruléncia do parasito, encontrada
em todas as espécies do género Leishmania. Tanto as proteinas nativas quanto as
recombinantes foram capazes de incitar uma resposta protetora em camundongos,
demonstrando que essa imunogenicidade estava associada nao apenas a
conformacgao nativa, mas também ao processamento e apresentacdo de peptideos
(Das; Ali, 2012).

Antigenos expressos em amastigotas parasitarias tém sido menos estudados
como candidatos a vacina contra a leishmaniose devido a dificuldade de cultivo dessa
forma. Portanto, a maioria dos estudos de vacinas tem se concentrado em antigenos
expressos por Leishmania spp. Uma possivel estratégia para criar uma vacina contra
a leishmaniose é focar no amastigota, o estagio do parasito que vive e se multiplica
dentro das células do hospedeiro. O amastigota é responsavel pelos sintomas e
transmissao da doenca, e pode desencadear uma resposta imune do hospedeiro se
for reconhecido pelo sistema imunoldgico. Uma vacina que contém antigenos do
amastigota poderia ajudar o hospedeiro a combater a infecgao e reduzir o dano
causado pelo parasito (Dey et al., 2007).

Ha evidéncias de que imunizar animais com extratos de parasitos na forma
amastigota ou com antigenos derivados de tais formas pode protegé-los da doenca
(Goto et al., 2011). Alguns desses antigenos também foram testados em humanos
como potenciais candidatos a vacina (Coler; Reed, 2005). Os mecanismos exatos de
como as vacinas baseadas em amastigotas funcionam n&o sao claros, mas podem

envolver os dois tipos de imunidade, celular e humoral, bem como respostas imunes
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naturais (Okwor; Uzonna, 2008). Além disso, as formas amastigotas residem no
interior das células fagociticas e sao alvos para LT CD4" e LT CD8*, elementos
envolvidos na imunidade protetora contra Leishmania spp. (Fernandes et al., 2012).

Para o desenvolvimento de uma vacina peptidica, o estudo dos epitopos
através de ferramentas de bioinformatica e o conhecimento em relacéo a ativacao de
LT e LB s&o de grande importancia. Uma estratégia promissora € o uso de peptideos
sintéticos como antigenos vacinais. Peptideos sintéticos sdo moléculas que imitam
partes das proteinas naturais que sao importantes para a interagao entre o parasito e
0 hospedeiro. Essas partes sdo chamadas de epitopos e sao responsaveis por ativar
a resposta imune. Estes compostos podem reproduzir a estrutura e a fungdo dos
epitopos das proteinas naturais, mas com algumas vantagens. Eles podem ser
produzidos em laboratério com precisao e diversidade, usando aminoacidos que nao
sdo encontrados nas proteinas naturais ou modificando a ligagdo entre os
aminoacidos (Grob et al., 2016). Essas modificagdes permitem que os peptideos
sintéticos sejam mais estaveis e especificos do que as proteinas naturais. Além de
poderem estimular respostas imunes especificas contra o parasito, sem causar efeitos
colaterais ou reagbes cruzadas com outras moléculas. Eles também podem ser
otimizados para aumentar sua capacidade de induzir uma resposta imune
(imunogenicidade), sua resisténcia a degradacao ou alteracao (estabilidade) e sua
forma de entrar no organismo (entrega).

Varios peptideos sintéticos foram testados como candidatos a vacinas contra a
leishmaniose, sozinhos ou combinados com outras substancias que potencializam a
resposta imune (adjuvantes) ou que aumentam a imunogenicidade ou estabilidade
dos peptideos (carreadores). Alguns desses peptideos mostraram resultados
promissores em modelos animais e ensaios clinicos, induzindo imunidade protetora e
reduzindo a carga parasitaria (Joshi et al., 2014; Brito et al., 2018).

Atualmente existem quatro vacinas fracionadas, Leishmune® (Zoetis Industria
de Produtos Veterinarios LTDA, S&o Paulo, Brasil), Leish-Tec® (Hertape Calier Saude
Animal S/A, Juatuba, Brasil), CaniLeish® (Virbac, Carros, Franga) e Letifend® (3P
Biopharmaceuticals SL, Navarra, Espanha), foram licenciados e obtiveram um
sucesso impressionante na prevengao da leishmaniose em caes. Destas, foram
comercializadas Leishmune® e Leish-Tec® no Brasil, CaniLeish® e Letifend® na
Europa (Velez; Galego, 2020; Dinc, 2022). As vacinas fracionadas contra Leishmania

parecem ser utilizadas eficientemente em areas cruciais para o controle da infeccao
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por Leishmania (Dinc, 2022). Os principais mecanismos de agao e a situagao das
vacinas contra Leishmania na fase de ensaio clinico podem ser visualizados na tabela
2.

Tabela 2 — Principais mecanismos de acao e situagao das vacinas contra Leishmania na fase de ensaio
clinico

Nome da Componente/antigeno Adjuvante Mecanismo de Fase clinica
vacina essencial agao
Promastigotas de L. Ativagéo de
Leishvaccine amazonensis mortas por BCG células B CD4+, [
completo CD8+
Leishmune FML Saponina AtlYagao de 1]
células T
I . . Inducéo de
CaniLeish LIESP Saponina células Thi 1]
LEISH-F1 TSA+LmSTI1+LelF MPL-SE Alivagao de |
células T
LEISH-F2, projetado a Ativacao de
LEISH-F2 partir de LEISH-F1 MPL-SE células T .
LEISH-F3 NH+SMT GLA-SE Alivaggo de |
células T
Leish-Tec Proteina A2, L. donovani Saponina AtlYagao de 1]
células T
SMTY¥+ NH¥ NH+SMT GLA-SE Ativagao de |
células T
Ampla ativagao
ChAd63-KH KMP-11+HASPB de células T Il
CD8+

Fonte: Elaborada pelo autor com base nos dados de Dinc (2022).

No entanto, muitos desafios e limitagdes permanecem para as vacinas
baseadas em peptideos sintéticos usadas em larga escala para a prevengao e
controle da leishmaniose. Porquanto, os peptideos também apresentam
desvantagens, como a incapacidade de alguns individuos responderem a um
determinado estimulo. Vacinas com peptideos isolados geralmente ndo séo capazes
de induzir uma resposta protetora, precisam ser misturadas com outros antigenos
para poderem estimular essa resposta e/ou utilizar adjuvantes e sistemas de entrega
diferentes (Handman, 2001). Peptideos extraidos de proteinas bem estudadas, como
gp63, KMP-11, A2, LPG, cisteina proteinase, entre outras, tém sido utilizados para
sintetizar vacinas, pois mostraram resultados positivos em camundongos (Joshi et al.,
2014). Recentemente, o uso da técnica de phage display selecionou os mimetopos de
Leishmania spp. em clones de bacteriéfagos, capazes de induzir uma resposta

imunogénica com altas concentragdes de IFN-y, induzida principalmente por LT CD8*
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e por reduzir a producao de IL-4, foram capazes de Manter camundongos BALB/c
protegidos contra infecgdo experimental por L. infantum (Costa et al., 2014).

As vacinas de DNA contra leishmania apresentam uma eficacia variavel, que
depende de varios fatores, como a escolha do antigeno, o método de entrega, o
adjuvante e o esquema de imunizagao. Essas vacinas tém algumas vantagens em
relagdo as vacinas tradicionais, como a capacidade de induzir tanto a imunidade
humoral quanto a celular, a estabilidade do plasmideo de DNA e o baixo custo de
producdo. Porém, essas vacinas também tém alguns desafios, como a baixa
imunogenicidade do plasmideo de DNA, a dificuldade de conseguir a apresentacao
cruzada do antigeno e o potencial risco de integragdo no genoma do hospedeiro
(Dunning, 2009).

Diversos estudos testaram diferentes candidatos a vacinas de DNA contra
leishmaniose em modelos animais e ensaios clinicos, usando diferentes combinacdes
de antigenos de Leishmania, como NH36 (Martinez-Florez et. al., 2020), p36-LACK
(Melby et al., 2001), A2 (Zanin et al., 2007), CPa/CPb (Rafatti et. al., 2001), GP63
(Mazumder et al., 2011). Alguns desses estudos mostraram resultados promissores
em termos de reducdo da carga parasitaria e aumento das respostas imunes
protetoras, especialmente quando combinados com drogas imunomoduladoras ou
esquemas heterélogos de priming-boosting (Martinez-Flérez et al., 2020).

No entanto, nenhuma dessas vacinas alcangou eficacia ou durabilidade
suficientes para ser licenciada para uso em humanos ou cdes. Portanto, mais
pesquisas sao necessarias para otimizar o design e a entrega de vacinas de DNA de
Leishmania e avaliar sua seguranca e eficacia em populacées maiores e mais
diversas. Sao discutidas questdes sobre a seguranga das vacinas de DNA, como sua
capacidade de integrar o DNA ao genoma dos mamiferos e induzir o desenvolvimento
de doencgas autoimunes, mas nada foi comprovado até o momento.

Um estudo conduzido por Lage et al. (2020) projetou uma vacina recombinante
sintética in silico, denominada ChimeraT. O composto vacinal continha epitopos
especificos de células T de Leishmania, proibitina, fator de iniciagao eucariotica 5a e
proteinas hipotéticas LiHyp1 e LiHyp2. Apds a injegao da quimera T com saponina
como adjuvante, uma resposta imune do tipo Th1 foi induzida e camundongos BALB/c
foram protegidos contra a infeccéo por L. infantum. Em outro estudo, a proteina
quimera F1F3 (dominio C-terminal do nucleosideo hidrolase NH36) mostrou uma forte

reducdo no tamanho da lesdo da orelha induzida por L. braziliensis. Também
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promoveu as maiores respostas de células T secretoras de citocinas CD4* e CD8",
com predominio de frequéncias de linfécitos T CD4* e CD8*, IL-2*, TNF-a* e IFN-y*
multifuncionais. Assim, proteinas quiméricas poderiam ser consideradas potenciais

candidatas a vacinas para proteger contra doencas humanas (Dinc, 2022).

2.8 Antigenos utilizados neste trabalho

As proteinas LiHyp1 (XP_001468941.1), LiHyV (XP_001462854.1), LiHyC
(XP_001470432.1) e LiHYyG (XP_001467126.1) utilizadas neste trabalho, foram
recentemente identificadas por Coelho et al. (2012), tendo sido reconhecidas, através
da técnica de imuno protedmica, por anticorpos presentes em soros de cdes com
leishmaniose. As proteinas foram identificadas nos genomas de L. infantum (LiHyp1
— Lind.35.1290), L. infantum (LiHyV — LINJ 04 0160), L. infantum (LiHyC -
LINJ_04_0160) e L. infantum (LiHyG — LINJ_04_0160).

O gene responsavel pela codificagdo da proteina LiHyp1 esta localizado no
cromossomo 35 e possui uma sequéncia de 957 pares de bases (pb). A cadeia de
aminoacidos resultante consiste em 318 residuos linearizados, conferindo
solubilidade a proteina. Esta biomolécula ndo possui peptideo sinal e é expressa
predominantemente de forma 73,9% citoplasmatica, 13,1% mitocondrial, 8,7% nuclear
e 4,3% presente no sistema de vesiculas secretoras no citoplasma. Além disso,
apresenta dois epitopos especificos para LT CD8* nas posicoes 166 e 256,
respectivamente, e um epitopo especifico para LB murino na posi¢ao 262.

A proteina é classificada dentro da superfamilia da a-cetoglutarato-Fe*?
oxigenase e é composta por duas subunidades alfa, cada uma contendo um grupo
prolil 4-hidroxilase em sua porcdo C-terminal, além de duas subunidades beta.
Normalmente, as enzimas pertencentes a esta superfamilia catalisam a oxidagao de
substratos organicos via uma molécula de oxigénio, ions de ferro atuando como
cofatores enzimaticos e o 2-OG como um co-substrato, o qual é descarboxilado e
liberado como succinato e gas carbonico. Além disso, a biomolécula desempenha
papel em reacdes de transferéncia para reparo de DNA. A superfamilia das
oxigenases engloba outras enzimas, tais como lisina hidroxilase, isopenicilina sintases
e AlkB, estas podem apresentar diversas funcoes.

Nos metazoarios, as prolil-hidroxilases desempenham um papel crucial

catalisando a conversao de residuos de prolina em hidroxiprolina, enquanto as lisina-
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hidroxilases convertem lisina em hidroxilisina. Ambas as reagdes estao intimamente
ligadas a sintese de moléculas essenciais para a formagao de colageno e outras
proteinas estruturais. Em plantas, algumas dessas enzimas podem participar em
reagdes que resultam na produgéo de horménios e pigmentos. Em bactérias e fungos,
essas enzimas desempenham um papel fundamental na biossintese de antibiéticos,
como a penicilina (isopenicilina sintase) e cefalosporinas (deacetocefalosporina C
sintase). Tanto em eucariotos quanto em procariotos, a proteina AlkB, pertencente a
mesma superfamilia, esta envolvida em reacdes de reparo de DNA, principalmente
por meio da excisao de grupos alquila.

A Proteina hipotética de L. infantum V (LiHyV) é composta por uma sequéncia
de 528 aminoacidos, resultando em um peso molecular aproximado de 53,7 kDa. O
gene responsavel por sua codificagao esta localizado no cromossomo 4, abrangendo
1.587 pb. Esta proteina de superficie, € predominantemente encontrada no estagio
amastigota dos parasitos. Ela foi identificada por meio de anticorpos presentes nos
soros de caes com leishmaniose visceral, tanto sintomaticos quanto assintomaticos.
Similar a outras proteinas utilizadas, a LiHyV apresenta epitopos especificos
reconhecidos por células T CD4* e CD8".

A proteina LiHyC, empregada neste estudo, foi descoberta através da técnica
de imunoprotemémica por Coelho et al. (2012), utilizando anticorpos presentes no
soro de cées com leishmaniose, tanto sintomaticos quanto assintomaticos. Originaria
do genoma de L. infantum, esta proteina foi identificada nas formas amastigota e
promastigota dos parasitos. Sua sequéncia genética revelou similaridades com outras
espécies de Leishmania, como L. major (XP_001684096.1; 95,32%), L. braziliensis
(XP_001562325.1; 92,98%), L. guyanensis (CCM16377,1; 92,98%) e L. mexicana
(XP_003876392,1; 92,40%), indicando um elevado perfil de conservagéo. No entanto,
quando comparada a outros tripanossomatideos, como T. rangeli (RNE97883.1;
60,30%), T. grayi (XP_009314784.1; 60,36%) e T. cruzi (RNF21131,1; 59,90%), a
LiHyC demonstrou apenas pequenas similaridades, evidenciando sua especificidade
para Leishmania sp (Machado et al., 2020).

