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RESUMO 

A vacinação é considerada uma das aplicações médicas mais bem sucedidas e 

eficazes na prevenção de doenças infecciosas. Há estimativas que até 3 milhões de vidas 

são salvas através de vacinação por ano. Dentre as tecnologias mais viáveis para o 

desenvolvimento de novas vacinas se encontram os vírus recombinantes. Em 2010, nosso 

grupo demonstrou a viabilidade da construção e uso de vírus influenza (Flu) recombinantes 

em combinação com adenovírus (Ad) recombinantes contra a toxoplasmose em 

camundongos. A potencialidade do protocolo Flu-Ad nos levou a procura de um modelo 

experimental onde a resposta celular T CD8+ teria um papel central na proteção. Neste 

contexto, um importante modelo é o da infecção em camundongos por Trypanosoma cruzi. 

Este é o protozoário causador da doença de Chagas em humanos. Seu tratamento tem 

maior eficácia na fase aguda da doença, causando ainda efeitos adversos. Não há vacinas 

contra a doença de Chagas disponíveis para uso em humanos, portanto o estudo e 

desenvolvimento de um protocolo otimizado de vacinação se faz uma interessante linha de 

pesquisa. Usando a técnica genética reversa geramos vírus influenza recombinantes 

carreando as porções C-terminal e medial da proteína de superfície amastigota 2 (ASP2) de 

T. cruzi. Esses vírus recombinantes foram caracterizados genotipica e fenotipicamente. A 

imunização usando Influenza-ASP2 como indução e adenovírus codificando ASP2 (Ad-

ASP2) como reforço estimula potente resposta CD8+ polifuncional e imunodominante capaz 

de proteger camundongos C57BL/6 e C3H/He desafiados com a cepa Y de T. cruzi. Apesar 

da proteção alcançada na fase efetora da resposta imune, uma redução significativa da 

sobrevivência foi observada nos animais vacinados e desafiados 130 dias após a vacinação 

de reforço. Quando analisamos o perfil celular no baço destes animais notamos a redução 

drástica da frequência da população imunodominante e da produção de citocinas após 

estímulo específico, o que pode explicar a redução na proteção na fase de memória. 

Palavras-chave: Vírus recombinantes; Trypanosoma cruzi; Influenza; Adenovirus; ASP2. 
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ABSTRACT 

Vaccines are considered one of the most successful and effective medical 

interventions to prevent infectious diseases. It is estimated that up to 3 million human 

lives are spared through vaccination per year. The use of recombinant viruses as 

vectors is one of the most viable strategies for the development of new vaccines. In 

2010, our group has demonstrated the feasibility of the generation and use of 

recombinant influenza (Flu) viruses in combination with recombinant adenoviruses (Ad) 

to protect against Toxoplasma gondii infection in mice. The potential of Flu-Ad protocol 

led us to the search of an experimental model in which the CD8 T cell response has a 

pivotal role in protection. In this context, an important model is the mice infection by 

Trypanosoma cruzi. This protozoan parasite is responsible for the Chagas disease in 

humans. The treatment has higher efficacy in the acute phase of the disease, yet 

causes undesired side effects. There are currently no vaccines against Chagas disease 

in humans, which makes the study and development of an optimized vaccination 

protocol an important research subject. Using reverse genetics we generated 

recombinant influenza viruses encoding the C-terminus and Medial portions of the T. 

cruzi amastigote surface protein (ASP2) and further characterized the phenotype and 

genotype of those viruses. Immunization using Influenza-ASP2 as prime and Ad-ASP2 

as boost induced a potent CD8+ polyfunctional T cell response, which was mostly 

immunodominant. This immune response was able to protect C57BL/6 and C3H/He 

mice challenged with Y strain of T. cruzi. Despite the level of protection reached in the 

effector phase of immune response, a significant reduction of survival was observed 

when vaccinated mice were challenged 130 days after boost dose. Accordingly, the 

production of cytokines and number of immunodominant cells in splenocytes of 

vaccinated mice dropped in this time point, explaining the reduced memory protection. 

Key words: Recombinant virus; ASP2, Trypanosoma cruzi, Influenza; Neuraminidase.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

ASP2 – Proteína de superfície amastigota 2 
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dNTP – desoxiribonucleotídeos fosfatados 

DO – Densidade óptica 

d.p.i – dias pós inoculação 

d.a.b – dias pós imunização de reforço. 

d.a.c – dias pós-desafio 

ELISA – Ensaio de imunoadsorção ligado à enzima 

ELISpot – Ensaio de imunoadsorção ligado à enzima em pontos 

Gal – Galactina 
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HEK – Célula de rim embrionário humano 

IFN - interferon 
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MDCK – Célula de rim canino Madin-Darby 

mg - Miligrama 

µg - Micrograma 

mL - Mililitro 

µL – Microlitro 

mM – Milimolar 

MM – Marcador de peso molecular 

Mock – Controle negativo 

m.o.i – Multiplicidade de infecção 

MPO – Mieloperoxidase  

n – número amostral 

NA – Neuraminidase 

NAG – N-Acetilglucosamidase 

NC – Região não-codificadora 

NFAT – Fator nuclear de células T ativadas 

NK – Célula natural killer 

nM – nanomolar 

NO – Óxido nítrico 

NOS – Óxido nítrico sintase 

nt - Nucleotídeo 

ORF – Janela aberta de leitura  

SAG – Antígeno de superfície do taquizoíto 

Pb – Pares de Base 

PBS - Solução salina tamponada com fosfato 

PBS-T – Solução salina tamponada com fosfato adicionada de 0,05% Tween20 

PCR – Reação em Cadeia da Polimerase 
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PI – Pós-infecção ou pós-inoculação 

PMN – Leucócitos polimorfonucleares 

rAd – Adenovírus recombinante 

RCF – força centrífuga relativa ou força g 

RPM – Rotações por minuto 

RT – Transcriptase reversa 

RT-PCR – Reação em cadeia de polimerase com transcriptase reversa 

SDS - duodecil sulfato de sódio 

SFB – Soro Fetal Bovino 

SN – Sobrenadante 

TAE – tampão tris acetato EDTA pH 8,0 

TEMED – N, N, N’, N’ – tetrametil-etilenodiamina 

TNF – Fator de necrose tumoral 

TLR – Receptor do tipo toll 

UFP - Unidade formadora de placa de lise – medida de título viral 

vRNP – Complexo ribonucleoprotéico viral 
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Organização Geral do Trabalho 

 

O primeiro capítulo do trabalho tem por função introduzir um breve histórico sobre 

vacinas, sua origem e seu desenvolvimento tecnológico. Este trabalho visa estudar o 

desenvolvimento e teste de um vetor vacinal, o vírus influenza. Também estudamos um 

vetor mais conhecido em inúmeros outros modelos vacinais, os adenovírus. 

As doenças negligenciadas são obstáculos importantes em países em 

desenvolvimento. Como partes da abordagem do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia 

de Vacinas estão o apoio e o desenvolvimento de vacinas contra essas doenças. Neste 

contexto se insere nosso trabalho que trata do uso combinado de influenza e adenovírus 

recombinantes como vetores vacinais contra o protozoário causador da doença de Chagas, 

T. cruzi. As abordagens vacinais deste modelo são descritas no capítulo dois. 

Abordaremos, então, conclusões dos resultados, vantagens e limitações do modelo 

durante o manuscrito e principalmente na conclusão da tese no capítulo 3.  

Não menos importante, as perspectivas estão discutidas no capítulo 4 com alguns 

resultados preliminares e outras ideias a serem desenvolvidas posteriormente ao projeto.  

Em seguida, no capítulo cinco estão apresentados os artigos advindos do doutoramento 

sendo o primeiro o projeto principal que discute a estratégia vacinal constante na tese. O 

segundo artigo foi advindo do estudo de um vetor alternativo para uma limitação importante 

do protocolo estudado – a manutenção da virulência viral em doses maiores que a vacinal. 
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1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

1.1.1 Uma breve história das vacinas 

As vacinas são consideradas uma das aplicações médicas mais bem sucedidas e 

eficazes na prevenção de doenças infecciosas. Em maio de 2012 os membros da 

Assembleia dos Estados da Organização Mundial de Saúde (OMS) endossou o plano 

vacinal de ação global dentro da visão que ao menos de 2 a 3 milhões de vidas são salvas 

por ano através de vacinação  

(http://www.who.int/immunization/global_vaccine_action_plan/en/) (Rappuoli, Pizza et al. 

2014). 

A OMS descreve vacinas como um preparado biológico que estimula a imunidade a 

uma doença em particular. Uma vacina tipicamente contém um agente similar ao micro-

organismo causador da doença, e é frequentemente composta de formas mortas ou 

atenuadas do organismo, suas toxinas ou uma de suas proteínas de superfície. Tal agente 

estimula o sistema imune de forma a reconhecer o agente como não próprio, controlá-lo e 

memorizá-lo de forma que o sistema imune mais facilmente o reconheça e elimine em um 

próximo encontro (Organization 2014). Os conceitos apresentados na descrição da OMS 

estão presentes na origem da vacina, seu presente e seu futuro. 

Dois hábitos são relacionados com o desenvolvimento do processo médico e vacinal 

dentro da História Natural: um é o de tentar aliviar o próprio mal-estar e o daqueles a nossa 

volta usando plantas que estão à disposição; e o outro é relacionado à observação de que 

uma pessoa pode ficar resistente a um veneno ou toxina administrando pequenas doses. 

Por consequência, os Chineses e sua medicina experimental apresentam já no século XI 

indícios de uso da macerado de lesão cutânea de varíola aspirada de forma intranasal para 

imunizar contra uma exposição posterior (Plotkin 2005). Em textos oficiais, a chamada 

“variolação” apareceu apenas no século XVII. Outro candidato para a origem da variolação 

é a Índia, onde pode ter sido desenvolvida separadamente ou importada. De um dos dois 

http://www.who.int/immunization/global_vaccine_action_plan/en/


Vírus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicação no modelo de doença de Chagas| 20 
 

lugares a variolação cutânea viajou para o Oriente Médio e África, e da Turquia à Grã-

Bretanha (Fenner, Henderson et al. 1988; Plotkin 2005; Plotkin 2014). 

Apesar do sucesso da variolação, o número de fatalidades era um impedimento a 

sua aplicação. Assim, Edward Jenner, observando que ordenhadeiras que apresentavam 

pequenas lesões de varíola bovina nas mãos não desenvolvia a doença, desenvolveu o 

método de vacinar com a varíola bovina. A origem da palavra Vacina vem de “Vaccinus”, do 

Latim – que deriva da vaca (Plotkin 2014).  

O desenvolvimento racional de vacinas tem sua em pedra fundamental Louis 

Pasteur. Em 1881 Pasteur estudava cólera em galinhas que é causada pela bactéria gram-

negativa Pasteurella multocida. Uma cultura deixada na bancada durante o verão foi 

inoculada em galinhas, porém não surtiu efeito. Pasteur preparou uma cultura fresca e 

inoculou as mesmas galinhas, entretanto elas não desenvolveram a doença (Pasteur 1880). 

Pasteur lançou então a hipótese de que patógenos poderiam ser atenuados através de 

choques ambientais, como temperatura, oxigênio e químicos e usados para vacinação e 

com isso obteve sucesso em Antraz e Raiva (Pasteur 1881). Assim originou-se sua famosa 

frase “O acaso favorece as mentes preparadas”. 

O princípio de atenuação foi usado posteriormente em cultivo bacteriano em meio 

artificial, alterações de temperatura e atenuação por passagem seriada em animais que 

eram infectados, mas não desenvolviam a doença.  A atenuação em embriões de galinhas e 

camundongos do vírus da Febre Amarela, por exemplo, ocorreu no início do século 

passado, entretanto seu maior risco era a não esterilidade das amostras obtidas. O mesmo 

ocorreu com a raiva e pólio.  Em seguida, a segunda revolução tecnológica em vacinologia 

foi a utilização do cultivo de células desenvolvido para a atenuação viral. Este processo de 

passagem in vitro foi usado por Albert Sabin em sua vacina contra pólio, e outros usaram 

para desenvolverem vacinas contra rubéola, sarampo, varicela e caxumba (Enders, Weller 
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et al. 1949; Sabin, Hennessen et al. 1954; Katz, Kempe et al. 1960; Hilleman, Buynak et al. 

1968). 

Apesar de inúmeros avanços de técnicas acontecerem após os procedimentos 

descritos acima, os princípios utilizados no desenvolvimento de vacinas variam pouco de 

sua base fundamentada na atenuação e uso do patógeno ou partes dele. 

1.1.2 Novas tecnologias em vacinas 

As vacinas são divididas em vivas atenuadas, de organismos inativados, frações 

proteicas ou sacarídeas e de organismos geneticamente modificados. Com o auxílio da 

biologia molecular dos organismos, iniciou-se uma revolução tecnológica no campo das 

vacinas. O co-cultivo de vírus para permitir o rearranjo gênico levou à geração das vacinas 

contra influenza A e B, bem como aumentou sua segurança e permitiu também a adaptação 

de linhagens resistentes a baixas temperaturas que são atenuadas à temperatura corporal 

(Francis, Salk et al. 1946; Maassab and DeBorde 1985). A vacina contra rotavírus também 

foi gerada através de rearranjo advindo de co-cultivo de rotavírus humano e bovino (Clark, 

Offit et al. 2006). 

Uma revisão bibliográfica em vacinologia permite identificar algumas centenas de 

métodos inovadores para seu desenvolvimento. Para fins de breve citação, pois não é o 

objetivo deste manuscrito, estão as vacinas utilizando plantas geneticamente modificadas 

para codificarem em suas folhas, ou em outros tecidos, proteínas de micro-organismos de 

interesse médico (Penney, Thomas et al. 2011; Pelosi, Shepherd et al. 2012). Também 

vacinas utilizando eletroporação e DNA recombinante, ou proteínas recombinantes na 

presença de adjuvantes, entre outras (Dumonteil 2007; Finco and Rappuoli 2014). Vale 

ressaltar que há vacinas contraceptivas e testes de vacinas contra tabaco e outras 

substâncias que causam vício (Naz 2011; Fahim, Kessler et al. 2013). A maioria vai a testes 

clínicos e é suspensa por falta de segurança ou perda de eficácia quando produzidos em 

larga escala. 
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De modo geral, a primeira geração de vacinas foi desenvolvida racionalmente, mas 

de forma empírica (Rappuoli, Pizza et al. 2014), seguida dos novos métodos de atenuação, 

mas ainda sem muitas bases moleculares ou entendimento de mecanismos. As vacinas de 

DNA recombinante foram o próximo passo. Desde então, a formação de glicoconjugados de 

polissacarídeos e proteínas do tétano foram passos importantes, principalmente para 

imunização infantil cuja imunidade duradoura é mais dificilmente alcançada. O próximo 

passo foi a vacinologia reversa, que consiste na identificação de candidatos potenciais 

usando as sequências gênicas dos micro-organismos (Rappuoli, Pizza et al. 2014). Hoje, o 

futuro da vacinologia se resume então ao uso de métodos in silico, tais como vacinologia 

estrutural, biologia sintética de RNAs e o estudo aprofundado do sistema imune humano 

para o desenvolvimento de adjuvantes melhores e mais adequados ao perfil da doença 

(Plotkin 2005; Finco and Rappuoli 2014; Rappuoli, Pizza et al. 2014).  

1.1.3 Vírus recombinantes como vetores vacinais 

Em 2005, estimava-se que o desenvolvimento de vacinas leva de 10 e 15 anos, e 

possui o custo entre 300 e 800 milhões de dólares, incluindo os custos dos projetos sem 

sucesso, que são a vasta maioria (Plotkin 2005). O fato do desenvolvimento de vacinas ser 

um processo lento, caro e árduo serve de desincentivo às empresas. Os primeiros 

programas vacinais a serem abandonados por consequência deste desincentivo foram das 

doenças consideradas negligenciadas, tais como doença de Chagas, Leishmaniose, 

dengue, entre outras. Por outro lado, ainda que uma empresa privada tenha resistência por 

menor lucro em desenvolver vacinas contra doenças negligenciadas, a humanidade 

economiza (não lucra) trilhões de dólares por ano por tratamentos e perda de produtividade 

além de salvar milhões de vidas com essas vacinas (http://www.jhsph.edu/research/centers-

and-institutes/ivac/resources/vaccine-cost-effectiveness.html).  Hoje os programas de 

governo e fundações públicas e que recebem incentivos ou renúncias fiscais, por exemplo a 

fundação Bill e Melinda Gates são os principais investidores neste campo, e em nosso país 

as Universidades e Institutos de Pesquisas Públicos são os maiores investigadores. 
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Adjuvantes são considerados agentes farmacológicos ou imunológicos que ampliam 

e/ou modulam uma resposta antigênica (Mesa and Fernandez 2004). É um dos mais 

importantes campos de pesquisa em vacinologia, porém poucos chegam a serem usados 

em humanos devido à problemas em segurança e toxicidade (Marrack, McKee et al. 2009). 

