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RESUMO

As Leishmanioses constituem um grupo de doencas infecciosas que afetam
predominantemente paises subdesenvolvidos. Dentre as manifestacdes clinicas da doenca, a
leishmaniose visceral é a forma mais grave, sendo classificada como a segunda causa de
mortalidade, dentre as doencas tropicais. Dada a gravidade e complexidade desse
negligenciado problema de saude publica, torna-se necessaria a pesquisa de vacinas capazes
de proteger as popula¢cbes em risco. As vacinas desenvolvidas a partir de organismos vivos
atenuados mimetizam o curso natural da infec¢dao, oferecendo um amplo repertdrio
antigénico ao sistema imune do hospedeiro e induzindo uma resposta duradoura e
protetora. No presente estudo, a cepa ndo-virulenta CL-14 de Trypanosoma cruzi foi
transfectada com o vetor integrativo pPROCKNEO contendo o gene sintético da proteina A2
(729pb), cujo carater imunogénico e capacidade protetora ja haviam sido demonstrados em
diversos estudos. A expressdo de A2 na cepa CL-14 foi confirmada por PCR, Western Blotting
e imunofluorescéncia. Camundongos BALB/c foram imunizados intraperitonealmente com
10’ parasitas transgénicos por protocolo prime-boost homdlogo. O soro e os esplendcitos
dos animais foram coletados e testados por ELISA e ELISPOT, em relacdo a producgdo
anticorpos anti-A2 e de IFN-y. Os resultados foram comparados com os obtidos com
proteina A2 recombinante (A2r), associada a MPL-A ou Alumen + CpG. Os animais foram
entdo desafiados subcutaneamente com 10’ promastigotas de Leishmania L. infantum e a
carga parasitdria avaliada em figado e bago, apds 30 dias. A imunizagdo com a construgao
CL-14 A2 potencializou a resposta celular ao antigeno A2 e peptideos derivados, associada a
células CD4 e CD8, com elevada producdo de IFN-y, e foi capaz de induzir protecao parcial
em camundongos BALB/c, contra a infeccdo por L. infantum. Esses achados foram
estatisticamente significativos, quando comparados aos observados para os grupos controle
ou que receberam rA2 associada aos tipos diferentes de adjuvantes. Os resultados desse
estudo confirmam o antigeno A2 como candidato vacinal promissor e sugerem que a
estratégia utilizada representa uma abordagem capaz de promover imunogenicidade e
protecdo contra leishmaniose visceral, constituindo-se em estratégia alternativa para o
desenvolvimento de vacinas, podendo incluir pesquisas visando testar e associar outros

antigenos e protocolos de vacinacao.
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ABSTRACT

Leishmaniases comprise a group of infectious diseases caused by protozoan parasites
that affect predominantly underdeveloped countries. Among the clinical forms of the
disease, visceral leishmaniasis is, certainly, the most severe, being considered the second
cause of death, amongst all tropical diseases. Given the severity and complexity of this
neglected public health issue, it is necessary to invest in research for vaccines capable of
protecting the population under risk. Live attenuated vaccines can simulate the natural
course of infection more closely, presenting a rich repertoire of antigens to the host’s
immune system, potentially leading to a more potent and durable immunity. In the present
study, the Trypanosoma cruzi CL-14 non-virulent strain was transfected with the integrative
pPROCKNeo plasmid containing a 729bp synthetic A2 gene, which has been previously shown
to be immunogenic and protective in different studies. BALB/c mice were immunized
intraperitoneally with 10’ recombinant parasites through a homologous prime-boost
protocol. Sera and splenocytes of mice were collected and tested in ELISA and ELISPOT and
checked for anti-A2 antibodies and IFN-y production, respectively. The results were
compared with the ones obtained for the recombinant protein (rA2) associated with either
MPL-A or Alimen + CpG adjuvants. Mice were then challenged subcutaneously with 10’
Leishmania L. infantum promastigotes and the parasite burden of liver and spleen was
checked after 30 days. The immunization with the CL-14 A2 construct not only elicited a
strong cellular CD4 and CD8 immune response, with high levels of IFN-y, but also induced
partial protection in BALB/c mice against L. infantum challenge. The difference among these
results was significantly statistical when compared to the ones obtained with rA2, despite
the use of two distinct adjuvants. Altogether, these results support the A2 antigen as a
promising vaccine candidate and suggest that the expression of this protein in the CL-14
non-virulent strain may improve immunogeniticy and protection against visceral
leishmaniasis, being an alternative in the search for new vaccines, including the association

and test of different antigens and vaccination protocols.
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1 —INTRODUCAO

1.1 - Leishmanioses

As Leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por protozodrios
pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida:Trypanosomatidae). Leishmania spp. sdo
parasitas de ciclo heteroxénico, que se desenvolvem como promastigotas e paramastigotas
(formas flagelada), no intestino do hospedeiro invertebrado e como amastigotas
intracelulares (forma sem flagelo), nos macréfagos de hospedeiros vertebrados (BARBIERI,
2006). Os hospedeiros invertebrados sdo fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae), insetos encontrados principalmente em regides tropicais e
subtropicais, dos quais dois géneros sdo de importancia médica por serem vetores de
Leishmania: Lutzomiya (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (DOSTALOVA; VOLF,
2012).

A transmissdo da infeccdo ocorre quando formas promastigotas metaciclicas do
parasita sdo inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado pela fémea do flebotomineo,
durante o repasto sanguineo. A saliva do flebotomineo possui propriedades anticoagulantes,
vasodilatadoras e imunomoduladoras, que favorecem o estabelecimento e manutencdo da
infeccdo (MCCALL et al., 2013). As promastigotas invadem, ou sao fagocitadas por células do
hospedeiro, imediatamente recrutadas, e dentro dos fagolisossomos de macréfagos, as
promastigotas resistentes se diferenciam e replicam como amastigotas, que infectam
macroéfagos vizinhos, ou de tecidos remotos (MURRAY et al., 2005a; CHAPPUIS et al., 2007).

O desenvolvimento no hospedeiro invertebrado se inicia quando as fémeas de
flebotomineos ingerem sangue contendo macroéfagos infectados com amastigotas. Apds o
repasto, a mudanca das condi¢des entre os hospedeiros, como diminuicdao da temperatura e
aumento do pH, desencadeia a diferenciacdo dos parasitas em promastigotas pro-ciclicas.
Essas formas proliferam no interior do vetor e, apds 48-72 horas, come¢am a se diferenciar
em formas metaciclicas, que sdo mais infectivas (DOSTALOVA; VOLF, 2012). O ciclo do

parasita encontra-se esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Representac¢ao esquematica do ciclo bioldgico da Leishmania.

Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons, Adaptado por Daniel Doro.

1.1.1 - Aspectos Clinicos e Epidemioldgicos

As leishmanioses afetam predominantemente paises subdesenvolvidos, sendo
considerada uma das doengas mais negligenciadas do mundo. Estima-se uma prevaléncia
mundial de aproximadamente 12 milhdes de casos, anualmente acrescidos por 2 milhdes de
novos casos. Tal prevaléncia é responsdvel por uma mortalidade anual de 60.000 pessoas,
sendo superada dentre as doencas infecto-parasitdrias apenas pela maldria (DESJEUX, 1996,
2004). Um total de 98 paises nos 5 continentes reportaram transmissdo endémica de
leishmaniose, sendo mais de 58.000 casos de leishmaniose visceral e 220.000 casos de
leishmaniose cutanea por ano, colocando em risco uma popula¢ao de aproximadamente 350
milhGes de pessoas (ALVAR et al., 2012).

As manifestagdes clinicas da doenca variam de acordo com a espécie de Leishmania
causadora (Tabela 1), o estado imunoldgico do hospedeiro, a localizacdo, a presenca de
outras doencas infecciosas e fatores genéticos também ligados ao hospedeiro (SAPORITO et

al., 2013).
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Main Transmission Main geographical distribution
clinical cycle
pathology
New World Leishmania spp
L (Viannia) braziliensis LCL, Zoonotic South America, parts of Central
mucosal America, Mexico
L (Viannia) panamensis L, Zoonotic Northern South America and
mucosal southern Central America
L (Viannia) peruviana LCL Zoonotic Peru
L (Viannia) quyanensis LCL Zoonotic South America
L (Viannia)lainsoni LCL Zoonotic South America
L (Viannia) colombiensis LCL Zoonotic Northern South America
L (Leishmania) amazonensis LCL DCL Zoonotic South America
L (Leishmania) mexicana LCL DCL Zoonotic Central America, Mexico, USA
L (Leishmania) pifanoi LCL Zoonotic South America
L (Leishmania) venezuelensis LCL Zoonotic Northern South America
L (Leishmania) garnhami LCL Zoonotic South America
Old World Leishmania spp
L (Leishmania) aet hiopica LCL DCL Zoonotic Ethiopia, Kenya
L (Leishmania)killicki LCL Zoonotic North Africa
L (Leishmania) major LCL Zoonotic Central Asia, north Africa,
middle east, East Africa
L (Leishmania) tropica LCL Anthroponotic Central Asia, middle east, parts of
north Africa, southeast Asia
L (Leishmania) donovani Visceral, LCL Anthroponotic  Africa, central Asia, southeast Asia
Old and New World Leishmania spp
L (Leishmania) infantum Visceral, LCL Zoonotic Europe, north Africa,
Central America, South America
LCL=localised cutaneous leishmaniasis. DCL=diffuse cutaneous leishmaniasis. * Subgenus is given in parentheses.
Southeast Asia includes the Indian subcontinent and China

Tabela 1. Espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose em humanos. Distribuicdo das espécies de
Leishmania conforme localizagdo, manifesta¢do clinica da doenga e ciclo de transmissdo. Andlises das
sequéncias de DNA de Leishmania ndo puderam distinguir a espécie L. infantum da espécie L. chagasi, de
maneira que o nome L. infantum é usado para ambas as espécies.

Fonte: REITHINGER et al., 2007

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) pode se manifestar com uma ou mais lesdes

na pele durante varias semanas ou meses apos a picada do vetor. Ocasionalmente, as lesdes
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podem aparecer meses ou anos depois. A lesdo se inicia com uma papula, que se desenvolve
em um nddulo no local da picada. O nédulo ulcera progressivamente em um periodo de 2
semanas a 6 meses atingindo o seu tamanho final (PAVLI; MALTEZOU, 2010). As lesdes com
bordas elevadas podem regredir gradualmente em meses ou anos deixando uma cicatriz
profunda de pigmentacdo alterada. A formacdo de nddulos satélites nas proximidades da
lesdo é comum. Fatores como tamanho da lesdo, tempo de regressao e reincidéncia, variam
conforme a espécie causadora e o estado imunoldgico do paciente, podendo inclusive
ocorrer infeccdo assintomatica. As principais espécies causadoras de LCL no Velho Mundo
sdo: L. tropica, L. major e L. aethiopica. J4 no Novo Mundo é causada por varias espécies dos
sub-géneros Leishmania e Viannia, a saber: L. mexicana, L. braziliensis, L. amazonensis, L.
panamensis, L. guyanensis e L. peruviana, além de alguns, embora raros, casos associados a
L. infantum (REITHINGER et al., 2007).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) é observada no Novo Mundo, onde é causada
principalmente por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, que devido as suas
propriedades metastaticas, podem invadir a mucosa bucal e do trato respiratério superior
através da disseminacgdo pela circulacdo linfatica ou hematogénica. As lesdes nasais estdo
sempre presentes e 1/3 dos pacientes ainda podem desenvolver lesdo em outros sitios:
faringe, palato, laringe, traqueia e labio superior. 1-10% das leishmanioses cutaneas
resultam na manifestagdo mucocutanea 1-5 anos apds a cura da lesdo. A doenga jamais
apresenta cura espontanea, o tratamento é complicado e a ocorréncia comum de infecgGes
bacterianas secunddrias a torna potencialmente fatal (BAILEY; LOCKWOOD, 2007;
REITHINGER et al., 2007). Fatores de risco associados a essa manifestacdao incluem:
desnutricao, localizagdo do sitio da lesdo acima da cintura, extensdo e regressao tardia da
lesdo primaria (MURRAY et al., 2005a).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é uma rara variante anérgica da leishmaniose
cutanea, com a manifestacdo caracteristica de numerosos nédulos n3ao ulcerativos e
multiparasitarios especialmente nas superficies dos membros e na face, se assemelhando a
lepra lepromatosa. Nesse caso, ndo ocorre cura espontanea, além de ser observada
frequentemente a ocorréncia de recidivas (HEPBURN, 2003; SINHA et al.,, 2008). Essa
manifestacdo é comumente associada as espécies L. mexicana e L. amazonensis, no Novo

Mundo e L. aethiopica, no Velho Mundo (REITHINGER et al., 2007).
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Finalmente, a leishmaniose visceral ou kala-azar (LV) é causada por parasitas do
complexo L. donovani no Leste da Africa e subcontinente indiano e L. infantum na Europa,
Norte da Africa e América Latina. Constitui uma forma cuja manifestacdo geralmente ocorre
apos um periodo de incubacdo de 2 a 6 meses. Os sintomas mais comuns apresentados sdo:
febre, indisposicdo, tremores, ou calafrios, perda de peso, anorexia e desconforto no
hipocondrio esquerdo. Os sinais observados sdo consequentes da invasdo parasitaria ao
sistema sanguineo e reticulo-endotelial e se apresentam como: esplenomegalia, com ou sem
hepatomegalia, desgaste e palidez de membranas mucosas. O persistente estado
inflamatério pode levar ao desenvolvimento de anemia devido a esplenomegalia e
consequente destruicdo periférica de eritrécitos. Com o avanco da doenca, a esplenomegalia
pode aumentar, causando distensdo abdominal e dor, que pode ser agravada pela
ocorréncia concomitante da hepatomegalia (CHAPPUIS et al., 2007).

A manifestacdo clinica da leishmaniose visceral varia conforme a regido endémica.
Por exemplo, os sintomas do kala-azar (febre negra), como é conhecido na india, ainda
incluem: hiperpigmentacdo da superficie da face, mdaos e abdome. A linfadenopatia é
comumente observada no Suddo, porém é rara em outras regides endémicas (CHAPPUIS et
al., 2007; GRIENSVEN, VAN; DIRO, 2012).

Em algumas localidades, ainda ha o aparecimento de nddulos cutaneos, maculas,
papulas e/ou placas na regido perinasal, podendo expandir para os ombros, torax e
extremidades. Essa manifestacdo é conhecida como leishmaniose dérmica pdés kala-azar
(PKDL) e aparece apds o tratamento da leishmaniose visceral causada por L. donovani. E
considerada um sinal de recuperagao da imunidade celular contra o parasita, embora o
parasita ainda possa ser detectado nas lesGes. Por esse motivo, os pacientes de pds kala-azar
atuam como reservatérios e podem potencialmente participar da transmissdo da doenca.
PKDL é comum no Suddo (50-60% dos casos), onde ocorre durante, ou apds 6 meses de
tratamento e menos frequentemente na India (5-10%), manifestando-se anos apds o
tratamento (GRIENSVEN, VAN; DIRO, 2012).

Embora as infec¢bes por espécies viscerotrépicas de Leishmania possam ser
assintomaticas, a leishmaniose visceral é fatal se nao tratada. A maioria das mortes por LV
passam despercebidas e mesmo com o tratamento, 10-20% dos casos podem levar a

fatalidade. Além disso, fatores como desnutricdo, imunosupressdo, principalmente
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assiociada a co-infeccdo por HIV, podem predispor a manifestacdo clinica da doenga (BERN
et al., 2005).

A leishmaniose visceral é, sem duvida, a forma mais grave da doenca, sendo
classificada como a segunda em mortalidade dentre as doencas tropicais, com 20.000 a
40.000 mortes por ano, e a quarta em morbidade, com mais de 2 milhdes de anos de vida
ajustados por incapacidade (DALYs). Estima-se que 500.000 novos casos surgem anualmente
e mais de 50.000 6bitos, embora este dado provavelmente esteja subestimado. Casos de LV
ja foram relatados em 70 paises de 5 continentes, com excecdo da Oceania e Antartica,
conforme indicado na Figura 2. Mais de 90% desses casos, no entanto, ocorrem em apenas
seis paises: Bangladesh, Nepal, Sudao, Etidpia, Brasil e India, onde a incidéncia da doenca é

de aproximadamente 300.000 casos por ano (MATHERS et al., 2007; ALVAR et al., 2012).