A proteina LiHyC, contendo 171 residuos de aminoacidos, possui um peso
molecular de 19,6 kDa. Embora seja considerada hipotética, foi previamente
examinada quanto a sua capacidade antigénica frente a soros de cées e humanos
com LV, demonstrando resultados promissores para sua aplicacdo em um teste

diagndstico para a doenga. Devido ao seu alto potencial de ser reconhecida pelo
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sistema imunologico e a facilidade de obtencdo da proteina em sua forma
recombinante, foi decidido neste estudo utilizar a LiHyC para compor a quimera T
como alvo imunogénico.

Recentemente, Machado et al. (2022a; 2022b; 2022c) demonstraram que a
LiHyC recombinante provocou a produgéo de altos niveis de IFN-y, IL-12 e fator GMSF
em sobrenadantes de cultura celular, além de uma maior expressao de IFN-y avaliada
por RT-qPCR. Houve também a participacao de subtipos de células T CD4 e CD8 na
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2. Uma resposta linfo proliferativa positiva foi
observada em culturas de células de animais vacinados, juntamente com altos niveis
de anticorpos IgG2a especificos para o parasito e nitrito. Os ensaios imunoldgicos
correlacionaram-se com redugdes significativas na carga parasitaria no baco, figado,
medula éssea e linfonodos drenantes de camundongos vacinados, em comparagao
com os valores encontrados nos controles.

A proteina LiHyG (Proteina hipotética conservada [Leishmania infantum
JPCMB5])) é caracterizada por uma sequéncia de 564 nucleotideos que codificam 187
aminoacidos, resultando em um peso molecular aproximado de 21,364 kDa. O gene
responsavel por sua codificagao esta localizado no cromossomo 30.

Um estudo de bioinformatica foi conduzido na sequéncia de aminoacidos da
proteina LiHyG de L. infantum, revelando sua alta homologia com outras sequéncias
proteicas de Leishmania, como L. donovani (XP_003862991.1; 98,40%), L. major
(XP_001684884.1; 95,19%) e L. mexicana (XP_003877423.1; 87,89%), mas ndo com
proteinas de outros tripanossomatideos, como T. theileri (XP_028884856.1; 41,84%),
T. grayi (XP_009306878.1; 39,25%) e T. rangeli (RNF06435.1; 36,21%). Além disso,
foi previsto um epitopo especifico de células B (KRSLESEGEEDAFYRTVD) na
sequéncia de LiHyG de L. infantum, o qual se mostrou conservado em outras
proteinas de Leishmania, mas ndo em tripanossomatideos. A expressao e purificagao
da rLiHyG demonstraram que €& uma proteina soluvel, com cerca de 21,0 kDa
(Machado et al., 2020).

A sequéncia de aminoacidos da proteina quimérica ChimT e a identificagao
das proteinas de origem e das caracteristicas fisico-quimicas da proteina

recombinante podem ser visualizadas na tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas da proteina quimérica ChimT.
KKKKG-LFVNQKLVGTIADVRSYEK (XP_001470432.1; LiHyC)-GKKG-

YIMSGPARYVYFHMVLPVEAQ (XP_001468941.1; LiHyp1)-GKKKG-

Se;:::a GVCVANTNVAAGAHTAALAAAVCVYV (XP_001462854.1; LiHyV)-GKKKG-
SLFVLYMYVTCRGGYTYLQL (XP_001467126.1; LiHyG)-GKKKK
113 aminoacidos
Peso molecular 11,9 kDa
Caracteristicas Ponto isoelétrico 10,71
fisico-quimicas indice de instabilidade 6,09

indice alifatico 93,27
Média geral de hidropatia (GRAVY) 0,019

Fonte: Elaborada pelo autor

2.9 Parametros fisico-quimicos das proteinas

As proteinas sdo biomoléculas que possuem caracteristicas fisicas e quimicas
especificas. Entre essas caracteristicas, podemos citar a massa molecular, o ponto
isoelétrico, a hidrofobicidade, a carga, a solubilidade, a estabilidade e o dobramento.
Essas caracteristicas podem ser determinadas experimentalmente ou estimadas
computacionalmente, além de revelar aspectos importantes sobre a estrutura, funcéo
e interagdes das proteinas.

As caracteristicas fisico-quimicas das proteinas tém diversas aplicacbes em
biotecnologia, medicina e bioinformatica. Por exemplo, a massa molecular influencia
a difusao e o transporte de proteinas nas células e tecidos, o ponto isoelétrico afeta a
ligacdo destes compostos organicos a outras moléculas dependendo do pH, e a
hidrofobicidade regula a associacéo e agregacao destas biomoléculas a membrana
(Wilkins et. al., 1999).

Atualmente, métodos de aprendizado de maquina foram desenvolvidos para
melhorar a precisao e eficiéncia da estimativa da solubilidade de proteinas com base
em padrdes fisico-quimicos de sequéncia e informagao de representacao distribuida
(Wang; Zou, 2023). A modelagem e analise estrutural in silico das caracteristicas
fisico-quimicas pode auxiliar na compreensao da fungdo e evolucdo das proteinas
(Santhoshkumar; Yusuf, 2020).



41

2.9.1 Massa molecular

A massa molecular € a massa total de uma unica molécula de um composto,
sendo calculado somando-se as massas atdmicas dos atomos que compdem a
biomolécula. O P.M. é utilizado na quimica para determinar a estequiometria nas
reagcdes e equagdes quimicas, e pode ser expresso em unidades de massa atdbmica
(u) ou daltons (Da). Tanto a massa atdbmica quanto a massa molecular sado definidas
em relagcdo a massa do isétopo carbono-12, que recebe um valor de 12 u. O P.M.
pode ser determinado pela combinagao de sedimentacao por gradiente e filtragdo em

gel, técnicas disponiveis na maioria dos laboratérios de bioquimica (Erickson, 2009).

2.9.2 Ponto isoelétrico

O ponto isoelétrico (pl) de uma proteina € o valor de pH no qual a biomolécula
n&o tem carga elétrica liquida. E uma propriedade de uma proteina que depende da
composi¢cdo e dos valores de pl de seus aminoacidos constituintes. O pl destas
moléculas pode ser calculado a partir da média dos valores de pKa dos grupos
ionizaveis na proteina, como o agrupamento carboxila e amino dos aminoacidos
(Bjellgvist et. al., 1994).

Alternativamente, o pl de wuma proteina pode ser determinado
experimentalmente por métodos como focalizagao isoelétrica, cromatografia de troca
idbnica ou eletroforese (Kozlowski, 2017). Esses métodos separam as proteinas com
base em sua carga liquida e mobilidade em um campo elétrico ou um gradiente de
pH. O pl de uma proteina é importante para sua purificacido, solubilidade, estabilidade
e interagcdo com outras moléculas. As proteinas tendem a ter solubilidade minima e
estabilidade maxima em seu pl, porque nao interagem com agua ou outras moléculas
carregadas (Tokmakov; Kurotani; Sato, 2021).

No entanto, as proteinas também podem se agregar ou precipitar em seu pl, o
que pode afetar sua funcéo e atividade. Portanto, conhecer o pl de uma proteina pode
ajudar a otimizar seu isolamento e caracterizacdo em estudos bioquimicos e

protedmicas (Kozlowski, 2022).
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2.9.3 indice de instabilidade

O indice de instabilidade proteica (PIl) foi desenvolvido por Guruprasad e
colaboradores (1990), sendo uma medida da estabilidade de uma sequéncia proteica
baseada na ocorréncia de dipeptideos.

Os valores de instabilidade dos dipeptideos sao derivados de uma analise
estatistica da meia-vida das proteinas em E. coli. Um valor de PIl acima de 40 indica
que a proteina ¢é instavel, no entanto, se for abaixo de 40 adverte que a molécula é
estavel. O Pll pode ser usado para prever os efeitos de mutacgdes, delegdes, insergdes

ou substituicdes na estabilidade de uma proteina (Guruprasad et. al., 1990).

2.9.4 indice alifatico

O indice alifatico de uma proteina € um parametro que reflete o volume relativo
ocupado pelas cadeias laterais alifaticas de quatro aminoacidos: alanina, valina,
leucina e isoleucina. Essas cadeias laterais sdo apolares e hidrofébicas e tendem a
formar estruturas compactas no nucleo da proteina. O indice alifatico é calculado
multiplicando a fragdo molar de cada aminoacido por uma constante que representa
seu volume relativo em comparagao com a alanina. Um indice alifatico mais alto indica
uma maior termoestabilidade das proteinas globulares, pois, as cadeias laterais
alifaticas colaboram para a estabilidade das interacdes hidrofébicas que mantém a
dobra da proteina (lkai, 1980).

2.9.5 Média geral de hidropatia (GRAVY)

A Grande média de hidropaticidade (GRAVY) é uma medida da hidrofobicidade
ou hidrofilicidade de uma sequéncia de proteina. E calculado como a soma dos valores
de hidropatia de todos os aminoacidos, dividida pelo numero de residuos na
sequéncia. O valor GRAVY pode ser positivo, negativo ou zero. Uma pontuagéo
positiva indica maior hidrofobicidade, enquanto uma pontuagéo negativa recomenda
maior hidrofilicidade (Kyte; Doolittle, 1982).
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2.10 Saponina como adjuvante de resposta imune

As vacinas de subunidades modernas contendo antigenos moleculares
homologos foram desenvolvidas para prevenir e tratar muitas doengas humanas, mas
tém baixa imunogenicidade e devem ser usadas em conjunto com adjuvantes para
induzir uma forte resposta imune (Lacaille-Dubois, 2019). Adjuvantes, cujo nome
deriva da palavra latina adjuvare (que significa ajuda) sdo substéncias usadas em
combinagdo com um antigeno especifico para induzir uma resposta imune mais forte
e persistente a um determinado antigeno. O objetivo é fornecer protegdao a longo
prazo, com o beneficio adicional de menos antigeno e menos inje¢des (Lee; Nguyen,
2015; Lacaille-Dubois, 2019).

As saponinas s&o glicosideos surfactantes que contém um nucleo hidrofébico
da estrutura triterpenoide, ao qual esta ligada a cadeia de carboidrato (Rajput et al.,
2007). Sao obtidos da casca da arvore Quillaja saponaria e sao ideais para uso em
experimentos de vacinas, como adjuvantes da resposta imune (Liu et al., 2002;
Ravindran; Ali, 2004). A saponina possui formulagdo simples, de baixo custo e é
considerada segura para uso veterinario (Vitoriano-Souza et al., 2012), porém, seu
uso nao € autorizado para aplicagdo em humanos devido aos seus efeitos adversos.
Efeitos citotdxicos, principalmente hemoliticos, podem ser reduzidos quimicamente
removendo a porgao glicidica da molécula (Palatnik-de-Sousa et al., 2004).

Um dos adjuvantes imunoldgicos mais potentes e amplamente utilizados € uma
mistura de glicosideo triterpeno soluvel purificada da casca do sabao (Quillaja
saponaria). Apesar dos desafios na producao, controle de qualidade, estabilidade e
toxicidade, a fracdo QS-21 deste extrato exibe propriedades adjuvantes distintas para
uma ampla gama de antigenos. Tem o potencial de aumentar as respostas de
anticorpos e células T clinicamente significativas aos antigenos da vacina contra uma
variedade de doengas infecciosas, degenerativas e cancerigenas (Ragupathi et al.,
2011).

Os adjuvantes de vacina sdo essenciais para a eficacia ideal do imunizante,
imunogenicidade antigénica e resposta imune aprimorada. Os adjuvantes de
saponina, como o produto de carboidrato natural QS-21, estdo entre os candidatos
mais promissores para formulagbes de vacinas, mas desvantagens inerentes
dificultaram seu uso e aprovacéo. Apesar do recente desenvolvimento de derivados

sintéticos com propriedades melhoradas, todo o seu potencial ainda nao foi realizado,
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permitindo a descoberta de novas variantes otimizadas de saponinas com maior

poténcia (Fuentes et al., 2022).

2.11 Lipideo Monofosforil A (MPLA) como adjuvante

O MPLA é um composto quimico derivado do lipopolissacarideo (LPS) de
Salmonella minnesota Re595 (Baldrick et al., 2002; Hu et al., 2013). Apesar do LPS
ser bem conhecido como um potente adjuvante, ele ndo pode ser utilizado em
humanos por causar toxicidade extrema. A remocao de um fosfato e um grupo de
acidos graxos do LPS resulta na geragdo de uma nova molécula, MPLA, que mantém
o efeito adjuvante do LPS, mas n&o é toxico para os seres humanos (Vernacchio et
al., 2002; Thompson et al., 2005; Hu et al., 2013). O MPLA tem grande apelo como
adjuvante em vacina humana, por exemplo, contra hepatite, papilomavirus e herpes-
z6ster (Shingrix), que sdo administradas com seguranca a milhdes de pessoas em
todo o mundo (Evans et al., 2003; Alonso et al., 2004; Casella; Mitchell, 2008).

O MPLA é um agonista de TLR4, induzindo uma resposta imune de células T
CD4* do tipo 1 (Th1), que desempenha um papel critico na maturagao da afinidade
de anticorpos e foi recentemente licenciada como adjuvante da vacina contra o virus
do papiloma humano (HPV) na Europa e nos EUA (Patil et al., 2014; Garcia-Gonzales
etal.,, 2019; Chen et al., 2019). Assim, o MPLA regula diretamente a fungao de células
T CD4 humana via lipidio A e dependente de TLR2 e TLR4. O efeito final do sinal
MPLA nas células T é alcangar uma ativagao celular Th1 otimizada que protege contra
patdgenos com risco minimo para os tecidos hospedeiros. Portanto, o MPLA é um
adjuvante capaz de melhorar a resposta celular B dependente de T apds a imunizagéo
(Chen et al., 2019).