A dependência de adjuvantes vacinais é muitas vezes um empecilho para seu sucesso em 

humanos, e neste manuscrito utilizamos um processo vacinal que dispensa o uso de 

adjuvantes: os vírus recombinantes.  

Dentre os diferentes vetores para carrear antígenos heterólogos, algumas das 

estratégias mais promissoras são baseadas na utilização de vírus recombinantes (Harrop, 

John et al. 2006). Estes têm a capacidade de expressar antígenos heterólogos diretamente 

dentro das células hospedeiras, como aconteceria em uma infecção natural. Estudos 

utilizando diferentes vírus recombinantes (Vaccinia, adenovírus, sindbis e influenza) 

expressando antígenos do Plasmodium yoelii, mostraram que tais vírus induzem imunidade 

protetora em camundongos BALB/c frente a infecção experimental por esporozoítos do P. 

yoelii (Li, Rodrigues et al. 1993; Rodrigues, Li et al. 1994; Tsuji, Bergmann et al. 1998). 

Dentre os vírus acima citados, os adenovírus deficientes em replicação foram aqueles que 

se mostraram mais eficazes quando utilizados isoladamente, reduzindo em ~94% as formas 

hepáticas do P. yoelii e induzindo imunidade protetora em 40% dos camundongos 

(Rodrigues, Zavala et al. 1997). Quando os outros vetores virais foram utilizados 

isoladamente o nível de proteção obtido foi significativamente menor (Li, Rodrigues et al. 

1993; Tsuji, Bergmann et al. 1998; Rodrigues, Boscardin et al. 2003). Entretanto, resultados 

muito mais animadores foram obtidos quando os animais foram submetidos a duas 

imunizações sequenciais (Li, Rodrigues et al. 1993; Rodrigues, Li et al. 1994; Murata, 

Garcia-Sastre et al. 1996; Shiver, Fu et al. 2002; Gherardi, Najera et al. 2003; Nakaya, 

Nakaya et al. 2004). Um exemplo da eficácia desta estratégia é a inibição total do 

desenvolvimento das formas hepáticas e 100% de proteção contra a malária em 

camundongos que foram primeiramente imunizados com adenovírus recombinantes 
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expressando a proteína CS do P. yoelii ou do P. berghei, e submetidos a imunização de 

reforço com vírus vaccínia carreando esta mesma proteína (Bruna-Romero, Gonzalez-

Aseguinolaza et al. 2001; Gilbert, Schneider et al. 2002). Os vetores virais são capazes de 

induzir respostas do tipo Th1, levar à produção de citocinas pró-inflamatórias e indução de 

células T (CD4+/CD8+) que são respostas mais comuns em doenças infecciosas (Rocha, 

Caetano et al. 2004). 

1.1.4 Adenovírus 

Adenovírus são vírus não envelopados pertencentes à família Adenoviridae. Os 

adenovírus caracterizam-se por apresentarem DNA fita dupla linear com cerca de 36Kb, que 

se encontra empacotado em um cerne envolvido por um capsídeo proteico icosaédrico com 

20 faces triangulares (Imler 1995). Esse é constituído de três estruturas proteicas principais, 

hexon, penton e fibras. Os hexons constituem as faces triangulares do capsídeo. Os 

pentons formam os vértices da partícula, a partir dos quais se projetam as fibras, 

responsáveis pela interação com os receptores celulares (Nicklin, Wu et al. 2005). 

Dentre as características dos adenovírus algumas foram decisivas na escolha destes 

vírus como ferramenta de vacinação. Entre elas, (I) baixa patogenicidade, o que permite o 

desenvolvimento de vetores de imunização praticamente inócuos aos hospedeiros; (II) 

habilidade de infectar uma ampla variedade de células, além de células pós-mitóticas; (III) 

as estratégias de replicação e genoma já foram caracterizadas, sendo o material genético 

viral incapaz de integrar-se ao da célula hospedeira; (IV) eles são relativamente estáveis e 

fáceis de manipular, dispensando refrigeração quando liofilizados; (V) fácil propagação, 

podendo ser obtidos em altos títulos (>109 unidades formadoras de placas/mL), o que 

permite sua produção em larga escala (Babiuk and Tikoo 2000; Souza, Haut et al. 2005); 

(VI) Finalmente, esses vírus são muito imunogênicos, sendo capazes de estimular tanto 

resposta imune inata quando a resposta imune adaptativa  (Ginsberg, Horswood et al. 1990; 

Ginsberg, Moldawer et al. 1991; Yang, Xiang et al. 1995). Os adenovírus recombinantes 

principalmente do tipo humano AdHu5 foram, pelo menos na última década, os mais 
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promissores vetores virais vacinais. Testes em fase clínica 1 e 2 estão sendo realizados 

com estes vetores em malária (Limbach and Richie 2009). Tais vírus também são capazes 

de infectar células dendríticas, além de estimularem resposta imune contra diversos 

patógenos  (Bruna-Romero, Lasarte et al. 1997; Molinier-Frenkel, Lengagne et al. 2002; 

Miyahira, Takashima et al. 2005; Caetano, Bruna-Romero et al. 2006; de Alencar, 

Persechini et al. 2009; Machado, Caetano et al. 2010). A resposta adjuvante induzida pelo 

AdHu5 parece ser principalmente CD8+, sendo ainda capazes de estimular resposta 

imunológica de memória (Hovav, Panas et al. 2007; Limbach and Richie 2009).  

Em 2006, nosso grupo conseguiu alcançar ótimos níveis de proteção e resposta 

imunológica utilizando adenovírus humano do tipo 5 (AdHu5) carreando genes para duas 

proteínas de T. cruzi, trans-sialidase (TS) e ASP2 em BALB/c e C57BL/6 (Machado, 

Cardoso et al. 2006). Porém imunizações com o mesmo vetor viral podem ter efeito 

reduzido devido à resposta imunológica contra o próprio vetor, neutralizando a infecção e 

impedindo a reapresentação do antígeno heterólogo (Liu, Ewald et al. 2008; Ahi, Bangari et 

al. 2011). Uma maneira de contornar essa limitação é usar protocolos de indução e reforço 

utilizando mais de um vírus recombinante expressando o mesmo segmento antigênico 

(protocolo heterólogo de indução e reforço da resposta imune). Assim, sem resposta 

secundária ao vetor e com resposta secundária ao antígeno, há o aumento da eficiência do 

protocolo de vacinação (Rocha, Caetano et al. 2004). 

1.1.5 Influenza 

Pertencentes à família Orthomyxoviridae, os vírus influenza possuem genoma 

segmentado de RNA fita simples e polaridade negativa. Existem três diferentes subtipos de 

vírus influenza: A, B ou C, sendo o mais importante para o homem os vírus influenza A, 

principais causadores de epidemias e pandemias em humanos (Fields, Knipe et al. 2007). 

Estes vírus possuem um envelope no qual as duas proteínas transmembranas 

hemaglutinina (H ou HA) e neuraminidase (N ou NA) estão inseridas. Os vírus influenza se 

dividem em diferentes subtipos em função das diferentes HA e NA sendo hoje conhecidos 
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ao menos 18 tipos de HA (H1 a H18) e 11 diferentes neuraminidase (N1 a N11) 

(http://www.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm). A HA é a proteína responsável pela fixação 

do vírus às moléculas de ácido siálico e pela penetração na célula hospedeira. A 

neuraminidase atua removendo o ácido siálico que recobre as células epiteliais do trato 

respiratório (nas quais ocorre a multiplicação viral) e do próprio vírus, evitando assim a 

aglutinação das partículas virais entre si e facilitando a sua propagação no meio extracelular 

(Julkunen, Melen et al. 2000; Nayak, Hui et al. 2004; Fields, Knipe et al. 2007). 

A menor unidade funcional de replicação dos vírus influenza é o complexo 

ribonucleoprotéico (vRNP). O complexo é formado pelo RNA viral (RNAv), três subunidades 

da polimerase viral (PB1, PB2 e PA) e a nucleoproteína NP. A geração de vírus influenza 

recombinantes requer oito complexos RNP funcionais que serão transportados ao núcleo 

das células após a infecção e fusão do envelope viral com o endossomo (Neumann and 

Kawaoka 2001). 

Os vírus influenza recombinantes são considerados bons candidatos a vetores 

vacinais, visto que não se integram ao genoma do hospedeiro, possuem alta transdução do 

inserto recombinante e têm boa capacidade de infectar células apresentadoras de antígeno, 

além de serem excelentes estimuladores de linfócitos T CD8+ (Kittel, Ferko et al. 2005). Nos 

Estados Unidos já existem cepas atenuadas e vacinas vivas licenciadas para uso em 

humanos, porém não como vetores (Ben-Yedidia and Arnon 2005). Em modelos 

experimentais, diversas vacinas utilizam influenza recombinantes como vetores com 

resultados promissores (He, Martinez-Sobrido et al. 2007), desde doenças infecciosas como 

malária (Gonzalez-Aseguinolaza, Nakaya et al. 2003), toxoplasmose (Machado, Caetano et 

al. 2010) e até câncer (Restifo, Surman et al. 1998). As técnicas de biologia molecular para 

a manipulação genética deste vírus já encontram bastante desenvolvidas (Neumann and 

Kawaoka 2002; Neumann, Whitt et al. 2002; Neumann and Kawaoka 2004) e existem 

diferentes estratégias para a expressão de proteínas heterólogas (Garcia-Sastre, Muster et 

al. 1994; Percy, Barclay et al. 1994; Takasuda, Enami et al. 2002; Machado, Naffakh et al. 
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2003; Watanabe, Watanabe et al. 2003). Soma-se às vantagens acima citadas a 

capacidade deste tipo de vetor em induzir resposta imune heteroespecífica tanto local 

quanto sistêmica (Gherardi, Najera et al. 2003; Garulli, Kawaoka et al. 2004); a existência de 

tecnologias bem desenvolvidas para a produção de vírus influenza em larga escala e; a 

possibilidade de se utilizar vírus defectivos para a replicação (Stech, Garn et al. 2005) ou 

cepas virais atenuadas (Gonzalez-Aseguinolaza, Nakaya et al. 2003). 

Entre as desvantagens deste sistema estão a proteção prévia a outros subtipos de 

influenza, a manutenção de virulência viral e velocidade de produção. Testes de toxicidade, 

virulência, segurança em pacientes imunocomprometidos serão necessários para cada 

subtipo. Além disso, quais doenças seriam adequadas para a produção e avaliação se 

outros subtipos de influenza geram a mesma resposta imune seriam inconvenientes 

importantes a serem considerados.  

Em 2010 foi demonstrada em camundongos a capacidade dos vírus influenza 

recombinantes em reduzir o número de cistos cerebrais de Toxoplasma gondii e direcionar a 

resposta específica para Th1 quando usados em vacinação sequencial com AdHu5 

carreando o gene que codifica a proteína de superfície SAG2 do parasito (Machado, 

Caetano et al. 2010). O que realça a viabilidade dessa estratégia. 

Assim sendo, o próximo passo foi o desenvolvimento e teste deste protocolo vacinal 

em um modelo no qual as células CD8 possuem papel fundamental para a proteção, e cujos 

quais uma resposta imunológica específica pudesse ser medida com peptídeos CD8. O 

modelo experimental da doença de Chagas possui estas características. 
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1.2 OBJETIVO GERAL 

 

 Construção e caracterização de vírus influenza recombinantes para uso como 

vetores vacinais em modelo murino de infecção pelo Trypanosoma cruzi 

(capítulo 2). 

1.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Construir e caracterizar genotípica e fenotipicamente, em cultivo celular, vírus 

influenza recombinantes carreando a proteína ASP2 de Trypanosoma cruzi.  

 

 Avaliar a resposta imune heteroespecífica humoral e celular em camundongos 

imunizados com vírus influenza e adenovírus recombinantes para ASP2. 

Caracterizar as diferenças de respostas imunológicas comparando o protocolo 

homólogo e heterólogo de vacinação. 

 

 Determinar a proteção induzida pela vacinação sequencial com influenza e 

adenovírus carreando antígenos da proteína ASP2 frente ao desafio com 

parasitos da cepa Y de Trypanosoma cruzi em linhagem resistente (C57BL/6) e 

susceptível (C3H/He). 

 

 Determinar a resposta imunológica de memória específica anti-T. cruzi induzida 

após a vacinação, além de testar a resposta de memória e proteção em um 

período maior que 100 dias após a imunização de reforço. 
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CAPÍTULO DOIS 

 

 

 

 

 

 

   

2 Construção e caracterização de vírus 

influenza recombinantes para uso como 

vetores vacinais em modelo murino de 

infecção pelo Trypanosoma cruzi. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

2.1.1 Doença de Chagas e sua importância 

Mais de cem anos após sua descrição (Chagas 1909), a doença de Chagas ainda é 

um importante problema de saúde pública, sobretudo na América Latina. Em 2005, a OMS 

adicionou a doença de Chagas na lista de doenças tropicais negligenciadas. Estima-se que 

até cem milhões de pessoas vivem em áreas de risco nos países endêmicos, além da 

mortalidade anual chegar a treze mil indivíduos devidos a complicações clínicas e 

dificuldades de tratamento farmacológico (Rassi, Rassi et al. 2010; Vazquez-Chagoyan, 

Gupta et al. 2011). Apesar disso, houve um aumento na prevalência da doença em países 

desenvolvidos (Gascon, Bern et al. 2010; Bern, Kjos et al. 2011), fato que pode ser 

explicado pela migração de indivíduos infectados conjuntamente com a ausência de 

experiência dos órgãos de saúde na falta de contato com a doença, e consequentemente, 

aumento da infecção por transfusão sanguínea, infecção congênita e transplante de órgãos 

(WHO 2009; Biolo, Ribeiro et al. 2010). Somente no Brasil estima-se de 2,9 a 4,6 milhões de 

pessoas infectadas com a mortalidade anual de cerca de 5 mil indivíduos (Anais do 

30th Meeting on Applied Research on Chagas’ Disease, 2014, a ser publicado). 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário cinetoplastídeo Trypanosoma cruzi 

pertencente à família Tripanosomatidae. Essa família é formada por parasitas obrigatórios. 

Os gêneros Trypanosoma e Leishmania possuem ciclo digenéico, isto é, possuem um 

inseto vetor e um hospedeiro vertebrado. Todas as classes de vertebrados possuem um 

Trypanosoma sp. parasito conhecido (Simpson 1995). 

O Trypanosoma cruzi pode ser transmitido por mais de 100 espécies da subordem 

Heteroptera, família Reduviidae, subfamília Triatominae. Dentre as inúmeras espécies, no 

Brasil, três gêneros são os mais importantes responsáveis pela transmissão da doença, 

Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (Kelly 2000; Teixeira, Nitz et al. 2006). Mais 

comumente conhecido como barbeiro ou chupança, os triatomíneos adultos possuem 
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hábitos noturnos e muitas vezes domiciliares. O controle do vetor é a forma mais eficaz de 

combate à transmissão da doença de Chagas na atualidade e seus benefícios são 

evidentes. Porém, o avanço do desmatamento causa deslocamento de animais silvestres 

infectados e pode aumentar a transmissão em novas localidades (Gonçalves and Costa). 

Assim, a melhoria das residências associada à informação sobre saúde e acompanhamento 

médico também caracteriza uma frente essencial de combate à transmissão da doença 

(Salvatella, Irabedra et al. 2014). Em 2006, a Comissão de Iniciativa Intergovernamental do 

Cone Sul Contra a Doença de Chagas declarou que o Brasil foi considerado livre da 

transmissão da doença de Chagas por vetores da espécie Triatoma infestans, marco 

importante visto que essa espécie era endêmica em mais de 700 municípios dos doze 

estados mais populosos (Schofield, Jannin et al. 2006). Outros países se beneficiaram com 

o programa, tais como Uruguai, Paraguai, parte da Argentina e Chile, porém este resultado 

pode relaxar as políticas públicas e diminuir o investimento, acarretando um atraso muito 

grande na redução da transmissão da doença e controle eficaz da população de barbeiros. 

Em todos os casos, a varredura dos bancos de sangue, novos diagnósticos, terapias, 

tratamentos e pesquisas se fazem necessários no combate a este importante agente 

etiológico (Schofield, Jannin et al. 2006; Teixeira, Nitz et al. 2006). Uma importante fonte de 

transmissão cuja infecção aguda leva a uma maior mortalidade ocorre através de caldo de 

cana, açaí entre outras fontes alimentares que quando são maceradas na presença de 

barbeiros infectados levam à transmissão oral da doença. Há estimativas de que 50 mil 

pessoas são infectadas por ano com o parasito T. cruzi (Anais do 30th Meeting on Applied 

Research on Chagas’ Disease, 2014, a ser publicado).
 