0000

Figura 2. Distribuicdo geografica da leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo. As regides escuras no
mapa representam areas de prevaléncia da doenca. A transmiss3o antropondtica no nordeste da india, sudeste
do Nepal e centro de Bangladesh contribui para a incidéncia de mais de dois tercos de todos os casos de LV no
mundo. O Leste Africano é o segundo maior foco de LV, com a maior incidéncia na Etidpia e Sudado, seguido da
Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Oeste Asiatico e no Novo Mundo, predominantemente no Brasil.

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION EXPERT COMMITTEE, 2007.
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1.1.2 - Medidas de Controle da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral pode ser diferenciada segundo as caracteristicas da
transmissdo: na LV zoonética, a doenca é transmitida do reservatdrio animal para o humano
e na LV antropondtica a transmissao ocorre entre os humanos. No primeiro caso, os
humanos sdao hospedeiros casuais, enquanto que os animais, principalmente os cdes no
meio urbano, sdo os reservatérios do parasita. A transmissdo zoondtica é observada em
areas endémicas de L. infantum, enquanto que a antroponodtica é observada nas dareas
endémicas de L. donovani (ALVAR et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007).

As estratégias de controle da leishmaniose visceral baseam-se no controle de
reservatorios e vetores, através do uso de materiais inseticidas, deteccdo e tratamento de
casos e vacinagdo preventiva contra leishmaniose em animais e/ou humanos no caso das
espécies antroponodticas (CHAPPUIS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013).

O controle da populacdo de vetores é uma alternativa que visa interromper a
transmissdo, principalmente no ambiente peridomiciliar, sendo necessario um estudo
ecoldgico minucioso do comportamento dos flebotomineos: espécie, habitat, alcance de
v0o, preferéncia de hospedeiro, locais de repouso, ritmo circadiano e sazonalidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION EXPERT COMMITTEE, 2007). Os flebotomineos sdo susceptiveis aos
mesmos inseticidas que os vetores da malaria, pertencentes ao género Anopheles. A agao
residual nas casas pulverizadas com o inseticida DDT, mostrou-se uma estratégia eficaz na
india, onde o vetor do género Phlebotomus é restrito ao ambiente peridomiciliar.
Infelizmente, a doenga re-emergiu com a descontinuidade das campanhas de pulverizagao.
Devido a resisténcia apresentada por esses vetores, é improvavel que a pulverizagdo com
esse agente quimico volte a ser um método de controle eficiente (KAUL et al., 1994).
Existem poucas evidéncias de que o uso de redes impregnadas com inseticidas é capaz de
proteger contra a leishmaniose visceral. Dependendo dos habitos noturnos da populagdo e
dos habitos de repasto dos vetores, outras estratégias de prevencdo devem ser avaliadas
para protecdo contra a transmissdo da doenca (REYBURN et al, 2000). O uso de coleiras,
impregnadas com inseticidas, em cdes é essencial e deve ser encorajado como medida de
controle especialmente em dreas endémicas (RIBEIRO et al., 2013).

O diagnéstico de cdes também é de extrema importancia para o controle da doencga,

por se tratar do principal reservatério no ambiente urbano e visto que os sinais e sintomas
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por si s6 ndo sdo especificos o suficiente para diferenciar a patologia de outras. Portanto, o
diagnéstico deve ser feito com base em sinais clinicos e confirmacdo parasitolégica,
soroldgica e/ou molecular. Além disso, a padroniza¢do de testes é de extrema importancia
para reduzir a possibildade de resultados falsos positivos (RIBEIRO et al.,, 2013). Em
humanos a sintomatologia da doenca também se confunde com outras como: a malaria
cronica, esquistossomose, entre outras infeccdes sistémicas. A suspeita deve ser levantada
sobre todo paciente com febre e esplenomegalia, seguida dos testes para diagndstico
confirmatodrio, sendo eles: parasitolégico — deteccdo do DNA parasitario por PCR, ou
microscopia de aspirados teciduais, cuja especificidade varia conforme o tecido; e soroldgico
— imunofluorescéncia indireta (IFAT), ensaio imunoenzimdtico (ELISA), ou
imunocromatografia (ICT). Ainda assim, grande parte dos pacientes de areas endémicas
apresentam sorologia positiva, mesmo com a auséncia da infec¢do. Portanto, a combinacdo
de dois testes de tipos diferentes é necessaria para confirmacdo do diagndstico (ROMERO;
BOELAERT, 2010).

As alternativas de tratamento atualmente utilizadas na América Latina s3o baseadas
em evidéncias cientificas limitadas. Até hoje ndo foram realizados estudos randomizados de
fase 3 para nenhum tipo de tratamento. Os medicamentos com propriedades
antileishmaniais atualmente conhecidos sdo: antimoniais pentavalentes, desoxicolato de
anfotericina B, formulagdes lipidicas de anfotericina, paromomicina, isetionato de
pentamidina, miltefozina e alguns agentes anti-fungicos azélicos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION EXPERT COMMITTEE, 2007). Mesmo com essa variedade de alternativas,
alguns desafios ainda precisam ser superados. S3o eles: a elevada toxicidade de alguns
medicamentos, desenvolvimento de resisténcia pelo parasita para certas formulagdes, o alto
custo de determinadas drogas e a baixa eficdcia de grande parte desses tratamentos. As
prioridades de pesquisa incluem o desenvolvimento de estudos clinicos com os
medicamentos citados, bem como diferentes combinag¢des, a fim de diminuir a duragao e
dosagem nos esquemas de tratamento, possibilitando a reducdo da toxicidade. Além disso,
fatores clinicos associados com a falha dos tratamentos devem ser estudados para permitir
intervencdes que reduzam as taxas de mortalidade (ROMERO; BOELAERT, 2010).

Até hoje, nem o papel dos cades na transmissao da L. infantum para humanos, nem os
beneficios da eutandsia dos reservatérios, atingiram um consenso na literatura. Varios

estudos realizados no decorrer das ultimas décadas estabelecem uma co-relacdo entre a
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prevaléncia da infeccdo nos cdes e o aumento da incidéncia entre humanos. A discrepancia
entre os resultados sugere que as infeccdes entre os dois hospedeiros podem possuir
dinamicas distintas e se relacionam de maneira mais complexa do que prevista (COSTA, C. H.
N., 2011). O programa de eliminagao de cdes infectados ndo apenas é eticamente
controverso, como é defeituoso em sua proposta por diversos motivos: demonstrou-se
teoricamente que o método de eutandsia dos animais é pouco eficiente em comparacao
com as estratégias de controle vetorial; outros reservatoérios podem ser fontes de infec¢do
por L. infantum, como canideos silvestres e roedores; a populacdo canina é rapidamente
reposta, exigindo uma frequéncia de retirada de caes soropositivos impraticavel; existe uma
baixa eficiéncia dos testes sorolégicos em detectar infeccdo canina; utiliza-se um Unico
método para a triagem e para a confirmacdo da infeccdo por L. infantum, de maneira que
observa-se grande ocorréncia de resultados falso-positivos, quando a prevaléncia real pode
ser menor do que prevista, ndo existem experimentos que demonstraram vantagens
exclusivas da eliminacdo dos cdes, visto que nos relatos em que se observou vantagem,
houve o uso concomitante de controle quimico dos vetores (COSTA, C. H. N., 2001;
ROMERO; BOELAERT, 2010).

Visto que ndo ha evidéncia concreta sobre a dimensdo da contribuicdo canina na
infeccdo humana (COSTA, C. H. N., 2008) e que existe um dilema ético ébvio sobre a
estratégia, a eliminagdo de cdes é a intervengdo menos aceitdvel na comunidade e deve ser
desencorajada como medida de controle. Por esse motivo, a prevengdo através da vacinagao
é, sem duvida, uma medida urgente, cujo estudo deve ser encorajado a fim de, junto com
outras alternativas, superar os desafios envolvidos no controle da leishmaniose (ROMERO;
BOELAERT, 2010). Dada a complexidade da doenca e sua distribuicdio na populagdo, é
improvavel que o controle seja conseguido por intervencdo Unica. Portanto, o uso
concomitante de todas as alternativas é necessdrio para se observar uma real diminui¢ao da
incidéncia (MURRAY et al., 2005; COLER; REED, STEVEN G, 2005). Os aspectos da pesquisa de
vacinas contra leishmaniose serdo abordados com maior detalhamento em outra se¢ao, por

constituirem o tema central do trabalho.
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1.1.3 - Resposta Imune contra leishmaniose

O desenvolvimento de uma resposta celular do tipo Thl é indispensavel para o
controle da infeccdo por Leishmania, ja que a producdo de IFN-y por diferentes subtipos
celulares promove o controle intracelular de amastigotas através da ativacdo de macréfagos
e inducdo da producdo de oxido nitrico, cuja atividade promove a morte de parasitas
intracelulares no contexto da explosdo oxidativa (ROBERTS, 2005). Camundongos IFN-y
knockout mostraram susceptibilidade a infeccdo por Leishmania major (WANG, Z. E. et al.,
1994). Além disso, observam-se baixos niveis de IFN-y produzidos por PBMCs em individuos
com leishmaniose visceral (SCHRIEFER et al., 2008). Em concordancia, observou-se
experimentalmente o desenvolvimento de um perfil de resposta do tipo CD4+ helper 1
(Th1), caracterizada pela producdo das citocinas IFN-y e IL-12, em camundongos
geneticamente resistentes a infeccdo por Leishmania major (SCOTT et al., 1988; HEINZEL et
al., 1991). Assim também, em hamsters e humanos, observou-se uma expressdao aumentada
das citocinas IFN-y , IL-2 e IL-12, associadas a resposta celular do tipo 1, em fendtipos
resistentes a infecgdo por espécies viscerotropicas de Leishmania (MELBY et al., 2001a).

Em contrapartida, IL.-10 e TGF-B agem modulando negativamente a resposta Thl
durante a leishmaniose visceral, favorecendo a persisténcia do parasita. Pacientes com
leishmaniose visceral ativa, possuem altos niveis de IL-10 no soro, bem como niveis elevados
de mRNA de IL-10 no baco, figado, linfonodos e medula éssea (NYLEN et al., 2007; ANSARI et
al., 2011). A inibigao de IL-10 na leishmaniose visceral humana é capaz de elevar os niveis de
IFN-y produzidos por PBMCs, bem como a neutralizagao de IL-10 no soro inibe a replicagao
de parasitas da espécie L. donovani em macréfagos (GHALIB et al., 1995). Outro mecanismo
proposto para o favorecimento da infec¢do pela citocina IL-10 é a inibicdo da resposta de
macroéfagos a sinais ativadores, diminuindo a producdo de TNF-a e éxido nitrico (NO) (NYLEN
et al., 2007).

A progressao da doenga também foi caracterizada pela sintese de IL-4 nos estagios
iniciais da infeccdo em modelo murino de leishmaniose cutanea (SCOTT, 1991). Niveis
elevados de IL-4 também foram encontrados em pacientes com leishmaniose visceral
(SUNDAR et al., 1997; NYLEN et al.,, 2007). Além disso, experimentos em camundogos
knockout e camundongos tratados com anticorpos anti-IL-4 mostraram que esses animais

sdo capazes de resistir a infeccao por L. major, indicando que IL-4 teria um papel favoravel
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também a persisténcia do parasita (KOPF et al., 1996). No entanto, o papel dessa citocina
ainda ndo esta completamente esclarecido.

Estudos ainda mostraram o papel importante das células T CD8+ para o controle da
leishmaniose visceral, tanto por apresentarem uma consideravel atividade citotdxica contra
Leishmania infantum, quanto pela producdo de INF-y, cuja importancia para o controle da
infeccdo ja foi mencionada (TSAGOZIS et al., 2003, 2005). Os linfécitos T CD8+ sdo células
com atividade citotdxica capazes de lisar diretamente as células infectadas do organismo
(HAFALLA et al., 2006). Além disso, ja foi demonstrado que, embora em menor quantidade
qgue as células T CD4+, os linfécitos T CD8+ também produzem quantidades significativas de
IFN-y em individuos infectados com diferentes espécies de Leishmania, confirmando que a
imunidade protetora também esta relacionada a presenca de células T CD8+ (BOTTREL et al.,
2001; BACELLAR et al., 2002; ROSTAM I et al., 2010).

Embora os mecanismos envolvidos na progressdo da infeccdo por parasitas do
género Leishmania ainda ndo estejam plenamente esclarecidos, a sumarizacdo do conjunto

de evidéncias foi usada para propor o modelo esquematizado na Figura 3.

. Imunidade protetora
AI.'IV|€|§d9 Lise de macrofagos
C|t0|ll'l_’l'3 infectados por feishmania

\ Imunidade protetora

IFN=y, TNF-c, Ativacdo de macréfagos
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I1,=4? Progressdo da doenca

11.-10?
Figura 3. Representagcdao esquematica do modelo proposto para a resposta imune contra leishmaniose. A
imagem representa de maneira simplificada, os mecanismos de resposta imune estudados e os efeitos na
protecdo ou susceptibilidade contra a leishmaniose visceral. E possivel observar que o IFN-y é indispensavel
para o controle da doenca tanto por sua atividade citolitica quando pela ativacdo de macrofagos.

Fonte: BARBIERI, 2006. Adaptado por Daniel Doro
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Muito ainda se discute sobre a participacdo de anticorpos na infeccdo por
Leishmania. Diversos estudos apontam evidéncias de que células B e anticorpos contribuem
para a susceptibilidade a leishmaniose, pela fixacdo da fracdo C3 do complemento,
aumentando o dano tecidual e outras reacdes inflamatérias (GHOSH et al., 1995; RONET et
al., 2008; DEAK et al., 2011). Também foi demonstrado que camundongos knockout para a
porcdo Fc de imunoglobulinas sdo resistentes a infec¢cdo por Leishmania (BOLAJI; BUXBAUM,
2008). Em contrapartida, outros estudos mostram a importancia da presenca de células B
para o controle da infec¢do por L. donovani (SMELT et al., 2000) e seu efeito de diminuicdo

da carga parasitaria (BANKOTI et al., 2012).

1.1.4 - Vacinas contra leishmaniose

Ao longo dos anos, observou-se a crescente demanda pelo desenvolvimento de uma
vacina segura e eficaz como alternativa de controle da leishmaniose. Apesar de todo o
conhecimento acumulado sobre a imunobiologia do parasita, a obtencdo de uma vacina
ainda permanece um desafio. Problemas como o custo, a complexidade antigénica e
variabilidade das espécies e a resposta mista gerada no hospedeiro, limitam o progresso no
desenvolvimento de tais vacinas (SINGH, B.; SUNDAR, 2012).

As vacinas de primeira geragdo englobam a primeira intervengao bem sucedida, com
até 100% de eficacia, um processo conhecido como leishmanizagdo. O processo consistia na
administracdo de parasitas vidveis do género Leishmania por via cutanea, em algum sitio
discretamente localizado do corpo, formando uma lesdo auto-limitante e conferindo
protecdo contra infec¢cdes posteriores (KHAMESIPOUR et al., 2005; NOAZIN et al., 2008).
Apesar da eficacia desse método, ele foi rejeitado por diversas agéncias regulatérias, por ser
potencialmente problematico para individuos imunocomprometidos, além da dificuldade de
padronizacdo da dose, visto que os parasitas perdiam a infectividade, apds o cultivo
prolongado. Contudo, a eficacia do método levou diversos grupos a pesquisarem
alternativas para melhorar a técnica.

Parasitas mortos, porém integros, foram também testados com diversos adjuvantes e,
embora tenha havido um ganho na seguranca, a estratégia nao se igualou em eficacia ao uso
dos parasitas vivos (EVANS; KEDZIERSKI, 2012). Até hoje, no entanto, buscam-se alternativas

de atenuacdo dos parasitas sem que se perca a eficdcia da vacina.
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A segunda geracado de vacinas sdo compostas de antigenos purificados, ou subfra¢des
de parasitas incluindo, as proteinas recombinantes, poliproteinas, formulag¢des lipossomais e
sistemas de veiculacdo de antigenos por células dendriticas (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).
Nesse caso, induz-se resposta imune contra um ou poucos componentes protéicos do
patégeno, sem haver a ameaca da presenca do parasita integro. Embora essa alternativa
apresente maior seguranca, é pouco provavel que um Unico antigeno confira total protecao
contra um parasita complexo como a Leishmania (COLER; REED, STEVEN G, 2005).

Ultimamente, tem havido um grande investimento em uma nova gerac¢do de vacinas.
Juntamente com as proteinas recombinantes, o DNA tem sido frequentemente testado
como vetor vacinal. A inducdo de respostas Thl levando a uma potente imunidade de
células T citotdxicas é uma propriedade geral das vacinas de DNA (RODRIGUES, MAURICIO M
et al., 2003).