2.12 Identificagao de fatores de viruléncia em Leishmania por prote6mica

Os parasitos do género Leishmania expressam diferentes proteinas para se
adaptarem aos seus hospedeiros e ambientes. Essas proteinas sdo chamadas de
fatores de viruléncia, pois, facilitam a infecgéo, a sobrevivéncia e a transmissao dos
parasitos. Para estudar os fatores de viruléncia em Leishmania, uma das abordagens
mais utilizadas € a protedmica, que é a analise do conjunto de proteinas produzidas

por uma célula, tecido ou organismo (Paape et al., 2016).
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A protedmica pode revelar quais proteinas estdo envolvidas em processos
como a diferenciagdo dos parasitos, a interagdo com as células do hospedeiro, a
resposta a drogas e a determinagcdo da patogenicidade (Singh; Sundar, 2015). A
protebmica também pode fornecer dados sobre a estrutura, a funcao, a localizagao, a
modificagdo e a interagdo das proteinas, bem como sobre os mecanismos de
regulacdo da expressao génica (Sacks; Kamhawi, 2001). Existem varias técnicas de
protedmica, que podem ser classificadas em duas categorias principais: a protedmica
baseada em gel e a protebmica baseada em espectrometria de massa. Cada uma
dessas técnicas tem suas vantagens e limitagdes, e podem ser combinadas para obter
resultados mais abrangentes e confiaveis.

As proteinas sao as moléculas responsaveis por realizar as fungdes vitais das
células. Cada organismo, tecido ou célula possui um conjunto especifico de proteinas,
chamado de proteoma. Este ndo é constante, mas sim varia conforme as condigdes
ambientais, fisiolégicas e moleculares que afetam a expressdo génica. Assim, o
proteoma € um reflexo das atividades celulares e das adaptacdes aos estimulos
externos e internos.

Para entender os processos bioldgicos e as causas moleculares das doengas,
€ importante estudar o proteoma. Existem diferentes métodos para analisar o
proteoma, como a espectrometria de massas, que identifica e quantifica as proteinas
de uma amostra bioldgica com base na sua massa e na sua carga (WILKINS et al.,
1996). Outro método € a microscopia de fluorescéncia, que mostra a localizagéo e o
movimento das proteinas nas células usando corantes fluorescentes (Lippincott-
Schwartz; Snapp; Kenworthy, 2001).

Por serem moléculas complexas e diversas, as proteinas desempenham
diversas fungdes bioldgicas. Dependendo do tipo de célula em que sé&o expressas,
eucariotica ou procarioética, elas podem passar por diferentes tipos de alteragdes pos-
transcricionais, como fosforilagao, nitrosilagédo, glicosilagéo, entre outras (Jensen,
2004). Essas alteragdes podem influenciar as caracteristicas e as intera¢gdes das
proteinas, modificando o seu papel biolégico. No entanto, nem sempre a expressao
de proteinas é proporcional a produgao de RNA mensageiro (mMRNA) (Anderson;
Seilhamer, 1997; Gygi et al., 1999; Mcnicoll et al., 2006a; 2006b). Por isso, é
importante estudar as proteinas em nivel molecular, para entender melhor os seus

mecanismos de agao e regulacdo. Segundo Anderson e Seilhamer (1997), Gygi et al.
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(1999), Jensen (2004) e Mecnicoll et al. (2006a; 2006b), esses estudos podem
contribuir para o avango do conhecimento sobre as proteinas e suas fungoes.

As espécies de cinetoplastideos ndo possuem interrupgdes (introns) entre as
regides codificantes de seu genoma, com excegcdo do gene que codifica a poli-A
polimerase (Mair et al., 2000). Portanto, ndo ocorre um evento de "splicing" alternativo
para formagdao de mRNA em Leishmania spp. Modificagdes pds-traducionais e alguns
tipos de modificagdes pos-transcricionais sdo responsaveis pela diversidade dos
produtos génicos analisados nas estruturas deste organismo. Portanto, as técnicas de
protedmica representam ferramentas fundamentais para o estudo da expressao de
proteinas que tém papel direto na bioquimica e no funcionamento celular.

Abordagens como a proteGmica permitem a identificagdo de proteinas
expressas em diferentes microrganismos e patégenos, que podem ser avaliadas como
marcadores diagndésticos, candidatos a vacinas e/ou alvos de substancias contra as
doencgas (Coelho et al., 2012). Recentemente, um estudo de protedmica com L.
amazonensis mostrou que o cultivo in vitro de promastigotas imobilizados por 150 dias
induziu alteragcbes no conteudo proteico dos parasitos, além de uma diminuicao
significativa na viabilidade e infectividade in vivo (Magalhaes et al., 2014). Algumas
moléculas diminuiram sua expressao, enquanto outras apresentaram aumento,
permitindo inferir seu papel na infeccao in vivo € no metabolismo in vitro do parasito,
respectivamente.

Dessa forma, no presente trabalho, uma proteina quimérica recombinante
(ChimT), que se baseou nos principais epitopos da célula T de quatro proteinas
imunogénicas (LiHyp1, LiHyV, LiHyC e LiHyG) de Leishmania, que foram encontradas
expressas na fase de amastigota dos parasitos, foi utilizada como candidato a vacina
num modelo de murino para proteger contra a infecgdo de L. infantum. A proteina
recombinante foi associada com adjuvantes do tipo Th1, saponina e MPLA, e a

imunogenicidade e eficacia protetora foram avaliadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a imunogenicidade e eficacia protetora em modelo murino de uma

proteina quimérica recombinante contendo epitopos especificos de linfécitos T CD4*

e CD8" associada a adjuvantes de resposta imune tipo Th1 contra a infeccdo com L.

infantum.

3.2 Objetivos especificos

a)

Desenhar, por meio de programas de bioinformatica, uma quimera polipeptidica
contendo epitopos especificos de linfocitos T CD4* e CD8* presentes nas
proteinas LiHyp1, LiHyV, LiHyC e LiHyG. Sintetizar o gene e purificar a proteina
recombinante.

Avaliar a resposta celular e humoral induzida apds a imunizacao, por meio da
dosagem das citocinas IFN-y, IL-2, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 por ELISA de
captura e pela determinacéo dos niveis de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a
especificos a proteina e aos parasitos.

Avaliar o perfil da resposta celular e humoral nos animais imunizados e
infectados, por meio da dosagem das citocinas por ELISA de captura e
citometria de fluxo e da avaliagdo da resposta humoral. Realizar a dosagem de
oxido nitrico (NO) nos sobrenadantes das culturas celulares pela reacao de
Griess.

Avaliar a carga parasitaria em camundongos apos a infecgdo desafio com
formas promastigotas estacionarias de L. infantum no baco, figado, linfonodo
drenante e medula 6ssea dos animais, por meio da técnica de diluicao limitante
e RT-PCR.

Avaliar a imunogenicidade da proteina por meio da dosagem de IFN-y e IL-10
nos sobrenadantes das culturas de células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs) obtidas de individuos saudaveis e de pacientes com LV.
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4 METODOLODIA

4.1 Busca pela estrutura primaria da proteina

Realizou-se a busca pela estrutura primaria de proteinas através do banco de
dados SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss-prot), empregando o cédigo XP como
palavra-chave. As sequéncias das proteinas codificadas pelos identificadores
XP_001468941.1, XP_001462854.1, XP_001466975.1 e XP_001462647.1 foram
salvas em formato TXT para futura predicdo de epitopos mediante analise

bioinformatica.

4.2 Predicao de epitopos de células T CD4* e T CD8* das proteinas

Para a predicao, utilizou-se o programa de bioinformatica Rankpep (Reche PA,
Reinherz EL (2007) Prediction of peptide-MHC binding using profiles Methods Mol
Biol., 409:185-200). Na pagina inicial, inseriu-se a sequéncia completa de cada
proteina no campo de entrada; em seguida, selecionaram-se os alelos A2, A3, A24 e
B7 para células T CD8* (MHC-I) humanas, e os alelos H-2Db, H-2Dd, H-2Kb, H-2Kd,
H-2Kk e H-2Ld para células T CD8* (MHC-I) de camundongos.

Igualmente, escolheram-se os alelos HLA-DR1, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-
DR4, HLA-DR5, HLA-DRS8, HLA-DR9, HLA-DR11, HLA-DR12, HLA-DR13 e HLA-
DR15 para células T CD4+ (MHC-II) humanas e os alelos H-21Ab, H-21Ad, H-2IAs, H-
2|Ed e H-2IEb para células T CD4* (MHC-II) de camundongos.

Para o parametro "Binding threshold", definiu-se a percentagem de 2% para
MHC-I e 5% para MHC-II, e para "Proteasome cleavage", optou-se por "filter off'. Apds
clicar em 'send', selecionaram-se as sequéncias que mostraram as maiores

porcentagens de predigao.

4.3 Predicao de epitopos especificos de células B

As sequéncias das quatro proteinas foram submetidas para a predicdo no
programa de bioinformatica Bepipred 1.0 (Improved method for predicting linear B-cell
epitopes Jens Erik Pontoppidan Larsen, Ole Lund and Morten Nielsen Immunome

Research 2:2, 2006. http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred-1.0/). Na pagina inicial
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do programa, adicionou-se a sequéncia completa de cada proteina no campo
submission; apés, no campo "Score threshold for epitope assignment" utilizou-se do
valor 1.0. Em seguida, clicou-se em submit e as sequéncias com pelo menos 7

aminoacidos consecutivos e sinalizadas com "E" foram entao selecionadas.

4.4 Selegcdao das regioes apresentadas pelos programas como as mais epi-

tépicas, para a construcao da proteina quimérica

As regides das proteinas, que segundo os programas de bioinformatica,
continham epitopos de células T especificas tanto em seres humanos quanto em
camundongos, mas sem epitopos de células B, foram entdo selecionadas para

construir a proteina quimérica, sendo as sequéncias visualizadas na tabela 4:

Tabela 4 — Sequéncias especificas dos melhores epitopos selecionados para construgao da proteina
quimérica T.

Cddigo da proteina Proteina Sequéncias especificas de epitopos
XP_001468941.1 LiHyp1 YIMSGPARYVYFHMVLPVEAQ
XP_001462854.1 LiHyV GVCVANTNVAAGAHTAALAAAVCVV
XP_001470432.1 LiHyC YINNRDIVRQVAATVAEIREARQ
XP_001467126.1 LiHyG PTSLKNLFVKALTLGAAAEVYVL

Fonte: Elaborada pelo autor

4.5 Construcao da proteina quimérica

As sequéncias de aminoacidos correspondentes a cada epitopo foram
traduzidas para sequéncias de codons de DNA utilizando o Mapa do Cédigo Genético
Padréo (Berg; Tymoczko; Stryer, 2004). Posteriormente, essas sequéncias foram
linearmente agrupadas, com espacamento de duas glicinas entre cada uma, para
formar uma unica proteina contendo diferentes epitopos. A disposicdo dos epitopos
dentro dessa proteina quimérica foi escolhida para mimetizar sua disposi¢cao na
proteina de origem, evitando sobreposi¢cao espacial. Para criar um espagamento entre
os epitopos, foram inseridos dois aminoacidos de glicina (GLY) e trés aminoacidos de
lisina (LYS) entre cada epitopo, além de dois aminoacidos de lisina (LYS) seguidos
por um aminodacido de glicina (GLY) nas extremidades inicial e terminal da proteina,

para conferir solubilidade.
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Os epitopos de células T CD4* e CD8" foram avaliados utilizando o servidor
Rankpep (Reche; Reinherz, 2007). Para células T CD8* humanas (MHC-I), foram
considerados os alelos A2, A3, A24 e B7, enquanto para células T CD8* de
camundongo (MHC-I), os alelos H-2Db, H-2Dd, H-2Kb, H-2Kd, H-2Kk e H-2Ld. Para
células T CD4*, foram utilizados os alelos HLA-DR1, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DR4,
HLA-DR5, HLA-DR8, HLA-DR9, HLA-DR11, HLA-DR12, HLA-DR13 e HLA-15 para
humanos, e H-2lab, H-2lad, H-2las, H-2led e H-2leb para camundongos (MHC-II). Os
parametros de limiar de ligagéo utilizados foram de 2% e 5% para MHC-I e MHC-II,
respectivamente. Epitopos de células B foram preditos nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas, mas foram excluidos na sequéncia da proteina quimérica.
As principais regides contendo epitopos de células T humanas e de camundongos
foram selecionadas para a construcdo da proteina quimérica, mantendo-se a
disposigao dos epitopos conforme observado na proteina nativa.

A sequéncia proteica foi otimizada para expressao em células de Escherichia
coli utilizando cddons especificos e redugao de interacdes intramoleculares do RNA
mensageiro, com a ferramenta de otimizacdo de coédons disponivel em
https://www.idtdna.com/CodonOpt. As caracteristicas fisico-quimicas do ChimT foram

avaliadas pela ferramenta ProtParam no servidor ExPASy.

4.6 Analise de estabilidade, solubilidade e antigenicidade

As analises foram conduzidas utilizando os programas ProtParam, PepCalc e
IEDB. Para avaliar a estabilidade, solubilidade e antigenicidade da proteina quimérica
planejada, os resultados foram obtidos respectivamente dos programas ProtParam,
PepCalc e IEDB. Conforme o ProtParam, o indice de instabilidade da proteina foi
calculado como 6,09, indicando sua estabilidade. O PepCalc revelou uma boa
solubilidade da proteina em agua. Quanto a antigenicidade, o IEDB confirmou o
carater antigénico da proteina.

Apods o desenho, a sequéncia de cddons foi submetida a sintese da molécula
de DNA pela GenScript®.
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4.7 Animais de experimentacgao

Foram utilizados camundongos BALB/c (fémeas, com 8 semanas) neste
estudo. Os animais foram obtidos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da UFMG e alojados em instalagdes apropriadas no Biotério do Departamento de
Patologia Clinica do COLTEC, UFMG, conforme as normas adequadas de cuidado e
manejo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEUA) da UFMG, com o protocolo numero 144/2020.

4.8 Parasitos

Formas promastigotas estacionarias de L. infanfum (MHOM/BR/1970/BH46)
foram cultivadas a 24°C em meio Schneider completo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), contendo meio mais 20% de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS, Sigma-
Aldrich), 20 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina
em pH 7,4. O extrato antigénico soluvel de Leishmania (SLA) foi preparado conforme

os métodos previamente descritos por Coelho e colaboradores (2003).