Do ponto de vista de sintomatologia, a doença de Chagas possui diagnóstico 

complexo, visto que os sintomas variam dependendo do paciente e muitas vezes sem um 

padrão característico. A doença de Chagas é divida em duas fases: aguda, e crônica, 

valendo ressaltar que nem todos os pacientes apresentam de forma clara sintomas 

referentes a essas fases e boa parte destes podendo regredir naturalmente (Andrade, 
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Andrade et al. 1994; Rassi, Rassi et al. 2000). Muitas vezes os sinais passam 

despercebidos, uma vez que a fase aguda pode durar poucas semanas acompanhadas de 

sinais não específicos, tais como febre, taquicardia, fraqueza, linfoadenopatia, sudorese e, 

muito raramente, meningoencefalite (Parada, Carrasco et al. 1997). Dois sinais clínicos 

específicos que ajudam no diagnóstico ainda na fase aguda são: 1) inflamação da pele no 

local da entrada do parasito, conhecido como chagoma e 2) o sinal de Romaña bipalpebral. 

Porém nem todos os pacientes apresentam estes sinais clínicos (Kierszenbaum 2007; Biolo, 

Ribeiro et al. 2010). Além disso, o exame sorológico somente identifica a doença na fase 

crônica, sendo necessária para diagnóstico durante a fase aguda a detecção de parasitos 

no sangue por microscopia. Estes fatores limitam muito o tratamento eficaz da doença, visto 

que os dois medicamentos disponíveis atualmente, nifurtimox e benznidazol são 

principalmente eficazes na fase aguda. Apesar disso, há indícios de que no tratamento com 

as duas drogas durante a fase crônica há redução da gravidade dos sintomas e pode 

reduzir morbidade (Tarleton, Reithinger et al. 2007; WHO 2009).  

A forma indeterminada é caracterizada pela ausência de sinais clínicos, apesar de 

poder haver sinais subclínicos. Essa fase dura de meses a décadas, sendo que miocardite, 

por exemplo, pode ser indetectável em eletrocardiograma e raios-X do tórax. Estima-se que 

dois terços dos pacientes possuem lesão no miocárdio (Davila, Rossell et al. 1989; Abuhid, 

Pedroso et al. 2010). Apenas um terço dos pacientes apresenta sinais na fase crônica, 

sendo os mais frequentes são danos graves no miocárdio levando a arritmias, aneurisma 

ventricular apical e falha congestiva no coração. Outros sinais frequentes são insuficiência 

cardíaca, megaesôfago e megacólon, porém são mais endêmicos na região central do 

Brasil (Andrade, Andrade et al. 1994; Kierszenbaum 2007).  

2.1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

O ciclo de vida do T. cruzi possui um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro 

vertebrado (Chagas 1909). Um triatomíneo da família Reduviidae suga o sangue de um 

mamífero infectado (Figura 1.1). Este inseto é popularmente conhecido como barbeiro, 
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possuindo hábitos noturnos e usualmente urina e defeca durante o repasto sanguíneo 

(Nagajyothi, Machado et al. 2012). Do sangue do hospedeiro infectado, o barbeiro obtém 

basicamente formas tripomastigotas do T. cruzi. Tais formas são extracelulares e não 

replicativas, nas quais o parasito se apresenta numa forma alongada e com flagelo curto. 

No intestino do barbeiro as formas tripomastigotas se diferenciam a formas 

esferomastigotas, as quais são replicativas e aflageladas, mantendo um pequeno sulco 

flagelar (Nagajyothi, Machado et al. 2012). Em seguida, as formas esferomastigotas derivam 

para formas epimastigotas, a partir de um elongamento do flagelo (Figura 1.2) e também se 

replicam por divisões binárias (Figura 1.3). Então, as formas epimastigotas passam a 

interagir com o epitélio mucoso do intestino do triatomíneo e ocorre a transformação para a 

forma tripomastigota metacíclica através de um encurtamento do flagelo e afinamento do 

citoplasma (Figura 1.4). Uma vez formadas, essas formas metacíclicas são liberadas na 

excreta do barbeiro no momento de um sequente repasto sanguíneo (Figura 1.5). O 

mamífero pode se infectar por contato das fezes do barbeiro com a lesão causada pela 

picada, interação das formas metacíclicas com a membrana mucosa e através da ingestão 

da excreta ou de fragmentos do barbeiro infecatado (Figura 1.5) (Kelly 2000; Tyler and 

Engman 2001). 

As formas tripomastigotas metacíclicas são capazes de infectar um grande número 

de células de mamíferos (Figura 1.6)  (Tyler and Engman 2001). A invasão ocorre com um 

direcionamento por microtúbulos de lisossomos para a região de ligação do parasito com a 

célula, até circundar o parasito e permitir sua entrada (Chiribao, Libisch et al. 2014). A 

acidificação do meio induz a expressão de proteínas de evasão do vacúolo. Uma vez no 

citoplasma, há a diferenciação para formas amastigotas intracelulares, que se dividem 

assexuadamente até formaram um pseudocisto ou ninho (Figura 1.7). Quando em grande 

quantidade, as formas amastigotas atingem a corrente sanguínea após diferenciação para 

tripomastigotas sanguíneas, que possuem um citoplasma maior que as formas metacíclicas 

(Figura 1.8). Essas formas podem escapar dos ninhos e infectar outras células de maneira 
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parecida com as formas metacíclicas (Figura 1.7) (Fernandes and Andrews 2012). A 

presença de raras formas amastigotas e, principalmente, tripomastigotas na corrente 

sanguínea do hospedeiro mamífero permitem que o ciclo se complete em um posterior 

repasto sanguíneo do barbeiro (Figura 1.8)  (Kelly 2000; Tyler and Engman 2001). 

 

Figura 1 – Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Figura adaptada do sítio da rede 

http://www.cdc.gov/parasites/Chagas/biology.html. 

2.1.3 Resposta imunológica na infecção pelo Trypanosoma cruzi 

A resposta imune inata em mamíferos infectados pelo T. cruzi tem papel essencial 

no reconhecimento do parasito e direcionamento adequado para o desenvolvimento da 

resposta adaptativa. Na fase aguda da doença, a resposta imune inata controla a replicação 

do parasito e sua dispersão pelos tecidos. A Interleucina-12 (IL-12) é a principal responsável 

pelo direcionamento da resposta adaptativa para Th1, através da estimulação da produção 

http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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de interferon-γ (IFN-γ) e ativação de células natural killer (NK) (Kayama and Takeda 2010). 

O IFN-γ também é responsável pela ativação de macrófagos, que, por sua vez, são capazes 

de eliminar ou impedir multiplicação dos parasitos intracelulares através da expressão da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS). De fato, camundongos deficientes em IFN-γ, 

TNF-α e IL-12 são altamente susceptíveis à infecção pelo T. cruzi (Kayama and Takeda 

2010). Igualmente, somente a presença de IFN-γ e NO não são capazes de conter a 

severidade da infecção, visto que macrófagos de camundongos deficientes (KO) em LRG-

47, uma GTPase induzida por IFN-γ, possuem produção normal de NO sintase tipo II e 

TNF-α, porém são ineficazes de eliminação das formas amastigotas in vitro (Santiago, Feng 

et al. 2005). Tais resultados demonstram um papel da LRG-47 na eliminação dos parasitos 

e indicam a importância do interferon-γ. 

A ativação de receptores do tipo Toll (TLRs) induz a expressão dessas citocinas por 

células do sistema imune, mais especificamente, TLRs 2, 4 e 9 e a molécula adaptadora 

Myd88 são ativados pela presença do parasito (Campos and Gazzinelli 2004; Bafica, 

Santiago et al. 2006).
 
O TLR2 é fortemente ativados pelas âncoras GPI e pela proteína 

secretada do T. cruzi Tc52 (Monteiro, Schmitz et al. 2006). O TLR4 é ativado pela forma 

epimastigota do parasito, através do subtipo de âncoras GPI glico-inositol-fosfolipídeos 

(GIPLs), e seu papel na proteção contra a infecção é controverso. Por fim, o TLR9, 

endosomal, reconhece o DNA genômico do parasito, sendo então ativado induzindo 

diversas citocinas importantes na eliminação do parasito. De fato, estudos mostram que 

macrófagos derivados de camundongos deficientes em TLR9 são deficientes na produção 

de IL-6, IL12p40 e NO (Bafica, Santiago et al. 2006; Bartholomeu, Ropert et al. 2008; 

Kayama and Takeda 2010). A infecção pelo T. cruzi também ativa resposta imune TLR-

independente, através do reconhecimento direto por Nod1 e ativação de NFκB, que levam a 

produção de IFN-γ causados pelo aumento da concentração de Ca++ intracelular em células 

T ativadas (Kayama, Koga et al. 2009; Kayama and Takeda 2010). 
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A resposta imunológica adaptativa contra a infecção pelo T. cruzi tem como principal 

agente as células T CD8+ (Rodrigues, Boscardin et al. 2003). Estudos demonstram que 

camundongos deficientes em moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC) do tipo II apresentaram mortalidade e parasitemia altas comparáveis aos animais 

deficientes em MHC do tipo I, frente ao desafio com T. cruzi (Tarleton, Grusby et al. 1996). 

Já foi demonstrado também que a depleção de linfócitos T CD4 em modelo de vacinação 

influencia na mortalidade, ainda que não tão fortemente quanto a ausência dos linfócitos T 

CD8 (Paiva, Castelo-Branco et al. 1999; Machado, Cardoso et al. 2006; de Alencar, 

Persechini et al. 2009). Ademais, sua ajuda na proteção é efetiva, uma vez que linfócitos 

CD4 do tipo Th1 são capazes de mediar lise provocada por NO, além de serem auxiliadoras 

dos linfócitos citotóxicos CD8+ (Rodrigues, Ribeirao et al. 2000). A falta de linfócitos T CD4 

em camundongos resultou em menor número de CTLs e consequentemente 

comprometimento da capacidade de proteção (Padilla, Xu et al. 2007). Os mecanismos 

usados pelas CTLs no controle da infecção variam desde eliminação direta das células 

infectadas à secreção de citocinas principalmente IFN-γ (Haggerty, Meyer et al. 1960; 

Muller, Sobek et al. 2003). A produção de NO por macrófagos é dependente do IFN-γ, visto 

que camundongos que não possuem receptores de IFN-γ têm macrófagos deficientes na 

produção de NO (Rodrigues, Boscardin et al. 2003). Ademais, os camundongos deficientes 

na produção de NO são altamente susceptíveis à infecção pelo T. cruzi de diferentes cepas 

(Rodrigues, Ribeirao et al. 2000). 

A resposta CD8 é diretamente relacionada à imunodominância, na qual podemos 

encontrar competição na apresentação de antígenos que restringiria a população específica 

CD8 que seria ativada (Rodrigues, de Alencar et al. 2008; Tzelepis, de Alencar et al. 2008; 

de Alencar, Persechini et al. 2009; Dominguez, Silveira et al. 2011). Células T CD8 contra a 

proteína de superfície amastigota (ASP2) foram detectadas no sangue de pacientes 

infectados na fase crônica, indicativo de sua importância imunológica (Pan and McMahon-

Pratt 1989). Assim, inúmeros grupos testaram e testam epitopos ou a proteína ASP2 
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completa com resultados promissores. Entre eles encontramos uso de proteína 

recombinante, vacina de DNA ou vírus recombinantes expressando epítopos ou a ASP2 em 

diferentes linhagens de camundongos (Boscardin, Kinoshita et al. 2003; Vasconcelos, 

Hiyane et al. 2004; Machado, Cardoso et al. 2006; de Alencar, Persechini et al. 2009; Duan, 

Yonemitsu et al. 2009). 

Os mecanismos antiparasitários mediados pelas células CD8 são múltiplos, incluindo 

secreção de citocinas e citotoxicidade direta contra células infectadas (Muller, Sobek et al. 

2003; de Alencar, Persechini et al. 2009). Como acima ressaltada a importância do IFN-γ e 

das células CD8 esta proteção se dá quando estas células estão presentes no coração e 

nos tecidos (Silverio, Pereira et al. 2012). Porém, o papel dos linfócitos citotóxicos perforina+ 

foi também associado à miocardite e disfunção cardíaca em modelo murino quando células 

CD8+perforina+ estavam presentes no tecido cardíaco  (Silverio, de-Oliveira-Pinto et al. 

2009; Silverio, Pereira et al. 2012). 

A resposta humoral tem papel limitado às fases extracelulares do parasito, e sua 

remoção não impacta negativamente a mortalidade em modelo murino (Hoft, Eickhoff et al. 

2007). Entretanto, os anticorpos têm papel relevante na sobrevivência à fase aguda e no 

controle da parasitemia na fase crônica em camundongos altamente susceptíveis (Umekita 

and Mota 2000).
 
Foi demonstrado que terapia com imunoglobulinas poliespecíficas, de 

doadores saudáveis inoculadas pela via intravenosa melhora a sobrevivência em modelo 

experimental quando administradas ainda na fase aguda (Olivieri, Vasconcellos et al. 2010). 

Um papel muito importante para os linfócitos B na proteção contra desafio na doença de 

Chagas foi o de células apresentadoras de antígeno, fazendo uma apresentação cruzada 

dos epítopos imunodominantes para os linfócitos T CD8. Papel este que pôde ser 

confirmado com o aumento da expressão de MHC I e da molécula co-estimuladora CD80 

nas células B na presença de antígeno de T. cruzi (Hoft, Eickhoff et al. 2007). Foi 

identificada depleção rápida no número de células B imaturas na medula óssea e periferia 

após a infecção pelo T. cruzi, podendo auxiliar no processo de escape do parasito para a 
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fase crônica. No baço, há uma ativação policlonal de células B e T, o que acaba por induzir 

apoptose para manutenção da homeostase via interação Fas-FasL e liberação de Gal-1 

(Grisotto, D'Imperio Lima et al. 2001; Acosta Rodriguez, Zuniga et al. 2007). 

2.1.4 Estratégias de vacinação contra a infecção por Trypanosoma cruzi 

A ineficiência do tratamento terapêutico por causa da limitação do diagnóstico nos 

pacientes ainda em fase aguda e o aumento de casos em bancos de sangue em localidades 

não endêmicas, entre outros, tornam atrativos argumentos favoráveis à intervenção 

imunológica, tais como vacinação para o aumento da eficácia dos tratamentos e prevenção 

contra a doença de Chagas. 

Dados os mecanismos de morte celular por CTLs e macrófagos via ativação por IFN-

γ, Dumonteil postulou que uma vacina protetora contra a infecção pelo T. cruzi seria 

direcionada para o perfil Th1 e caracterizada por alta produção de IFN-γ (Dumonteil 2007; 

Dumonteil 2009). Além disso, anticorpos líticos e rápida ativação de CTLs são importantes 

no controle da infecção (Dumonteil 2009). A participação efetiva de células CD4+ foi 

determinada baseada no fato de que a imunização apenas com epítopos CD8+ não são 

protetoras em camundongos frente ao desafio com o T. cruzi (de Alencar, Araujo et al. 

2007). Por fim, linfócitos B funcionando como células apresentadoras de antígenos 

profissionais se mostraram importantes na imunidade protetora induzida por DNA 

recombinante (Hoft, Eickhoff et al. 2007). Vale ressaltar que a maioria das avaliações de 

vacinação contra doença de Chagas advém de modelo experimental usando camundongos 

e que esta é uma limitação importante, exigindo cautela nas extrapolações. 

A ASP2 da subfamília II das trans-sialidases é expressa nas formas amastigotas do 

T. cruzi e foi capaz de induzir anticorpos e células CD8+ específicas em pacientes na fase 

crônica da doença de Chagas (Pan and McMahon-Pratt 1989; Wizel, Palmieri et al. 1998). 

Estudos de vacinação utilizando-se deste antígeno com cDNA, proteína ou vírus 

recombinantes estimularam células CD4+ Th1 e células CD8+ Tc1, resultando em potente 
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imunidade protetora em pelo menos três linhagem geneticamente diferentes de 

camundongos e duas cepas diferentes (Boscardin, Kinoshita et al. 2003; Vasconcelos, 

Hiyane et al. 2004; Machado, Cardoso et al. 2006; de Alencar, Persechini et al. 2009). Além 

disso, um estudo de proteção cruzada entre diferentes cepas de T. cruzi demonstrou que 

poucas cepas podem expressar isoformas diferentes de ASP2 que não compartilham 

epítopos protetores (Claser, Espindola et al. 2007). O que faz desse antígeno um importante 

alvo para vacinação contra a doença de Chagas. 