Historicamente, as vacinas desenvolvidas a partir de organismos vivos atenuados tém
provado ser mais eficazes do que as tradicionais vacinas de subunidades (RIVIER et al.,
1999). O uso desse tipo de estratégia para producdo de vacinas contra Leishmania é
interessante por mimetizar o curso natural da infec¢do, podendo promover uma resposta
imune protetora (UZONNA et al., 2001; BELKAID et al., 2002). Além disso, as “vacinas vivas”
oferecem um repertoério antigénico completo ao sistema imune do hospedeiro, juntamente
com o padrdo de reconhecimento apropriado, veiculando antigenos para os compartimentos
celulares adequados ao processamento dos mesmos e a apresentagdo desses ao sistema
imune, aumentando, assim, a capacidade de promog¢do de uma resposta duradoura e

protetora (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).

1.2 - Tripanosomatideos e os antigenos comuns

Organismos da familia Trypanosomatidae guardam entre si semelhangas ndao apenas
estruturais, como a presenca de cinetoplasto e glicossomos, mas também se observa uma
arquitetura gendmica e conteddo génico similar entre as espécies desse grupo. Embora
possuam ciclos de vida diferentes e causem patologias diferentes, os organismos dos

géneros Leishmania e Trypanosoma compartilham um core gendmico codificado por
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aproximadamente 6.200 genes, organizados em clusters sinténicos policistronicos (EL-SAYED

et al., 2005). Ver figura 4.

T. brucei gene clusters

T. cruzi gene N
clusters

L. major gene
clusters

Figura 4. Diagrama de distribuicao de genes entre os tripanosomatideos.
Grafico de conjuntos evidenciando a intersecgao entre os clusteres génicos de trés espécies diferentes de
tripanosomatideos.

Fonte: EL-SAYED et al., 2005. Adaptado por Daniel Doro

Além desses dados, estudos anteriores ja& mostraram um grau significativo de
reatividade cruzada entre esses organismos em testes soroldgicos, quando utilizado
antigeno bruto. Pacientes chagdsicos mostraram 98 a 100% de soropositividade pelo ELISA,
guando antigenos de L. braziliensis e de L. infantum, respectivamente, foram usados. Assim
também, os anticorpos nos soros de pacientes com leishmaniose cutdneo-mucosa
apresentaram 100% de resultados positivos pelo ELISA com antigenos de T. cruzi ou de L.
chagasi. Analises de Western Blotting mostraram que os soros chagasicos que reconheceram
pelo menos 24 bandas com antigeno bruto de T. cruzi, também reconheceram 13 bandas
com antigeno de L. chagasi e 17 bandas com L. braziliensis. Os resultados indicam a presenca
de determinantes antigénicos comuns em vdrias proteinas desses protozoarios (VEXENAT et

al., 1996).
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1.2.1 - Resposta Imune ao Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é o protozodrio causador da doenca de Chagas, pertencente
também a familia Trypanosomatidae. Diferentemente da Leishmania, o T. cruzi apresenta 4
formas distintas: epimastigota (intestino do vetor), tripomastigota metaciclica (infectiva),
tripomastigota sanguinea e amastigota - a forma intracelular (TYLER; ENGMAN, 2001). A
doenca se manifesta em duas fases diferentes: fase aguda - com duracdo de 2-4 meses, onde
se observa alta carga parasitdria e parasitemia; e fase crénica - podendo durar a vida toda,
com baixo numero de parasitas circulantes (GOLGHER, D.; GAZZINELLI, RICARDO T, 2004).

Nos momentos iniciais da infeccdo por T. cruzi, observa-se uma elevada ativacdo
policlonal inespecifica de celulas T e B, responsavel pelo aumento da populacdo de células
secretoras de imunoglobulinas, levando a elevacdo do nivel de anticorpos no soro de
animais infectados. Esse perfil inicial coincide com a susceptibilidade do hospedeiro e
progressdo da doenca. Foi proposto que essa ativacao policlonal inicial do sistema imune
serve como mecanismo de evasao do parasita, dispersando a resposta imune e evitando o
desenvolvimento de uma potente resposta adquirida contra antigenos especificos do
parasita.

Ainda durante a primeira semana da fase aguda da doenga, ocorre a ativagdo de
componentes da imunidade inata, com produgdo sistémica, por celulas dendriticas e
macrofagos, das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12, cuja atividade favorece a
diferenciacdao de linfécitos T CD4+ virgens para a subpopulagio Thl (GOLGHER, D.;
GAZZINELLI, RICARDO T, 2004). Tais citocinas, ainda promovem um aumento da atividade de
células Natural Killers (NK), em conjunto com a expansdo policlonal de linfécitos T. A
producao de IFN-y pelas células NK é responsavel pela ativacdo de macréfagos, aumentando
sua atividade fagocitica, principalmente através da inducdo da sintese de Oxido Nitrico (NO),
contribuindo para o controle da replicacdo parasitdria e conferindo resisténcia ao
camundongo (SOARES et al., 2003). Além disso, o IFN-y desencadeia os mecanismos de
células efetoras do tipo T CD8+ citotdxicas que exercem papel importante no controle da

replicacdo parasitaria no tecido cardiaco (TSAGOZIS et al., 2003, 2005).
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Apés o controle da parasitemia e parasitismo tecidual, mecanismos
imunoregulatdrios agem no sentido de controlar a resposta imune exacerbada, evitando

efeitos deletérios do sistema imune (GOLGHER, D.; GAZZINELLI, RICARDO T, 2004).
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Figura 5. Representac¢do esquematica dos mecanismos imunoldgicos que medeiam a resposta imune inata e
adquirida. Nos estagios iniciais da invasdo de T. cruzi a imunidade inata participa crucialmentee na resisténcia
do hospedeiro a infec¢do, agindo como uma primeira linha de defesa, as células do sistema imune inato
(Macréfafos, Células NK e Células Dendriticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e células efetoras
intermedidrios reativos de Nitrogénio (RNIs) e GTPases induziveis por IFN que controlam a replicacdo
parasitaria. Ao mesmo tempo, as células da imunidade inata, particularmente as células dendriticas, fazem a
ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas IL-12 necessdrias para a diferenciacdo e
expansdo clonals de linfécitos T helper 1 (Thl) CD4+, bem como células T CD8+ e plasmécitos B. O INF-y
produzido por Thl CD4+ ou T CD8+ ativa mecanismos efetores em macdéfagos para destruir amastigotas e
tripomastigotas fagocitadas, ao passo que a atividade citotoxica apresentada por células T CD8+ destrdi células
contendo amastigotas intracelulares. Anticorpos produzidos por células B lisam as formas tripomastigotas
extracelulares, ou facilitam a fagocitose de parasitas opsonisados com IgG. Abreviagdes: IFN, interferon; IL,
interleucina; NK, natural killer; Thp, Th precursor cell; TNF, tumour necrosis factor.

Fonte: JUNQUEIRA et al., 2010
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1.2.2 - A cepa CL-14

Em 1981, o Dr. Egler Chiari isolou um clone ndo infectivo a partir de culturas da cepa
CL, uma cepa de T. cruzi altamente infectiva, com tropismo muscular, isolada em 1963 por
Brener e Egler. As tripomastigotas metaciclicas do clone 14, apesar de serem capazes de
infectar macréfagos in vitro, ndo obtiveram sucesso na infec¢do in vivo nem de modelos
mais suscetiveis, como camundongos BALB/c recém nascidos (1-2 dias), (LIMA et al., 1990).
Dessa maneira, ndo se observou parasitismo em nenhum tecido do corpo do animal, mesmo
apos profunda investigacdo sistémica via analises histopatolégicas (LIMA et al., 1995).

Além da ndo-viruléncia observada nesse clone, foi mostrado que uma Unica dose foi
suficiente para proteger camundongos BALB/c (1-2 dias) contra um desafio letal de
tripomastigotas sanguineos da cepa Y, uma cepa altamente virulenta (LIMA et al., 1990).

Embora ndo se tenha ainda pleno conhecimento do perfil citocinético capaz de
conferir protecdo contra a infecgdo por T. cruzi, sabe-se da importancia de algumas células,
citocinas e imunoglobulinas para essa condi¢do. Alguns trabalhos ja avaliaram as respostas
imunes envolvidas na protecdo conferida pela cepa CL-14 e embora alguns estudos apontem
a baixa producdo de IFN-y (PAIVA et al., 2003; SOARES et al., 2003), outros mostraram que a
vacinacdo com CL-14 foi capaz de induzir uma potente imunidade mediada por células T,
com producdo de altos niveis de IFN-y, bem como o aumento da resposta proliferativa de
esplendcitos, com expansao transiente da populagdao de células T CD8+ (PAIVA et al., 1999;
JUNQUEIRA et al.,, 2011). Altos niveis de 1gG2a, 1gG2b e IgG1l também foram observados
apods imunizagdo com a cepa CL-14 (PYRRHO et al., 1998). Portanto, esses fatores podem
caracterizar, ainda que grosseiramente, o perfil imunolégico misto responsavel pela
protecao conferida pela cepa CL-14.

Os mecanismos moleculares envolvidos na nao-viruléncia da cepa CL-14 ainda
permanecem pouco esclarecidos. Todavia, ja foi descrito que a expressdo da glicoproteina
de membrana gp82 esta significativamente diminuida na superficie do clone CL-14, quando
comparada com a cepa CL. Essa proteina é responsavel por estabelecer inicialmente a
interacdo parasita-hospedeiro e promover a invasao, através de uma cascata de sinaliza¢ao
que mobiliza o Ca**, essencial para a internalizagdo do parasita (ATAYDE et al., 2004).

Curiosamente, a infectividade in vitro a células Vero foi afetada a 37°C, visto que a

diferenciacdao de amastigotas em tripomastigotas foi inibida. Esses sdao dados sugerem que o
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ambiente do hospedeiro vertebrado e sua alta temperatura (37°C) podem ser os fatores
responsaveis pela avirulencia da cepa CL-14 (BRENER et al., 1976).

As propriedades imunogénicas da cepa CL-14 levaram a escolha da mesma como
vetor vacinal de um antigeno antitumoral. Esse organismo atenuado possui agonistas de
receptores toll-like, que favorecem a inducdo de uma potente e persistente resposta celular
mediada por células T helper do tipo 1 (Th1). Além disso, o parasito possui a capacidade de
sobreviver nos tecidos do hospedeiro estimulando continuamente a resposta imune e a
habilidade de replicar-se no citoplasma da célula hospedeira, induzindo a apresentacdo de
antigenos a células T CD8. A vacinacdo com a cepa CL-14 carregando o antigeno antitumoral
NY-ESO, foi capaz de ativar mecanismos altamente eficazes na morte e controle de células
tumorais, indicando que o uso dessa estratégia deve ser explorado em outros estudos

vacinais (JUNQUEIRA et al., 2011).

1.3 - Transformacgdo de tripanossomatideos

Os microorganismos eucariotos tém chamado a atencdo de parasitologistas ndo
apenas pela sua relevancia médica, mas também por apresentarem mecanismos distintos de
controle da expressdao génica. Algumas caracteristicas peculiares sdao encontradas nos
tripanosomatideos, incluindo: transcrigcdo policistronica, processamento via trans-splicing do
pré-mRNA, edicdo do RNA mitocondrial e transcricdo de genes codificadores de proteinas
pela RNA polimerase | (CLAYTON, 2002).

Os transcritos primadrios de tripanosomatideos sao policistronicos, ou seja, em um
unico mRNA existem varias sequéncias codificadoras separadas por regides intergénicas, que
sdo sitios para duas reacdes de processamento: a poliadelinagdo do gene a montante e o
trans-splicing de um miniéxon “encapado” a jusante. Trata-se de uma sequéncia de 39
nucleotideos conhecida como spliced leader (SL) que, apds a primeira clivagem, se torna a
extremidade 5 do mRNA maduro. A segunda clivagem estd associada com a poli-adenilagao
e ocorre em um sitio a cerca delkb de distancia do sitio aceptor de trans-splice, resultando
na formacdo de um mRNA monocistronico, contendo o 5’ cap e a 3’poli(A). Esse processo
ocorre simultaneamente, ou imediatamente apds a transcricdio (LEBOWITZ et al., 1993;

DAROCHA et al., 2004).
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Grande parte do conhecimento sobre expressdo génica em tripanosomatideos foi
gerado através do desenvolvimento de protocolos de transfeccdo e de uma nova geracao de
vetores plasmidiais foi obtida com a introducdo de sequéncias derivadas de promotores de
rRNA, favorecendo a expressao de genes reporter (TYLER-CROSS et al., 1995; TEIXEIRA et al.,
1995; MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997). A introducdo dessas sequéncias, junto com os
segmentos de genes contendo o sitio de adicdo da sequéncia SL (spliced-leader) e 5'UTR,
levou a um rendimento de expressdo de gene repérter duas vezes maior do que os vetores
tradicionais. Para aumentar ainda mais a eficiéncia de transfeccdo em T. cruzi, sequéncias
capazes de influenciar o processamento correto do pré-mRNA, bem como a estabilidade do
mRNA maduro, vém sendo adicionadas a jusante do promotor de rRNA e testadas quanto a
estabilidade conferida, eficiéncia de traducao e eficiéncia de trans-splicing (DAROCHA et al.,
2004).

Da Rocha e colaboradores (2004) desenvolveram um vetor (pPROCKNEOQ), conforme as
caracteristicas citadas, para integracdo de cassetes de expressdo. no genoma do parasito A
construcdo esta esquematizada na Figura 8 em Materiais e Métodos. Apds a transfeccdo de
O,4x108 epimastigotas de T.cruzi com esse vetor, a selecdo durante 4 meses com o
antibidtico G418 foi capaz de gerar 10% de parasitas resistentes expressando o gene
reporter. O grupo padronizou protocolos de eletroporagdo de T. cruzi com o vetor,
mostrando a expressdao estavel de diferentes genes nas cepas CL Brener e Tulahuan
(DAROCHA et al., 2004). Com isso, foi possivel adaptar a estratégia para a modificacao
genética da cepa CL-14, a fim de que essa expressasse constitutivamente a proteina A2,

veiculando-a como antigeno vacinal as células dos animais em estudo.

1.4 - A proteina A2

O gene codificador da proteina A2 foi inicialmente identificado por Hugues Charest e
Greg Matlashewski, em 1994. Através da estratégia de identificar genes constitutivamente
expressos apenas em amastigotas, visava-se descobrir proteinas importantes para
citodiferenciacdo entre os estagios promastigota e amastigota da Leishmania donovani.
Acreditava-se que 0s genes expressos apenas em amastigotas estariam envolvidos com a

sobrevivéncia do parasita no hospedeiro humano, visto que essa é a forma presente nos
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fagolisossomos dentro de macréfagos. Apds o screening, foi isolado um transcrito de 3,5kb
presente apenas em macrofagos infectados com amastigotas e ndo em promastigotas, ou
macréfagos nao infectados. Ainda assim, foi possivel estimular a expressao da proteina em
promastigotas ao elevar a temperatura para 37°C e reduzir o pH para 4,5, condi¢cdes que
simulam o ambiente do fagolisossomo. Esses dados indicaram a relacdo entre a expressao da
proteina e a sobrevivéncia do parasita no ambiente do macréfago (CHAREST, H;

MATLASHEWSKI, G, 1994).

1.4.1 - Caracteriza¢ao Funcional e Estrutural

Ultimamente, diversos estudos tém sido conduzidos para caracterizar a funcdo da
proteina A2. De uma maneira geral, sabe-se que A2 estd envolvida na sobrevivéncia do
parasita nos 6rgaos do hospedeiro (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010). O grande desafio é
saber qual é o papel especifico da mesma. Cada vez mais se reforca a evidéncia de sua
correlagcdo com situacOes de stress, seja ele oxidativo, choque térmico, dobramentos
erroneos de proteinas, ou resposta a proteinas desdobradas (UPR), uma vez que todos esses
estimulos induzem a expressdao da proteina, até mesmo em promastigotas (MCCALL;
MATLASHEWSKI, 2012). Inicialmente a hipdtese era atribuir a proteina a fungdo de
chaperona, uma vez que a predicdo de sua estrutura revelou o dobramento em varias
folhas-beta, conformagdo que costuma estar associada a interagdo com proteinas
maldobradas e desdobradas para estabiliza-las, ou redobra-las. De fato, mostrou-se que a
proteina A2, submetida ao choque térmico, interagiu com a chaperona BiP (Binding Protein),
colocalizando-se no reticulo endoplasmdtico e aumentando a viabilidade do parasita
submetido ao choque (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010). Entretanto, experimentos com
ditiotreitol (DTT), reagente responsdvel por simular o stress de resposta a proteina
desdobrada (UPR), mostraram que a A2 ndo protegeu contra esse tipo de stress. Por outro
lado, com a expressdao de A2, houve protecao significativa contra o stress por choque
térmico e oxidativo, bem como a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (MCCALL;
MATLASHEWSKI, 2012).