4.9 Amostras de sangue, cultura de PBMCs e analise de citocinas

O estudo recebeu aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Humana da
UFMG, com o numero de protocolo CAAE—-32343114.9.0000.5149. Foram realizadas
coletas de amostras de sangue periférico (20 mL) de seis pacientes diagnosticados
com LV, tanto antes como seis meses apds o tratamento com antimoniais
pentavalentes (Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda, Suzano, Sdo Paulo, Brasil). A
confirmacao da infeccao foi feita através da técnica de PCR, visando identificar o
kDNA de L. infantum em aspirados de bago e/ou medula éssea. Além disso, amostras
foram obtidas de seis individuos saudaveis residentes em area endémica de LV, que
ndo apresentavam sinais da doenca e obtiveram resultado sorologico negativo

utilizando o kit Kalazar Detect™ Test (InBios International®, EUA).
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4.10 Purificagao da proteina recombinante

O gene que codifica ChimT foi sintetizado comercialmente no vetor pET28a-
TEV pela GenScript® (EUA). A proteina recombinante foi expressa em células Artic
Express (DE3, Agilent Technologies, EUA), sendo induzida pela adicao de 1 mM de
isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG; Sigma-Aldrich, EUA), com agitacao a 100
x g por 24 horas a 12°C. As células foram lisadas por meio de cinco ciclos de ultrassom
de 30 segundos cada (38 MHz), seguidos por seis ciclos de congelamento e
descongelamento. Os detritos celulares foram eliminados por centrifugacdo e a
proteina ChimT foi purificada utilizando uma coluna de afinidade HisTrap HP
conectada a um sistema AKTA (GE Healthcare, EUA), e posteriormente submetida a
purificagdo em uma coluna de filtragdo em gel Superdex™ 200 (GE Healthcare Life
Sciences, EUA). Para remover o conteudo residual de endotoxinas, a proteina
purificada foi passada através de uma coluna de polimixina-agarose (Sigma-Aldrich),
resultando na detecgdo de menos de 10 ng de lipopolissacarideo por 1 mg de proteina,
utilizando o Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte Kit (modelo QCL-1000,
BioWhittaker, EUA).

4.11 Vacinagao e infecgao experimental

Dezesseis camundongos por grupo foram submetidos a vacinagéo subcuténea
no coxim plantar esquerdo com ChimT (20 pg), associada ou ndo a saponina (20 ug;
Quillaja saponaria bark saponin, Sigma-Aldrich, EUA) ou MPLA (20 ug; catalogo
1246298-63-4, Sigma-Aldrich). Adicionalmente, os animais receberam saponina (20
Mg), MPLA (20 pg) ou apenas solugdo salina. Cada grupo experimental recebeu trés
doses, administradas em intervalos de 14 dias. Trinta dias apds a ultima dose, oito
animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia, momento em que foram
coletadas amostras de bago e sangue para ensaios imunolégicos. Simultaneamente,
os outros oito animais de cada grupo foram infectados por via subcutanea no coxim
posterior direito com 107 promastigotas estacionarias de L. infantum. Quarenta e cinco
dias apos a infecgdo, estes animais foram eutanasiados, e amostras de 6rgaos e

sangue foram coletadas para ensaios imunoldgicos e parasitologicos.
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4.12 Producgao de citocinas e nitrito e avaliagao de subtipos de células T

produtoras de IFN-y

Esplendcitos foram obtidos de animais antes e apés o desafio (n=8 por grupo
em cada etapa). As células (5 x 10° por pogo) foram cultivadas em meio RPMI 1640
completo (controle), composto por meio mais 20% de soro fetal bovino (FBS), 20 mM
de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, em pH 7 4.
Em seguida, foram estimuladas com ChimT ou L. infantum SLA (10,0 e 25,0 ug/mL,
respectivamente), por 48 horas a 37°C em 5% de CO2. Posteriormente, os niveis de
IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF no sobrenadante da cultura foram avaliados
utilizando kits comerciais de ELISA de captura (BD OptEIA™ set mouse Kkits,
Pharmingen®, San Diego, CA, EUA), conforme as instrugdes do fabricante. Além
disso, os sobrenadantes celulares de animais infectados e vacinados foram utilizados
para avaliar a producdo de nitrito por meio da reacao de Griess (Lage et al., 2020).

Para avaliar a contribuicdo dos subtipos de células T CD4* e CD8" na produgao
de IFN-y ap6s o desafio, as células do bago foram incubadas na presengca de
anticorpos monoclonais contra moléculas CD4 (GK 1.5) ou CD8 (53-6.7) de
camundongo (5 pug/mL cada), por 48 horas a 37°C em 5% de CO2. O sobrenadante
celular foi coletado e a producao de IFN-y também foi avaliada por ELISA de captura.
Para controle, foram utilizados anticorpos pareados por isétipos IgG2a de
camundongo (R35-95) e IgG2b de camundongo (95-1). Todos os anticorpos (sem
azida/baixa endotoxina™) foram adquiridos da BD Pharmingen® (EUA) (Ribeiro et al.,
2020).

4.13 Expressao de IFN-y em camundongos infectados e vacinados

A expressdo génica de IFN-y foi avaliada apdés o desafio nas culturas de
esplendcitos estimuladas por SLA, utilizando a técnica de RT-qPCR (Machado et al.,
2022a; 2022b; 2022c). Para isso, o RNA foi extraido do bago dos animais (n=8 por
grupo) utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme as
instrucdes do fabricante. O RNA foi suspenso em agua destilada UltraPure™
DNase/RNase-free (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), e a concentracdao de RNA foi

medida em espectrofotdmetro NanoDrop LITE (Thermo Scientific, Waltham, MA,
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EUA), utilizando razbes de absorbancia de 260/280 nm. A qualidade da amostra foi
avaliada em gel de eletroforese de agarose (1.5% p/v). O RNA extraido foi tratado
com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 15 minutos a temperatura ambiente,
e a enzima foi desativada utilizando 25 mM de EDTA por 10 minutos a 65°C. Em
seguida, 2 ug de RNA total foram transcritos reversamente utilizando o Applied
Biosystems High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Scientific, EUA),
para gerar acido desoxirribonucleico complementar (cDNA), seguindo os parametros
definidos: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos (Thermo
Scientific, EUA). Foram utilizados os seguintes primers especificos para o gene IFN-y
(Forward 5'-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’ e reverse 5'-
TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3') em um Termociclador 7900HT (Applied
Biosystems). Os transcritos foram normalizados utilizando os genes housekeeping
ACTB e GAPDH. O procedimento foi otimizado ajustando as concentra¢des dos
primers para 5, 10 e 15 pmol, visando testar a especificidade e eficiéncia 6timas. A
pureza do material foi verificada por curvas de fusdo e eletroforese em gel. Os
parametros do ciclo foram: desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a
95°C por 15 segundos e recozimento/extenséo a 60°C por 1 minuto, seguido de etapa
de dissociagao para registro da curva de fusdo. Os resultados foram apresentados
graficamente como alteragdes de dobras na expressao génica utilizando a média *
desvio padrao do gene alvo. Os dados foram analisados de acordo com a expressao

relativa utilizando o método 2—AACT.

4.14 Analise poli funcional de células T por citometria de fluxo

Os procedimentos in vitro para marcagao de citocinas intracelulares foram
conduzidos conforme descrito (Ostolin et al., 2021), envolvendo principalmente a
marcacao de marcadores de superficie celular seguida pela coloragcdo de citocinas
intracelulares. Em resumo, os esplendcitos foram obtidos por maceragao dos bacos
colhidos dos animais em condi¢des estéreis e incubados em meio RPMI completo em
placas de cultura de fundo redondo de 96 pogos, na concentragéo de 5 x 10° células
por pogo. As células cultivadas foram nao estimuladas (controle) ou estimuladas com
SLA (25 pug/mL) e incubadas por 48 horas a 37°C em 5% de COz. Brefeldina A (Sigma-
Aldrich, EUA) foi adicionada na concentracéo final de 10 pyg/mL, e as culturas foram

submetidas a mais 4 horas de incubagédo nas mesmas condigdes. Alguns pogos foram
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estimulados com Phorbol 12-miristato 13-acetato (PMA - 5 ng/mL) e ionomicina (1
Mg/mL) como controle positivo. Posteriormente, as células foram marcadas com
Fixable Viability Stain 450 (FVS450, BD Biosciences) por 15 minutos a temperatura
ambiente, seguido de coloragdo com anticorpos contra CD3 (BV650 anti-
camundongo, clone 145.2C11), CD4 (BV605 anti-camundongo, clone RM4-5) e CD8
(BV786 anti-camundongo, clone 53—6.7) por trinta minutos a temperatura ambiente.
As células foram fixadas com solugéo fixadora FACS, lavadas e permeabilizadas com
tampao PBS contendo 0,5% de saponina e coradas com anticorpos contra IL-2 (PE
anti-camundongo, clone JES6-5H4), IFN-y (AF700 anti-camundongo, clone XMG1.2),
TNF-a (PE-Cy7 anti-camundongo, clone LG.3A10) e IL-10 (APC anti-camundongo,
clone JES5-16E) por 30 minutos a temperatura ambiente. Todos os anticorpos foram
adquiridos da BD Biosciences (EUA). As amostras foram analisadas no citdmetro LSR
Fortessa (BD Biosciences, EUA), adquirindo-se 100.000 eventos. Os dados finais do
ensaio de produgdo de citocinas intracelulares foram expressos em indices,
calculados dividindo-se a porcentagem de células positivas observadas na cultura
estimulada por SLA pela observada na cultura ndo estimulada controle pareada
(SLA/CC).

4.15 Proliferacao in vitro de esplendcitos

Um ensaio de proliferagéo linfocitaria foi conduzido utilizando células do bago
de camundongos infectados e vacinados (n=8 por grupo). Para isso, esplendcitos (5
x 108 células por pogo) foram cultivados em placas de 96 pogos e ndo estimulados
(meio) ou estimulados com ChimT ou SLA (10,0 e 25,0 ug/mL, respectivamente) por
24 horas a 37°C em 5% de CO2. Em seguida, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT; 10 yL de 5 mg/mL; Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado aos
pocos e incubado por 4 horas a 37°C em 5% de CO2. Apdés a remogao do
sobrenadante, os cristais intracelulares de formazan foram dissolvidos usando 200 uL
de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, EUA), e a proliferagcéo celular foi avaliada
em um espectrofotdmetro, medindo a absorbancia a 492 nm (Machado et al., 2022a;
2022b; 2022c).
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4.16 Analise da producgao de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a

A producéo de anticorpos especificos para a proteina e SLA foi avaliada antes
e apos o desafio (n=8 por grupo em cada etapa), mediante a coleta de amostras de
soros dos animais, conforme descrito (Lage et al., 2020). Curvas de titulagao prévias
foram conduzidas para determinar a concentragao mais apropriada de antigenos e a
diluicdo da amostra de soro a ser utilizada. Microplacas de ensaio imunologico
(Jetbiofil®, Belo Horizonte) foram revestidas com ChimT ou SLA (0,5 e 1,0 ug por
poco, respectivamente), previamente diluidas em tampao de revestimento (50 mM de
tampao carbonato, pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. Os sitios de ligagdo nao
ocupados foram bloqueados com 250 pL de PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-
T) e 5% (p/v) de albumina de soro bovino (BSA), por 1 hora a 37°C. Apds cinco
lavagens com PBS-T, os pogos foram incubados com amostras de soros (diluidas
1:100 em PBS-T) por 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas novamente
cinco vezes com PBS-T e incubadas com anticorpos marcados com peroxidase
especificos para IgG total, IgG1 e IgG2a de camundongo (todos diluidos 1:10.000 em
PBS-T; Sigma-Aldrich, EUA), por 1 hora a 37°C. Ap6s mais cinco lavagens com PBS-
T, as reagdes foram desenvolvidas pela incubagdo com H202, ortofenilenodiamina e
tampao citrato-fosfato pH 5,0, por 30 minutos no escuro, e interrompidas pela adicao
de 25 pL de 2 N de H2S0O4. Os valores de densidade éptica (DO) foram entéo lidos em
um espectrofotdbmetro de microplacas (Molecular Devices, Spectra Max Plus,
Canada), a 492 nm.

4.17 Técnica de diluicao limitante

O parasitismo dos 6rgaos foi avaliado utilizando a técnica de dilui¢cao limitante
em animais infectados (n=8 por grupo). Para isso, bagos, figados, medula éssea e
linfonodos drenantes dos animais foram coletados, pesados e homogeneizados em
um moedor de tecido de vidro em PBS estéril. Os residuos foram removidos por
centrifugacao a 150x g e as células foram concentradas por centrifugacédo a 2.000x g.
Os pellets resultantes foram suspensos em 1 mL de meio de Schneider completo e
220 uL foram inoculados em placas de micro titulagdo de fundo plano (Nunc) de 96
pocos e diluidos em séries logaritmicas utilizando meio completo (diluicdo de 10! a

10-'2). Cada amostra foi semeada em ftriplicata e incubadas a 24 °C, sendo
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posteriormente lidas apés 7 dias de cultura. Os resultados foram expressos como o
logaritmo negativo do titulo por diluicdo correspondente ao ultimo pogo positivo, o qual

foi ajustado por miligrama de érgéo (Martins et al., 2017).

4.18 Ensaio de qPCR

O parasitismo esplénico foi avaliado usando a técnica de qPCR conforme
descrito (Machado et al., 2022a; 2022b; 2022c). Para isso, o DNA do bago foi extraido
usando o kit de purificacdo de DNA Wizard® Genomic (Promega Corporation), de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA resultante foi ressuspenso em 100 uL
de agua milli-Q, e a detecgéo do parasito foi avaliada utilizando-se os primers: Forward
(CCTATTTTACACCAACCCCCAGT) e Reverse (GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA).
O gene da B-actina de camundongo foi usado como controle enddégeno para
normalizar células nucleadas e verificar a integridade da amostra. Curvas padrao
foram obtidas a partir de DNA extraido de 108 parasitas para kDNA e 108 macrofagos
peritoneais para B-actina. A PCR foi realizada no instrumento StepOne™ (placa de 48
pocos; Applied Biosystems) utilizando 2x SYBR™ Select Master Mix (5 yL; Applied
Biosystems), com 2 mM de cada primer (1 yL) e 4 yL de DNA (25 ng/pL). As amostras
foram incubadas por 10 min a 95°C e submetidas a 40 ciclos de 95°C por 15 s € 60°C
por 1 min, e durante cada tempo foram coletados dados de fluorescéncia. A
quantificacdo parasitaria para cada amostra de baco foi determinada por interpolagao
a partir das curvas padrao, realizada em duplicata, e expressa como 0 numero de

parasitos por célula nucleada.