2.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.2.1 Uso de células e animais 

Camundongos convencionais das linhagens C57BL/6 e C3H/He machos, de 8 a 12 

semanas de idade foram adquiridos junto ao Biotério de Produção (BIOT) do Centro de 

Pesquisas René Rachou e no Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da 

Fiocruz-RJ e mantidos de acordo com as recomendações de padrão institucionais. Licença 

do CEUA LW9-09.  

Células MDCK foram cultivadas a 37ºC em ambiente úmido contendo 5% CO2. As 

células foram cultivadas em meio Dulbecco Eagle Modificado completo (DMEM, Sigma) 

contendo 1mM de piruvato de sódio, 4,5 mg/mL de L-glicose, 100 U/mL de penicilina e 100 

mg/mL de estreptomicina suplementado com 5% (MDCK) de soro fetal bovino (SFB, 

CUTILAB) ou 10% (293T). A cepa Y do T. cruzi foi mantida através de passagem seriada 

em camundongos Webster-Suíços a intervalos de 14 dias. Os desafios infecciosos foram 

efetuados inoculando-se 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6) tripomastigotas sanguíneos da 

cepa Y via intraperitoneal. A sobrevivência foi monitorada diariamente e a parasitemia 

mensurada contando-se os parasitos em 5 µL de sangue fresco retirado da veia caudal 

(Brener 1962).  
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2.2.2 Peptídeos  

Os peptídeos da proteína ASP2 VNHRFTLV e TEWETGQI (Figura 2.2) foram 

adquiridos da empresa Genscript (Piscataway, NJ). A pureza determinada foi maior que 

90%. Suas identidades foram confirmadas por Q-TOF Micro equipado com fonte de 

ionização eletrospray (Micromass, United Kingdom). 

2.2.3 Construção dos plasmídeos para genética reversa dos vírus influenza 

O plasmídeo selvagem (pPRNA) e o dicistrônico (pPRNA38) do segmento da 

neuraminidase (NA) do vírus A/WSN/33 (H1N1) foram construídos como previamente 

descrito (Machado, Naffakh et al. 2003; Vieira Machado, Naffakh et al. 2006). O gene da 

ASP2 foi divido em três segmentos de 660 pares de base (pb), os quais destacamos a 

porção medial (M-ASP2) e C-terminal (C-ASP2) por codificarem regiões que contém 

peptídeos imunodominantes conhecidos (Figura 2). Essas sequências foram obtidas por 

PCR usando o plasmídeo pAdCMV-ASP2 como molde (Machado, Cardoso et al. 2006) e 

primers específicos para cada porção. Os amplicons foram clonados no plasmídeo digerido 

pIgSP ao nível dos sítios de restrição reconhecidos pelas enzimas de restrição KpnI e NheI 

em tandem com a sequência que codifica a cadeia kappa da imunoglobulina murina, 

permitindo a secreção das porções heterólogas (Boscardin, Kinoshita et al. 2003). Os 

constructos resultantes foram usados como molde para gerarmos os segmentos IgSP-M e 

C-ASP2, os quais foram clonados de forma sítio dirigida no vetor pPRNA38 (Figura 2.5). Os 

plasmídeos resultantes foram chamados pPR-NA38-M-ASP2 e pPR-NA38-C-ASP2 (Fig. 2), 

analisados usando “Dynamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing KIT®”(AMERSHAM) e o 

sequenciador “Megabace 1000 automatic” (AMERSHAM).  
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Figura 2 – Construção dos plasmídeos de transferência. 1 – Representação da 

sequencia da proteína de superfície amastigota 2 (ASP2) do T. cruzi denotando a divisão 

em três partes para recombinação com o segmento da neuraminidase do vírus influenza. 

Este plasmídeo é derivado do clone 9 pIgSP-ASP2 (Boscardin, Kinoshita et al. 2003), usado 

também na construção do adenovírus recombinante para ASP2 (Machado, Cardoso et al. 

2006). 2 – Após amplificação das sequencias gênicas correspondentes às regiões M e C-

ASP2, foi adicionada a porção secretória da cadeia kappa de imunoglobulina murina em 

tandem em cada uma delas. Ainda está denotado o posicionamento de correspondência 

proteica dos epítopos imunodominantes presentes em cada porção. 3 – Representação 

esquemática do segmento da neuraminidase selvagem do vírus influenza, usado para 

geração do plasmídeo recombinante. 4 – Esquema do plasmídeo recombinante pPR-NA38 

onde podemos notar que ele deriva da conservação da sequência completa da 

neuraminidase, a duplicação da região 3’ não codificadora (NC), do inserto recombinante, e 

da região 5’ NC. 5 – Representação do inserto recombinante de 660 pares de base (pb) 

inserido entre as sequencias para clonagem com as enzimas de restrição XhoI e NheI 

seguido da conservação dos últimos 42 nucleotídeos (nt) codificadores da neuraminidase. 

2.2.4 Obtenção dos vírus influenza recombinantes 

Os vírus influenza foram obtidos por genética reversa de acordo com a técnica 

descrita previamente por Fodor e colaboradores em 1999 (Figura 3) (Fodor, Devenish et al. 

1999). Resumidamente, co-cultivos sub-confluentes de células HEK-293T (4 x105 por poço) 

e MDCK (3 x 105 por poço) cultivadas em DMEM completo suplementado com 10% de soro 
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fetal bovino (SFB), foram transfectadas com 0,5μg de cada plasmídeo citado abaixo, 

utilizando-se o reagente de transfecção Fugene® 6 (ROCHE). Na referida transfecção, 

utilizou-se os plasmídeos de transferência codificando o segmento selvagem (pPR-NA) ou 

recombinante da NA (pPR-NA38-SAG2, pPR-NA38-M-ASP2, pPR-NA38-C-ASP2), bem 

como os que codificam os demais 7 segmentos do vírus influenza (pPoIi -PB1, pPoIi-PB2, 

pPoIi -PA, pPoIi -NP, pPoIi -M, pPoIi -NS e pPoIi -HA). Esses plasmídeos foram construídos 

sob controle da região promotora e terminal da RNA polimerase I e a sequencia da ribozima 

do vírus da hepatite  para que o DNA que codifica o RNA viral seja reconhecido e transcrito 

sem modificações (Crescenzo-Chaigne, Naffakh et al. 1999). Juntamente com esses oito 

plasmídeos, foram usados na transfecção quatro plasmídeos, cuja região promotora está 

sob controle pela RNA polimerase II, responsáveis pela expressão das três subunidades da 

polimerase viral e a nucleoproteína NP (pcDNA-PB1, pcDNA-PB2, pcDNA-PA e pcDNA-

NP). Dessa forma, os oito complexos ribonucleoprotéicos foram constituídos nas células 

transfectadas permitindo a transcrição e a replicação de todos os segmentos virais e a 

síntese de novos vírions nas células HEK 293T. Após 24 horas a 35°C o meio foi substituído 

por DMEM suplementado com 2% SFB por outras 48 horas. Os sobrenadantes das culturas 

celulares foram centrifugados a 1876 rcf por 10 minutos e coletados para posterior obtenção 

dos estoques-trabalho. 
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 Figura 3 – Esquema representativo do experimento de genética reversa dos vírus 

influenza gerados. O background viral usado foram os segmentos do vírus influenza 

A/WSN/33. Basicamente os cDNAs do complexo da polimerase viral e nucleoproteína são 

transcritos e traduzidos no complexo vRNP e caso os outros 8 segmentos virais estiverem 

presentes na polaridade negativa serão reconhecidos pela polimerase viral e novas 

partículas virais serão geradas. Os plasmídeos são transfectados mais facilmente nas 

células HEK e as partículas virais formadas se amplificam melhor nas células MDCK. 

2.2.5 Obtenção dos adenovírus recombinantes 

Os AdHu5 recombinantes carreando a proteína ASP2 (Ad-ASP2) e SAG-2 (Ad-

SAG2, ou Ad-CT), sob a sequência promotora da β-galactosidase da Escherichia coli, bem 

como detalhes dos estudos de geração e purificação dos vírus foram obtidos como 

previamente descrito (Bruna-Romero, Lasarte et al. 1997; Caetano, Bruna-Romero et al. 

2006; Machado, Cardoso et al. 2006). Em resumo, a amplificação viral é feita em células 

permissivas 293A em meio de cultura DMEM com antibióticos suplementado com 10% SFB 

por uma semana. Os sobrenadantes são guardados para posterior amplificações, porquanto 

os pellets são obtidos usando um cell scrapper, acumulados e macerados 80 vezes na 

presença de gelo. Posteriormente o macerado é completado com tampão Tris-Cl 0,1M e 
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submetido à ultra-centrifugação na presença de gradiente supersaturado de cloreto de 

césio. Por fim, um anel violeta contendo a maioria dos vírus obtidos é removida com o 

auxílio de uma seringa. Os vírus são dialisados com Tris 0,001M e suspensos em Tris-Cl 

0,1M e aliquotados. A titulação se dá diluições seriadas em células 293A. 

2.2.6 Obtenção dos estoques-trabalho dos vírus influenza gerados 

Para a obtenção dos estoques de trabalho, inicialmente foi realizada uma 

amplificação dos vírus obtidos por genética reversa. Para este fim, garrafas de cultura 

celular contendo camadas subconfluentes de MDCK (3x106 células/garrafa de 25 cm2) 

foram infectadas com 500μL do sobrenadante (SN) da genética reversa para amplificação 

viral. Após uma hora de adsorção a 35°C, meio DMEM completo contendo 2 % de soro fetal 

bovino (SFB) (CUTILAB®) foi adicionado às garrafas que foram então mantidas à mesma 

temperatura, 5% de CO2 por 72 horas. Os sobrenadantes foram coletados, clarificados por 

centrifugação a 1876 rcf(g) por dez minutos, aliquotados e armazenados a -70oC para a 

realização da primeira e segunda clonagem. 

O procedimento das clonagens consistiu na infecção de placas de cultivo celular de 

6 poços contendo camadas subconfluentes de células MDCK usando diluições seriadas das 

alíquotas amplificadas. Após uma hora de adsorção a 35°C, os poços foram recobertos por 

meio semissólido de agarose contendo tripsina, tratada com TPCK, a 0,5μg/mL (Sigma) e 

as placas mantidas por 72 horas em estufa a 35°C e 5% de CO2. Das placas de lise 

formadas, alguns clones foram escolhidos e agarose acima de cada uma foi removida e 

adicionada 1mL de DMEM completo com 2% de SFB. Esse procedimento fora realizado 

duas vezes com cada clone. Os clones obtidos são mantidos em freezer a -70°C. 

Os clones obtidos foram então aplificados em células MDCK para geração do 

estoque semente. A primeira e segunda clonagens foram amplificadas em garrafas 

pequenas (T25). Nas duas próximas etapas de amplificação do estoque-trabalho, a infecção 

se deu em garrafas de cultura de tamanho médio (T75), e a quantidade a ser amplificada 
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corresponde a 0,001 m.o.i. (multiplicidade de infecção, indicando que se adicionou 

aproximadamente um vírus para cada mil células presentes na garrafa). Ao fim de uma hora 

de incubação a 35ºC, o meio foi completado para na presença de 0,5 μg/mL de tripsina 

tratada com TPCK (Sigma) por 72h. Os sobrenadantes foram mantidos a -70°C. 

A titulação dos estoques-trabalho foi realizada em placas de seis poços contendo 

camadas subconfluentes de células MDCK usando diluições seriadas dos sobrenadantes 

dos vírus sob camada de agarose. 72 horas pós-infecção, as placas foram fixadas em 

formol a 10% e coradas com cristal violeta para contagem. O numero de unidades 

formadoras de placa por mL (UFP) foi determinado segundo o a fórmula abaixo, onde n 

corresponde ao número de placas de lise, d (diluição) e f (fator de correção=2,5)  

    UFP=n x d x 2,5 

2.2.7 Extração de RNA viral e confirmação por PCR-transcriptase reversa 

O RNA viral dos estoques de trabalho foi extraído utilizando-se o reagente TRIZOL 

(Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA extraído foi suspenso 

em água livre de RNA, e 5 μL foram usados na reação de transcrição reversa pela 

Transcriptase Reversa (RT, PROMEGA) de Vírus da Leucemia Moloney Murina (M-MLV) 

usando-se o iniciador senso positivo uni-L (5’- AGCAAAAGCAGG-3’) cuja sequencia 

corresponde aos últimos 12 nucleotídeos 3’ N-terminal conservados de todos os segmentos 

virais do influenza (Robertson 1979). As amplificações por PCR foram realizadas usando-se 

iniciadores (NA/+/1085 and NA/NC/5’) que permitiram a amplificação de um fragmento que 

compreende a região contendo a sequencia heteróloga, segundo o protocolo de 

amplificação previamente descrito (Machado, Naffakh et al. 2003). Os segmentos 

amplificados foram analisados em gel de agarose 1% e visualizados com corante brometo 

de etídio. Por fim, os cDNAs resultantes, extraídos do RNA viral, foram submetidos a 

sequenciamento. 
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2.2.8 Imunizações 

Para ensaios de imunização, machos de camundongos C57BL/6 ou C3H/He foram 

submetidos a dois protocolos de indução e reforço da resposta imune. No protocolo 

homólogo, para inoculação de indução (“prime”) nos camundongos, 108 UFP de adenovírus 

controle (Ad-CT) ou com o adenovírus recombinante expressando a proteína ASP2 (Ad-

ASP2) foram administrados pela via subcutânea na base da cauda dos animais. No 

protocolo heterólogo, os animais foram anestesiadas via subcutânea com uma mistura de 

Ketamina (15 mg/kg) e Xilazina (0,6 mg/kg) diluídas em PSB 1x estéril, e inoculadas com 

dose de 103 UFP de cada vírus em 25μL de PBS estéril via intranasal. A imunização de 

reforço (“boost”) foi dada pela via subcutânea com 108 UFP de adenovírus recombinantes 

Ad-CTrl ou Ad-ASP2 nos dois protocolos, quatro semanas após a primeira imunização. O 

desenho experimental em animais foi representado na figura 6. 

Alternativamente, o protocolo homólogo com duas doses de influenza foi usado 

para verificação se há possibilidade de indução de resposta imune anti-T. cruzi neste 

protocolo. Para tanto, o procedimento de prime foi idêntico porquanto o procedimento de 

boost foi usando 105 UFP de Flu-M-ASP2 via subcutânea. O esquema abaixo apresenta as 

imunizações com a dose e via respectiva. 

Prime Boost (28 dias após o prime) 

Vírus Dose Via Vírus Dose Via 

Flu-M-ASP2 103 UFP intranasal Ad-ASP2 5x107 UFP subcutânea 

Flu-C-ASP2 103 UFP intranasal Ad-ASP2 5x107 UFP subcutânea 

Flu-CT 103 UFP intranasal Ad-CT 5x107 UFP subcutânea 

Ad-CT 5x107 UFP subcutânea Ad-CT 5x107 UFP subcutânea 

---//--- ---//--- ---//--- Ad-ASP2 5x107 UFP subcutânea 

Ad-ASP2 5x107 UFP subcutânea Ad-ASP2 5x107 UFP subcutânea 

Flu-M-ASP2 103 UFP intranasal Flu-M-ASP2 105 UFP subcutânea 

Flu-CT 103 UFP intranasal Flu-CT 105 UFP subcutânea 
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2.2.9 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e Western blot 

O sangue dos camundongos imunizados foi coletado através do plexo orbital 

quatorze dias após a imunização de reforço. Anticorpos contra a proteína ASP2 foram 

detectados por ELISA como previamente descrito (Giraldo, Cannizzaro et al. 2000). 

Resumidamente, placas (Maxisorp®, NUNC) foram recobertas com a proteína ASP2 

recombinante, His65KDa em 0,2M de carbonato de sódio pH 9,6 e incubadas a 4°C por 18 

horas (de Alencar, Persechini et al. 2009). Posteriormente, as placas foram bloqueadas com 

PBS contendo Tween 20 a 0,05% e leite em pó desnatado a 5% (tampão de bloqueio) por 

duas horas à temperatura ambiente. Os soros dos camundongos foram diluídos (1/50) em 

tampão de bloqueio e adicionados nas placas, seguido de incubação por duas horas à 

temperatura ambiente. As placas foram então lavadas exaustivamente com PBS contendo 

Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e, em seguida, incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugados com peroxidase (SIGMA) por uma hora à temperatura ambiente. 

Em seguida, as placas foram lavadas com PBS-T e posteriormente com PBS sem Tween-

20, antes de serem reveladas com o 3,3’, 5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, SIGMA). Após a 

interrupção da reação da reação, as densidades óticas de cada reação foram lidas a 450nm 

em espectrofotômetro (Molecular Dynamics). 