Embora muito se tenha pesquisado a respeito da funcao especifica da proteina A2, o

mecanismo pela qual ela protege o parasita contra as situacdes de stress permanece incerto,
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especialmente porque varias vias de resposta a stress estdo intimamente ligadas, tornando
extremamente dificil uma aproximacdo mais conclusiva de seu mecanismo bioquimico. A
proteina A2 ndo tem homologia com nenhuma proteina de funcdo conhecida, embora a
predicdo de sua estrutura indique que é mais provavel que ela tenha um papel estrutural do
gue enzimatico, reforcando a hipétese de sua participacdo como chaperona (MCCALL;
MATLASHEWSKI, 2010, 2012). Os genes A2 se organizam in tandem no cromossomo 22 de
Leishmania infantum, com até quatro arranjos por genoma dipldide. As proteinas codificadas
possuem estrutura primdria relativamente simples. Em L. donovani constituem uma
pequena sequéncia inicial, seguida de 40 a 90 repeticdes de uma unidade peptidica de dez
aminoacidos, formando uma familia de proteinas, cujos tamanhos variam de 42 a 100kDa

(CHAREST; MATLASHEWSKI, 1994; ZHANG et al., 2003).
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Figura 6. Estrutura primaria do gene e da proteina A2. Na parte de cima estd representado o gene codificador
da proteina A2, cujo tamanho varia entre as espécies e dentro de uma mesma espécie. Em seguida, a
representacdo da pequena sequéncia original seguida pelas unidades repetitivas, cuja quantidade de
repeticdes também varia. Embaixo, a representacdo da sequéncia de aminoacidos. A repeticdo das unidades
ocorre a partir do aminodcido 37.

Fonte: CHAREST; MATLASHEWSKI, 1994; ZHANG et al., 2003. Adaptado por Daniel Doro

1.4.2 - Imunogenicidade da proteina A2

Ja foi demonstrado que soros de cdes e humanos, infectados com espécies de
Leishmania do Novo Mundo e do Velho Mundo, associadas a leishmaniose visceral

reconhecem o antigeno A2 no diagndstico por ELISA (CARVALHO et al., 2002). Além disso, a
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comparacdo entre diferentes antigenos para diagndéstico da leishmaniose visceral canina,
demostrou que A2 apresenta os melhores resultados de ELISA na identificagdo de caes
assintomaticos, refor¢cando a evidéncia de seu potencial antigénico (PORROZZI et al., 2007).

Desde que a proteina A2 comecou a ser cogitada como antigeno vacinal, varios
vetores, protocolos vacinais e adjuvantes ja foram testados. Formulagdes proteicas e vacinas
de DNA veiculando A2 foram capazes de proteger camundongos contra desafios por L.
donovani, L. amazonensis e L. infantum (GHOSH et al., 2001a; GHOSH et al., 2001b; COELHO
et al., 2003; ZANIN et al., 2007). Também ja foi demonstrado que a imunizacdo passiva de
camundongos com esplendcitos de animais previamente vacinados com A2 foi capaz de
conferir protecdo em camundongos BALB/c e C57BL/6 contra desafio por L. donovani
(GHOSH et al., 2001a). Em geral, essa protecdo sempre esteve associada a altos niveis de
IFN-y produzidos apds a vacinacdo. Essa caracteristica estd de acordo com o que se espera
de vacinas eficazes contra leishmaniose visceral, que devem ser capazes de induzir respostas
celulares via linfocitos T CD4+ e T CD8+, com producdo de altos niveis IFN-y (TSAGOZIS et al.,
2003; ROBERTS, 2005).

Atualmente, a proteina A2 recombinante esta presente na formulacdo de uma vacina
comercialmente disponivel contra a leishmaniose visceral canina. A vacina LeishTec®, em
estudo clinico de fase Il, mostrou ser capaz de induzir uma resposta do tipo Th1, com niveis
elevados de IFN-y, em cdes da raca beagle. Além disso, a vacinagdao com LeishTec® foi capaz
de proteger os cades, reduzindo a carga parasitdria na cultura de medula dssea e sangue
periférico e evitando, ou retardando a manifestagdo de sintomas. Finalmente, a vacinagao
com LeishTec® nao induziu soroconversao nos animais avaliados com o teste utilizando
antigeno total de promastigotas, permitindo a diferenciacdo entre animais infectados e
vacinados (FERNANDES et al., 2008). Recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento e o Ministério da Saude aprovaram o estudo de fase Ill da vacina LeishTec®,
confirmando que 96,5% dos animais devidamente vacinados responderam a vacina e foram
protegidos contra a leishmaniose visceral.

Tendo em vista a protecdao conferida por A2 em diversos ensaios, RESENDE et al.
(2008) caracterizaram a estrutura do epitopo de célula B presente na estrutura da proteina e
mapearam, através de ferramentas de bioinformatica, os peptideos reconhecidos pelos
complexos principais de histocompatibilidade (MHC) do tipo |, que apresenta antigenos para

células T CD8+ e do tipo Il, que apresenta para células T CD4+.
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A predicao in silico indicou a presenca de peptideos de alto score de afinidade para o
haplétipo D® de MHC-I (CD8) e um epitopo para células B, denominado B-1. Além disso, duas
sequencias para ligacdo no MHC-Il (CD4-1 e CD4-2) foram geradas conforme mostra a Figura
7. O epitopo B-1 foi reconhecido pelo soro de camundongos vacinados com A2
recombinante e com o anticorpo monoclonal anti-A2, mostrando a mesma reatividade que a
proteina inteira. O peptideo VGPQSVGPL presente na porcao repetitiva da proteina A2, foi
caracterizado como imunodominante para células T CD8+, ao estimular intensamente e
especificamente esplendcitos CD8+ para a produgdao de IFN-y, além de induzir atividade
citotoxica em camundongos imunizados com a construcdo Adenovirus A2. Da mesma forma,
o peptideo CD4-2 SASAEPHKAAVDVGPL foi reconhecido por células CD4+ produtoras de IFN-
vy, através de ELISPOT.

Os resultados apresentados nesse estudo mostraram o carater imunogénico da
proteina A2 em camundongos BALB/c, além de corroborar o seu potencial de gerar uma
resposta Thl protetora contra L. infantum, dessa vez veiculada pelo Adenovirus. O estudo
em geral evidencia a utilidade da proteina A2 como antigeno vacinal e diagndstico (RESENDE

et al., 2008).

AmastigoteAntigen2(A2)— 530aa

Non-repetitive sequence Repetitions (10 aa each)

lilj 2|2 34 '[|1

Signal Peptide VGPLSVGPOS| VGPLSVGPOS| VGPLSVGPQS VGPLSVGPOS)

\ L‘Dd—ll U \ CD8 }\ CD8 }

‘ B-1 SASAEPHKAAVDVGPLSVGPQ-OH (aa 23 -43) ‘

CD4-2 SASAEPHKAAVDVGPLS-OH (aa 23 -39)

CD4-1 PHKAAVDVGPLSVGPQS-OH (aa 28 -44) |

|(:Ds | | VGPQSVGPL-OH |

Figura 7. Mapeamento de epitopos da proteina A2 de L. donovani. Um epitopo de 9 aminodcidos
apresentando alto score de ligacdo ao hapldtipo DY do MHC classe | foi encontrado entre as unidades
repetitivas. O epitopo de 21 aminoacidos com afinidade ao receptor de células B foi encontrado na porgédo nao
repetitiva e mais uma repeticdo. E duas outras sequéncias, de 17 aminodcidos cada, foram artificialmente
geradas pela analise da por¢do N-terminal da proteina para ligagdo ao complexo MHC classe |l

Fonte: RESENDE et al., 2008

37



2 - JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os aspectos epidemioldgicos, clinicos e os riscos associados a leishmaniose visceral
tornam evidente a gravidade deste negligenciado problema de saldde publica, que se
expande e atinge diversas regides do mundo. Dada a complexidade desse problema, é
improvavel que uma Unica intervencdo seja capaz de controlar plenamente a incidéncia da
leishmaniose visceral. Uma das alternativas em que se deve investir é a prevencdo através
da vacinacdo. Para isso, é necessdria a pesquisa exaustiva a fim de encontrar formulacdes
capazes de proteger as populagdes em risco.

A resposta imune e protecdo vacinal do antigeno A2 ja foram caracterizadas em
diversas formulagcbGes (vacinas de DNA, recombinantes, veiculadas por organismos
atenuados) e modelos animais (camundongos, cdes, primatas ndo-humanos, etc.),
resultando na obtencdo de uma vacina comercial contra a leishmaniose visceral canina,
atualmente presente no mercado. No entanto, ainda é possivel aprimorar as formula¢des
existentes.

Baseado nessas necessidades e desafios, o nosso grupo decidiu caracterizar a
resposta imune e avaliar a protecdo em camundongos contra infeccdo por Leishmania L.
infantum, quando inoculados pela cepa CL-14 ndo-patogénica de T. cruzi expressando o gene
A2 de Leishmania L. infantum, cujo repertério antigénico guarda semelhanga com o de T.
cruzi.

Alguns aspectos que motivaram a escolha dessa abordagem foram: a probabilidade
de que um conjunto, e ndo um antigeno isolado, seja capaz de induzir a resposta ideal; a
evidéncia crescente de que o uso de vacinas vivas atenuadas pode conferir uma resposta
imune potente e duradoura; a relagdo entre o perfil da resposta imune celular e de citocinas,
com alta produc¢ao de IFN-y, induzidas pela vacinagdo com a cepa CL-14 e a protecdo contra
leishmaniose visceral; o amplo repertério antigénico compartilhado entre os
tripanosomatideos e o vasto conhecimento ja acumulado pelo nosso grupo sobre o antigeno

A2, facilitando estudos futuros.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral:

Caracterizar a resposta imune e avaliar a protecdo contra leishmaniose visceral em
camundongos BALB/c, induzida pela cepa ndo-patogénica de T. cruzi (CL-14), modificada

geneticamente para expressar o antigeno A2 de Leishmania L. infantum.

3.2 - Objetivos especificos:

3.2.1 - Construir o vetor pROCKA2Neo para transfeccdo de T. cruzi, visando a expressao

enddgena do gene A2 sintético;

3.2.2 - Modificar geneticamente a cepa CL-14 de T. cruzi, tornando-a capaz de expressar o

gene A2 sintético;

3.2.3 - Caracterizar o perfil de expressao de A2 nas cepas transgénicas obtidas, através de

Western Blot e Imunofluorescéncia;

3.2.4 - Caracterizar a resposta imune celular e humoral em camundongos, avaliando o perfil
de citocinas induzido pela cepa genéticamente modificada, bem como a producdo de

anticorpos 1gG1 e IgG2 especificos contra o antigeno A2;

3.2.5 - Avaliar os niveis de prote¢do induzidos em camundongos, pela vacinagdo com o
organismo geneticamente modificado e quantificacdo da carga parasitaria em figado e bacgo

pos-desafio;

3.2.7 - Comparar os resultados obtidos por meio da vacinagdo com o organismo

geneticamente modificado com aqueles obtidos em animais vacinados com a proteina

recombinante A2 sintética, associada ao MPLA e CPG/Alumen.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Construgao do vetor pROCK A2Neo

Para a transfeccao da cepa CL-14 de T. cruzi, foi utilizado o plasmideo pROCKGFPNeo,
desenvolvido por DaRocha et al., (2003). Neste plasmideo, o sitio de insercdo para o gene
exogeno esta contido entre os sitios Xbal e Xhol, conforme a representacdo esquematica
abaixo. Esse plasmideo, quando linearizado pela enzima Not/ (New England Biolabs - Brasil),

permite a integracao do cassete de expressao no locus multigénico da B-tubulina de T. cruzi.

Nat 1

Ribosomal
Promoter

TcP2p
5'UTR

pROCKGFPNeo
@,031 pb)

Nkal
gGAPDH Ul
J'UTR gGAPDH Il
IR

Neo [R)

Figura 8. Representacdo esquematica do vetor pROCKGFPNeo para expressio de genes exdgenos em
Trypanosoma cruzi. O plasmideo é composto por: promotor ribossomal de T. cruzi; a regido intergénica da
proteina ribossomal TcP2B 50 (HX1), que contém o sitio de adicdo da sequéncia splice leader para o trans-
splicing do gene exdgeno;, um trecho da regido intergénica do gene gGAPDH Il que contém o sinal de
poliadenilagcdo do gene exdgeno e os sinais para trans-splicing do marcador de sele¢do (gene de resisténcia a
neomicina); a 3’UTR do gene gGAPDH Il, contendo o sinal de poliadenilacdo para o marcador de selecdo; e o
gene reporter GFP (green fluorescent protein) entre sitios de clonagem (Xbal/Xho!) para o gene exdgeno. O
cassete de expressdo, quando linearizado, torna-se flanqueado por sequéncias que direcionam a integracao
para o locus multigénico da B-tubulina por recombinacdo homoéloga.

Extraido de DAROCHA, 2004
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4.1.1 - Liberagao do sitio de clonagem do pPROCKGFPNeo

Para a liberacdo do sitio de clonagem, 60 pg do plasmideo pROCKGFPNeo foram
simultaneamente digeridos com 10 unidades das enzimas Xbal e Xhol (Promega) e o produto
da digestdo foi resolvido em gel de agarose a 1,0%, marcado com 0,5mg/mL de brometo de
etideo e imerso em tampao TAE, submetido a uma corrente de 100V. Para a comparacao do
tamanho dos fragmentos, o padrdo de peso molecular utilizado foi o GeneRuler™ 1kb DNA
ladder (Fermentas/Thermo Scientific). A banda correspondente ao plasmideo linearizado foi
extraida com o auxilio de um bisturi e dissolvida a 60°C em tamp3o contendo 40-50% de
tiocianato de guanidida (illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit - Promega), o

fragmento foi purificado em coluna de silica e eluido com agua deionizada estéril.

4.1.2 - Digestao do gene A2 sintético

O gene sintético codificador da proteina A2 foi obtido a partir do plasmideo
pET9a24a-A2HIS. Essa construcdo sintética foi delineada, conforme representado na figura 9,
e gentilmente cedida pelo Dr. Leonardo Damasceno (Pesquisador visitante, Laboratério de
Imunoparasitologia, Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB/UFMG). Inicialmente,
foi necessdria a destruicdo do sitio Not/, presente na sequéncia do gene, visto que,
posteriormente esse sitio seria utilizado para a linearizagdo do cassete de expressao, antes
de realizar a transfec¢do. Para isso 1 pg do plasmideo foi linearizado com a enzima Not/ e
submetido a purificagdo em gel de agarose com o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare). O fragmento linear teve as extremidades coesivas preenchidas
pela Reacdo de Klenow (Promega) e re-ligadas a 4°C “overnight”, com a enzima T4 DNA

Ligase (Promega).
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Figura 9. Representa¢ao esquemadtica do plasmideo pET9a24a-A2HIS. O plasmideo contendo o gene sintético
A2 foi previamente delineado pelo Dr. Leonardo Damasceno e gentilmente cedido ao nosso grupo. A sequéncia
do gene A2 foi modificada para evitar as repetigdes de sequéncias nucleotidicas (presentes no gene original),
porém mantendo a sequéncia de aminoacidos da proteina codificada. Ao contrario da proteina original, foram
colocadas apenas 10 repeticdes na sequéncia final da proteina sintética, reduzindo o tamanho do gene a
729pb, incluindo a cauda de histidina. Além disso, a sequéncia foi otimizada para expressao em Pichia pastoris,

observando-se os cddons mais utilizados por esse organismo.

Apds a ligacdo, 50uL de uma cultura quimiocompetente de E. coli XL1-Blue foi
transformada com 2uL do sistema da ligagcdo. Apds 30’ de incubagdo em gelo, as culturas
foram submetidas a choque térmico de 1’ a 42°C e retornadas ao banho de gelo por 2’. Em
seguida, foram plaqueadas em Agar Luria Bertani (LB) contendo 50pug/mL de Kanamicina
para a selecdo das coldnias resistentes. As colOGnias selecionadas tiveram o plasmideo
extraido por Mini-prep (Qiagen) e submetidas ao teste de digestdo com a enzima Not/ para

verificar a destruicao do sitio.
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Apds a confirmacdo da destruicdo do sitio Notl, 10ug do plasmideo foram
duplamente digeridos com as enzimas Xbal e Xhol para liberacdo do gene A2 sintético. A
resolucdo em gel de agarose e purificacdo foi realizada a exemplo do plasmideo ja

mencionado.