4.19 Imunogenicidade em células humanas

A imunogenicidade induzida por ChimT foi avaliada em células humanas. Para
isso, amostras de sangue de pacientes com LV (n=6), obtidas antes e seis meses
apo6s o tratamento, bem como de individuos saudaveis (n=6), foram coletadas e as
células foram purificadas conforme descrito anteriormente (Oliveira-da-Silva et al.,
2020). Assim, PBMCs (1 x 107 células por pogo) foram cultivadas em placas de cultura
de tecido de fundo plano de 48 pogos (Costar, Cambridge, EUA) em meio RPMI
(controle) ou estimuladas com ChimT ou SLA (10 e 25 ug/mL, respectivamente) por 5

dias a 37°C em 5% de CO2. O sobrenadante da cultura foi coletado e os niveis de
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IFN-y e IL-10 foram dosados por ELISA de captura usando kits comerciais (Human
IFN-y e IL-10 ELISA Sets, BD Biosciences, EUA), de acordo com as instru¢gdes do

fabricante.

4.20 Analises estatisticas

Os resultados foram registrados em planilhas do Microsoft Excel (versdo 10.0)
e analisados utilizando o programa GraphPad Prism™ (versdo 6.0 para Windows). A
analise estatistica foi conduzida por meio da analise de variancia (ANOVA) one-way,
seguida pelo pos-teste de Bonferroni, o qual foi empregado para as comparagdes
entre os grupos. Os experimentos foram repetidos duas vezes, e os resultados
apresentados séo representativos de uma dessas repetigdes. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas que regem este Programa de Pds-Graduacao, as segdes
de Resultados e Discussao serdo apresentadas sob a forma de um artigo cientifico,
aceito para publicagdo em uma revista internacional de elevado impacto, conforme

regem as normas deste Programa de Pds-Graduagao.

Um artigo cientifico derivado dos resultados obtidos foi publicado no periédico

Vaccines, em 16 de julho de 2022:

“LAGE DP, VALE DL, LINHARES FP, FREITAS CS, MACHADO AS, CARDOSO JMO,
DE OLIVEIRA D, GALVANI NC, DE OLIVEIRA MP, OLIVEIRA-DA-SILVA JA, RAMOS
FF, TAVARES GSV, LUDOLF F, BANDEIRA RS, PEREIRA IAG, CHAVEZ-
FUMAGALLI MA, ROATT BM, MACHADO-DE-AVILA RA, CHRISTODOULIDES M,
COELHO EAF, MARTINS VT. A Recombinant Chimeric  Protein-
Based Vaccine Containing T-Cell Epitopes from Amastigote Proteins and Combined
with Distinct Adjuvants, Induces Immunogenicity and Protection
against Leishmania infantum Infection. Vaccines (Basel). 2022 Jul 19;10(7):1146. doi:
10.3390/vaccines10071146”.
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Abstract

No human vaccine exists to protect against visceral leishmaniasis (VL), and the few

available canine vaccines can cause adverse effects, have contradicting results in

distinct studies, poor long-term efficacy and/or present high cost. In this context, new
candidates are necessary to be identified. Ideally, an effective vaccine should contain
distinct immunogenic sequences of multiple parasite proteins in an unique product. In
the present study, a recombinant chimeric protein (ChimT), which was based on the
main T cell epitopes from four Leishmania immunogenic proteins, which were found

expressed in the amastigote stage of parasites; was used as a vaccine candidate in a

murine model to protects against L. infantum infection. The recombinant protein was

associated with Th1-type adjuvants, called saponin and monophosphoryl lipid A

(MPLA), and immunogenicity and protective efficacy were evaluated in the animals.

Results showed that both ChimT/Sap and ChimT/MPLA induced the development of a

specific Th1-type immune response, which was based on high levels of IFN-y, IL-2, IL-

12, TNF-a and GM-CSF cytokines by both T cell subtypes, with correspondingly low

production of antileishmanial IL-4 and IL-10. Additionally, increased levels of nitric

oxide in stimulated-culture supernatants after challenge were found, as well as higher

IFN-y expression in the stimulated spleen cells from infected and vaccinated animals,

with higher presence of protein and parasite-specific IgG2a isotype antibodies in their

sera. Immunological findings corroborated with significant reductions in the parasite
load in distinct animals” organs when a limiting dilution technique and quantitative PCR
were used. Results showed that ChimT formulated with MPLA was slightly more
immunogenic and protective than ChimT/Sap. In addition, ChimT was showed to be
immunogenic for PBMC cultures derived from healthy subjects and treated patients,
since higher IFN-y and lower IL-10 levels were found in the cell culture supernatants.
In conclusion, this T-cell multi-epitope vaccine associated with Th1-type adjuvants

seems to be promising as a vaccine candidate to protect against VL.
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1. Introduction

Leishmaniasis is a parasitic disease complex caused by distinct Leishmania
species, which is considered one of the six tropical diseases with high priority in the
world, where 12 million people are clinically affected in over 98 countries, with 380
million people exposed to the risks of infection (WHO, 2022). This disease complex
possess two main clinical manifestations groups: tegumentary leishmaniasis (TL),
which is the most common form of leishmaniasis and can cause morbidity in the
patients; and visceral leishmaniasis (VL), which is a life-threatening disease condition
affecting the patients” organs, such as spleen, liver and bone marrow, and that is able
to cause their death (Torres-Guerrero et al., 2017; Burza et al., 2018). TL is caused by
several parasite species, such as Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L.
panamensis, L. guyanensis, L. mexicana, L. aethiopica, L. major, and L. tropica;
whereas VL is caused by L. infantum and L. donovani species (Reithinger et al., 2007;
Ready, 2014).

Prevention measures against VL include the control and/or elimination of
reservoir vectors, including barriers to sand fly feeding using residuais sprays, treated
netting/clothing, topical repellents and/or applications in reservoir burrows (Stockdale
& Newton, 2013). There are also the precise diagnosis and rapid treatment of human
cases and actions involving dogs, where VL is a zoonotic disease (Savoia, 2015;
Quinonez et al., 2021). However, such measures are not sufficient to avoid the spread
of the disease in endemic countries and, in this context, the prophylactic vaccination
could be considered as a promising approach, since it is an affordable and effective-
cost measure that can induce long-term and cost-effective protection to the
mammalian’s hosts (Duarte et al., 2016; Rostami & Khamesipour, 2021). However, a
human vaccine does not exist and there are few available canine vaccines, which
present challenges including the variable efficacy in endemic countries, the occurrence
of adverse effects, low long-term protection, among others (Wylie et al., 2014; Moreno,
2019). In this context, new candidates are certainly necessary to be identified.

Regarding the immunological correlates associated for protection against

Leishmania, the development of Th1-type immune response is required, with cytokines
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such as IFN-y, IL-12, TNF-a, GM-CSF, among others; being produced and stimulating
parasitized cells to produce reactive oxygen species, which promote the parasite death
(Dubie; Mohammed, 2020; Samant et al., 2021). On the other hand, cytokines, such
as IL-4, IL-10, IL-13, among others, when produced in a Th2-type response, act
deactivating parasitized macrophages and allowing to the progression of disease
(Mirzaei et al., 2021). In this context, candidates to an antileishmanial vaccine should
stimulate a specific Th1-type response after immunization from mammalian hosts.

Distinct candidates have been tested as vaccine against VL in murine and/or
canine models (Guha et al., 2013; Foroughi-Parvar et al., 2015; Amit et al., 2017; Helou
et al., 2021). They include plasmid DNA-based (Martinez-Flérez et al., 2020; Oliveira-
da-Silva et al., 2020) and recombinant protein-based vaccines, among others (Ribeiro
et al., 2020; Yadav et al., 2021). However, few of them have progressed for trials in
humans. In addition, the use of individual Leishmania proteins as recombinant
molecules limits the antigenic repertoire of the vaccine candidate, mainly in considering
their application for humans. In this context, the development of polypeptide-based
vaccines can present advantages, since they contain several T cell epitopes from
distinct parasite immunogenic proteins, which can induce a more robust Th1-type
response in the vaccinated hosts (Brito et al., 2020; Ostolin et al., 2021). In this aspect,
distinct studies have showed the effectiveness of such vaccines to protect against VL
(Athanasiou et al., 2017; Dias et al., 2018; Lage et al., 2020).

A recombinant chimeric protein, which was composed of specific CD4* and
CD8" T-cell epitopes from distinct Leishmania proteins to murine and human
haplotypes; was showed to induce Th1-type response in vaccinated mice, which
induced parasitological protection against L. infantum infection (Martins et al., 2017).
Another study showed the development of a chimeric protein namely ChimeraT using
T cell epitopes from Leishmania prohibitin, eukaryotic initiation factor 5a and two
hypothetical proteins. The recombinant antigen associated with Th1-type adjuvant
stimulated a specific immune response in the vaccinated mice, which protected them
against L. infantum infection. Higher production of IFN-y, IL-12 and GM-CSF by both
murine T cell subtypes, with correspondingly low levels of IL-4 and IL-10, were
detected (Lage et al., 2020).

However, besides the necessity to develop new candidates against VL, they
should be also evaluated in experimental trials in humans, by applying in vivo

vaccination protocols or, at least, ex vivo stimulation experiment from immune cells,
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followed by evaluation of Th1-type cytokines (Martins et al., 2022). In addition, most of
the tested candidates have been developed using promastigote stage proteins;
however, amastigote antigens should be more considered, since this parasite stage
remains in contact with host immune system during the active disease (Fernandes et
al., 2012; Machado et al., 2022a).

In this context, in the present study, four Leishmania proteins previously showed
to be immunogenic and protective in murine model against L. infantum infection and
that are found in the L. infantum amastigote stage; were evaluated by bioinformatics
tools and the main T cell epitopes were predicted and used to construct a gene
encoding a chimeric protein. The chimeric protein (ChimT) was administered alone or
associated with two immune adjuvants, saponin and monophosphoryl lipid A (MPLA),
and the vaccine immunogenicity and protective efficacy were evaluated in BALB/c
mice against VL, by applying distinct immunological and parasitological analyses. In
addition, the chimera was also used to stimulate human PBMCs from healthy subjects
and non-treated or treated VL patients, when IFN-y and IL-10 levels were evaluated in

the culture supernatants after in vitro stimulation.

2 Material and Methods

2.1. Blood samples

The present study was approved by the Ethics Committee on Human Research
of Federal University of Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil),
with protocol number CAAE-32343114.9.0000.5149. Peripheral blood samples (20
mL) were collected of VL patients (n=6, including 2 males and 4 females, with ages
ranging from 29 to 53 years), before and six months after treatment using pentavalent
antimonials (Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda, Suzano, Sdo Paulo, Brazil). Infection
was confirmed by PCR technique targeting L. infantum KDNA in spleen and/or bone
marrow aspirates from patients. Samples were also collected from healthy subjects
living in endemic area of VL (n=6, including 2 males and 4 females, with ages ranging
from 34 to 50 years; Belo Horizonte), which did not present any signal of leishmaniasis
and showed negative serological results by using the Kalazar Detect™ Test (InBios
International®, USA).
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2.2. Parasite and mice

L. infanftum (MHOM/BR/1970/BH46) stationary promastigotes were grown at
24°C in complete Schneider's medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), which was
composed by medium plus 20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Sigma-
Aldrich), 20 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 50 ug/mL streptomycin at pH
7.4. The soluble Leishmania antigenic extract (SLA) was prepared as previously
described (Coelho et al., 2003). BALB/c mice (female, 8 weeks of age) were obtained
from Bioterism Center from UFMG and were maintained under specific pathogen-free
conditions. The study was also approved by the Committee on the Ethical Handling of
Research Animals from UFMG, with protocol number 144/2020.

2.3. Construction of ChimT protein

The main T cell epitopes from LiHyp1 (XP_001468941.1), LiHyV
(XP_001462854.1), LiHyC (XP_001470432.1) and LiHyG (XP_001467126.1) proteins
were predicted by bioinformatics, and their amino acid sequences were used to
construct the gene encoding the chimeric protein. For this, CD4* and CD8* T cell
epitopes were evaluated by Rankpep server (Reche & Reinherz, 2007), where A2, A3,
A24 and B7 alleles for human CD8* T cells (MHC-I) and H-2Db, H-2Dd, H-2Kb, H-2Kd,
H-2Kk and H-2Ld alleles for mouse CD8* T cells (MHC-I) were evaluated. For the
selection of CD4* T cell epitopes, the HLA-DR1, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-
DR5, HLA-DR8, HLA-DR9, HLA-DR11, HLA-DR12, HLA-DR13 and HLA-15 alleles
were used for human CD4* T cells (MHC-II), while the H-21Ab, H-21Ad, H-21As, H-2IEd
and H-2IEb alleles were used for mouse CD4* T cells (MHC-II). The binding threshold
parameters used were 2% and 5% for MHC-I and MHC-II, respectively. B cell epitopes
were also predicted in the amino acid sequences of four proteins, and they were
excluded in the sequence from chimeric protein. The main regions containing human
and mouse-specific T cell epitopes were selected and used to construct the chimeric
protein. The arrangement from epitopes in the protein sequence was chosen to mimic
their arrangement in the native protein. The protein sequence was submitted for
selection using specific codons to its expression in E. coli cells with the web codon
optimization tool (https://www.idtdna.com/CodonOpt), as well as it was optimized to

reduce the presence of intramolecular interactions of messenger RNA, being
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calculated by MFOLD Program. To avoid spatial overlap between T cell epitopes, two
glycine (GLY) residues and three lysine (LYS) residues were included between the
epitopes, as well as they were added in the initial and terminal portions of the chimeric
protein sequence, with the purpose to make it a soluble protein. The physical-chemical

characteristics from ChimT were evaluated by ProtParam tool in the ExXPASYy server.

2.4. Purification of recombinant ChimT protein

The gene encoding ChimT was commercially synthesized in the pET28a-TEV
vector by GenScript® (USA). The recombinant protein was then expressed in Artic
Express cells (DE3, Agilent Technologies, USA) adding 1 mM of isopropyl (3-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG; Sigma-Aldrich, USA), with shaken at 100x g for 24h at
12°C. Cells were ruptured by five cycles of ultrasonication with 30 sec. each (38 MHz)
followed by six cycles of freezing and thawing. Debris was removed by centrifugation
and ChimT was passed over a HisTrap HP affinity column connected to an AKTA
system (GE Healthcare, USA), and further purified on a Superdex™ 200 gel-filtration
column (GE Healthcare Life Sciences, USA). The purified protein was then passed on
a polymyxin-agarose column (Sigma-Aldrich), aiming to remove the residual endotoxin
content, where less than 10 ng of lipopolysaccharide per 1 mg of protein was detected
by using the Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte Kit (QCL-1000 model,
BioWhittaker, USA).