Para a realização dos procedimentos de Western Blot o sistema SDS-PAGE 

(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sódio) foi preparado nas 

seguintes condições: concentração de 12% de acrilamida, 0,1% de SDS em tampão 1,5M 

Tris-HCl, pH 8,8, e um gel de concentração (stack) contendo 4% de acrilamida, 0,1% de 

SDS em tampão 1M Tris-HCl, pH 6,8. A proteína foi dissolvida em tampão de amostra 

(0,35M Tris-HCl pH 6,8; 0.35M SDS; 30% glicerol; 6%  - mercaptoetanol; 0,175mM  azul de 

bromofenol) e aquecidas a 95oC por 5 min. para a desnaturação. A corrida eletroforética foi 

realizada em um sistema vertical de eletroforese contendo tampão de corrida (0,025M Tris-

HCl, 0,192M glicina, pH 8.3, 0,1% de SDS), sob voltagem constante (100V) por 2h. Em 

seguida foi realizada a transferência das proteínas do gel para membrana de nitrocelulose 
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(Amersham Biosciences). As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween contendo SFB 

(CUTILAB, 5%) e cortada em tiras para incubação com o soro individual ou pool (controles) 

dos animais vacinados. Após lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-

IgG de camundongo (SIGMA) e a presença de anticorpos específicos para rASP2 foi 

revelada usando filme de raio-X e reveladores adequados (KODAK) após uma reação 

padrão de quimioluminescência (ECL Detection System, Amersham Biosciences).  

2.2.10 The Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISpot) 

Três semanas após a imunização de reforço, os camundongos foram eutanasiados e 

o baço removido para separação e preparação dos esplenócitos. O número de células T 

específicas para ASP2 foi determinado pela técnica de ELISpot, como previamente descrito 

(Machado, Cardoso et al. 2006). Resumidamente, placas com fundo de nitrocelulose de 96 

poços (MAHAS45, Millipore) foram incubadas overnight a 4°C com anticorpo monoclonal 

anti-IFN- (clone R4-6A2; Becton Dickson) diluído em PBS estéril. As placas foram então 

lavadas e bloqueadas por duas horas com RPMI suplementado com 10% SFB. As células 

do baço foram mantidas em RPMI a 10% SFB e IL-2 recombinante (100 U/mL). A 

viabilidade das células foi avaliada usando exclusão por azul de tripan 0,2%. O número de 

esplenócitos foi então ajustado para 1 x 106 células por poço contendo meio de cultura na 

presença ou ausência dos peptídeos específicos imunodominantes na concentração de 10 

μg/ml de VNHRFTLV (aa 553-560; quando esplenócitos de C57BL/6) ou TEWETGQI (aa 

320-327; quando esplenócitos de C3H/He). Dezoito horas após incubação a 37oC, as placas 

foram extensivamente lavadas e incubadas com anticorpo anti-IFN- de camundongo 

conjugado à biotina (XMG1.2 Becton Dickson) e, finalmente, com estreptavidina marcada 

com peroxidase. As reações ocorreram na adição de substrato de peroxidase aos poços (50 

mM Tris-HCL, pH 7.5) contendo 3,3’-diaminobenzidinatetrahidrocloreto (DAB a 1mg/mL) e 

solução de peróxido de hidrogênio a 30% (3  µL/mL). A reação foi interrompida em água 

corrente.  Os spots foram contados através do software chamado S5 Core ELISpot 

Analyser.  
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Para estimar a produção de IFN-γ, os esplenócitos obtidos e incubados por 72 horas 

e 5% CO2. A concentração foi determinada em sobrenadante de culturas sob estimulação 

com os peptídeos imunodominantes usando o kit DuoSet (ELISA Development System 

mouse IFN-γ kit, R&D Systems) de acordo com as recomendações do fabricante. 

2.2.11 Perfil fenotípico por citometria de fluxo (FACS) 

Para caracterização fenotípica, os esplenócitos obtidos como descrito acima foram 

ajustados para 1x106 por poço em meio de cultura contendo GolgiStopTM e GolgiPlugTM de 

acordo com instruções dos fabricantes (BD Pharmigen) na presença de anti-CD107a-PE 

(BD, Biosciences). Em metade das culturas, uma concentração final de 10 μg/ml de 

TEWETGQI (aminoácidos 320-327; C3H/He) foi adicionada. Após 12 horas de incubação, 

as células foram marcadas com dextrâmero TEWETGQI fluorescente fluoresceína 

isotiocianato (FITC; Immudex, Dinamarca). 10 min depois as células foram incubadas com 

anti-CD8-complexo clorofila peridina (PerCP) ou ficoeritrina Cy7 (PeCy7) anti-CD8 ou anti-

CD3-FITC (em análises sem o dextrâmero). As células foram então fixadas e 

permeabilizadas usando o kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Em seguida, foram 

realizadas as marcações com os anticorpos aloficocianina (APC)- anti-IFN-γ e APC-cy7 anti-

TNF-α. Por fim, as células foram fixadas em paraformaldeído e 200 a 300 mil eventos foram 

adquiridos em citômetros de fluxo FacsCanto, LSRFortessa ou FacsAria II (BD, 

Biosciences) e analisados usando o software FlowJo (ThreeStars). 

2.2.12 Histopatologia e score inflamatório 

O fígado, o coração e o baço foram removidos imediatamente após a eutanásia e 

processados para análise histopatológica do dia 15 após o desafio. No processamento, os 

órgãos foram imersos em 10% de formalina fosfato-tamponada, e em seguida em álcool 

70% até fixação em parafina. Os tecidos foram cortados em tiras de 4 µm de espessura e 

corados com hematoxilina e eosina. 
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2.2.13 Ensaio de Proteção 

Decorridas quatro semanas após a imunização de reforço os animais foram 

inoculados via intraperitoneal com 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6) parasitos obtidos no 

pico da infecção do sangue de camundongos Suíços infectados. O monitoramento da 

parasitemia foi realizado em diferentes dias pós-infecção de acordo com a técnica descrita 

por Brener (Brener 1962), resumidamente, 5μL do sangue da cauda dos animais foi 

adicionado em lâmina lisa e adicionada a lamínula (22mmx22mm), sendo contados 50 

campos e multiplicados os fatores de correção das objetivas e do microscópio. A 

mortalidade foi acompanhada diariamente e descrita cumulativamente durante cinquenta 

dias. 

2.2.14 Análises estatísticas dos dados 

Os grupos de animais vacinados com Ad-CT /Ad-CT e Flu-CT/Ad-CT foram os 

controles negativos com os quais todos os outros foram comparados. O grupo Ad-ASP2 

imunizado uma vez, no momento do boost dos outros grupos foi utilizado para confirmação 

da importância do uso do vetor influenza como prime. O grupo Ad-ASP2/Ad-ASP2 já foi 

previamente caracterizado seu papel protetor, sendo o controle positivo deste estudo 

(Machado, Cardoso et al. 2006). Para a comparação entre os grupos nos resultados de 

ELISA, ELISpot e FACS foi utilizado o teste de Tukey na análise “One-Way Analysis of 

Variance (Anova)”. Para análise da parasitemia foi realizado o teste de Bonferoni também 

dentro da análise “Anova”. O teste de “LogRank” foi utilizado para comparar a sobrevivência 

dos camundongos após o desafio com T. cruzi. Software de análises usado: GraphPad 

Prism v5.0. 
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.3.1 Produção dos vírus Influenza recombinantes por genética reversa 

Os clones de vírus influenza H1N1 A/WSN/33 recombinantes ou selvagem (vNA) 

carreando o segmento dicistrônico da neuraminidase, contendo além da sequencia da NA, 

as sequencias gênicas que codificam as porções N-terminal, medial e C-terminal da ASP2 

do T. cruzi respectivamente chamados Flu-N, M e Flu-C-ASP2 e o controle contendo a 

sequência SAG2 (glicoproteína de antígeno de superfície) do T. gondii (Flu-CT), foram 

gerados utilizando-se a técnica de transfecção por 12 plasmídeos conforme previamente 

descrita por Fodor e colaboradores (Fodor, Devenish et al. 1999).  

Conforme mostrado na figura 4, o tamanho das placas de lise dos vírus FLU-M-

ASP2 e FLU-C-ASP2 foi comparável àquelas do vírus FLU-CT e significativamente menores 

do que aquelas do vírus selvagem vNA. Além disso, os títulos infecciosos desses vírus 

(1x106 UFP/ml1.4x106 UFP/ml Flu-M-ASP2 e 2.8x106 UFP/ml Flu-C-ASP2) foram 

significativamente menores do que aqueles do vírus influenza selvagem vNA (1x108 

UFP/ml).   

 

Figura 4 – Caracterização fenotípica dos vírus influenza recombinantes gerados por 

genética reversa. Camadas semi-confluentes de células MDCK implantadas em placas de 

6 poços foram infectadas com diluição seriada de vírus influenza recombinantes ou 

selvagem. Uma hora após a infecção às células foram adicionado meio de cultivo DMEM 

em 1% de agarose. 72 horas após a infecção a agarose foi removida, as células fixadas em 

PFA e coradas com cristal violeta. A contagem da titulação resulta em Unidade Formadora 

de Placa de lise (UFP). 



Vírus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicação no modelo de doença de Chagas| 52 
 

As placas de lise menores foram esperadas uma vez que a inserção de um inserto 

heterólogo da ASP2 foi feita na NA após a duplicação da região 3’ não codificadora. Como o 

complexo da polimerase viral pareia a região 3’NC com a região 5’NC para expressão 

gênica, a região duplicada inserida antes da ASP2 compete com a 3’ natural, anterior à 

neuraminidase e assim afeta o desempenho replicativo viral, uma vez que ela é responsável 

pela liberação dos vírus das células (Vieira Machado, Naffakh et al. 2006). 

Após 6 passagens seriadas em células MDCK a estabilidade dos vírus 

recombinantes foi avaliada após através de RT-PCR dos segmentos da NA e posterior 

sequenciamento dos estoques virais semente e de trabalho (Figura 5). Para esse fim, foi 

utilizada uma dupla de iniciadores que amplificam a região flanqueando o sítio de inserção 

da sequência heteróloga (Vieira Machado, Naffakh et al. 2006). Conforme mostrado na 

figura 5, a análise dos produtos de RT-PCR em gel de agarose e corados com brometo de 

etídeo, mostrou que os tamanhos dos produtos de amplificação oriundos dos segmentos 

dicistrônicos NA-M-ASP2 e NA-C-ASP2 utilizados na genética reversa foram do tamanho 

esperado, sendo correspondentes ao do segmento controle positivo (CP, pPRNA38-M-

ASP2). Ademais, análise desses produtos de amplificação por sequenciamento evidenciou 

a ausência de mutações, demonstrando que esses vírus são estáveis geneticamente (dados 

não mostrados). 

 

Figura 5 – Caracterização genotípica dos vírus gerados por genética reversa. Gel de 

agarose corado com brometo de etídio visualizado sob fluorescência contendo os cDNAs 

obtidos por RT-PCR dos extratos de RNA viral e plasmídeo controle. Legenda: VS – 

influenza selvagem WSN usado como background para a geração dos recombinantes; CN – 

controle negativo correspondendo ao cDNA gerado através da Transcrição Reversa do RNA 

extraído das células MDCK não infectadas; PM – marcador de peso molecular em pares de 
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base (p.b.); CP – controle positivo correspondendo a um dos plasmídeos usado na genética 

reversa para geração dos vírus. 

2.3.2 Análise da indução da produção de imunoglobulinas específicas 

A presença de anticorpos específicos anti-ASP2 no soro dos camundongos obtidos 

14 dias após a imunização de reforço foi avaliada pelas técnicas de ELISA e Western blot. 

O esquema de imunizações está demonstrado na figura 6. Os resultados apresentados na 

figura 7 mostram que o nível de anticorpos anti-ASP2 foi significativamente maior nos 

camundongos C57BL/6 imunizados no protocolo heterólogo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 (Grupo 

2) em comparação ao controle FluCT/Ad-CT (Grupo 3). Além disso, os níveis de 

imunoglobulinas específicas aumentaram de forma significativa em relação ao grupo de 

animais que receberam uma única imunização com Ad-ASP2 (Grupo 4). O mesmo perfil 

contra a ASP2 recombinante foi observado no ELISA dos soros dos C57BL/6 imunizados 

(Figura 8). Por outro lado, alguns animais C3H imunizados apresentaram títulos positivos de 

anticorpos, enquanto a maioria não apresentou níveis de anticorpos estatisticamente 

maiores em comparação aos controles negativos (Figura 8). 

 

Figura 6 – Esquema representativo do desenho experimental das imunizações. 

Legendas: d.a.p. – dias após primeira imunização (prime); d.a.b. – dias após a segunda 

imunização (boost); d.a.c. – dias após o desafio (challenge). A indução é dada usando Flu-

C-ASP2, ou Flu-M-ASP2, Ad-ASP2 (CP), Ad-CT (CN) ou nenhuma imunuzação. 28 dias 

após a indução a dose boost é dada usando Ad-CT (CN) ou Ad-ASP2 nos outros grupos. 

Duas semanas após o reforço o soro dos animais é obtido. Três semanas após o reforço os 

animais foram eutanasiados e o baço removido para análise celular. Quatro semanas após 

a imunização de reforço os animais foram desafiados com 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6) 

tripomastigotas sanguíneos da cepa Y do T. cruzi e medidos parâmetros de sobrevivência. 



Vírus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicação no modelo de doença de Chagas| 54 
 

 

Figura 7 – Resposta humoral de soro individual de camundongos C57BL/6 vacinados 

com vírus recombinantes contra a proteína recombinante ASP2. A proteína 

recombinante ASP2 (rASP2-his-65KDa) foi carregada em gel de poliacrilamida em 

condições desnaturantes e transferida à membrana de nitrocelulose a qual foi cortada em 

tiras e incubadas na presença de soro individual diluído em PBS-T e 5% de SFB CUTILAB 

proveniente de camundongos imunizados (n=3) com os protocolos denotados na imagem. 

Em seguida a membrana foi desenvolvida em  ECL Plus e revelada usando filme 

fotográfico. CP – controle positivo (n=1). CN – controle negativo (n=1). 

 

Figura 8 – Representação gráfica do ELISA dos soros de camundongos C3H/He e 

C57BL/6 imunizados. Placas de 96 poços Maxisorp foram revestidas com a proteína 

recombinante ASP2. Depois de bloqueadas, os soros de animais C57BL/6 e C3H/He 

vacinados nos diferentes protocolos indicados foram adicionados na diluição 1/100 em 

duplicatas. O.D. – densidade óptica. Cada ponto representa a média da duplicata de um 

animal. ns – não significativo no teste ANOVA e post-test Bonferroni. 