4.1.3 - Clonagem e confirmagao da sequéncia do gene A2

Apdbs obtencdo dos fragmentos pROCKNeo e A2 purificados, a ligacdo foi realizada
overnight a 4°C e o produto foi usado na transformac3o de bacterias E. coli XL1-Blue
guimiocompetentes, conforme exemplo ja descrito. O plasmideo resultante extraido das
colonias selecionadas foi submetido a testes para confirmacdo da ligacdo bem sucedida.

Oligonucleotideos foram desenhados flanqueando a regido TcP2P - HXIFW (5'-
TTCTTCAAATATGCAGCAGCGGATT-3') e o] gene A2 - A2NOTRV (5'-
TACCGCGGCCGCCTAGTGGTGATGG-3’). Esses oligos foram usados para confirmacdo da
insercdo através de PCR convencional, amplificando o fragmento de 963pb, e
sequenciamento automatizado pelo sistema MEGABACE 1000 (GE Healthcare Life Sciences).

Além dessas, ainda foi feita a confirmacdo através de digestdo simultdanea com as
enzimas Xbal e Xhol e resolucdo em gel de agarose, esperando-se em caso confirmatorio, a
presenca das bandas de 7.331pb, correspondente ao plasmideo pROCKNeo, e 729pb,

correspondente ao gene A2 sintético.

4.2 - Transfecg¢ao da cepa CL-14 de T. cruzi com o plasmideo pROCKA2Neo

Ap0s a confirmacdo da construgao, 60ug do vetor pPROCKA2Neo foram linearizados
por digestdo Unica com a enzima Notl, linearizando o cassete de expressdo apresentado na
figura 10. O produto foi entdo resolvido em gel de agarose e purificado, conforme protocolo

anteriormente citado.
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Figura 10. Cassete de inser¢do no genoma do parasita, linearizado com Notl. Plasmideo pROCKA2Neo
linearizado por digestao simples, com enzima Notl. O fragmento foi posteriormente purificado e quantificado
por espectrofotometria UV no Nanodrop®. O casseete é composto por: promotor ribossomal de T. cruzi; a
regido intergénica da proteina ribossomal TcP2B 50 (HX1), que contém o sitio de adigdo da sequéncia splice
leader para o trans-splicing do gene exdgeno; um trecho da regido intergénica do gene gGAPDH Il que contém
o sinal de poliadenilagdo do gene exdgeno e os sinais para trans-splicing do marcador de selegdo (gene de
resisténcia a neomicina); a 3’'UTR do gene gGAPDH I, contendo o sinal de poliadenilagdo para o marcador de
selecdo; e o gene reporter GFP (green fluorescent protein) entre sitios de clonagem (Xbal/Xhol) para o gene
exogeno. O cassete de expressdo, quando linearizado, torna-se flanqueado por sequéncias que direcionam a
integragao para o locus multigénico da B-tubulina por recombinagao homdloga.

(Thermo Scientific).
4.2.1 - Eletroporacao de parasitas

Epimastigotas de T. cruzi CL-14 (2,0 x 10’) em fase exponencial (3-4 dias) foram
centrifugadas a 3.000rpm/10’ e lavadas com PBS. Foram entdo, ressuspendidas em tampao
de eletroporagdao (75% CITOMIX - KCI 120mM, CaCl, 0,15mM, K,HPO, 10mM, EDTA 2mM,
MgCl, 5mM, Hepes 25mM, pH 7,6 + 25% Tampao Sacarose - Sacarose 277mM, KH,PO4 7mM,
MgCl, 1mM, pH 7,4). Os parasitas foram delicadamente homogeneizados nas cubetas de
eletroporagao, sendo em uma com 50uL (50ug) do plasmideo pROCKA2Neo linearizado e na
outra com o mesmo volume de tampao de eletroporagao (MOCK). Apds 15’ de incubagao no
gelo, os parasitas foram submetidos a 2 pulsos de 0,3kV e 500uF, intervalados por 10
segundos no sistema Gene Pulser Xcel™ (BioRad). Apds mais 10° de incubagdo
temperatura ambiente, cada cultura foi transferida para uma garrafa de meio de cultura
contendo 5mL de meio Liver Infusion Triptose (LIT) + 10% de Soro Fetal Bovino (SFB),
penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 pg/ml e incubada a 28°C em estufa de demanda
bioguimica de oxigénio (B.0.D.). Apds 24h de incubacdo, adicionou-se a cada cultura 30uL de

Geneticina (50ug/uL) para uma concentracdo final de 300ug/mL. A selecdo completa se deu
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25 dias apos a eletroporacao, quando se observou a morte completa dos parasitas da cultura

MOCK.

4.2.2 - Cultivo de parasitas

Os parasitas selecionados foram, entdo, cultivados em 5mL de meio LIT + 10% de SFB
contendo penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 pg/ml e 300ug/mL de Geneticina,
incubados em estufa B.0O.D. a 28°C, com passagens semanais até que a cultura atingisse a
crescimento exponencial continuo. Epimastigotas em fase logaritimica eram coletadas com
3-4 dias de cultivo, para avaliacdo da expressdao. Apds 15 dias de cultivo, observava-se a

predominancia de formas tripomastigotas em fase estacionaria.

4.2.3 - Extracdao do DNA gen6mico da cepa CL-14 A2

Epimastigotas (1x10’) em fase exponencial foram centrifugados a 3.000RPM/10’ e
ressuspendidos em 1mL de PBS 1x. Apds nova centrifugacdo nas mesmas condicGes, o pellet
foi ressuspendido em 400uL de Tampao de Lise (Tris-HCIl - 10mM; EDTA - 0,1M; SDS - 0,5%;
Proteinase K - 100ug/mL; RNase - 70pg/mL; pH 8) e incubado overnight a 56°C para lise
completa das células. Apds esse periodo, foi adicionado 400uL de uma solugdo 25:24:1 de
Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico e homogeneizado para captura do DNA total na fase
aquosa. Apds centrifugacdo a 14.000RPM/15’, a fase aquosa foi cuidadosamente coletada,
evitando-se a interface protéica e transferida para outro tubo eppendorf. O DNA foi
precipitado com uma solug3o alcdolica (etanol 95%) de acetato de sddio 2M a -20°C durante
20 minutos para otimizar o processo. Apds nova centrifugacdo (14.000RPM/15’) para
sedimentacao do DNA precipitado, o sobrenadante foi descartado e o pellet submetido a
duas etapas de lavagem com adicdo de Etanol absoluto gelado seguidas de centrifugacdes
nas mesmas condicdes da etapa anterior. Apds a Ultima etapa de lavagem, o sobrenadante
foi descartado e os eppendorfs incubados na posicao invertida e com a tampa aberta para
secagem completa do pellet. Cada pellet foi ressuspendido em 200uL de H,0 miliQ estéril e a
guantidade de DNA foi estimada por espectrofotometria no UV, com o aparelho NanoVue.

(GE Healthcare - Life Sciences)
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4.3 - Confirmagao da obtenc¢ao da cepa CL-14 expressando a proteina A2

Trés estratégias foram utilizadas para confirmar a transfeccdo bem sucedida e a
expressdo constitutiva da proteina A2 no parasita CL-14 A2. Para os imunoensaios foi

utilizado anticorpo monoclonal anti-A2 de camundongo.

4.3.1 - PCR convencional

Oligonucleotideos foram desenhados para se anelar a regido HX1 do gene TcP2B 50
(HX1FW - 5’-TTCTTCAAATATGCAGCAGCGGATT-3’) e ao final do gene codificador da proteina
A2 (A2NOTRV - 5’-TACCGCGGCCGCCTAGTGGTGATGG-3’). Para amplificacdo do fragmento de
963pb, foi utilizado o mix da reacdo com a enzima Taq DNA Polymerase FERMENTAS (Taq
Buffer + MgCl, - 2mM; dNTP Mix - 0,2mM; Oligo FW - 0,5uM; Oligo RV - 0,5uM; Tag DNA
Polymerase - 1,25U; DNA - 100ng; H,0 gsp. 20uL) submetido a 35 termociclagens com a
temperatura de desnaturacdo 95°C, anelamento 72°C e extens3o 60°C.

Para confirmacdo da transfec¢do, o produto de PCR foi resolvido em gel de agarose
em condicOes ja especificadas na sec¢do 4.1.1. As bandas foram visualizadas no sistema de

transiluminacdo UV e o perfil foi registrado fotograficamente (KODAK Gel Imaging System).

4.3.2 - Purificagcdao da Proteina Recombinante A2

A producdo da proteina recombinante foi realizada via fermentagdao em Biorreator
(Biostat B Plus® - Sartorius). O inéculo de E. coli transformado com o plasmideo pET9a24a-
A2HIS foi submetido ao processo fermentativo, sob as condi¢des previamente padronizadas
e protocoladas pelo Dr. Leonardo Damasceno, até a utilizacdo completa do suprimento de
glicose (Glicose - 55% p/v; FeS04.7H,0 - 0,02% p/v; MgS0,4.7H,0 - 2,1% p/v; Citrato de
Sédio.2H,0 - 0,52%; MnCl,.4H,0 - 0,1M; Carbonato de Amonio - 0,6% p/v; Hexametafosfato
de sédio - 0,6% p/v; H,0 gsp. 250mL).

Para a extracdao da proteina recombinante da cultura bacteriana, as células foram
centrifugadas durante 15 minutos a 1.000g/4°C e submetidas a etapas de lavagem com
9IML/g de pellet de Tampdo de Lavagem (Fosfato de sédio - 100mM, pH 7,2; NaCl - 0,5M; B-

Mercaptoetanol - ImM e Triton X-100 - 0,5% (v/v)). Apds incubagdo a temperatura ambiente

46



durante 10 minutos, a suspensdo foi novamente centrifugada a 12.000g/4°C durante 20
minutos e o sobrenadante foi removido. O pellet formado foi ressuspendido em 9mL/g ge
rellet de Tampdo de Solubilizacdo de corpos de inclusdo (Fosfato de Sddio - 20mM, pH 7,5;
NaCl - 0,5M; Imidazol - 10mM; Uréia - 8M; B-Mercaptoetanol - ImM). O conteldo foi entdo
submetido a lise mecanica no homogeneizador EmulsiFlex®-C3 através de 3 passagens da
cultura sob pressao de 15.000 a 20.000 psi. Apds essa etapa o produto lisado foi incubado a
temperatura ambiente, durante 10h para solubilizacdo completa dos corpos de inclusdo. A
suspensdo foi entdo centrifugada a 20.000g/4°C durante 30 minutos para remover o
material insoluvel e o sobrenadante foi recolhido para purificacio em coluna de Niquel-
Sefarose - HisTrap™ HP (GE Healthcare Life Sciences).

A coluna foi lavada com 10 vezes o seu volume total (5mL) de H,Odd e equilibrada
com 5 volumes de Tampdo de Ligacdo (Fosfato de Sédio - 20mM, pH 7,5; NaCl - 0,5M;
Imidazol - 10mM; Uréia - 8M). A amostra foi, entdo, aplicada com um fluxo de 5mL/min
utilizando-se o sistema AKTA™ (GE Healthcare Life Sciences). A proteina retida na coluna foi
eluida a 5mL/min com 5 volumes de Tampao de Elui¢cdo (Fosfato de Sddio - 20mM, pH 7,5;
NaCl - 0,5M; Imidazol - 500mM) e coletada em Tubo Falcon de 50mL.

A amostra eluida da coluna HisTrap™ foi, entdo, submetida a nova etapa de
purificagio em coluna de troca anibnica HiTrap'™ Sepharose™ HP lon Exchange (GE
Healthcare Life Sciences). A exemplo do procedimento anterior, a coluna foi também lavada
e equilibrada com Tampao de Corrida (Tris-HCI - 50mM, pH 8; Uréia - 4M). Em seguida, a
amostra foi aplicada com o fluxo de 1mL/min e essa fragdo foi imediatamente coletada em
tubo falcon. Para as etapas de concentracdo e didlise da proteina, a fragcdo coletada da
ultima purificacdo foi submetida ao processo de ultrafiltracdo com o dispositivo Amicon”
Ultra-15 (Milipore), conforme especificagdes do fabricante.

A preparacao final da proteina teve sua concentracao estimada através da reacao de
Bradford (Bio-Rad) e a confirmacao foi feita através da resolucdo em gel SDS-Poliacrilamida -

12% (SDS-PAGE)

4.3.3 - Western Blotting

Para a confirmacdo da expressdo constitutiva da proteina, 5x10’ parasitas foram

centrifugados a 3.000RPM/10’ e ressuspendidos em PBS 1X. Apds nova centrifugacdo, o
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sobrenadante foi descartado e os parasitas ressuspendidos em 150uL de Tampdo de
Amostra (Tris-HCl - 250mM; SDS - 10% p/v; Glicerol - 30% v/v; Azul de bromofenol - 0,02%
p/v; B-mercaptoetanol 50uL/mL; H,O gsp. 1mL) e submetidos a desnaturacdo em banho
seco a 100°C durante 10’. 30uL das amostras foram resolvidos em gel SDS-Poliacrilamida -
12% (SDS-PAGE) aplicando-se uma voltagem de 80V para empilhamento das amostras e
120V para resolugdo. Apds o final do procedimento, o perfil eletroforético foi transferido em
banho de gelo para uma membrana de nitrocelulose em Tampao de Transferéncia (Tris Base
- 25mM; Glicina 192mM; Metanol 20%), aplicando-se 300mA de corrente durante 2 horas. A
membrana pés-transferéncia, foi incubada em Tampdo de Bloqueio (Leite em pd - 5%;
Tween 20 - 0,01%) durante 2 horas e apds 3 etapas de lavagem com PBS Tween 0,05% por
5’, foi incubada com anticorpo monoclonal anti-A2 diluido 1:2000 em Tampao de Blogueio
durante 2 horas. Apds mais 3 etapas de lavagem, a exemplo das anteriores, a membrana foi
incubada com anticorpo anti-IgG de camundongo acoplado a peroxidase humana (HRP) em
diluicdo 1:2000, durante 1 hora. Apds 3 etapas de lavagem com PBS Tween 0,05% e outras 3
com PBS apenas, a membrana foi envolvida em material plastico, onde se aplicou solucdo
reveladora Enhanced Chemiluminescense (ECL) (GE Healthcare®), deixando-se agir por 5
minutos na auséncia de luz. Apds exposicdo de 10’ ao filme fotografico, ainda na auséncia de

luz, esse foi revelado em Solucdo Reveladora conforme instrugdes do fabricante.

4.3.4 - Imunofluorescéncia

Para confirmar a expressdo citoplasmatica da proteina CL-14 A2 , 1x10’ parasitas
foram centrifugados por 10’ a 3.000RPM. Apds 2 lavagens com PBS 1X, foram resuspendidos
em 200puL de Solugdo de Fixacdo (PBS + 2% de Paraformaldeido) e mantidos em banho de
gelo durante 20 minutos. Apds nova centrifugacao, foram lavados mais 2 vezes com PBS 1X e
ressuspendidos, apds a ultima etapa, em 500ul de PBS 1X. 10uL foram aplicados em cada
spot de uma lamina de poli-L-lisina e incubados overnight a temperatura ambiente para
aderéncia das células na lamina. No segundo dia, as células foram reidratadas com duas
etapas de incubacdo em 30uL de PBS durante 15 minutos. Apds a reidratacdo, as células
foram permeabilizadas com PBS + Triton X-100 - 0,2%, durante 15 minutos. Mais 3 etapas de
lavagem foram realizadas e a lamina foi, entdo, bloqueada com PBS + 5% de Soro Fetal

Bovino (SFB) (Difco®) inativado durante 1 hora. Os anticorpos, monoclonal anti-A2, ou anti-
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cauda de Histidina (conforme Figura 11), foram utilizados como primarios em diluicdo 1:500
e incubados durante 1 hora. Apds outras 5 etapas de lavagem com Solucdo de Bloqueio, a
lamina foi incubada com o anticorpo Alexa Fluor® 488 anti-mouse IgG total (BD Pharmigen®),
durante 1 hora. Mais 5 etapas de lavagem foram realizadas e adicionou-se o reagente
Vectashield™ contendo DAPI a cada spot, cobrindo-se posteriormente a ldmina com uma
laminula e vedando o sistema. As laminas foram analisadas em microscdpio LSM Zeiss com
laser de 358nm para o nucleo corado por DAPI e 488nm para deteccdo da proteina A2 e da

imagem transmitida (DIC).