2.5. Mouse vaccination and experimental infection

Mice (n=16 per group) were vaccinated subcutaneously in their left hind footpad
with ChimT (20 ug) alone or associated with saponin (20 ug; Quillaja saponaria bark
saponin, Sigma-Aldrich, USA) or MPLA (20 ug; catalog 1246298-63-4, Sigma-Aldrich).
In addition, animals received saponin (20 pg), MPLA (20 pg), or only saline. In the six
experimental groups, animals received three doses of the products, which were
administered at 14-day intervals and, 30 days after the last dose, they (n=8 per group)
were euthanized, when their spleens and sera samples were collected for
immunological assays. At the same time, the remaining animals (n=8 per group) were

infected subcutaneously in the right hind footpad with 107 L. infantum stationary
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promastigotes and, 45 days post-infection; they were euthanized, when their organs

and sera samples were collected for immunological and parasitological assays.

2.6. Cellular response

2.6.1. Cytokine and nitrite production, and evaluation of T cell subtypes producing IFN-

Y

Splenocytes were obtained from animals before and after challenge (n=8 per
group, in each step), and cells (5 x 108 per well) were cultured in complete RPMI 1640
medium (control), which was composed by medium plus 20% FBS, 20 mM L-
glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin at pH 7.4; or stimulated
with ChimT or L. infantum SLA (10.0 and 25.0 pg/mL, respectively), for 48 h at 37°C in
5% CO:a2. After, commercial kits were used to evaluate levels of IFN-y, IL-4, IL-10, IL-
12 and GM-CSF in the culture supernatants, by a capture ELISA (BD OptEIA TM set
mouse kits, Pharmingen®, San Diego, CA, USA), following manufacturer instructions.
In addition, cell supernatants from infected and vaccinated animals were also used to
evaluate the nitrite production, by Griess reaction (Lage et al., 2020). Aiming to
evaluate the participation of CD4* and CD8* T cell subtypes in the IFN-y production
after challenge, spleen cells were also incubated in the presence of monoclonal
antibodies against mouse CD4 (GK 1.5) or CD8 (53-6.7) molecules (5 ug/mL each),
for 48 h at 37°C in 5% CO2. The cell supernatant was collected, and the IFN-y
production was also evaluated by capture ELISA. Appropriate isotype-matched
controls — rat IgG2a (R35-95) and rat IgG2b (95-1) — were employed, and all antibodies
(no azide/low endotoxinTM) were purchased from BD Pharmingen® (USA) (Ribeiro et
al., 2020).

2.6.2. IFN-y expression in the infected and vaccinated mice

IFN-y gene expression was evaluated after challenge in the SLA-stimulated
splenocytes cultures by RT-qPCR technique (Machado et al., 2022a). For this, RNA
was extracted from animals” spleens (n=8 per group) by using TRIzol reagent

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following manufacturer instructions. It was suspended
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in UltraPure™ DNase/RNase-free distilled water (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and
RNA concentration was measured in a NanoDrop LITE spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) by using absorbance ratios of 260/280 nm. The sample
quality was evaluated in an agarose electrophoresis gel (1.5% w/v). The extracted
RNA was treated for 15 min at room temperature with DNAse | (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) and the enzyme was deactivated using 25 mM of EDTA for 10 min at 65°C.
Total RNA (2 ug) was reverse transcribed using Applied Biosystems High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Scientific, USA), forming complementary
deoxyribonucleic acid (cDNA), by using the parameters: 25°C for 10 min, 37°C for 120
min, and 85°C for 5 min. RT-qPCR was performed using Applied Biosystems
PowerUpTM SYBRTM Green PCR master mix (Thermo Scientific, USA) and gene-
specific primers for IFN-y (Forward 5’-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’ and
Reverse 5’-TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3’) in a 7900HT Thermocycler (Applied
Biosystems). Transcripts were normalized using ACTB and GAPDH housekeeping
genes. The procedure was optimized adjusting the primer concentrations to 5, 10 and
15 pmol; aiming to test the optimal specificity and efficiency. The material purity was
verified by melting curves and gel electrophoresis. The cycle parameters were initial
denaturation at 95°C for 10 min, 40 cycles at 95°C for 15s, and annealing/extension at
60°C for 1 min, followed by dissociation stage for recording the melting curve. Results
were shown graphically as fold changes in gene expression by using the mean *
standard deviation of target gene. 31 Data were analyzed according to the relative

expression using the 2-AACT method.

2.6.3. Polyfunctional T-cell analyses by flow cytometry

In vitro procedures for labeling intracytoplasmic cytokines were performed as
previously described (Ostolin et. al., 2021), which consisted primarily of
immunostaining cell surface markers, followed by intracellular cytokine staining.
Briefly, splenocytes were obtained by maceration of spleens harvested from the
animals under sterile conditions and incubated in complete RPMI medium in 96-well
round-bottom culture plates at a concentration of 5 x 10° cells per well. Cultured cells
were non-stimulated (control) or stimulated with SLA (25 pg/mL) and incubated for 48
hs at 37°C in 5% CO2. Brefeldin A (Sigma-Aldrich, USA) was added at a final

concentration of 10 ug/mL, and cultures were submitted to an additional 4h of
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incubation under the same conditions. Some wells were stimulated with Phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA - 5 ng/mL) and ionomycin (1 ug/mL) as positive control.
Afterwards, cells were labeled with Fixable Viability Stain 450 (FVS450, BD
Biosciences) for 15 min at room temperature followed by staining with antibodies
against CD3 (BV650 anti-mouse, clone 145.2C11), CD4 (BV605 anti-mouse, clone
RM4-5) and CD8 (BV786 anti-mouse, clone 53-6.7) at room temperature for thirty
minutes. Cells were fixed with FACS fixing solution, washed and permeabilized with
PBS buffer plus 0.5% saponin and stained with antibodies against IL-2 (PE anti-mouse,
clone JES6-5H4), IFN-y (AF700 anti-mouse, clone XMG1.2), TNF- (PE-Cy7 anti-
mouse, clone LG.3A10), and IL-10 (APC anti-mouse, clone JES5-16E) at room
temperature for 30 min. All antibodies were purchased from BD Biosciences (USA).
Samples were read on the LSR Fortessa cytometer (BD Biosciences, USA) in which
100,000 events were acquired. Final data of intracytoplasmic cytokine production
assay were expressed as indexes, calculated by dividing the percentage of positive
cells observed in the SLA-stimulated culture by the one observed in paired control
unstimulated culture (SLA/CC).

2.6.4. In vitro splenocyte proliferation

A lymphoproliferation assay was performed using spleen cells from infected and
vaccinated mice (n=8 per group). For this, splenocytes (5 x 10° cells per well) were
cultured in 96-well plates and non-stimulated (medium) or stimulated with ChimT or
SLA (10.0 and 25.0 pyg/mL, respectively) for 24h at 37°C in 5% CO2. Thus, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT; 10 pyL of 5 mg/mL;
Sigma-Aldrich, USA) was added to the wells and an incubation was processed during
4h at 37°C in 5% COo.. After discarding the supernatant, intracellular formazan crystals
were dissolved using 200 uL dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, USA), and cell

proliferation was evaluated in a spectrophotometer, at 492 nm (Machado et al., 2022a).
2.7. Analysis of the IgG production and isotype profile
The antibody production specific for the recombinant protein and SLA was

evaluated before and after challenge (n=8 per group, in each step), by collecting sera

samples from animals according described (Lage et al., 2020). Previous titration
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curves were performed to determine the most appropriate concentration of antigens
and serum sample dilution to be used. Thus, immunoassay microplates (Jetbiofil®,
Belo Horizonte) were coated with ChimT or SLA (0.5 and 1.0 ug per well, respectively),
which were diluted in coating buffer (50 mM carbonate buffer at pH 9.6) for 18h at 4°C.
Free binding sites were blocked using 250 uL of PBS plus Tween 20 0.05% (PBS-T)
plus 5% (w/v) bovine serum albumin (BSA), for 1h at 37°C. After washing plates five
times with PBS-T, wells were incubated with sera samples (1:100 diluted in PBS-T) for
1h at 37°C. Plates were again washed five times with PBS-T and incubated with
peroxidase-labelled antibodies specific to mouse IgG, IgG1 and IgG2a (all diluted
1:10,000 in PBS-T; Sigma-Aldrich, USA), for 1 h at 37°C. After washing plates five
times with PBS-T, reactions were developed through incubation with H202, ortho-
phenylenediamine and citrate-phosphate buffer at pH 5.0, for 30 min and in the dark,
and stopped by adding 25 pL of 2 N H2SOa4. The optical density (OD) values were read
in a microplate spectrophotometer (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada), at
492 nm.

2.8. Parasite load

2.8.1. Limiting dilution technique

The organ parasitism was evaluated by a limiting dilution technique in the
infected and vaccinated animals (n=8 per group). For this, spleens, livers, bone
marrows and draining lymph nodes from animals were collected, weighed and
homogenized in a glass tissue grinder in sterile PBS. Debris was removed by
centrifugation at 150x g and cells were concentrated by centrifugation at 2,000x g.
Pellets were suspended in 1 mL of complete Schneider's medium and 220 uL were
plated into 96-well flat-bottom microtiter plates (Nunc) and diluted in log-fold serial
dilutions using complete medium (10-1 to 10-12 dilution). Each sample was plated in
triplicate and incubated at 24°C and read 7 days after the beginning from culture.
Results were expressed as the negative log of the titer through dilution corresponding
to the last positive well, which was adjusted per milligram of organ (Martins et al.,
2017).
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2.8.2. qPCR assay

The splenic parasitism was also evaluated by qPCR technique according
described (Machado et al., 2022a). For this, spleen DNA was extracted by using
Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega Corporation), according to
manufacturer instruction. The resulting DNA was resuspended in 100 uL of milli-Q
H20, and the parasite detection was evaluated by using the primers: Forward
(CCTATTTTACACCAACCCCCAGT) and Reverse
(GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA). Mouse [B-actin gene was used as endogenous
control to normalize nucleated cells and to verify sample integrity. Standard curves
were obtained from DNA extracted from 108 parasites for kKDNA and 108 peritoneal
macrophages for B-actin. PCR was performed on StepOne™ Instrument (48 wells-
plate; Applied Biosystems) using 2x SYBRTM Select Master Mix (5 uL; Applied
Biosystems), with 2 mM of each primer (1 yL) and 4 pL of DNA (25 ng/uL). Samples
were incubated for 10 min at 95°C and submitted to 40 cycles of 95°C for 15s and 60°C
for 1 min, and during each time, fluorescence data were collected. Parasite
quantification for each spleen sample was calculated by interpolation from the standard
curve, performed in duplicate, and converted into number of parasites per nucleated

cell.

2.9. Immunogenicity stimulated in human cells

The ChimT-induced immunogenicity was also evaluated in human cells. For
this, blood samples from VL patients (n=6), which were obtained before and after their
treatment, as well as from healthy subjects (n=6), were collected and PBMCs were
purified as described elsewhere (Oliveira-da-Silva et al., 2020). Thus, cells (107 per
well) were cultured in 48-well flat-bottomed tissue culture plates (Costar, Cambridge,
USA) in RPMI medium (control) or stimulated with ChimT or SLA (10 and 25 pg/mL,
respectively) for 5 days at 37°C in 5% COz2. The culture supernatant was collected and
levels of IFN-y and IL-10 were measured by a capture ELISA using commercial kits
(Human IFN-y and IL-10 ELISA Sets, BD Biosciences, USA), according to

manufacturer instructions.
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2.10. Statistical analysis

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) spreadsheets and
analyzed using GraphPad Prism™ (version 6.0 for Windows). The statistical analysis
was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s
post-test, which was used for comparisons between the groups. Experiments were
repeated twice, and results are representative of one of them. Differences were
considered significant when P < 0.05.
stimulated with ChimT or SLA, when compared to the controls (Figure 4A). These
levels were significantly higher than the positive nitrite production observed with the

ChimT alone group.

3. Results

3.1. Construction and characterization of recombinant chimeric protein, ChimT

The amino acid sequences of Leishmania amastigote stage proteins LiHyp1,
LiHyV, LiHyC and LiHyG were evaluated with bioinformatics tools to predict the main
CD4* and CD8* T-cell epitopes, which were then used to construct a chimeric
proteintermed ChimT. Our analyses identified the epitope
YIMSGPARYVYFHMVLPVEAQ in the LiHyp1 sequence, the epitope
GVCVANTNVAAGAHTAALAAAVCVV epitope in the LiHyV sequence, the epitope
LLFVNQKLVGTIADVRSYEK in the LiHyC sequence and the epitope
SLFVLYMYVTCRGGYTYLQL in the LiHyG sequence. The ChimT amino acid
sequence is shown in Table 1 along with the physical-chemical characteristics of the
recombinant protein. ChimT was predicted to be a soluble and stable recombinant

protein.
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Table 1. Characteristics of ChimT T-cell chimeric protein

Table 1. Characteristics of ChimT T-cell chimeric protein.

KKKKG-LFVNOQKLVGTIADVRSYEK (XP_001470432.1;
LiHyC)-GKKG-YIMSGPARYVYFHMVLPVEAQ (XP_001468941.1;
LiHyp1)-GKKKG-GVCVANTNVAAGAHTAALAAAVCVV (XP_001462854.1;
LiHyV)-GKKKG-SLFVLYMYVTCRGGYTYLQL (XP_001467126.1; LiHyG)-GKKKK

Physical-chemical characteristics 113 amine acid residues
Molecular weight of 11.9 kDa
Isoelectric point of 10.71
Instability index of 6.09
Aliphatic index of 93.27
Grand average of hydropathicity (GRAVY) of 0.019

ChimT Sequence

Amino acid sequence of the chimeric protein ChimT and identification of the origin proteins and the
physical-chemical characteristics of the recombinant protein.

3.2. The chimera plus adjuvant stimulates the development of Th1-type cellular

response before and after infection

A flowchart for the immunization, challenge, euthanasia and sampling protocol
to examine the murine immune response to experimental Leishmania vaccines is
shown in figure 1. BALB/c mice were immunized with ChimT alone or with ChimT and
the adjuvants saponin (ChimT/Sap group) or MPLA (ChimT/MPLA group). Control
mice received saline, saponin or MPLA alone. Initially, the immune response was
evaluated in in vitro cell culture supernatants of splenocytes removed from immunized
mice before infection and stimulated with ChimT, SLA or medium alone. Culture
supernatants from splenocytes from mice immunized with ChimT/Sap and
ChimT/MPLA and stimulated with ChimT and SLA had similar and significantly higher
levels of IFN-y, IL-12 and GMCSF cytokines when compared to the control groups, and
they had correspondingly low levels of IL-4 and IL-10 (Figure 2). Mice immunized with
ChimT alone (i.e., no adjuvant) had detectable levels of IFN-y, IL-12 and GM-CSF, but

these were significantly lower than the responses observed with the adjuvant groups.
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Figure 1. Aflowchart for the experimental protocol to examine the immunogenicity of ChimT in mice.