É importante ressaltar que a forma infectiva que apresenta a proteína ASP2 no T. 

cruzi é amastigota que é uma forma intracelular, assim a eficácia dos anticorpos contra essa 

fase do ciclo de vida do parasito é secundária. Também, é esperado que apenas a porção 

C-ASP2 fosse capaz de estimular a promoção adequada de anticorpos, como demonstrado 

anteriormente, que é onde se encontra o epítopo B e no animal C57BL/6 (Araujo, de Alencar 

et al. 2005). 
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2.3.3 Análise de resposta imune celular específica anti-ASP2 

A capacidade do protocolo heterólogo de indução e reforço da resposta imune em 

induzir uma resposta imune celular específica para ASP2 foi demonstrada pela técnica de 

ELISpot, como descrito em materiais e métodos (seção 2.3.9). Resumidamente, 

esplenócitos dos camundongos imunizados foram obtidos três semanas após a imunização 

de reforço e estimulados ex vivo com o epítopo imunodominante VNHRFTLV (PA8) 

presente apenas na porção carbóxi-terminal da proteína ASP2 (C-ASP2) quando 

apresentado no haplótipo de MHC de classe I H-2Kb presente na linhagem de camundongos 

C57BL/6. No caso dos camundongos da linhagem C3H/He o epítopo usado foi TEWETGQI 

(TEW), cujo haplótipo de MHC correspondente é o H-2Kk. Como demonstrado na figura 9, 

houve um aumento significativo do número de células T CD8+ específicas para os epítopos 

PA8 (C57BL/6) e TEW (C3H) e da produção de IFN- nos grupos de camundongos 

imunizados com Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 e Ad-ASP2/Ad-ASP2. É 

importante ressaltar que uma imunização com Ad-ASP2 foi o suficiente para estimular a 

resposta T CD8+ específica para ASP2 tanto em camundongos C57BL/6 (Figura 9A) quanto 

em camundongos C3H (Fig. 9B). Todavia, tanto o número de células T CD8+ específicas 

produtoras de IFN-γ quanto os níveis dessa citocina presente nos sobrenadantes das 

culturas dos esplenócitos foram significativamente menores do que aquelas observadas nos 

grupos que receberam duas imunizações com vírus recombinantes carreando ASP2. Desta 

forma, o conjunto dos nossos resultados demonstrou que a capacidade protocolo heterólogo 

de indução da resposta imune em induzir resposta celular específica para ASP2 foi 

comparável àquela do protocolo homólogo. Além disso, nossos resultados demonstraram 

que duas imunizações com vírus recombinantes são necessárias para que seja obtida uma 

resposta celular específica para ASP2 mais robusta.  
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Figura 9 – Produção de IFN-γ por esplenócitos de camundongos C57BL/6 (A) e 

C3H/He (B) imunizados com vírus recombinantes e estimulados ex vivo com 

peptídeos imunodominantes respectivos. As colunas da esquerda demonstram a 

presença de pontos em poços de imunospot revelados pela presença IFN-γ (ELISpot) de 

esplenócitos totais incubados por 18 horas. As colunas da direita são resultantes de ELISA 

para verificação da presença de IFN-γ no sobrenadante dos esplenócitos incubados na 

presença do peptídeo respectivo por 72 horas. CFP – células formadoras de pontos; pg/ml – 

picogramas por mililitro. n= 8 

2.3.4 Ensaios de proteção em camundongos imunizados 

Após os ensaios indiretos (via estímulo ex vivo) de proteção, os camundongos 

imunizados foram submetidos à infecção aguda usando a cepa Y de T. cruzi. Nos animais 

C57BL/6, foi usada uma dose de 1000 parasitos por animal e em C3H/He de 500 parasitos 

por animal, ambos via intraperitoneal. Em camundongos resistentes C57BL/6, a resposta 

imunológica induzida pela vacinação em todos os protocolos usando ao menos uma dose 

de Ad-ASP2 foi capaz de reduzir a parasitemia (Figura 10A) de forma estatisticamente 

significativa em relação aos controles no pico parasitário (dia 9) e no primeiro dia de queda 

(dia 10).  Além disso, como observado na figura 10B, apenas os camundongos dos grupos 
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controle morreram com exceção de um. Fica evidente que a resposta imunológica induzida 

por apenas uma imunização com Ad-ASP2 é capaz de proteger os camundongos C57BL/6 

desafiados, visto que de todos os grupos que receberam uma imunização com esse vírus 

apresentou proteção significativa em relação aos grupos imunizados com os vírus controles 

(p<0,001).  

Com relação à linhagem de camundongos susceptíveis à infecção pelo T. cruzi 

C3H/He todos os grupos imunizados com ao menos uma dose de Ad-ASP2 também foram 

capazes de controlar a parasitemia no pico como evidenciado na figura 10C. Também, é 

importante notar que todos os grupos imunizados com ao menos uma dose de Ad-ASP2 

obtiveram um atraso significativo na mortalidade em se comparando com os grupos controle 

negativos (Figura 10D, p<0,001 n=7-9). Porém, quando se observa a mortalidade, apenas a 

resposta imunológica induzida pela vacinação com vírus influenza carreando a porção 

medial da proteína ASP2 contendo o epítopo imunodominante para o haplótipo H-2Kk 

conseguiu obter além de atraso e redução na mortalidade (cerca de 80%, p=0,05 n=9) em 

se comparando ao grupo imunizado com uma dose de Ad-ASP2 (sobrevivência de ~30%, 

n=9; Figura 10D). É importante ressaltar que essa melhora foi dependente da presença do 

epítopo imunodominante, visto que o grupo imunizado com a porção Flu-C-ASP2 

apresentou uma mortalidade parecida com os animais imunizados com uma ou duas doses 

de Ad-ASP2. 
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Figura 10 – Curvas de parasitemia e mortalidade dos camundongos imunizados com 

T. cruzi. Camundongos C57BL/6 e C3H/He foram imunizados como descrito em materiais e 

métodos e quatro semanas após a imunização de reforço os animais foram desafiados via 

intraperitoneal com 1000 e 500 parasitos da cepa Y, respectivamente. A parasitemia foi 

avaliada como o número de tripomastigotas sanguíneas por mL de sangue (A, n=4; C, n=8). 

A sobrevivência dos animais C57BL/6 (B, n=7) e C3H/He (D, n=7-9) foi avaliada até 50 dias 

após o desafio. 

2.3.5 Perfil inflamatório no tecido de animais vacinados e infectados 

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos responsáveis pela maior 

sobrevivência dos animais vacinados segundo o protocolo heterólogo, haja vista que os 

resultados obtidos com a mensuração do número de parasitas sanguíneos não foram 

capazes de explicar a diferença de proteção observada, realizamos análises 

histopatológicas em órgãos-alvo da infecção pela cepa Y do T. cruzi. Desta forma, 

camundongos C3H/He foram imunizados conforme descrito na seção de métodos. Seis 

semanas depois da última imunização os animais foram desafiados com 500 parasitos da 

cepa Y. Quinze dias após a infecção, os animais foram sacrificados e os órgãos coletados 

para análise histopatológica. 
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Conforme observado na figura 11, a análise histopatológica no fígado, baço e 

coração, ainda que tenha demonstrado uma diminuição das lesões patológicas nos órgãos 

dos animais imunizados com vírus recombinantes carreando ASP2, esses resultados não 

evidenciaram diferenças entre os grupos Ad-ASP2, Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 e Ad-ASP2/Ad-

ASP2. Estes três grupos foram capazes de controlar a inflamação exacerbada em relação 

aos órgãos dos animais não infectados (Figura 11). 
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Figura 11 – Perfil inflamatório no fígado, coração e baço de animais imunizados e 

infectados. Fígado, cujo score foi classificado como: 1, foco inflamatório tecidual discreto; 

2, focos múltiplos de inflamação no fígado e presença de infiltrado inflamatório; 3, 

inflamação extensa e generalizada, focos inflamatórios grandes e interligados, nítida 

FÍGADO 

CORAÇÃO 

BAÇO 
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perturbação do parênquima. Coração, cujo índice inflamatório foi considerado: 0, nenhum; 

1, leve; 2, moderado; 3, intenso. Baço, cujo índice inflamatório foi considerado: 0, ativação 

normal; 1, folículos linfoides aumentados em grau leve; 2, aumentados em grau moderado; 

3, aumentados em grau intenso. Os scores histopatológicos foram classificados como a 

média ±SEM. Não houve diferença estatística entre os scores analisados. 

2.3.6 Perfil fenotípico das células CD8 efetoras 

Em seguida, 21 dias após a imunização de reforço investigamos o perfil fenotípico 

dos esplenócitos dos animais C57BL/6 quanto à produção de IFN-γ e TNF-α. É importante 

salientar que as janelas de análise escolhidas para todas as análises fenotípicas seguiram o 

perfil demonstrado na figura 12A. Coerente com os dados de ELISpot e ELISA do 

sobrenadante de esplenócitos estimulados, os dados de citometria indicaram que o grupo 

Ad-ASP2/Ad-ASP2 possui a melhor produção tanto de TNF-α (Figura 12B) quanto de IFN-γ 

(Figura 12C). Os grupos imunizados com influenza carreando as porções medial e C 

terminal da ASP2 seguido de boost com Ad-ASP2 apresentaram maior produção de TNF-α 

do que o controle somente uma dose de Ad-ASP2 (Figura 12B). Entretanto, a produção de 

IFN-γ é comparável entre estes três grupos (Figura 12C) e está de acordo com a 

parasitemia e mortalidade observadas. Uma vez que os animais C57BL/6 são considerados 

resistentes, a diferença fenotípica não foi o suficiente para confirmar a essencialidade de 

duas imunizações para proteção contra infecção aguda experimental com a cepa Y de T. 

cruzi neste modelo. 

Modelos de resistência usando C57BL/6 demonstraram proteção total com outros 

vírus recombinantes, incluindo influenza, adenovírus e vírus sendai, além da proteína 

recombinante ou DNA como prime, mas nenhum testou ou demonstrou a essencialidade 

das duas doses (Boscardin, Kinoshita et al. 2003; Vasconcelos, Hiyane et al. 2004; 

Miyahira, Takashima et al. 2005; Machado, Cardoso et al. 2006; Duan, Yonemitsu et al. 

2009; Takayama, Ono et al. 2010; Rigato, de Alencar et al. 2011). Indispensável ressaltar 

que é a primeira vez que um grupo demonstrou que a imunização com apenas uma dose de 

Ad-ASP2 é capaz de proteger animais C57BL/6 contra infecção aguda pelo T. cruzi.  
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Figura 12 – Perfil fenotípico de esplenócitos de animais C57BL/6 imunizados. Três 
semanas após a dose de reforço os animais foram eutanasiados e o baço removido para análise dos 
esplenócitos por citometria de fluxo. As janelas de analises estão demonstradas em A, que 
representa um animal do grupo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2. A ordem de janelas foi: demarcação de 
linfócitos pelo tamanho e granulosidade, seguido da seleção de linfócitos CD8 e CD3 positivos. Desta 
janela analisamos as citocinas intracelulares TNF-α e IFN-γ em separado e duplo positivas, que são 
praticamente iguais às IFN-γ positivas em %. Os marcadores foram anti-CD8-PeCy7, anti-CD3 PerCP, 
anti-IFN-γ-APC e anti-TNF-α-PE. Estão descritas as porcentagens de linfócitos T CD8 positivos para 
TNF-α (B) e IFN-γ (C). Este gráfico é representativo de dois experimentos independentes. 

Com relação aos camundongos susceptíveis C3H/He, a parasitemia, o perfil 

inflamatório tecidual, a produção de anticorpos e a produção estímulo-específico de IFN-γ 
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medidos por ELISA ou ELISpot também não foram capazes de explicitar a diferença 

observada na proteção dos animais C3H/He. Assim, a próxima etapa do nosso trabalho 

consistiu num aprofundamento da análise do perfil das células CD8 específicas ativadas 

pela vacinação para entendermos a diferença de proteção. 

Na análise de polifuncionalidade de produção de IFN-γ, TNF-α e na mobilização do 

marcador de superfície CD107a (citotoxicidade indireta), o perfil entre os grupos vacinais foi 

muito parecido com o ELISpot (Figura 13A). Com exceção das células produtoras de IFN-

γ+CD107a+ e somente CD107a, os outros perfis efetores não demonstraram diferença 

significativa entre Ad-ASP2/Ad-ASP2 e Flu-ASP2/Ad-ASP2 (Figura 13B; p<0,05). Ainda, os 

animais que apresentaram quantidade significativa de células CD8 efetoras sobreviveram 

por mais tempo e apresentaram menor mortalidade em se comparando com os controles 

negativos (Figura 10), demonstrando sua importância mesmo em modelos de 

susceptibilidade. É importante salientar este dado, visto que apesar de ser comum na 

literatura protocolos utilizando Adenovírus recombinantes em prime-boost, o controle com 

uma dose de Adenovírus sozinho em geral é ignorado. 

 

Figura 13 – Perfil efetor polifuncional indireto sob estimulação com peptídeo 

TEWETGQI. Representação gráfica de dados gerados em esplenócitos de camundongos 

C3H/He imunizados, estimulados por 12 horas na presença de Brefeldina A e Monesina, 

marcados e submetidos à citometria de fluxo. O gráfico da A indica a porcentagem de 

células CD8+ positivas para qualquer um dos parâmetros estudados, IFN-γ, TNF-α ou 

CD107a. Perfil booleano da produção de citocinas e mobilização de CD107a (B). O grupo 

não imunizado e não infectado NI/NI (n=3) foi o controle negativo. 
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Nossos resultados não foram capazes de explicar a diferença de proteção observada 

nos animais vacinados segundo diferentes protocolos de imunização.  Apesar de as células 

terem sido estimulados com um peptídeo específico para os linfócitos T CD8+, essa técnica 

não permite a distinção dos linfócitos T CD8+ que são específicos para esse peptídeo 

imunodominante, um mecanismo imunológico importante na infecção experimental pelo 

Trypanosoma cruzi (Rodrigues, de Alencar et al. 2008; Dominguez, Silveira et al. 2011).  

Células T CD8 produtoras de perforina demonstraram ser essenciais para a proteção 

em um protocolo de vacinação anterior utilizado pelo nosso grupo (de Alencar, Persechini et 

al. 2009). Não apenas isso, mas animais deficientes em perforina sucumbem à infecção de 

forma agressiva quando infectados com a cepa Y de T. cruzi (Muller, Sobek et al. 2003). A 

presença destas células no coração de animais infectados com a cepa Colombiana de T. 

cruzi foi diretamente relacionada com patologia no modelo crônico de infecção da doença 

de Chagas (Silverio, Pereira et al. 2012). Quando avaliamos esplenócitos dos animais 

vacinados, o único grupo que apresentou um acréscimo na produção de perforina pelas 

células CD8+ estimuladas com o peptídeo imunodominante foi o grupo onde vacinamos 

com influenza-M-ASP2 e Ad-ASP2 (Figura 14). No contexto de infecção aguda que 

utilizamos esta resposta muito provavelmente está mais próxima da relação de proteção do 

que de patologia, corroborando os dados de Muller e colaboradores em 2003 (Muller, Sobek 

et al. 2003). Por fim, vale ressaltar que não avaliamos a presença desta proteína no tecido 

cardíaco dos animais. 
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Figura 14 – Análise da frequência de células CD8+ produtoras de Perforina sob 

estimulação. 21 dias após a imunização de reforço esplenócitos dos animais vacinados 

foram purificados, marcados e submetidos à citometria de fluxo na presença de Brefeldina A 

com e sem estímulo com o peptídeo imunodominante TEWETGQI. A linha pontilhada 

representa o background. 

Assim, o próximo passo consistiu na análise do perfil específico usando um 

dextrâmero de MHC que ancora o peptídeo CD8 imunodominante TEWETGQI marcado 

com FITC para consideração da frequência das células CD8 específicas contra T. cruzi. 

Como demonstrado na figura 15, os esplenócitos dos camundongos imunizados com FluM-

ASP2/Ad-ASP2 apresentaram maior número de linfócitos T CD8+ que ligaram ao 

dextrâmero contendo o epítopo imunodominante. 

 

Figura 15 – Análise da frequência de células CD8+ imunodominantes. 21 dias após a 

imunização de reforço os esplenócitos foram purificados, marcados e submetidos à 

citometria de fluxo. Está representada a frequência e o número de células T CD8+ que se 

ligam ao dextrâmero contendo MHC-I complexado com o peptídeo imunodominante 

TEWETGQI entre 30 mil esplenócitos CD8+. As janelas de análise foram: seleção de 

singlets (FSC-A versus FSC-H); linfócitos por tamanho e granulosidade e; seleção de CD8+ 

e Dextrâmero+. 

Além disso, como demonstrado na figura 16, a principal subpopulação 

CD8+dextrâmero+ encontrada nos animais vacinados foi CD107a positiva seguida da 

população triplo positiva (IFN-γ, TNF-α e CD107a). O perfil percentual induzido pela 

vacinação com Flu/Ad-ASP2 é muito próximo ao do grupo imunizado com Ad-ASP2, onde 

as células CD8+IFN-γ+TEWETGQI+ se apresentaram em uma frequência muito maior (19% 

e 12,5%, respectivamente) em se comparando ao grupo imunizado com duas doses de 
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ASP2 (2,9%). Nosso resultado demonstra que apenas uma dose de Ad-ASP2 é o suficiente 

para imunomodular as subpopulações imunodominantes protetoras, enquanto o prime com 

influenza permite o aumento da frequência destas populações. Uma segunda dose de Ad-

ASP2, usando o mesmo vírus como prime, altera o perfil para um mais citotóxico e menos 

imunomodulatório, caracterizado por maior indução de células efetoras que mobilizaram o 

marcador de superfície CD107a (96,5%), conquanto no grupo Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 esta 

porcentagem é de 71,4. Notadamente os adenovírus recombinantes são os maiores 

indutores de Th1 dentre os vetores vacinais, explicando o fato. Não houve diferença de 

perfil fenotípico nas populações de linfócitos efetores dextrâmero negativas entre os três 

grupos imunizados com Ad-ASP2 (Figura 13). 

  

 

Figura 16 – Análise fenotípica de imunodominância nos esplenócitos de 

camundongos imunizados. As janelas de análise foram: seleção de singlets (FSC-A 

versus FSC-H); linfócitos por tamanho e granulosidade; seleção de CD8+ e Dextrâmero+; 

gates individuais para cada citocina e análise booleana. Percentuais de células com perfil 

Flu-ASP2/Ad-ASP2 Ad-ASP2/Ad-ASP2 Ad-ASP2 
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efetor dentro de células T CD8+ dextrâmero TEWETGQI+ nos diferentes protocolos vacinais 

ou em animais não imunizados. O número total de células efetoras foi considerado 100% o 

número de esplenócitos com cada perfil foi multiplicado proporcionalmente para gerar os 

gráficos. 