@ ® O @ ® O
© @ O © @ O

CL-14 CL-14 A2

Figura 11. Representagdo esquematica da lamina de Imunofluorescéncia. A - Controle negativo, células
incubadas sem anticorpo; B - Controle de ligacdo inespecifica, células incubadas apenas com anticorpo
secunddrio (Alexa Fluor® 488); C - Anticorpo primario, anti cauda de histidina e secundario Alexa Fluor® 488; D -

Anticorpo primdrio, monoclonal anti-A2 e secundario Alexa Fluor® 488.

4.4 - Avaliagao da resposta imune induzida pela cepa CL-14 expressando A2

A experimentacdo animal desse projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais pelo nimero de
protocolo n° 73/2009 (anexo 1). Os animais selvagens BALB/c foram adquiridos no Centro de
Bioterismo (CEBIO) da UFMG e transportados para o biotério de experimentagdo do Centro
de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ-MG, o qual é credenciado para o nivel de biosseguranca
NB-2. Os animais foram acondicionados em micro-isoladores, com ocupa¢ao mdaxima de 5
animais, maravalha, ragdo e agua autoclavadas e manuseados de acordo com o manual de

ética em experimentac¢ao animal da instituicdo.
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4.4.1 - Imunizagao

Fémeas da linhagem BALB/c (n = 10), com 6-8 semanas de vida, foram separadas em
5 grupos de 10 animais. Os grupos 1 (100uL de PBS1X estéril) , 2 (Proteina A2 recombinante -
10pg, Alumen - 30% v/v, CpG (Oligonucleotideo 6) - 18ug) e 3 (Proteina A2 recombinante -
10ug, MPLA (Biomanguinhos) - 1ug) foram inoculados por via subcutanea, na regiao dorso-
posterior. Os grupos 4 (1x10’ tripomastigotas metaciclicas em fase estacionaria da cepa CL-
14) e 5 (1x10’ tripomastigotas metaciclicas em fase estaciondria da cepa CL-14 A2) foram
inoculados por via intraperitoneal. Apés 30 dias, todos os animais receberam nova dose

homologa pela mesma via.

4.4.2 - Resposta Humoral - ELISA de anticorpos

Ao 15° dia apds a primeira dose, 4 animais de cada grupo foram sangrados pelo plexo
orbital e o sangue foi centrifugado a 5.000RPM durante 10 minutos para extracdo do soro.
Para cada grupo foi feito um poo/ com as amostras de soro, que foi utilizado para o ELISA de
anticorpos 1gG em quadruplicata. Placas de 96 poc¢os (Nunc®) foram sensibilizadas com a
proteina A2 recombinante (10ug/mL), diluindo-se a proteina em Tampao Carbonato (0,1M;
pH 9,6) e incubando-se a 4°C, overnight. Apds a sensibilizacdo, as placas foram lavadas uma
vez com PBS + Tween 20 - 0,05% e uma vez com PBS puro. As placas foram entdo incubadas
com Tamp3o de Bloqueio (PBS 1X + 3% de Leite em P8) durante 2 horas a 37°C e submetidas
a nova etapa de lavagem, semelhante a anterior. As amostras de soro foram diluidas em
Tamp3o de Bloqueio (1:50) e aplicadas na placa, que foi novamente incubada a 37°C durante
1 hora. As etapas de lavagem foram, entdo, repetidas trés vezes e os anticorpos secundarios
anti-lgG total, anti-lgG1 e anti-lgG2a (BD Pharmigen®) marcados com peroxidase humana
(HRP) foram aplicados nos wells correspondentes, diluidos a 1:2000 em Tampdo de
Bloqueio. Apds a incubacdao durante 1 hora, repetiram-se 6 vezes as etapas de lavagem e
adicionou-se a Solucdo de Substrato ao sistema (3,3,5,5-Tetrametilbenzidina (TMB)
(Sigma®) + H,0, (Farmax®) diluidos em tampao citrato-fosfato pH 5,0) (. A reacdo foi
interrompida com solucao de H,SO, 1:20 e a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 450nm foi lida em especrtofotdmetro de microplacas. 15 dias apds a segunda dose,

o mesmo procedimento foi feito para comparacao dos valores.
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4.4.3 - Resposta Celular - ELISPOT

No dia anterior ao processamento de esplendcitos, placas de cultivo celular
MAHAS45 (Milipore) foram sensibilizadas overnight a 4°C, com solucdo de anticorpo de
captura anti-IFN-y a 5ug/mL em PBS1X. No dia seguinte, as placas foram cuidadosamente
lavadas 3 vezes com PBS estéril e incubadas com meio RPMI (suplementado com 5% de Soro
Fetal Bovino) a 37°C em estufa com 5% de CO, As placas ficaram em incubac3o até o
momento do plaqueamento (aproximadamente, 2 horas), quando foi feita novamente uma
etapa de lavagem, antes da adicdo da cultura celular.

Ao 21° dia apds a segunda dose, 4 animais de cada grupo foram sacrificados, tiveram
o seu baco removido e imediatamente transferido para meio de cultura RPMI suplementado
com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) em banho de gelo. Os érgdos foram, entdo, macerados
com laminas de vidro foscas e o contetdo foi centrifugado a 1.200RPM/10’/4°C. Apds o
descarte do sobrenadante, o material macerado foi ressuspendido em Tampdo de Lise de
Eritrocitos (NH4Cl - 0,15M; KHCOs - 0,1M; Na,EDTA - 0,1M) e incubado em gelo durante 5
minutos. 3mL de meio RPMI + 5% de SFB foram adicionados para neutralizar a lise e o
conteudo foi, ent3o, centrifugado a 1.200RPM durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o pellet de esplendcitos ressuspendido em 3mL de meio completo.
Apds remogao dos sedimentos, nova etapa de centrifugacao foi realizada e o novo pellet
ressuspendido em 1mL de meio de plaqueamento (RPMI; SFB - 10%; IL-2 (BD-Bioscience®) -
0,2%). As células em cultura foram diluidas 1:100 em azul de tripan e quantificadas no
contador automatico Countess® (Life Technologies - Invitrogen). A concentragdo de células
foi ajustada com a adi¢do de meio de plaqueamento e 10° células foram aplicadas por poco.

Dentre os estimulos selecionados para a proliferacdo dos esplendcitos estdo: a
proteina recombinante A2; a Concanavalina A, utilizada como controle positivo da
proliferacao de esplendcitos; o meio RPMI, utilizado como controle negativo; os peptideos
CD-8, CD4-1 e CD4-2, obtidos sintéticamente com base em estudos de predi¢do previamente
realizados (RESENDE et al., 2008). As sequéncias de aminoacidos e localizacdo dos peptideos

estdo relacionados na Tabela 2 e na Figura 12.

51



Peptideo Sequéncia de aminoacidos Localizagao

CD8 VGPQSVGPL-OH aa34-
CD4-1 PHKAAVDVGPLSVGPQS-OH aa28-44
CD4-2 SASAEPHKAAVDVGPLS-OH aa23-39

Tabela 2. Sequéncia e localizagdo dos peptideos da proteina A2.

Adaptado de RESENDE et al., 2008

AntigenoAmastigotaA2 - 530aa

Sequéncia ndo-repetitiva Repeti¢oes (10 aa cada)

34 n
Peptideo Sinal i VGPLSVGPQS| vGPLSVGPQS|VGPLSVGPO] VGPLSVGPQS
\ cD4-1 \ cps )\ cps )
CDA4-2
B-1

Figura 12. Representa¢do esquematica da localizacdo dos peptideos na proteina A2. A quantidade de
repeticdes de aminoacidos varia dentre os genes da familia A2 entre 40 e 90 vezes. No gene sintético desse
estudo, apenas 10 repeticdes foram incluidas.

Adaptado de RESENDE et al., 2008

Os estimulos, apés diluidos em meio de plagueamento, foram aplicados aos pogos
correspondentes sobre o meio de plagueamento previamente adicionado, ficando portanto,
diluidos as seguintes concentragGes finais: Proteina A2 Recombinante - 10ug/mL;
Concanavalina A - 5ug/mL; Peptideos CD8, CD4-1 e CD4-2 - 10uM. As placas foram entdo
incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO,, por um periodo de 18 horas.

Apds o periodo de incubacdo, o conteudo das placas foi descartado e as mesmas foram
lavadas 3 vezes com PBS + Tween 20 - 0,05% e 3 vezes apenas com PBS. As placas foram,
entdo, incubadas por 2h com anticorpo biotinilado anti-IFN-y e submetidas novamente a 4
lavagens. O conjugado streptoavidina-peroxidase, diluido 1:2000 em PBS1X, foi adicionado
aos pocos e, apds 1h de incubacdo a temperatura ambiente, protegida da luz, as placas

foram submetidas a novas etapas de lavagem e reveladas com Solucdao Reveladora (Tris-HCI -
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1M(pH 7,5); 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) - 10mg; H,0, - 30uL; H,0 - g.s.p. 10mL). A reacdo
cromogeénica foi interrompida com agua corrente em abundancia e a quantificacdo dos spots

foi realizada em leitor de ELISPOT ImmunoSpot (CTL).

4.4.4 - Resposta Celular - ELISA de citocinas

A partir das mesmas culturas oriundas do processamento realizado para o ELISPOT,
foram retiradas 10° células e cultivadas com os estimulos anteriormente citados em placas
de cultivo celular de poliestireno com 96 wells. As placas foram incubadas em estufa de CO,-
5% a 37°C durante 72h e, apds esse periodo, foram centrifugadas a 1.200RPM por 10
minutos. O sobrenadante de cada poco foi coletado e transferido para nova placa de cultivo
celular, de onde se extraiu as amostras para o ELISA de citocinas.

Para realizacdo do ELISA Sanduiche de citocinas, foram utilizados reagentes e
especificacdes dos kits R&D Systems DuoSet® ELISA Mouse IFN-y e BD OptEIA™ Set Mouse
IL-10. As leituras de absorbancia no comprimento de onda de 450nm foram feitas em

espectrofotdmetro de microplacas.

4.5 - Avaliagao da protegao conferida pela cepa CL-14 expressando A2 contra infec¢do por
Leishmania infantum

Os 6 camundongos restantes apds o sacrificio e coleta do bago foram utilizados para
o estudo da protecdo conferida pelas formulagdes vacinais, de maneira que o inicio desse
estudo ocorreu simultaneamente ao final da avaliagdo da resposta imune conferida pelas

formulagdes.

4.5.1 - Desafio

Ao 21° dia apds a segunda dose vacinal, 6 animais de cada grupo foram desafiados
pela via subcutanea, pelo dorso da pata direita, com 1x10’ promastigotas de Leishmania L.
Infantum cepa BH400 em fase estacionaria. A avaliagcdo da carga parasitaria foi feita no bago

e figado, 30 dias apds o desafio, através do ensaio de diluicdo limitante.
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4.5.2 - Carga Parasitaria - Ensaio de Diluigao Limitante

Apds o desafio (30 dias), todos os animais foram sacrificados e tiveram o baco e
figado removidos em ambiente estéril e imediatamente transferidos para recipientes com a
massa previamente estabelecida. Para cada mg de tecido, adicionou-se 10uL de meio
Schneider completo (SFB inativado - 20%; Penicilina - 200U/mL; Estreptomicina - 100ug/mL).
Os 6rgaos foram entdo macerados em seus respectivos volumes de meio, com laminas de
vidro foscas, e homogeneizados até formar uma suspensdo de células. 10ulL de cada
suspensao foram diluidos 10 vezes em meio Schneider completo e assim seriadamente, até
completar as diluicOes 10?102, 103, 10% 10°,10° 107 e 10%. As placas de 96 pocos foram,
ent3o revestidas com filme plastico de PVC e incubadas em estufa B.0.D. a 24°C durante 7
dias. Apds o periodo de incubacdo, as placas foram lidas em microscépio éptico e o titulo de
cada o6rgdo foi determinado pela ultima diluicdo positiva para a presenca de parasitas

viaveis.

4.6 - Plotagem de dados e estatistica

Todos os graficos foram gerados através do software GraphPad Prism 5, bem como
todas as andlises estatisticas dos dados, utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Construgao do vetor pPROCKNeoA2 para expressao da proteina A2 recombinante

A partir da digestdo do plasmideo pET9a24a-A2, confirmou-se a liberacdo do
fragmento A2, de 729pb, flanqueado pelos sitios de restricdo Xbal e Xhol (Figura 13A). A
liberacdo do fragmento pROCKNeo de 7.331pb, também flanqueado pelas extremidades
coesivas Xbal e Xhol, foi confirmada, conforme apresentado na Figura 13B.

As células transformadas, quando submetidas a PCR com os odligonucleotideos
iniciadores HX1FW e A2RV revelaram a presenca do fragmento de 963pb correspondente ao
gene sintético A2 (Figura 13C) e parte da regido TcP2B (Ver materiais e métodos, item 4.2).
Assim também, a digestdo com as enzimas Xbal e Xhol confirmaram a presenca do inserto

A2 (729 no plasmideo extraido das células transformadas (Figura 13D) .

PM pET9a pET9a PM pROCK pROCK C PM pROCK PCR
Z:Za {:Za Neo Neo Neo Colénia

GFP  GFP
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D pROCK Mini pROCK
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GFP Colonia (dig.)
(dig.) (dig.)
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L 963pb

Figura 13. Construgdao do vetor pPROCKNeoA2. O plasmideo pET9a24a contendo o fragmento A2 (729pb) foi
duplamente digerido para gerar o inserto A2 com as extremidades coesivas Xbal e Xhol(A); simultaneamente o
plasmideo pROCKNeoGFP foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo gerando o fragmento pROCKNeo
de 7.331pb e o fragmento GFP de 700pb (B). Apds etapas de purificacao, a ligacdo das extremidades coesivas
com T4 Ligase foi feita a 4°C e a cultura quimiocompetente de E. Coli XL1 Blue foi transformada com o produto.
As colonias resistentes a Ampcilina foram testadas através de PCR (C) e digestdo dupla com as enzimas Xbal e
Xhol (D), confirmando através do aparecimento do mesmo fragmento de 729pb, que a clonagem foi bem

sucedida.
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5.2 - Confirmacgao da transfec¢do da cepa CL-14 com a constru¢do pROCKNeoA2 e andlise
da expressao da proteina A2

A linerizacdo completa do cassete de expressdao, conforme descrito no item 4.2 de
Materias e Métodos, pode ser confirmada pela presenca da banda Unica de tamanho
8.400pb (Figura 14A).

A Figura 14B mostra a amplificagdo do fragmento do gene A2 no DNA gendmico de
parasitas transfectados, confirmando a transfeccdo bem sucedida. A expressdo da proteina
A2 foi confirmada pela andlise do Western Blot com anticorpo anti-A2, onde se observa a
presenca da banda de tamanho 24kDa, compativel com o valor esperado pela analise da
sequéncia de aminodcidos (Figura 14C). Posteriormente, a confirmacdao da expressao foi
conduzida por meio de ensaio de imunofluorescéncia, que evidenciou a proteina localizada

no citoplasma do parasita (Figura 14D).
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Figura 14. Confirmacgao da transfec¢ao da cepa CL-14 e expressao da proteina A2. A transfec¢do bem sucedida
foi confirmada a partir da PCR convencional de 100ng de DNA genOmico extraidos a partir de 1x10’
epimastigotas em fase exponencial (B). A expressdo foi confirmada por Western Blot com anticorpo
monoclonal anti-A2. Como controle positivo, utilizou-se 2ug de proteina A2 recombinante purificada (C). A
expressao ainda foi confirmada através do ensaio de imunofluorescéncia, onde o anticorpo anti-IgG total de
camundongo marcado com Alexa 488, ligou-se ao anticorpo anti-A2 associado a proteina A2 dentro do

citoplasma do parasita.

5.3 - Resposta humoral induzida pela imunizagdao com CL-14 A2

Os resultados apresentados nos graficos das figuras 15A e 15B correspondem a
analise da producdo de anticorpos anti-A2 nos animais vacinados. Observa-se que embora a
producdo de anticorpos anti-A2, apds a primeira dose tenha sido evidente nos grupos

vacinados com proteina A2 recombinante (Alimen + CpG + A2r e MPLA + A2r), ndo houve
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producdo significativa nos grupos CL-14 e CL-14 A2 (Figura 15A). A mesma situacdo pode ser
observada apds a segunda dose, onde houve reducdo ndo significativa dos niveis de
anticorpos nos grupos controle e um ligeiro aumento nos grupos CL-14 e CL-14 A2.
Curiosamente, os niveis produzidos no grupo CL-14 A2 foram menores, embora sem

significancia estatistica, quando comparado ao grupo CL-14 (Figura 15B).
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Figura 15. Resposta humoral apds primeira e segunda dose induzida pela imunizagao com CL-14 A2.