Groups of immunized mice were also infected with live L. infantum parasites,
and the immune response was evaluated (Figure 3). The cellular profile was sustained
in the ChimT/Sap- and ChimT/MPLA-immunized and —infected mice, with increased
levels of IFN-y, IL-12 and GM-CSF when compared to the uninfected mice (Figure 2).
The cytokine levels from the mice immunized with ChimT alone and then infected did
not increase substantially over the levels observed in uninfected mice (Figure 2).
Comparing the vaccinated groups for both immunized mice (Figure 2) and immunized
and infected mice (Figure 3), although the cytokine levels were higher for the
ChimT/MPLA groups compared to the ChimT/Sap groups, they were statistically
similar. Again, no significant production of these cytokines was observed in the control
groups (Figure 3), although these now showed significantly higher levels of

antileishmanial IL-4 and IL-10 cytokines (Figure 3).
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Figure 2. Cytokine production before L. infantum infection. Mice (n=8 per group) received saline or were
immunized with saponin, MPLA, ChimT, ChimT/Sap or ChimT/MPLA. Thirty days after the last vaccine
dose, they were euthanized and their spleen cells (5 x 10° cells per mL) were cultured in DMEM and
non-stimulated (medium) or stimulated with ChimT or SLA (10 and 25 pg/mL, respectively) for 48h at
37°C in 5% (v/v) CO2. The cell supernatant was collected and levels of IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 and
IL-10 were measured by capture ELISA. Bars indicate the mean + standard deviation of groups. (****)
indicates significant difference in relation to the saline, saponin, MPLA and ChimT groups (p < 0.00001).
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Figure 3. Cellular response developed after challenge. Mice (n = 8 per group) received saline or were
immunized with saponin, MPLA, ChimT, ChimT/Sap or ChimT/MPLA. Thirty days after the last vaccine
dose, they were infected with L. infantum promastigotes, and 45 days post-challenge, their spleen cells
(5 x 108 cells per mL) were cultured in DMEM and non-stimulated (medium) or stimulated with ChimT or
SLA (10 and 25 pg/mL, respectively) for 48 h at 37°C in 5% (v/v) COz2. The cell supernatant was collected
and levels of IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 and IL-10 were also measured by capture ELISA. Bars indicate
the mean * standard deviation of groups. (****) indicates significant difference in relation to the saline,

saponin, MPLA and ChimT groups (p < 0.00001). (**) indicates significant difference in relation to the
ChimT/Sap and ChimT/MPLA groups (p < 0.001).
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Nitrite production was also evaluated in the cell supernatants of cell cultures
derived from the spleens of immunized and infected mice (Figure 4A). Cultures from
mice immunized with ChimT/Sap and ChimT/MPLA and then infected, produced
significantly higher levels of this antileishmanial molecule after splenocytes were
stimulated with ChimT or SLA, when compared to the controls (Figure 4A). These
levels were significantly higher than the positive nitrite production observed with the

ChimT alone group.
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Figure 4. Involvement of CD4* and CD8* T cell subtypes in the (A) nitrite and (B) IFN-y pro-duction
production after infection. Mice (n = 8 per group) were vaccinated and later challenged with L. infantum
promastigotes. Forty-five days post-infection, their spleen cells (5 x 108 cells per mL) were cultured in
DMEM and non-stimulated (medium) or stimulated with ChimT or SLA (10.0 and 25.0 ug/mL,
respectively) for 48h at 37°C in 5% (v/v) CO2. In some wells, anti-CD4 or anti-CD8 monoclonal
antibodies were added in the cultures (5 ug/mL each). In those, the cell supernatant was collected, and
IFN-y production was also measured by ELISA capture. (****) indicates significant difference in relation
to the saline, saponin, MPLA and ChimT groups (p < 0.00001). In addition, in the wells without the
addition of monoclonal antibodies, supernatants were collected, and nitrite secretion was evaluated by
Griess reaction. Bars indicate the mean + standard deviation of groups. (**) and (***) indicate statistically
significant difference in relation to the control cell cultures (incubated without monoclonal antibody) (p <
0.001 and p < 0.0001, respectively).
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We also examined indirectly the participation of CD4*and CD8* T-cell subtypes
in the production of IFN-y production in the culture supernatants of splenocytes from
immunized and infected mice (Figure 4B) after treatment with ChimT or SLA in vitro.
The addition of anti-CD4+ and anti-CD8+ antibodies resulted in approximately two-fold
statistically significant reductions in IFN-y secretion for both ChimT/Sap and
ChimT/MPLA immunized and infected mice, with a marginally greater reduction of
cytokine secretion observed with anti-CD4+ antibody (Figure 4B). Activation of the
cellular response was additionally investigated in the infected and vaccinated mice by
means of detection of IFNy- mMRNA expression in stimulated spleen cell cultures using
a RT-gPCR technique. Spleen cell cultures from mice immunized with ChimT/Sap and
ChimT/MPLA and then stimulated with SLA expressed significantly three- to four-fold
higher levels of IFN-y, when compared to the values obtained in the control groups
(Figure 5). Immunization with ChimT alone induced an approximately two-fold increase

in mMRNA expression compared to the controls (Figure 5).
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Figure 5. IFN-y mRNA expression after challenge infection. Mice (n = 8 per group) received saline or
were immunized with saponin, MPLA, ChimT, ChimT/Sap or ChimT/MPLA. Then, they were challenged
with L. infantum promastigotes, and 45 days post-infection, their spleen cells (5 x 10° cells per well)
were stimulated with SLA (25.0 pg/mL) for 48 h at 37 °C in 5% (v/v) CO2. Cells were collected and
mRNA was obtained and used to evaluate IFN-y expression by gqRT-qPCR. Data were normalized with
control primers from housekeeping genes ACTB and GAPDH. Bars indicate the mean * standard
deviation of groups. Significant difference was observed for both ChimT/Sap and ChimT/MPLA over the
saline, saponin, MPLA and ChimT groups with p < 0.00001. ChimT/MPLA showed significant difference
over ChimT/Sap group with p < 0.05.
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A flow cytometry assay was performed with the SLA-stimulated spleen cells to
evaluate the frequency of IFN-y, TNF-q, IL-2 and IL-10-producing T cells (Figure 6).
The key observations from these experiments were that ChimT/Sap and ChimT/MPLA
immunized and infected mice had significantly increased indices of IFN-y -producing
CD4* T cells and marginally higher but still statistically significant indices for TNF-a
and IL-2 producing CD4" T cells when compared to control groups. With respect to
CD8* T cells, significance was observed only for ChimT/Sap indices for IFN-y and IL-
2 production (Figure 6). A higher frequency of IL-10-producing CD4*and CD8* T cells
was observed with stimulated spleen cell cultures from control mice, though not
statistically significant to the indices for the ChimT immunized and infected mice.
Representative plots of the gating strategy used to evaluate IFN-y , TNF-q, IL-2 and
IL-10 producing T cells by flow cytometry are shown in Supplementary Figure S1. A
spleen cell lymphoproliferation assay was also performed after infection, and results
showed that higher lymphoproliferative responses were observed with SLA-stimulated
spleen cells from ChimT, ChimT/Sap and ChimT/MPLA mice compared to controls
(Figure 7). Overall, a marginally higher Th1-type polarized immune response was
observed with ChimT/MPLA vaccine compared to ChimT/Sap vaccine, although it was

not statistically significant.

CD4*IFN-y* CD4*TNF-a* CD4*IL-2- CD4*IL-10"

CD8*TNF-a* CcD8*IL-2" CD8*IL-10"

Index of cytokines productionby T-cells (SLA/CC)

Figure 6. Intracytoplasmic cytokine-producing T-cell profile evaluated by flow cytometry. IFN-y, TNF-q,
IL-2 and IL-10-producing CD4* and CD8* T-cell subtypes were evaluated by the ratio between the
frequency from stimulated versus non-stimulated cultures. The IFN-y, TNF-a, IL-2 and IL-10-producing
CD4* and CD8* T-cell percentages are shown. Bars indicate the mean plus standard deviation of
groups. Lines between experimental groups indicate significant difference between them (p < 0.05).
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Figure 7. Cellular proliferationevaluated after infection. Spleen cells (5 x 10° cells per well) were
obtained from infected and vaccinated mice (n = 8 per group), and they were cultured in complete RPMI
1640 medium and stimulated with SLA (25.0 yg/mL) for 24 h at 37°C in 5% (v/v) CO2. Cellular
lymphoproliferation was evaluated by the MTT method. Bars indicate the mean * standard deviation of
groups. (****) indicates significant difference in relation to the indicated groups by lines (p < 0.00001).

3.3. ChimT plus adjuvant stimulates the specific IgG2a isotype production before and

after challenge

We examined the production of protein- and parasite-specific antibody, namely
total 1IgG and IgG1 and IgG2a subclasses by recording optical density readings in
ELISA in sera from immunized mice before and after infection. Mice immunized with
ChimT/Sap and ChimT/MPLA, but not challenged with live parasite, had similar levels
of total IgG that recognized ChimT and SLA, and which were significantly higher than
the levels observed following immunization with ChimT alone (Figure 8A). The latter
was capable of inducing IgG antibody at significant levels above the controls. Most of
the antibody response induced by ChimT/Sap and ChimT/MPLA was of the IgG2a
subclass, with little IgG1 antibody detected. All control groups showed low and similar
anti-protein and anti-parasite 1IgG1 and IgG2a isotype levels. After infection, the
antibody isotype production was maintained in the ChimT/Sap and ChimT/MPLA
groups of immunized and infected mice, with again significantly high levels of anti-
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ChimT and anti-SLA IgG2a isotype, when compared to IgG1 values (Figure 8B). Now,
the control mice produced high levels of total anti-SLA IgG, which was predominantly

of the 1I9G1 subclass, with little IgG2a antibody detected.
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Figure 8. Antibody response (A) before and (B) after challenge. Mice (n = 8 per group) were vaccinated
and later challenged with L. infantum promastigotes. Forty-five days post-infection, they were
euthanized, and their sera samples were collected to evaluate the anti-ChimT and anti-SLA IgG1 and
IgG2a levels by ELISA technique. Bars indicate the mean + standard deviation of groups. (****) indicates
significant difference in relation to the saline, saponin, MPLA and ChimT groups (p < 0.00001). (&&&&)
indicates significant difference in relation to the ChimT/Sap and ChimT/MPLA groups (p < 0.00001).
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3.4. ChimT/Sap and ChimT/MPLA offer parasitological protection to infected and

vaccinated mice

The ability of ChimT, ChimT/Sap and ChimT/MPLA vaccines to protect mice
against L. infantum infection was examined with a limiting dilution technique to quantify
the parasite load at 45 days post-infection in the livers, spleens, bone marrow (BMs)
and draining lymph nodes (dLNs) of the mice. The parasite load in the organs of
ChimT/Sap and ChimT/MPLA immunizedmicewere significantly reduced compared to
the control groups ofmice (Figure 9). Reductions by an order of 2.5-, 4.0-, 1.7-and 4.7-
log were found in the livers, spleens, BMs and dLNs, respectively, from the ChimT/Sap
group of mice, as compared to the saponin control alone group, and reductions by an
order of 3.2, 4.5-, 2.5- and 5.5-logwere found in the livers, spleens, BMs and dLNs.
respectively, from the ChimT/MPLA group, when compared to mice receiving MPLA
alone (Figure 9). Comparing the two vaccines, ChimT/MPLA reduced parasitism by an
order of 1.2-, 1.0, 1.0- and 1.3-log in the livers, spleens, BMs and dLNs, respectively,
over the values found with ChimT/Sap-immunized mice. Splenic parasitism was also
investigated by gPCR technique (Figure 10), and immunization with ChimT/Sap and
ChimT/MPLA significantly reduced the parasite load in this organ by fourand
approximately seven-fold, respectively, compared to data found in the control groups
of mice and confirmed the data generated by the limiting dilution technique (Figure 9).
However, ChimT alone did not appear to significantly reduce parasitism as judged by
the limiting dilution technique (Figure 9) but did show an approximately two-fold

reduction in splenic parasitism as judged by gPCR (Figure 10).
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Figure 9. Parasite load estimated by a limiting dilution technique. Mice (n = 8 per group) received saline
or were immunized with saponin, MPLA, ChimT, ChimT/Sap or ChimT/MPLA. Then, they were
challenged with L. infantum promastigotes, and 45 days post-infection, their livers, spleens, bone
marrow (BM) and draining lymph nodes (dLN) were collected to evaluate the parasite load through a
limiting dilution technique. Data are expressed as the negative log of the titer adjusted per milligram of
liver (A), spleen (B), BM (C) and dLN (D). Bars indicate the mean * standard deviation of groups. (*),
(**), (***) and (****) indicate significant difference in relation to the indicated groups by lines (p < 0.005,
p < 0.001, p < 0.0001, and p < 0.00001, respectively).
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Figure 10. Splenic parasitism evaluated by qPCR. Mice (n = 8 per group) were vaccinated and later
challenged with L. infantum promastigotes. Forty-five days post-infection, their spleens were collected
and the parasite load was also evaluated by qPCR technique. Data are expressed as the number of
parasites per 1000 nucleated cells. Bars indicate the mean plus standard deviation of the groups. (****)
indicates significant difference in relation to the saline, saponin and MPLA groups (p < 0.00001). (***)
indicates significant difference in relation to the ChimT group (p < 0.05). (**) indicates significant
difference in relation to the ChimT/Sap group (p < 0.05).