O tamanho da população imunodominante, superior a 10% do total de CD8+ dentre 

os esplenócitos analisados, é um sinal de diferença entre os protocolos vacinais, e a 

imunodominância é demonstrada ser de importante para proteção em nas infecções no T. 

cruzi (Fenner 1977; Rodrigues, de Alencar et al. 2008; Tzelepis, de Alencar et al. 2008; 

Dominguez, Silveira et al. 2011). A quantidade de células reduzidas nos grupos imunizados 

apenas com o adenovírus pode ser explicada de duas maneiras já descritas na literatura: 1 

– o protocolo homólogo de vacinação resulta em uma resposta imunológica secundária anti-

vetor, diminuindo assim a resposta direta contra o antígeno heterólogo inserido (Hovav, 

Panas et al. 2007; Radosevic, Rodriguez et al. 2009). 2 – A própria imunogenicidade do 

vetor adenovírus humano do tipo 5 resulta em grandes populações imunodominantes, vindo 

a competir a imunodominância do inserto heterólogo, como demonstrado por Schirmbeck e 

colegas em 2008 (Schirmbeck, Reimann et al. 2008). Esta hipótese encontra subsídio em 

estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, os quais demonstraram que a 

imunização com plasmídeos e/ou adenovírus codificando somente os epítopos 

subdominantes da ASP2 foi menos eficaz em induzir imunidade protetora do que a 

imunização com esses vetores codificando o epítopo dominante (Dominguez, Silveira et al. 

2011). Um modelo desta hipótese se encontra na figura 17. 
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Figura 17 – Protocolos de indução e reforço da resposta imune. O eixo Y representa a 

magnitude da resposta imune humoral (principalmente IgG) após vacinação usando vírus 

recombinantes. No gráfico da esquerda se entende que duas imunizações usando o mesmo 

vetor resultam em uma resposta anti-vetor secundária que pode prejudicar a resposta 

humoral anti-gene de interesse. Por sua vez, o gráfico da direita demonstra que o uso de 

dois vetores diferentes evita a resposta secundária anti-vetor e permite uma expansão mais 

apropriada da resposta humoral anti-gene de interesse. 

Para averiguar se duas doses de Flu-M-ASP2 é incapaz de estimular linfócitos T 

CD8+ específicos contra ASP2 imunizamos animais com estes vírus via intranasal como 

prime e via subcutânea como imunização de reforço 28 dias depois. Como pode ser visto na 

figura 18, apenas o protocolo Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 foi capaz de estimular a produção de 

IFN-γ em esplenócitos estimulados com peptídeo TEWETGQI. O resultado é esperado uma 

vez que a imunização com influenza uma dose é capaz de induzir a geração de anticorpos 

anti-influenza e neutralizar uma segunda imunização. 

 

Figura 18 – Indução de IFN-γ pelo protocolo homólogo de vacinação com influenza. 21 

dias após a imunização de reforço os camundongos C3H/He foram eutanasiados e os 

esplenócitos obtidos e incubados em placas de ELISpot revestidas com anti-IFN-γ com e 

sem estímulo peptídeo-específico. Após 18 horas de incubação as células foram removidas 

e as placas incubadas com anti-IFN-γ conjugado a biotina e reveladas com TMB. O número 

de pontos foi avaliado com o auxílio de software descrito em materiais e métodos. 

O uso de vírus influenza recombinantes como vetores em protocolos heterólogos de 

imunização previamente demonstrou induzir resposta imune protetoras contra doenças 

infecciosas, tais como malária e toxoplasmose (Gonzalez-Aseguinolaza, Nakaya et al. 2003; 

Machado, Caetano et al. 2010). Ademais, na apresentação de antígenos heterólogos serve 

como alternativa a outros vetores no desenvolvimento de uma vacina contra a doença de 
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Chagas uma vez que já temos um vetor demonstrando resultados positivos, o rAdHu5 

(Miyahira, Takashima et al. 2005; Machado, Cardoso et al. 2006; de Alencar, Persechini et 

al. 2009), e nós mostramos aqui que em uma linhagem resistente, apenas uma imunização 

com Ad-ASP2 foi suficiente para alcançar proteção. Todavia, o uso de adenovírus encontra 

limitações, tais como imunidade prévia, além de falharem em demonstrar em humanos a 

mesma proteção vista em primatas não humanos (Abbink, Lemckert et al. 2007), o que 

justifica a procura de novos vetores alternativos. 

O uso de vírus influenza vivos replicativo pode ser visto como uma alternativa aos 

vírus adaptados a baixas temperaturas que possuem algumas limitações no uso para 

vacinação em idosos ou pela grande quantidade de vírus necessária para causar proteção 

(Cox, Brokstad et al. 2004). Também serviriam como alternativa para vírus influenza 

truncados na proteína Não-Estrutural 1 (NS1), uma vez que seu truncamento pode inibir a 

indução do sistema imune adaptativo por suprimir a função da célula dendrítica que é crucial 

para proteção em doenças infecciosas (Fields, Knipe et al. 2007). A resposta imune 

induzida pelos vírus influenza recombinantes dicistrônicos na neuraminidase como prime foi 

alcançada em baixas doses de vírus (1000 vírus por animal) e a resposta gerada com a 

dose reforço com adenovírus recombinantes foi capaz proteger camundongos susceptíveis 

frente à infecção, como visto neste trabalho e em um trabalho anterior desenvolvido por 

nosso grupo de pesquisa (Machado, Caetano et al. 2010). 

A qualidade da resposta imune é um assunto recente na literatura de vacinas, na 

qual o paradigma em que há a maior produção de IFN-γ não é mais a maneira mais 

adequada de se alcançar proteção em algumas doenças infecciosas, como o HIV 

(Masopust 2009; Kim, Rerks-Ngarm et al. 2010; Varadarajan, Julg et al. 2011). Nosso 

protocolo de vacinação heterólogo usando Flu-M-ASP2 ou Flu-C-ASP2 como imunização de 

indução e Ad-ASP2 como reforço puderam estimular uma grande produção de IFN-γ, porém 

esta produção não foi completamente relacionada com proteção no modelo susceptível 

C3H/He. Os fatores responsáveis pela proteção no grupo imunizado Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 
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que estão ausentes no grupo imunizado Ad-ASP2/Ad-ASP2 provavelmente têm correlação 

direta com imunodominância e suas subpopulações efetoras induzidas pela vacinação, 

como demonstramos estar alterada entre os diferentes grupos de animais vacinados. 

2.3.7 Perfil fenotípico das células CD8 de memória e capacidade de proteção 

O desenvolvimento de novas estratégias vacinais para o novo século encontra 

alguns obstáculos importantes, tais como manter imunidade efetora em crianças, segurança 

de adjuvantes, segurança dos conjugados e geração e manutenção de memória 

imunológica (Plotkin 2005; Plotkin 2014; Rappuoli, Pizza et al. 2014). Os vírus 

recombinantes usados nesta tese, adenovírus e influenza, dispensam o uso de adjuvantes e 

possuem mecanismos de atenuação para aumento de segurança. Os vírus influenza 

(WSN/33) são adaptados a camundongos (Machado, Naffakh et al. 2003; Vieira Machado, 

Naffakh et al. 2006) e os adenovírus (AdHu5) são deficientes em replicação (Caetano, 

Bruna-Romero et al. 2006; Machado, Cardoso et al. 2006). Também mostramos que uma 

dose de adenovírus-ASP2 é capaz de proteger a linhagem resistente de camundongos 

contra a infecção com T. cruzi na fase efetora. Entretanto, inúmeros estudos sugerem a 

relevância do modelo de duas imunizações para geração de linfócitos T CD8 de memória 

(Hovav, Panas et al. 2007; Masopust 2009; Nolz and Harty 2011). Neste contexto testamos 

a capacidade da imunização prime-boost Flu/Ad-ASP2 na geração de memória T CD8 

específica em C3H e protetora na infecção experimental contra T. cruzi. 

Investigamos primeiramente a geração de populações de memória e efetores 21 dias 

após a imunização de boost. As janelas de análise são apresentadas na figura 19. É 

importante salientar que as populações CD8 foram diretamente marcadas (Figura 19A), 

porquanto as populações CD4 foram consideradas CD8-CD3+ (19B). 
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Figura 19 – Janelas de análise das populações de memória 21 dpb. Ao menos 200 mil 

eventos foram adquiridos de esplenócitos de camundongos C3H/He imunizados nos 

deferentes protocolos vacinais. Os singlets foram escolhidos dando origem ao gráfico 1, do 

qual selecionamos por tamanho VS granulosidade a população de linfócitos. Então, as 

populações CD8(A) e CD4(B) foram selecionadas pelos marcadores CD8 e CD3 (2). Dentro 

de cada uma dessas populações os marcadores CD62L e CD44 foram usados para 

diferenciação de subpopulações de memória (3). As populações efetoras foram 

diferenciadas usando CD127 em histograma como será demonstrado posteriormente. 

As moléculas CD44 e CD11a (ITGAL) são moléculas co-estimulatórias e adesinas 

expressas em linfócitos ativados, enquanto a molécula CD62L (ou L-selectina) é uma 

molécula de adesão de linfócitos residentes em tecidos linfóides, geralmente expresso em 

baixas quantidades em células efetoras (Hovav, Panas et al. 2007; Nolz and Harty 2011). Já 

a molécula CD127, ou receptor da interleucina-7 está presente em diferenciação de 

linfócitos e nas populações de memória (Nolz and Harty 2011). Como apresentado na figura 

20, as populações de memória central (CD44+CD62LhiCD127hi) tanto CD8 (Figura 20A) 

quanto CD4 (Figura 20B) não apresentaram diferença entre os protocolos vacinais com 

exceção do grupo Ad/Ad-CT em comparação com o grupo imunizado uma vez com Ad-

ASP2. Das populações de linfócitos T CD8+ efetoras CD44+CD62LloCD127lo todos os 

grupos imunizados ao menos com uma dose de Ad-ASP2 apresentaram uma expansão 

significativa em relação aos controles não infectados ou imunizados com os vírus controle 

(Figura 20A). Por outro lado, este aumento não foi visto nas populações efetoras T CD4 

(Figura 20B). Por fim, as populações CD8+ de memória efetora, CD44+CD62LloCD127Hi 

consideradas protetoras em modelos de infecção por T. cruzi (Padilla, Bustamante et al. 



Vírus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicação no modelo de doença de Chagas| 72 
 

2009; Dos Santos Virgilio, Pontes et al. 2014) se apresentaram aumentadas de forma 

significativa (p<0,05) nos grupos Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 e Ad/Ad-ASP2 (n=4) quando 

comparados com os animais vacinados com os vírus controle. Figura 20A. Diferentemente, 

as populações CD4 de memória efetora apresentam uma retração significativa em todos os 

protocolos vacinais, exceto Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, quando comparados com os animais não 

imunizados nem infectados (Figura 20B). 

 

Figura 20 – Perfil das populações de memória de esplenócitos de animais C3H/He 

imunizados 21 dpb. Camundongos C3H/He foram imunizados como descrito em materiais 

e métodos. 21 dias após o boost os animais foram eutanasiados e o baço removido e os 

esplenócitos preparados para citometria de fluxo. As janelas de análises foram: singlets; 

linfócitos; A – populações CD8+CD3+. B – populações CD8-CD3+; então CD44 e CD62L 

como descrito na figura 19 e; CD127. As populações foram dividas em células CD8 ou CD4 

efetoras, de memória central ou de memória efetora.  * p<0,05; ** p<0,01 e; *** p<0,001. 
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Com os resultados das populações de memória formadas ainda 21 dias após a 

imunização de reforço investigamos a longevidade e capacidade de responder a estímulos 

destas populações 120 dias após o boost. As figuras 21 a 23 foram adquiridas no mesmo 

experimento (n=4). Como visto na figura 21, o número de linfócitos CD8+ imunodominantes 

para o peptídeo TEWETGQI (dextrâmero+) decresce de forma abrupta nos grupos 

imunizados com Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, enquanto esta redução não é tão acentuada em 

relação a 21 dias após o reforço nos camundongos que receberam duas doses de Ad-

ASP2. Este resultado pode ser devido à persistência do adenovírus no tecido, já 

demonstrado anteriormente poder ficar até 100 dias expressando a proteína heteróloga 

(Schirmbeck, Reimann et al. 2008; Wortmann, Vohringer et al. 2008). Entretanto, se os 

adenovírus também são dados via subcutânea no boost no grupo primo imunizado com 

influenza, a razão mais provavelmente seria o local onde as células são estimuladas. Como 

o influenza prima as células no pulmão, quando a imunização de reforço é dada as células 

específicas tenderiam a se multiplicar nos linfonodos associados aos pulmões, a qual não é 

mantida estimulada pelas células apresentadoras de antígenos após a contração da 

resposta imune (Maini, Casorati et al. 1999), que estarão apresentando nos linfonodos 

associados à imunização subcutânea do adeno. Ainda, ambas as populações dex+ são 

menores que 1%, o que ocorre é que o gate é para todos os eventos. Em números 

absolutos, a quantidade média é de 1129 células CD8+dex+ para Ad/Ad e de 581 células 

CD8+dex+ no grupo Flu/Ad a cada 30 mil linfócitos. Assim, a redução é de ao menos 5 

vezes para o protocolo Flu/Ad enquanto não houve redução para o grupo Ad/Ad em se 

comparando à frequência dessas populações encontrada 21 dias após o boost. 
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Figura 21 – Populações CD8+Dextrâmero TEWETGQI+ 120 dias após dose de reforço. 

Animais C3H/He foram imunizados e 120 dias após o boost os animais foram submetidos à 

eutanásia e os esplenócitos preparados para citometria sem estimulação representando um 

pool de 4 animais em duplicata. O máximo de eventos foi adquirido (entre 230 e 430 mil) e a 

única janela de análise usada é a apresentada na figura. Portanto, as porcentagens são 

respectivas a 230-420 mil eventos. A porcentagem dentro do gate CD8+ para o grupo Flu-

Ad é de 1,93%, porquanto a do grupo Ad/Ad é de 3,7%. 

Mesmo com a redução da população imunodominante para o epítopo TEWETGQI 

as células imunodominantes apresentaram um perfil ativado, sendo sua maioria (59% no 

grupo Flu/Ad-ASP2 e 70% no grupo Ad/AdASP2) efetora ou de memória efetora (Figura 

22A). O grupo imunizado com influenza possui 10% a menos de célula efetora e 10% a 

mais de célula de memória central, em se comparando com o grupo Ad/Ad-ASP2 (Figura 

22A). Ademais, fatores de diferenciação de células de memória efetora ou efetora indicam 

uma maior frequência de células efetoras CD127 lo no grupo imunizado com Ad/AdASP2 

(77%, Figura 22B). Estes dados confirmam uma maior eficiência do vetor adenovírus na 

manutenção de memória específica anti-T.cruzi 120 dias após o boost. 
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Figura 22 – Populações de linfócitos CD8+ imunodominantes de memória. Animais 
C3H/He foram imunizados e 120 dias após o boost os animais foram submetidos à 
eutanásia e os esplenócitos preparados para citometria sem estimulação sendo o n de 4 
animais em duplicata, 1 milhão de células por poço. As populações dos animais não 
infectados não imunizados (naïve) incluem todas as células CD8+. Os outros gráficos de 
dotplot apresentam populações CD8+Dex+. A – Gráfico apresentando as populações CD44 
x CD62L dextrâmero+ acompanhado dos histogramas de comparação das populações 
CD8+ dextrâmero+ e CD8+ sobrepondo dextrâmero-. B - Gráfico das populações CD11a x 
CD127 dextrâmero+ acompanhado dos histogramas de comparação das populações CD8+ 
dextrâmero+ sobrepondo CD8+ dextrâmero -. 

Estimulamos então os esplenócitos obtidos dos animais imunizados 120 dias após o 

reforço com peptídeo TEWETGQI por 12 horas na presença de Brefeldina A para 

verificação da produção de citocinas (n=3). Como podemos ver na figura 23, não apenas as 

frequências das populações de memória efetora e efetora estão maiores no grupo 

imunizado com Ad/Ad-ASP2, em se comparando com Flu/Ad-ASP2, mas também sua 

função efetora total, demonstrada pela produção de CD107a e IFN-γ sob estimulação 
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(Figura 23). Vale ressaltar que o mesmo ocorre para a produção de TNF-α (dados não 

mostrados). 

 

Figura 23 – Perfil efetor de esplenócitos estimulados com o peptídeo TEWETGQI 120 

dpb. Animais C3H/He foram imunizados e 120 dias após o boost os animais foram 

submetidos à eutanásia e os esplenócitos preparados para citometria sem estimulação 

sendo o n= 3. Os esplenócitos foram cultivados na presença ou ausência de 10mM do 
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peptídeo TEWETGQI e Brefeldina A a 37o e 5% CO2 por 12 horas, marcados para CD8-

PerCP, fixados/permeabilizados e marcados para citocinas intracelulares e submetidos à 

citometria. Cada coluna indica um animal individual em linhas que indicam o grupo e se a 

janela representada foi de esplenócitos estimulados ou incubados com meio de cultura sem 

estimulação. O eixo Y representa o marcador indireto de citotoxicidade CD107a e o eixo Y a 

citocina IFN-γ. 