Quinze dias apds a primeira dose (Figura 15A) e quinze dias apds a segunda (Figura 15B), o sangue de quatro
animais de cada grupo foi coletado e o soro extraido para avaliacdo da producdo de anticorpos especificos
contra a proteina recombinante A2 através de ELISA. Além dos niveis de IgGtotal, os isotipos IgG2a e I1gG1
foram avaliados como marcadores do tipo de resposta celular, Thl ou Th2 respectivamente. As placas foram

sensibilizadas com proteina A2 recombinante na concentracdo de 10ug/mL. n = 4 animais
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5.4 - Avaliagao da produgao de IFN-y via ELISPOT

Através da contagem de spots, observa-se uma quantidade elevada de esplendcitos
produtores de IFN-y, apds re-estimulacdo com A2r, ou peptideos derivados da proteina,
tanto nos grupos imunizados com a proteina A2 recombinante, quanto nos que receberam o
organismo transgénico CL-14 A2. Embora as células estimuladas com A2r, tenham gerado
uma leitura além do esperado para o grupo CL-14, a maior parte dos peptideos estimulou a
producdo de IFN-y apenas em animais que receberam a proteina A2, seja na forma
recombinante, ou expressa pela cepa CL-14 modificada (Figura 16). Além disso, conforme a
analise estatistica detalhada na Figura 17, o grupo imunizado com CL-14 A2, mostrou maior

producdo de IFN-y com todos os estimulos, quando comparado aos organismos controle.
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Figura 16. Producgdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos imunizados, quando submetidos a diferentes
estimulos (ELISPOT). Vinte e um dias apds a segunda dose, o bago de quatro camundongos inoculados foi
extraido e processado em meio de cultivo celular RPMI. Apds tratamento, 10° células foram aplicadas em cada
poco de uma placa de ELISPOT com 96 wells e submetidas aos diferentes estimulos: RPMI, A2r, peptideos CDS8,
CD4-1 e CD4-2. Procedeu-se entdo com as etapas de incubacao, lavagens, deteccdo e finalmente, revelagdo. A
contagem automatizada de spots foi realizada e a producdo de IFN-y foi analisada graficamente. *, P < 0,05,
guando comparado com o estimulo por RPMIL.

n =4 animais
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Segundo as andlises estatisticas detalhadas abaixo, animais infectados com o
organismo modificado CL-14 A2 apresentam uma quantidade de esplendcitos produtores de
IFN-y significativamente maior que os grupos inoculados com PBS e CL-14 selvagem, quando
submetidos aos estimulos A2r (Figura 17A), CD8 (Figura 17B), CD4-1 (Figura 17C) e CD4-2
(Figura 17D). Na resposta ao estimulo CD4-1, o grupo infectado com CL-14A2 também
mostrou possuir quantidade de células produtoras de IFN-y significativamente maior que o

grupo controle Alumen + CpG + A2.
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Figura 17. Comparac¢ao da produgdo de IFN-y por esplendcitos de animais infectados com CL14A2 e demais
grupos (ELISPOT). As quantidade de spots do grupo CL-14 A2 foi estatisticamente comparada com a dos demais
grupos para todos os estimulos. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado com intervalo de
confianga de 95%.

n =4 animais
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5.5 - Avaliagao da produgao de IFN-y por ELISA de sobrenadante

Os niveis de IFN-y produzidos pelos esplendcitos de camundongos infectados com CL-
14 A2 foram visivelmente superiores aos demais grupos, independente do estimulo
fornecido (Figura 18). No entanto, curiosamente o grupo infectado com CL-14 se mostrou
capaz de produzir quantidades de IFN-y além do esperado, quando estimulados por A2r,
CD8, CD4-1 e CD4-2. Apesar disso, com excecdo das células estimuladas com A2r, onde se
observou semelhanca nos niveis de producdo entre o grupo CL-14 A2 e os controles com
proteina recombinante, todos os demais estimulos resultaram em maior produgao de IFN-y
pelo grupo CL-14 A2. Os grupos em geral apresentaram maiores niveis de IFN-y que o grupo
inoculado com PBS. Todavia, o grupo infectado com CL-14 teve uma producdo semelhante a

esse grupo, quando estimulado pela proteina A2r.
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Figura 18. Produgdo de IFN-y pelos esplendcitos de camundongos imunizados, quando submetidos a
diferentes estimulos (ELISA). Para o preparo do ELISA de sobrenadante, 10° esplendcitos foram aplicados em
cada pogo de uma placa de 96 pogos e cultivados sob diferentes estimulos durante 72 horas a 37°C, em 5% de
CO,. Ap0ds esse periodo, as células foram centrifugadas a 1.200 RPM durante 10 minutos, e o sobrenadante
coletado para a dosagem por ELISA. As placas de ELISA foram sensibilizadas com anticorpo de captura anti-IFN-
y e ap6s o procedimento completo, foi realizada a leitura das absorbancias a 450nm. Os valores foram
interpolados na curva padrdo e utilizados no programa GraphPad Prism para a confecgcdo dos graficos e

analises estatisticas. *, P < 0,05, quando comparado com o estimulo por RPMI. n = 4 animais
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Os niveis de IFN-y produzidos pelas células de animais do grupo CL-14 A2, quando
estimuladas por A2r, foram novamente significativamente maiores que no grupo CL-14, que
apresentou quantidade semelhante ao grupo PBS. Todavia, ndo houve diferenca significativa
entre esse grupo e os controles com proteina recombinante (Figura 19A). Em relacdo as
células estimuladas pelo peptideo CD8, a producdo de IFN-y foi significativamente maior no
grupo CL-14 A2, quando comparada aos demais grupos, com excec¢do do grupo CL-14 (Figura
19B). Tanto nas células estimuladas pelo peptideo CD4-1, quanto CD4-2, os niveis de IFN-y
produzidos pelas células dos animais do grupo CL-14 A2, foram significativamente maiores

gue todos os demais grupos (Figuras 19C e 19D).
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Figura 19. Comparacao da produgao de IFN-y pelos esplendcitos de animais infectados por CL-14A2 e demais
grupos (ELISA). Os niveis de IFN-y relativos, produzidos pela quantidade de esplendcitos previamente
determinada por ELISPOT, foram medidos conforme especificacdes do Kit R&D Systems DuoSet® ELISA Mouse
IFN-y. Os valores do grupo CL-14 A2 foram estatisticamente comparados com os dos demais grupos para todos
os estimulos. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado com intervalo de confianga de 95%.

n =4 animais
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Carga Parasitaria (Titulo) - log10

5.6 - Resposta protetora contra desafio por Leishmania L. infantum

A quantificacdo de parasitas por diluicdo limitante no baco e no figado dos animais
vacinados mostrou que os titulos observados nos animais do grupo infectado com CL-14A2
se mostraram menores do que os demais grupos (Figura 20). No entanto, a analise
estatistica apontou serem significativamente menores somente em relacdo aos valores
apresentados pelos animais do grupo Alumen + CpG + A2r. Os valores observados também

nao diferiram significativamente entre os dois drgaos.
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Figura 20. Carga parasitaria do baco e figado de camundongos desafiados com Leishmania L. infantum. Trinta

dias apods o desafio pelo dorso da pata direita com 1x10’ parasitas em fase estacionaria, seis animais de cada
grupo foram sacrificados e tiveram figado e bago coletados. Ambos foram processados e diluidos seriadamente
em meio Schneider para realiza¢do do ensaio de diluicdo limitante. O titulo de cada 6rgao foi determinado pela
ultima diluicdo positiva para presenga de parasitas da espécie Leishmania L. infantum vidveis. Os resultados
foram expressos em fungdo da média entre os logaritimos negativos do titulo para o érgdo de cada grupo. Os
titulos do grupo CL-14 A2 foram estatisticamente comparados com os dos demais grupos. O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado com intervalo de confianca de 95%.

n =6 animais
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6 - DISCUSSAO

Neste estudo, foi empregado um gene sintético para expressao do antigeno A2, tanto
em E. coli, quanto na cepa CL-14 de T.cruzi. Optou-se pelo uso do gene sintético A2 pela
dificuldade encontrada na clonagem e expressdo do gene original, em contraste com a
praticidade do gene sintético. Inicialmente, dispunhamos de uma versao do gene original de
tamanho 1,7kb, inserida no plasmideo pET-16® (Novagen), entre os sitios Xhol e BamHI, o
gue tornou inviavel a clonagem direta por ligacdo de extremidades coesivas, visto que os
sitios de clonagem do plasmideo pROCKNeo sao Xbal e Xhol, nesse sentido. Ainda que a
alternativa da ligagdo semi-direcionada tenha sido utilizada (resultados nao mostrados),
houve dificuldade no sequenciamento para confirmac¢do da clonagem no vetor pROCKNeo.
Isso ocorre, ndo apenas pela extensdo do fragmento, mas principalmente presenca das
diversas repeticOes de nucleotideos, que tornam praticamente impossivel a sobreposicdo
das leituras para confirmacdo da clonagem (CHAREST; MATLASHEWSKI, 1994). Além disso, a
estrutura multimérica na regido codificante do gene A2 original favorece a ocorréncia de
recombinacdes durante as etapas de clonagem e transfec¢do (ZHANG et al., 1996). Com isso,
optou-se pelo uso do gene sintético, cujo tamanho (729pb) e a localizacdo no plasmideo
pET9a24a, favoreciam, ndo so a clonagem por ligacdo direta das extremidades coesivas, mas
também o sequenciamento. A sequéncia de nucleotideos foi modificada, diminuindo a
probabilidade de recombinag¢Bes associadas a estrutura multimérica do gene, porém
mantendo a sequéncia de aminodcidos da proteina, de maneira que a sobreposicio de
leituras do sequenciamento para confirmagdo da clonagem foi facilitada.

E importante ressaltar que, conforme explicitado em Materiais e Métodos, o gene
sintético preserva toda a sequéncia de aminodcicos da proteina original, com excecao da
porcdo repetitiva, onde foram reduzidas para 10 as repeticdes existentes. Em suma, a
otimiza¢ao da sequéncia do gene A2 original, além de facilitar etapas de clonagem, sintese e
purificacdao da proteina, ndo excluiu nenhum epitopo importante, entre aqueles definidos
por RESENDE et al. (2008), para a imunogenicidade da mesma. Dados obtidos pelo nosso
grupo (ndo publicados) demonstram o reconhecimento da proteina A2 sintética por soros de
cdes imunizados com a vacina Leish-Tec® (Hertape Calier), em testes de imunobloting,
confirmando a imunogenicidade da mesma e a identidade com a proteina original, presente

na formulagdo da vacina.
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Embora estudos relatem o sucesso da transfeccdo de vetores integrativos com
expressao estdvel no T. cruzi, sabe-se da possibilidade de que a transfeccdo ocorra de
maneira transiente, com a preservacdo do plasmideo na forma epissomal, ao invés da
integracdo do cassete ao genoma do parasita (DAROCHA et al., 2004). Ndo foram feitos
procedimentos mais especificos para confirmacdo da integracdo do cassete de expressdo
PROCKNeoA2 ao genoma do parasita CL-14, como Southern Blot. Também nao foram
realizados experimentos de localizacdo celular precisa da proteina no organismo. Todavia, os
experimentos realizados foram satisfatorios para a finalidade do estudo, ja que a expressao
in vitro da proteina pelo parasita foi repetidamente confirmada, através de
Imunofluorescéncia e Western Blot, indicando que a apresentacdo do antigeno esta
ocorrendo por ocasido da vacinacao.

Curiosamente, ndo se observou producdo elevada de anticorpos especificos anti-A2
nos animais infectados pelo parasita recombinante CL-14 A2. Embora cdes e pacientes com
LV apresentem anticorpos anti-A2 e ja tenha sido identificado e caracterizado um epitopo
para células B reconhecido por camundongos BALB/c na proteina A2 (RESENDE et al., 2008),
ainda permanece controversa a capacidade desta proteina de induzir uma resposta humoral
com producdo de anticorpos especificos, especialmente quando A2 é apresentado no
contexto de organismos geneticamente modificados que induzem forte resposta imune
celular, como por exemplo adenovirus. Dados anteriores obtidos pelos pesquisadores desse
grupo indicam que macacos ou camundongos vacinados com adenovirus expressando A2
apresentam baixos titulos de anticorpos. Por outro lado, a imunizagdo de camundongos
BALB/c e C57BL/6 com a proteina A2 recombinante, utilizando Propianibactrium acnes
termicamente inativado como adjuvante, foi capaz de induzir altos niveis de anticorpos
especificos anti-A2, associados a uma resposta protetora contra desafio por Leishmania L.
donovani (GHOSH et al., 2001a). Esses resultados sugeriram a relacdo da prote¢do com uma
coexisténcia de respostas Thl e Th2. Paradoxalmente, a imunizagdo de camundongos
BALB/c com a proteina A2 recombinante associada com IL-12, ndo mostrou produgdo
elevada de anticorpos especificos, mas ainda assim foi capaz de conferir uma resposta
protetora contra desafio por Leishmania L. amazonensis (COELHO et al., 2003). Da mesma
forma, camundongos BALB/c imunizados com adenovirus expressando a proteina A2 ndo

apresentaram elevada producdo de anticorpos anti-A2, em contraste com os animais
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imunizados com A2r + Aliumen. Todavia, estes também desenvolveram uma resposta
protetora contra o desafio por Leishmania L. infantum (RESENDE et al., 2008).

Assim, é possivel que o fato de ter sido apresentada ao sistema imune no contexto
de um organismo geneticamente modificado como o T. cruzi, tenha influenciado a baixa
producdo de anticorpos anti-A2, ainda que em animais imunizados com A2r, com ambos os
adjuvantes, tenham sido observados niveis elevados de anticorpos. Alids, a discrepancia dos
resultados nos estudos anteriormente citados, sugere que a capacidade de induzir producdo
de anticorpos estaria relacionada ndo sd a presenca de epitopos imunogénicos na proteina,
mas a modulacdo da resposta imune conferida pelo adjuvante. Dessa forma, é provavel que
no microambiente imunoldgico proporcionado pelo parasita CL-14 e o potencial de inducdo
de producdo de anticorpos pela proteina A2 ndo tenha sido suficiente para elevar os niveis
nos animais imunizados.

Muito ainda se discute sobre os mecanismos imunolégicos que levam ao
desenvolvimento da leishmaniose, ou ao controle da doenca. Além disso, muito se discute
sobre o papel de anticorpos no desenvolvimento de uma resposta protetora contra
leishmaniose visceral (KUMAR; NYLEN, 2012). Gosh et al. (1995), demonstraram que
anticorpos IgG sdo as principais imunoglobulinas presentes no soro de pacientes com Kala-
Azar e Pds-Kala-Azar. Anticorpos de classe IgG1 sdo conhecidos por estarem associados a
altos niveis de fixagdo de complemento e atividade opsonizante (BURTON et al., 1986).
Portanto, o aumento de anticorpos IgG1 pode ser responsdvel pela diminui¢ao dos niveis da
fracdo C3 do complemento, aumento do dano tecidual e outras rea¢des inflamatdrias.
Enquanto anticorpos 1gG2 fixam em menor escala o complemento e tém pouca atividade
opsonizante, ou seja, teriam potencialmente menor contribuicdo para a susceptibidade a
infeccdo (GHOSH et al., 1995).

Historicamente, células B e anticorpos ndo tém sido considerados muito importantes
na infeccdo por Leishmania (KUMAR; NYLEN, 2012), embora alguns estudos acumulem
evidéncias de que células B e anticorpos contribuam para o desenvolvimento da
leishmaniose (RONET et al., 2008; DEAK et al., 2011). Animais depletados para células B
mostraram ser menos susceptiveis a infeccdo por Leishmania L. donovani (SMELT et al.,
2000), além de apresentar resposta protetora de células T nos estagios iniciais da infeccao,
levando a uma diminuicdo da carga parasitaria (BANKOTI et al., 2012). Em contrapartida,

embora ainda ndo tenha sido experimentalmente demonstrado na leishmaniose visceral, a
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presenca de células B e anticorpos ja mostrou ser capaz de facilitar a geracdo de uma
imunidade protetora via células T na leishmaniose cutanea (SCOTT et al., 1986; WOELBING
et al.,, 2006). Além disso, GIDWANI et al. (2011) mostraram a persisténcia de anticorpos
contra Leishmania por um longo periodo, mesmo apds a cura e suposta imunidade contra
leishmaniose visceral.