3.5. ChimT is immunogenic for human cells

PBMCs were isolated from blood samples from treated and untreated VL
patients and from healthy individuals, and they were stimulated in vitro with the
recombinant ChimT protein and SLA, and the levels of IFN-y and IL-10 cytokines were
quantified in the supernatants. Stimulation with ChimT induced significantly higher
levels of IFN-y in cells from healthy subjects (Figure 11A) when compared to values
found in the cell cultures from VL patients (Figure 11C,E) as well as when compared
to values obtained using SLA as stimulus (Figure 11B). Between VL patients, those
treated (Figure 11E) showed approximately two-fold higher levels of IFN-y compared
to values found in cell cultures from untreated patients (Figure 11C). Regarding IL-10
production, higher levels of this cytokine were found in the cell supernatants from
untreated VL patients after stimulus using SLA (Figure 11D) compared to values from
treated patients (Figure 11F) and with using ChimT as cellular stimulus (Figure 11C,E).
In general, ChimT induced higher IFN- and lower IL-10 levels when compared to values

obtained using SLA as stimulus in all experimental groups.
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Figure 11. Immunogenicity in human cell cultures. PBMCs (1 x 107 cells per mL) collected from healthy
subjects (n = 6) and non-treated and treated visceral leishmaniasis (VL) patients (n = 6) were non-
stimulated (medium) or stimulated with ChimT or SLA (10 and 25 pg/mL, respectively) for 5 days at 37
°C in 5% (v/v) CO2. The cell culture supernatants from healthy subjects (A,B) and from non-treated
(C,D) and treated (E,F) VL patients were used to evaluate the IFN-y and IL-10 production specific to
ChimT (A,C,E) or SLA (B,D,F), which was measured by capture ELISA. Bars indicate the mean %
standard deviation of groups. (*) and (****) indicate significant difference in relation to the indicated
groups by lines (p < 0.005 and p < 0.00001, respectively).

4. Discussion

Efforts have been made to develop a vaccine to protect against VL, although
there are few available candidates for use in dogs and none human vaccine exists

(Duarte et al., 2016; Malvolti et al., 2021). Therefore, new studies are necessary to be
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performed to search for new and more effective candidates to protect against disease,
which can be used as a canine vaccine to contribute to attenuate the dog’s clinical
condition and to interrupt the transmission cycle blocking sandfly, as well as to protect
humans where VL is an anthroponosis (Jain & Jain, 2015). In this context, the present
study investigated the potential of a new chimeric protein, ChimT, to protect a murine
model against L. infantum infection, as well as prospected the possible use of the
vaccine in humans by stimulating immune cells from healthy donors and patients with
VL before and after treatment. For the vaccine studies, ChimT was administered alone
or formulated with an adjuvant system (saponin or MPLA), and the immunogenicity
and protective efficacy was evaluated in BALB/c mice. Results showed that when
ChimT was administered with saponin or MPLA, the vaccination schedules lead to the
generation of a specific Th1-type immune response with proliferation of T cells, which
induced protection against L. infantum. Additionally, when ex vivo tested to stimulate
human immune cells, ChimT induced the production of high IFN-y and low IL-10 levels,
being then related to the occurrence of a Th1-type immune profile.

Parasites Leishmania are obligate intracellular in mammalian hosts, where live in
cells, such as monocytes, macrophages, dendritic cells, neutrophils, among others,
which have distinct roles in the immune system’s ability to either fight or succumb to
infection (Freitas-Mesquita et al., 2021). After initial inoculum of Leishmania by the
infected sand flies, promastigote forms are phagocytosed by such cells, when then
intracellular amastigotes can origin and either multiply within the cell until the lyses and
releases parasites back into blood and interstitial space or cells can kill the internalized
parasites (Subramanian & Sarkar, 2018). In this context, a vaccination protocol
developed with amastigote antigens will be suitable, since such parasite form displays
few antigens than promastigotes and a directed immune response to specific
amastigote antigens could guarantee the protection of the host against infection
(Fernandes et al., 2012). In our study, the four selected proteins: LiHyp1 (Martins et
al., 2013), LiHyV (Martins et al, 2015), LiHyC (Machado et al., 2022a), and LiHyG
(Machado et al., 2022b), are found in the L. infantum amastigote stage and, as a
consequence, the developed vaccine based on their main T cell epitopes was
generated with such amastigote antigenic epitopes, contributing to a possible better
protection profile against infection. This rationale has been employed in some studies,

since they have used either single recombinant parasite proteins or chimeric proteins
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containing antigens expressed in the promastigote stage of the parasites (Poot et al.,
2009; Ostolin et al., 2021).

For an effective vaccine against leishmaniasis, as important as the definition of
the immunogen, is the choice of the immune adjuvant, mainly due to the need for
activation and stimulation of the host immune system after immunization (Ratnapriya
et al., 2019; Askarizadeh et al., 2020), These products present in the formulations
reduce production costs by the improvement of vaccine efficacy and require less
antigen and lower number of doses (Badiee et al., 2013; Askarizadeh et al., 2017).
However, there is a limited repertoire of available adjuvants to leishmaniasis, mainly
due to lack of an appropriate product to use in dogs and humans. In this aspect,
saponins has been extensively used as adjuvants in leishmaniasis vaccines, and they
have showed efficacy in trigger the Th1-type response by activation of both CD4* and
CD8+ T cell subtypes in the immunized hosts (Palatnik-de-Sousa et al., 2008; Lage et
al., 2020). However, saponins have been showed to be toxic to mammalians, and their
use is not authorized for humans, except for more purified and expensive fractions
(Jesus-Pereira et al., 2015). Otherwise, MPLA stimulates also the development of
polarized Th1-type immune response in the immunized hosts, with the production of
IL-2, TNF-a and IFN-y and expression of costimulatory molecules (Kaur et al., 2013;
Margaroni et al., 2017). This adjuvant has showed low reactogenicity and efficiently
stimulated immune response mediated by T cells, being then an appropriate candidate
for use in vaccines against intracellular pathogens, such as Leishmania (Margaroni et
al., 2016). In the present study, ChimT was tested alone and incorporated to saponin
and MPLA as adjuvants. The alone protein induced a weak Th1-type response that
was not able to induce an effective parasitological protection in the infected and
immunized animals. On the other hand, both saponin and MPLA administered
associated with ChimT induced a robust Th1-type immune response that reduced in
significant levels the parasite load in the infected and immunized mice. Between these
groups, a slightly higher Th1-type response and lower parasite load was found in
ChimT/MPLA vaccinated mice, as compared to data obtained in the ChimT/Sap group.
In addition, animals receiving the protein plus saponin presented transient edema in
the inoculation site, what was not visualized in animals receiving ChimT plus MPLA. In
this context, although both compositions showed effectiveness in protect mice against
L. infantum infection, the ChimT/MPLA presented best highlight as compared to the

use of saponin.
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The development of a polarized and specific Th1-type T immune response is
required for protection against Leishmania, and the presentation of T cell epitopes
derived from parasite immunogenic proteins through the MHC | and MHC Il pathways
is necessary to induce immunological and parasitological protection (Rodrigues et al.,
2016). In this context, recombinant proteins carrying both CD4* and CD8" T cell
epitopes will be suitable as immunogen and could offers better immune response in
the vaccinated hosts by production of IFN-y, IL-2, IL-12, GM-CSF, TNF-[J, among
others (Kaye & Scott, 2011). In our study, ChimT was constructed with T cell epitopes
specific to CD4* and CD8* T cells; and the recombinant protein showed that both cell
subtypes were important for the production of IFN-y, when monoclonal antibodies were
added in the cell cultures of the stimulated spleen cells. In addition, when a flow
cytometry analysis was performed, we found an increased percentage of both CD4*
and CD8* T cell subtypes producers of IFN-y, IL-2 and TNF-a in vaccinated mice with
ChimT/Sap or ChimT/MPLA, as well as a positive proliferative response was found
when ChimT was used to in vitro stimulate the spleen cells of these animals.

It is known that the presence of CD4* T cells provides protection and control of
Leishmania parasites, mainly by secretion of pro-inflammatory cytokines, while the
CD8* T response appears also to provide protection by immunological response in
both initial and late periods after immunizations and infection (Kaushal et al., 2014).
Other studies have also showed that protection against VL has been associated with
the production of pro-inflammatory cytokines and the development of Thy1-type
response by both T cell subtypes (Rodrigues et al., 2021). In this context, our data
corroborate with the others also published in the literature. Although related with the
immune response developed, spleen cells of the ChimT/Sap or ChimT/MPLA groups
mice produced after protein and parasite stimuli low levels of IL-4 and IL-10 cytokines,
before and after challenge, which reinforce the establishment of pro-inflammatory
response profile occurring in these animals. Susceptibility to Leishmania infection is
known to occur based on the development of Th2-type response, which is
characterized by the production of IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, among others (Kumar et al.,
2017). Studies have showed that IL-10 can modulate the infected host” immune
system, mainly in response-to a pro-inflammatory environment triggered after
immunization, acting with a counter-regulatory role and allowing the continuity of the

infectious process (Nylén & Sacks, 2007).
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The nitric oxide secretion was also evaluated in the culture supernatant from
stimulated spleen cells after infection, and results showed that ChimT/Sap or
ChimT/MPLA vaccinated mice and later challenged presented higher nitrite levels as
expected, since such antileishmanial molecule can be considered as a biomarker of
immunity against Leishmania infection. The presence of activated macrophages, which
produce nitric oxide (being nitrite a derivate) and reactive oxygen species, is related
with the development of Th1-type response by means of the production of cytokines
such as IFN-y and TNF-a. Our data are corroborated by other studies, where similar
results were found when immunogens induced to high antileishmanial nitrite
production. Otherwise, control groups mice presented low nitrite levels corroborating
with the higher parasite load found in distinct organs of such animals. The vaccination
of mice using ChimT alone induced some nitrite production; however, it was not
significant in comparison to the ChimT/Sap or ChimT/MPLA groups, possibly due to
low activation of macrophages and, hence, by little reduction of the parasite burden.

The vaccine efficacy was evaluated by determination of the parasite load in
distinct organs of the infected animals, being based on the study of primary and
secondary sites of infection by Leishmania parasite (Kumar et al., 2019). Organs such
as dLN and liver are considered as primary organs of infection, where high parasitism
is found in the initial periods of infection, while organs such as spleen and BM are
characterized as secondary sites of infection, when high parasite load is found usually
in the late period of infection (Carrién et al., 2006; Oliveira et al., 2012). Here, we
observed a slightly reduction in parasite load in organs of mice vaccinated with ChimT
alone. Thus, despite the occurrence of Th1-type response found in these animals
before and after infection, the protein alone was not able to provide significant
protection against challenge infection. However, using ChimT associated with saponin
or MPLA, the parasite load significantly decreased in all evaluated organs, when
compared to the control groups. Results similar have been also obtained when
recombinant antigens plus adjuvants are tested against murine VL. Although mice are
widely useful to obtain a detailed analysis of immunological and parasitological
response, contributing to the selection of possible vaccine candidates (Martins et al.,
2017; Dias et al., 2018; Lage et al., 2020), it is important to highlight that parasitological
data obtained here cannot be extrapolated to other mammalians, which implies further
investigations regarding the prophylactic potential of ChimT against Leishmania

infection, such as in dogs or humans.
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Regarding to immune stimulation from human cells, results obtained in our study
showed that ChimT induced an ex vivo Th1-type response in PBMC cultures, which
was based on high IFN-y and low IL-10 levels in the stimulated cells from healthy
subjects and treated patients. Otherwise, when SLA was used as stimulus, lower IFN-
v and higher IL-10 production was visualized. In this context, although preliminary,
results can be considered as a proof-of-concept of the immune stimulation of ChimT
for humans (Kumar et al., 2010). Certainly additional studies are necessary to solve
these questions. In conclusion, results presented here show a new recombinant
molecule composed from distinct immunogenic parts of three parasite proteins already
implicated in protection against L. infantum. This chimera was immunogenic in healthy
and treated humans, as well as able to induce protection against murine VL.
Furthermore, this new antigen based on multiple epitopes was more effective to induce
immune response and protection than the mixed recombinant proteins. In this context,
ChimT is a promising candidate to protect against VL in other mammalian hosts, such
as in humans (Vale et al., 2019; Oliveira-da-Silva et al., 2020). The developed chimeric
protein associated with adjuvant was immunogenic in murine and human cells, and
able to induce parasitological protection in mice against L. infantum infection. The
immunization provided a pro-inflammatory immune profile based on high levels of IFN-
v, IL-2, IL-12, GM-CSF and TNF-a, besides the production of antileishmanial nitrite and
IgG2a antibodies, which caused the reduction in the parasite load in distinct organs of
the animals (Kumari et al., 2008; Gupta et al., 2012). In this context, although
preliminary, data suggest the potential use of this T cell epitope-based chimeric protein

to protect against VL.
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6 CONCLUSAO

Com base na analise dos dados obtidos, pode-se concluir que a proteina
quimérica recombinante ChimT associada a saponina ou MPLA como adjuvantes se
apresenta como candidata vacinal contra a LV. A combinagao com MPLA apresentou
melhor resultado quando comparado ao uso da saponina, e a proteina foi imunogénica
para culturas de células humanas, demonstrando sua factibilidade de ser avaliada

como candidata a vacina contra a LV em outros modelos de mamiferos.
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7 PERSPECTIVAS

a) Avaliar o potencial imunogénico e o grau de protecéo induzido pela proteina
ChimT recombinante mais MPLA contra espécies de Leishmania capazes de

causar leishmaniose tegumentar.

b) Testar a proteina ChimT recombinante mais MPLA contra a infecgéo

causada por L. infantum em modelo de hamster.
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Abstract: Currently, there is no licensed vaccine to protect against human visceral leishmaniasis
(VL), a potentially fatal disease caused by infection with Leishmania parasites. In the current study,
a recombinant chimeric protein ChimT was developed based on T-cell epitopes identified from
the immunogenic Leishmania amastigote proteins LiHyp1, LiHyV, LiHyC and LiHyG. ChimT was
associated with the adjuvants saponin (Sap) or monophosphoryl lipid A (MPLA) and used to immu-
nize mice, and their immunogenicity and protective efficacy were evaluated. Both ChimT/Sap and
ChimT/MPLA induced the development of a specific Th'l—type immune response, with significantly
high levels of IFN-y, IL-2, TL-12, TNF-« and GM-CSF cytokines produced by CD4* and CD8" T cell
subtypes (p < 0.05), with correspondingly low production of anti-leishmanial IL-4 and IL-10 cytokines.
Significantly increased (p < 0.05) levels of nitrite, a proxy for nitric oxide, and IFN-y expression
(p < 0.05) were detected in stimulated spleen cell cultures from immunized and infected mice, as was
significant production of parasite-specific IgG2a isotype antibodies. Significant reductions in the
parasite load in the internal organs of the immunized and infected mice (p < 0.05) were quantified with
a limiting dilution technique and quantitative PCR and correlated with the immunological findings.
ChimT/MPLA showed marginally superior immunogenicity than ChimT/Sap, and although this
was not statistically significant (p > 0.05), ChimT/MPLA was preferred since ChimT/Sap induced
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