O papel da dicotomia Th1/Th2 com a resisténcia de diversos organismos a
leishmaniose visceral ainda permanece ndo totalmente esclarecido, visto que, embora a
polarizagao para uma resposta Thl tenha sido relacionada a protecao em diversos modelos,
o papel de algumas citocinas Th2 ainda ndo foi bem definido. IL-10 tem sido correlacionada a
desativacao dos macréfagos e a susceptibilidade a infeccdo. A producdo de IL-10 na infecgdo
por Leishmania L. chagasi em humanos tem sido correlacionada com a manifestacdo da
doenca, mas em cdes transcritos dessa citocina ja foram encontrados tanto em cdes
assintomaticos (SANTOS-GOMES et al., 2002; CHAMIZO et al., 2005), quanto em cdes com
sinais clinicos (PINELLI et al., 1999). O estudo da expressao de IL-10 em humanos levou a
conclusdo de que a ativacdo de macrofagos mediada por IFN-y é blogueada por essa
citocina. Esse dado foi corroborado pela demonstracdo da supressdo da resposta especifica
de células T contra Leishmania L. donovani (GHALIB et al., 1993; HOLADAY et al., 1993).
Assim também, os altos niveis de IL-10 produzidos por macrofagos ativados do tipo Il
inibiram as células vizinhas de responderem a ativagdao por IFN-y e produzirem espécies
reativas de nitrogénio em modelos murinos (MOSSER, 2003). Niveis acentuados de IL-10 sdo
detectados por imunohistoquimica nos bagos de camundongos BALB/c durante os estagios
iniciais de infeccdo por Leishmania L. donovani (MELBY et al., 2001b). No entanto, em
hamsters, a expressdao de IFN-y nado foi alterada pela IL-10 até os estagios tardios da
infeccdo, contradizendo o papel de desativacao de macréfagos (MELBY et al., 2001a).

Mesmo persistindo as discussdes sobre o balango Th1/Th2 nos diversos modelos de
resisténcia e susceptiblidade, é incontestavel a importancia de citocinas pré-inflamatérias,
como IL-2, IFN-y e IL-12, bem como a manutenc¢dao de uma potente resposta celular do tipo
Th1l no controle da proliferacdo parasitdria (GHOSH et al., 2001b; WILSON et al., 2005;
BARBIERI, 2006) Demonstrou-se, nesse estudo, uma producdo de IFN-y
significativamente maior pelos animais do grupo CL-14 A2, em relagdo aos demais grupos. A
resposta aos estimulos com peptideos CD4-2 e CD8 é compativel com os resultados

observados por Resende et al. (2008). No estudo citado, a analise de ELISPOT nos

67



esplendcitos de camundongos seletivamente depletados, mostrou que os peptideos CD4-2 e
CD8 foram reconhecidos respectivamente por células CD4+ e CD8+ e capazes de estimula-
las.

Na leishmaniose visceral, o desenvolvimento de granulomas para controle do
parasita é dependente tanto de células CD4+ quanto CD8+ (WILSON et al., 2005), embora
este ultimo grupo ainda ndo tenha sido bem descrito na leishmaniose visceral humana e
suas funcdes ndo estejam totalmente esclarecidas, quando comparadas com as células CD4+
(KUMAR; NYLEN, 2012). A fonte principal de IFN-y, IL-2 e TNF-a, citocinas importantes para o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora, sdo predominantemente atribuidas aos
linfécitos CD4+ (BARBIERI, 2006). Todavia, modelos experimentais de leishmaniose visceral,
mostram que as células CD8+ sdo importantes no controle da Leishmania L.
donovani/Leishmania L. infantum, tanto pela sua capacidade de produzir IFN-y, quanto por
sua atividade citotoxica (TSAGOZIS et al., 2003, 2005). Os linfocitos T CD8 possuem a
capacidade de lisar diretamente as células infectadas por patégenos, além de serem capazes
de produzir altos niveis de IFN-y ativador de macrdfagos. Além disso, junto com as células T
CD4, os linfocitos T CD8 sdo necessarios para a prevencao da reincidéncia da leishmaniose
visceral em camundongos, provavelmente por mecanismos distintos (MURRAY, 2005b).

Curiosamente, o grupo CL-14 mostrou producdo de altos niveis de IFN-y em resposta
a varios estimulos teoricamente especificos, principalmente ao peptideo CD8 derivado da
proteina A2. Nao é de todo inesperado que essa produgao ocorra, dado o enorme repertoério
antigénico apresentado pelo parasita CL-14 e a quantidade de genes compartilhados entre
as espécies de tripanosomatideos (EL-SAYED et al., 2005), o que torna muito provavel a
ocorréncia de resposta cruzada com os estimulos utilizados. De fato, ao utilizar a ferramenta
de alinhamento (BLAST® - blastp) para averiguar a ocorréncia de homologia entre o peptideo
CD8 e a cepa CL Brener de T. cruzi, foram encontradas proteinas hipotéticas com 100% de
homologia de até 6 aminoacidos em sequéncia. Considerando o tamanho desse peptideo (9
aminodcidos), é de se esperar que esplendcitos de camundongos infectados com CL-14
respondam positivamente ao estimulo com o peptideo CD8, bem como a outros. Inclusive, a
predicdo bioinformatica (BIMAS - HLA Peptide Binding Predictions) de epitopos CD8 para o
haplétipo Dd (BALB/c), utilizando a sequencia do transportador ABCA1 de T. cruzi, destacou

o peptideo VGPDTVGAL, com o mesmo score de afinidade encontrado no peptideo CD8 da
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proteina A2. Esses peptideos, guardam 67% de identidade, compartilhando 6 aminoacidos
entre si.

A proteina recombinante A2 estimulou producdo de IFN-y em todos os grupos,
incluindo o grupo que recebeu PBS. Esse fato pode ser atribuido a recorrente contaminacao
com Lipopolissacarideo (LPS) e outras proteinas bacterianas no processo de purificacdo de
proteinas recombinantes. Por se tratarem de proteinas que estdo em constante contato com
os animais do estudo, é de se esperar que o estimulo contaminado com essas proteinas
promova a proliferacdo de esplendcitos nesses organismos e consequentemente o aumento
da producao de IFN-y.

Nesse estudo foi testada pela primeira vez a formulacdo da proteina A2 utilizando o
Lipidio Monofosforil A (MPLA) como adjuvante. O MPLA é uma forma atoéxica (quimicamente
modificada) da endotoxina lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella minnesota, cujas
propriedades imunomodulatérias foram mantidas (WANG, 2011). Semelhantemente ao LPS,
o MPLA possui acdo sob receptores toll-like 4 (TLR4), induzindo a migracdo de células
dendriticas (DC’s) da periferia até os drgdos linféides e promovendo sua maturagdo em
células que expressam altos niveis de MHC classe Il e moléculas cé-estimulatdrias. Muitos
estudos associaram o uso de MPLA com a potencializacdo de uma resposta Thl ou uma
resposta mista Th1/Th2, variando de acordo com o antigeno utilizado. Hoje, sabe-se que o
MPLA oferece uma combinag¢do de eficacia e baixa toxicidade, que pode servir de modelo
para o desenvolvimento futuro de outros adjuvantes (CASELLA; MITCHELL, 2009).

Outra formulagdo utilizada, contou com o diferencial de associar a proteina A2 com
Alumen e o oligodesoxinucleotideo CpG. Estudos ja mostraram que adjuvantes a base de
aluminio direcionam a diferenciacdo de células T CD4 para o perfil Th2 e evitam a
diferenciacao para o perfil Th1 (HOGENESCH, 2012). Porém, ja foi mostrado que o uso de
CpG associado com esses adjuvantes, modificam a resposta de Th2 para o perfil Thl (ELIAS
et al.,, 2005; FOGG et al.,, 2007). A imunomodulacdo dos oligonucleotideos ocorre via
ativacdao de TLR9, que induzem diretamente a ativacao e maturacdo de células dendriticas,
além de aumentar a diferenciagdo de células B em células secretoras de anticorpos. Todas as
classes de CpG induzem potentes respostas Th1l para diversos antigenos (WANG, 2011).
Esses dados apresentados, justificam a escolha desses adjuvantes para o nosso estudo.

Através da analise dos graficos de protecdo, observa-se diminuicdo da carga

parasitdria no grupo infectado com CL-14-A2. Embora essa reducdo ndo seja
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estatisticamente significativa em relacdo ao grupo CL-14 e ao grupo A2r + MPLA, observa-se
uma tendéncia de aumento da protecao nesse grupo, corroborando com o perfil de resposta
celular desenvolvido. Se por um lado os resultados indicam que tanto a proteina
recombinante isolada, quanto o parasita CL-14 é capaz de, separadamente, conferir
protecdo parcial aos camundongos BALB/c, por outro, ocorre um aparente efeito sinérgico,
tanto no estabelecimento de uma resposta imune celular, quanto na protecdo do
organismo, quando infectados com CL-14-A2.

Ainda ndo ha um consenso sobre a melhor rota de infeccdo e os melhores métodos
de quantificacdo da carga parasitdria. Por exemplo, os dados mostrados por OLIVEIRA et al.
(2012) onde a rota subcutanea (dorso da pata direita) induziu maior carga parasitaria de
Leishmania L. infantum em camundongos BALB/c, contrastam com os resultados
apresentados por KAUR et al. (2008) que mostraram infeccdo maxima nesse modelo, quando
inoculados pela rota intracardiaca com Leishmania L. donovani. Curiosamente, a infeccdo
mais lenta observada nesse estudo se deu pela via subcutdnea, mesmo quando comparada
com as vias intradérmica, intraperitoneal e intracardiaca (KAUR et al., 2008). Além disso, os
métodos de quantificacdo da carga parasitaria variam entre os estudos. Tanto o ensaio de
diluicdo limitante, quanto a determinacdo de Unidades de Leishmania Donovani (LDU)
(BRADLEY; KIRKLEY, 1977), sdo métodos cuja sensibilidade é menor, quando comparados
com a quantificagdo molecular por PCR em tempo real (qPCR)(MOREIRA et al., 2012). Um
recente estudo realizado em hamsters, mostrou que a infec¢do intracardiaca com
Leishmania L. infantum foi, também, a que induziu maior carga parasitdria, inclusive
causando letalidade nos animais, fato que mostrou a importancia do modelo para estudos
de leishmaniose visceral. Paralelamente, as vias intradérmica e intraperitoneal, induziram
baixos niveis de parasitismo tecidual, embora detectdveis pela gPCR (MOREIRA et al., 2012).
Levando em conta a incerteza dos modelos e protocolos mais adequados para estudos de
protecdo vacinal, é possivel que nossa metodologia de infec¢ao, periodo de incubacao e
guantificacao da carga parasitaria estejam subestimando a eficacia protetora do candidato.

O modelo experimental de leishmaniose visceral utilizado por nosso grupo foi
baseado nos estudos de Oliveira et al. (2011) sobre os parametros parasitolégicos da
infec¢do por Leishmania L. chagasi em camundongos BALB/c, que mostraram, que a infecg¢do
subcutanea pelo dorso da pata direita resultava na maior carga parasitaria entre 0 30° e o

45° dia pds-infeccio. A escolha desse modelo foi motivada pela praticidade da manutenc3o,
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disponibilidade, facil manuseio dos animais e experiéncia prévia no nosso grupo. Todavia,
pode-se questionar a utilidade desse modelo para essa abordagem, visto que dista
consideravelmente da infeccdo natural pelo flebotomineo e do contexto imunomodulatério
em que esta se da. No modelo BALB/c alguns autores observam que a carga parasitaria é
controlada a partir do 30°dia, vindo a reduzir naturalmente a partir de entdo (AHMED et al.,
2003). Tal situacdo distancia ainda mais o modelo em questdo da infeccdo natural por
Leishmania L. chagasi. Tendo em vista esse modelo, torna-se importante relativizar os
resultados de eficdcia protetora observados. Cumpre ressaltar também, que os resultados
apresentados sdo preliminares e apenas indicativos de uma possibilidade de estudo. A
repeticdo dos experimentos, bem como o estudo em outros modelos, é necessaria para
concretizar a evidéncia do organismo CL-14 A2 como alternativa vacinal contra a
leishmaniose visceral.

O efeito esperado com o uso da cepa CL-14 para veicular o antigeno A2 era a
ocorréncia de um sinergismo na inducdo da resposta imune celular, visto que diversos
estudos ja mostraram que a vacinacdo com CL-14 foi capaz de induzir uma potente
imunidade mediada por células T, com producdo de altos niveis de IFN-y, bem como
resposta de células CD8 (PAIVA et al., 1999; JUNQUEIRA et al., 2011). Portanto, os niveis de
IFN-y observados no grupo controle CL-14 e no grupo CL-14 A2 do presente estudo,
concordam com os dados da literatura em suas propriedades imunogénicas. Tais
propriedades, somadas ao repertdrio antigénico comum aos dois organismos indicam que a
cepa CL-14 é uma alternativa eficaz como vetor para entrega de antigenos vacinais contra a
leishmaniose visceral.

Além de possuir propriedades imunogénicas importantes e ser capaz de simular o
curso da infecgdo, mantendo uma resposta potente e duradoura (MIZBANI et al., 2009), a
cepa CL-14 é uma alternativa segura para o uso como vacina viva. O clone 14 de T. cruzi se
mostrou incapaz de infectar, mesmo os modelos mais suscetiveis, como camundongos
BALB/c recém-nascidos (1-2 dias) (LIMA et al., 1990), além de n3o desencadear parasitismo
em nenhum dos tecidos investigados, mesmo apés profunda investigacdo sistémica via
anadlises histopatoldgicas (LIMA et al., 1995). Ndo obstante, ainda é necessdrio investigar se a
introducao do gene codificador da proteina A2 no genoma do parasita, pode alterar a sua
infectividade comprometendo a seguranca da formulagdo. Embora os mecanismos da nao-

viruléncia da cepa CL-14 ainda permanec¢am pouco esclarecidos, é sabido que a infectividade
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in vitro da cepa CL-14 3 células Vero é afetada a 37°C, ocorrendo inibicio da diferencia¢do de
amastigotas em tripomastigotas. Esse dado sugere que um dos fatores responsaveis pela
aviruléncia da cepa seja o ambiente do hospedeiro vertebrado e sua alta temperatura (37°C)
(BRENER et al., 1976). Ao mesmo tempo, (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2012) mostraram que a
inibicdo da expressao da proteina A2 em Leishmania L. donovani, aumentou a sua
sensibiidade a altas temperaturas e outros estresses, sugerindo que essa proteina pode
estar envolvida na resisténcia ao ambiente intracelular de hospedeiros. Portanto, torna-se
necessario investigar as alteracGes que a transfeccdo do gene A2 possam ter causado na
viruléncia da cepa CL-14.

Os dados preliminares e a execucdo desse projeto apontam que outros antigenos,
bem como a associacdo deles e o uso de outros modelos experimentais podem abrir
perspectivas de uma vertente de estudos utilizando essa estratégia. A otimizacdo dessa
estratégia pode ser um caminho para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz

contra a leishmaniose visceral.
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7 - CONCLUSOES

- O organismo modificado T. CRUZICL-14 A2 mostrou-se capaz de expressar

estavelmente a proteina A2 e veiculd-la como antigeno vacinal.

- A imunizacdo com a proteina recombinante A2 associada aos adjuvantes MPLA e
CPG/Alumen induziu resposta humoral, com altos titulos de anticorpos IgG total, 1gG1 e
IgG2a e resposta celular com producdo de IFN-y por células T CD4 e T CD8. Essa resposta foi
capaz de induzir protecdo parcial contra o desafio por Leishmania L. infantum, com reducao

da carga parasitdria no baco e figado.

- Aimunizacdo com a construcdo CL-14 A2 ndo apenas induziu uma potente resposta
celular, associada tanto a células CD4 como CD8, com elevada producdo de IFN-y, como foi
capaz de induzir protecdo em camundongos BALB/c, contra a infec¢do por Leishmania L.

infantum.

- 0O uso do organismo genéticamente modificado CL-14 A2 foi capaz de induzir uma
resposta celular mais potente do que a proteina recombinante com ambos os adjuvantes,
bem como promover uma maior redu¢do na carga parasitdria, apos desafio com Leishmania

L. infantum.

- A modificacao de parasitas atenuados para expressao de antigenos imunogénicos
contra leishmaniose visceral representa uma abordagem interessante na procura de vacinas
contra essa doenca. O estudo reforga a importancia dessa estratégia como alternativa em
busca do desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose, abrindo possibilidades de

pesquisas com outros antigenos e outros protocolos de vacinagdo.
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