Por fim, para verificação se a resposta de memória induzida pela imunização com os 

vírus recombinantes é capaz de proteger os animais contra o desafio, os camundongos 

C3H/He vacinados foram desafiados com 50 parasitos da cepa Y do T. cruzi 120 dias após 

a imunização de reforço em dois experimentos independentes (N=7 e N=6). Como visto na 

figura 24, todos os grupos que receberam ao menos uma dose de Ad-ASP2 ainda 

conseguiram evitar o pico de parasitemia. Além disso, houve um atraso na mortalidade em 

ambos os grupos vacinados, porém com a sobrevivência final variando entre 15 e 25% 

(Figura 24). O grupo imunizado com duas doses de Ad-ASP2 apresentou o maior atraso na 

mortalidade em ambos os experimentos, apesar de não significativo (p>0,05). O conjunto de 

dados de memória indica que há geração e manutenção de uma resposta de memória 

mínima capaz de evitar a letalidade de menos de um quarto os animais contra um desafio 

10x menor que o usado na fase efetora. Vale ressaltar que a infecção experimental com a 

cepa Y é aguda e não comparável com uma infecção natural. Uma infecção com a cepa 

Colombiana seria mais apropriada para este experimento. 

 

Figura 24 – Parasitemia e mortalidade de animais imunizados e desafiados 130 dias 

após a imunização de reforço. Camundongos C3H/He imunizados com os diferentes 

protocolos vacinais foram desafiados com 50 parasitos da cepa Y 130 após a imunização de 

reforço. A parasitemia foi realizada em 5μL de sangue em lamínulas de 22x22mm e 

contagem em microscópio óptico até a queda do pico. A mortalidade foi acompanhada até o 
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dia 50 após o desafio. A proteção e a redução do pico de parasitemia foram 

estatisticamente significativas (p<0,05) comparados com os controles negativos. 

3 CONCLUSÃO 

As vacinas são consideradas como uma das maiores conquistas da saúde pública 

na prevenção de mortes e enfermidades (Organization 2014). O maior mecanismo de 

sucesso das vacinas já disponíveis consiste na produção de anticorpos e estimulação de 

resposta de plasmócitos B de memória (Finco and Rappuoli 2014). Apesar do seu sucesso, 

inúmeras doenças humanas continuam sem vacinas disponíveis, e a maioria delas é 

causada por patógenos intracelulares. Por isso, na área da vacinologia houve um esforço 

dos últimos 15 anos para que encontrar vacinas que induzam uma potente resposta CD8+ 

(Plotkin 2005; Miyahira 2008; Jacobs, Langland et al. 2009).  Os vírus recombinantes 

despontaram como promissores vetores vacinais, visto que são parasitas intracelulares e 

podiam dispensar o uso de adjuvantes, entre outras vantagens (Kay, Glorioso et al. 2001; 

Small and Ertl 2011). Neste contexto os adenovírus despontaram como principal vetor viral, 

sendo escolhidos e levados a testes clínicos para doenças como câncer, hepatite e malária, 

e outras doenças (Mizuguchi, Kay et al. 2001; Tatsis and Ertl 2004; de Andrade, Gazzinelli 

et al. 2007; Liu, Ewald et al. 2008; Limbach and Richie 2009; Machado, Caetano et al. 2010; 

Small and Ertl 2011). Ainda que os adenovírus venham a ser vacinas para uso em 

humanos, algumas doenças serão priorizadas e há a limitação devido a proteção cruzada 

(Wortmann, Vohringer et al. 2008). Recentemente, resultados animadores demonstraram 

proteção robusta em humanos vacinados com adenovírus contra tuberculose mesmo 

quando já tiveram contato anterior com AdHu5 (Smaill, Jeyanathan et al. 2013). 

Nosso grupo estuda o uso de um vetor alternativo, o influenza, que pode ser 

modificado geneticamente através do uso da técnica de genética reversa. Os vírus influenza 

sozinhos não foram capazes de induzir proteção contra T. cruzi ou T. gondii em modelos 

experimentais ou em nossos experimentos, pois anticorpos neutralizantes impedem a 

vacinação homóloga, enquanto no modelo de adenovírus ainda são protetores (Hovav, 
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Panas et al. 2007; Smaill, Jeyanathan et al. 2013). Assim, em regime de vacinação prime-

boost com adenovírus recombinantes demonstramos a viabilidade dos vírus influenza 

recombinantes como vetor em modelo murino de toxoplasmose (Machado, Caetano et al. 

2010) e fase aguda da doença de Chagas (Barbosa, Filho et al. 2013). 

Além disso, nossos resultados permitiram demonstrar que os diferentes protocolos 

vacinais empregados foram capazes de modular a resposta imune celular anti-ASP2, 

impactando de forma significativa a proteção. Também demonstramos que o mecanismo de 

proteção foi uma potente resposta imunodominante e polifuncional. É importante ressaltar 

que no protocolo influenza-adeno-ASP2 a resposta IFN-γ+TNF-α+ e a resposta IFN-γ+ 

somadas foram maiores que a resposta CD107a, o que indica um perfil mais 

imunoregulador do que citotóxico. Acreditamos, portanto, que a proteção se deu porque a 

vacinação Flu-Ad induz uma resposta imunológica de alta qualidade regulatória, não-

citotóxica, e específica contra o peptídeo imunodominante da fase amastigota do T. cruzi. 

Apesar dos resultados promissores em fase efetora da resposta imune induzida pela 

vacina Flu/Ad-ASP2, a resposta imunológica de memória gerada neste protocolo é reduzida 

após 100 dias do início da vacinação tanto do ponto de vista de produção de citocinas 

quanto de proteção propriamente dita. Entretanto, a cepa Y usada para os testes de fase 

aguda foi assim escolhida por suas características agressivas e agudas, convenientes para 

encurtar os longos experimentos de vacinação e desafio. De certa forma tal cepa pode ser 

considerada inapropriada para o desafio na fase de memória, uma vez que outras cepas se 

parecem mais com as principais cepas que afligem humanos são de desenvolvimento mais 

lento, permitindo que o sistema imune expanda sua resposta específica e combata o 

parasito de forma mais próxima à realidade. 

Uma importante limitação do primeiro vetor viral utilizado no capítulo 2 desta tese e 

no trabalho de 2010, era a manutenção da virulência em camundongos quando estes vírus 

eram administrados em dose 50 vezes maior que a dose vacinal também por via intranasal 
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(Machado, Caetano et al. 2010). A partir daí, estudamos as diferentes possibilidades de 

atenuação viral e optamos por usar a alteração homóloga no gene da NA viral, removendo a 

maior parte da região codificadora adaptando um protocolo que já havia sido descrito 

(Shinya, Fujii et al. 2004). Testamos então a atenuação destes vírus em inúmeros 

parâmetros inflamatórios e em modelos de imunodeficiência demonstramos que estes vírus 

ainda são seguros. Ainda, são capazes de estimular a resposta imune anti-Flu mesmo com 

uma inflamação muito menor que a dos vírus selvagens (Barbosa, Salgado et al. 2014). 

4 PERSPECTIVAS 

Uma limitação importante do nosso modelo foi o uso da cepa Y, já discutido acima. 

Por consequência da velocidade que os animais sucumbem à infecção, não verificamos a 

carga parasitária nos tecido, pois não observamos diferença no perfil inflamatório nos 

mesmos (Figura 11). A ausência da carga parasitária tecidual limita a interpretação da 

proteção apenas à sobrevivência. Averiguar a carga parasitária e experimentos utilizando 

diferentes cepas de T. cruzi são necessários e confirmação da eficácia do protocolo vacinal 

Flu-Ad. 

Outro aspecto interessante a ser explorado no mecanismo pelo qual a vacinação 

usando Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 é protetora advém da característica regulatória deste 

protocolo vacinal. Como visto na figura 16, a população que mais reduz neste protocolo é a 

CD107a+, causando um aumento nas populações produtoras de IFN-γ que não são 

citotóxicas para este parâmetro. Uma expectativa interessante é que uma população 

importante produtora de IFN-γ e IL-10 ao mesmo tempo também esteja sendo estimulada. 

Em 2011, Ester Roffê e colaboradores demonstraram a importância da IL-10 na redução da 

carga parasitária, na parasitemia e na proteção em modelos experimentais com diferentes 

linhagens de camundongos e diferentes cepas de T. cruzi (Roffe, Rothfuchs et al. 2012). 

Portanto, novos experimentos devem ser feitos para avaliar o papel da IL-10 dentro do perfil 

de linfócitos CD8+ específicos que são ativados pelo nosso protocolo vacinal. 
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O vetor vNA deletado para neuraminidase construído para evitar o problema da 

virulência viral causada pelo WNS/33 usado nesta tese precisa agora ser estudado 

codificando genes de protozoários, tais como T. gondii e T. cruzi. Nosso grupo já gerou vírus 

vNA-Δ carreando as porções correspondente à M-ASP2 e M e C-ASP2 combinadas, para 

aumentar a abrangência de epítopos CD8+ e incluir a região gênica que codifica o epítopo B 

presente na proteína ASP2. Resultados preliminares em C3H/He usando os vírus vNA-Δ-M-

ASP2 via intranasal em combinação com Ad-ASP2 via subcutânea demonstraram que este 

protocolo não foi melhor que o Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 na proteção (dados não mostrados), 

mas ainda assim protetores. O experimento precisa ser repetido em diferentes títulos virais e 

por diferentes vias para a avaliação de aumento de imunogenicidade. 

A incapacidade de manter uma resposta de memória específica tão eficaz quanto na 

fase efetora nos leva a uma perspectiva deste projeto onde testaremos vírus influenza NA-Δ 

codificando o gene da IL-15 entre outras citocinas com o intuito de melhorar a resposta de 

memória. Em 2011, Eickhoff e colaboradores demonstraram que a administração de 

plasmídeo codificando para IL-15 em conjunto com vacina de DNA-ASP2 é capaz de 

melhorar a proteção de longo prazo contra T. cruzi (Eickhoff, Vasconcelos et al. 2011). 

Uma vez que os adenovírus recombinantes possuem limitações intrínsecas de 

grande número de propostas vacinais utilizando o AdHu5, ou proteção cruzada contra outros 

sorotipos ou exposição prévia de pacientes, outros vetores vacinais podem ser testados em 

combinação com o influenza. Provavelmente vacinas de DNA-ASP2 poderiam ser usadas, já 

que se demonstraram protetoras em mais de um modelo contra T. cruzi (de Alencar, 

Persechini et al. 2009; Eickhoff, Vasconcelos et al. 2011; Rigato, de Alencar et al. 2011). 

Outra alternativa seria o uso de um terceiro vetor viral. Nosso grupo, em colaboração com o 

prof. Flávio da Fonseca no ICB-UFMG conseguiu o vetor vírus vaccínia Ankara modificado 

(MVA) recombinante para ASP2, MVA-ASP2 e fizemos um teste de proteção utilizando estes 

vírus. A tabela 1 apresenta os resultados de sobrevivência de camundongos C3H/He 
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imunizados com os vírus Flu-M-ASP2 como prime e MVA-ASP2 como boost e desafiados 

com 500 parasitos da cepa Y de T. cruzi. 

 

Grupos – desafio 500Y N inicial N final (30 dpi) 

Flu-M-ASP2  (103 UFP) in/MVA-ASP2 (107) im 6 0 

Flu-M-ASP2 (103 UFP) in/Ad-ASP2  (5x107 UFP) sc 7 5 

--/--   / MVA-ASP2 (107) im 7 1 

Flu-CT (103 UFP) in/MVA-CT (107) im 5 0 

Flu-CT (103 UFP) in/Ad-CT (107) im 5 0 

Não Imunizado 5 0 

Tabela 1 – Sobrevivência de camundongos C3H/He machos de 8-12 semanas de idade 

imunizados com influenza e MVA recombinantes. Os animais foram vacinados com os 

vírus e vias descritos na primeira coluna em um intervalo de 28 dias entre o prime e o boost. 

in – intranasal. im – intramuscular. UFP- unidade formadora de placa. SC – subcutânea. dpi 

– dias após a infecção. 

Recentemente, Silvério e colaboradores demonstraram que linfócitos CD8+ 

presentes no tecido cardíaco podem ter papéis protetores ou podem contribuir para o dano 

cardíaco dependendo do perfil se citotóxico ou imunoregulador (Silverio, Pereira et al. 2012). 

Para tanto, lançaram mão de um modelo de infecção crônico de doença de Chagas no qual 

camundongos C57BL/6 são infectados com T. cruzi cepa Colombiana e parasitemia e ECGs 

são realizados para incluir animais que possuem alterações cardíacas claras. Considerando 

este modelo, seria uma perspectiva interessante investigar a capacidade dos vírus influenza 

recombinante em combinação com os adenovírus-ASP2 como vacina terapêutica contra a 

doença de Chagas experimental na presença e ausência de drogas tripanomicidas para 

tentar reverter ou melhorar o quadro cardíaco dos camundongos.  
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Resultados preliminares promissores foram obtidos em um experimento em 

colaboração com a Dra. Joseli Lannes-Vieira que pode ser visto nas figuras 25 e 26. Como 

visto na figura 25, os animais vacinados com 103 UFP de Flu-C-ASP2 via intranasal/ 5x107 

UFP de Ad-ASP2 via subcutânea foram os maiores produtores de TNF-α, IFN-γ e IL-10 após 

estimulação com o peptídeo imunodominante VNHFRTLV (PA8). Interessantemente, como 

visto na figura 25A, a quantidade de linfócitos CD8+VNHFRTLV+ diminuiu após estimulação 

com o peptídeo imunodominante nos grupos imunizados com uma ou duas doses de Ad-

ASP2, enquanto aumentou nos outros três grupos. A quantidade de IFN-γ (Fig. 25B) e IL-10 

(Fig. 25C) é ao menos duas vezes maior no grupo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 em comparação 

com os outros grupos. A produção de TNF-α pelo grupo Flu/Ad-ASP2 foi 5% maior que dos 

outros grupos (Fig. 25D). Também a porcentagem de linfócitos T CD8+ que se ligam ao 

tetrâmero VNHFRTLV após a estimulação é o dobro no grupo vacinado com Flu/Ad-ASP2 

(Fig 25E). 

Também avaliamos o perfil polifuncional dos linfócitos imunodominantes T 

CD8+VNHFRTLV+ após 12 horas de estimulação com o peptídeo PA8. A principal 

população estimulada é duplo positiva IFN-γ e TNF-α, seguida da população triplo positiva 

IFN-γ, TNF-α e IL-10. Novamente, o grupo infectado que foi imunizado com Flu-C-ASP2/Ad-

ASP2 foi o que apresentou maior frequência das populações polifuncionais (Figura 26). A 

produção de IL-10 e o perfil polifuncional regulador podem ser muito positivos (Roffe, 

Rothfuchs et al. 2012), como discutido acima. Entretanto, testes de ECG 190 dias após a 

infecção indicaram que não houve reversão dos danos cardíacos causados pelo parasito. 

Esses resultados imunológicos preliminares do uso do protocolo Flu-Adeno como 

vacina terapêutica foram animadores, entretanto a ausência de melhora no quadro cardíaco 

é o limite desta melhora. Outro limite foi que não avaliamos a citotoxicidade nos linfócitos 

imunodominantes por Perforina ou CD107a (LAMP-1), uma vez que o tetrâmero usa o 

mesmo fluorocromo destas citocinas. Apesar disso, a indicação de uma potente resposta 

regulatória fica como um indicativo interessante de se fazer a intervenção vacinal em 
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conjunto com drogas trimanomicidas, tais como o Benznidazol, e outras drogas que tratem 

do quadro cardíaco. Por fim, estes experimentos precisam ser repetidos e o controle não 

vacinado utilizado nas análises.  

 

Figura 25 – Perfil imunológico específico anti-ASP2 em vacinação de modelo crônico 

de infecção por T. cruzi. Camundongos C57BL/6 de 6-8 semanas de idade foram 

infectados com 50 parasitos da cepa colombiana de T. cruzi. A presença de parasitas no 

sangue foi determinada 45 dpi e o primeiro ECG realizado 60 dpi. No dia 119 pós-infecção 

outro ECG foi realizado para incluir apenas animais que apresentam anomalias cardíacas. 

120 dpi os animais foram vacinados com Flu-C-ASP2 ou Ad-ASP2 e seus respectivos 

controles ou alternativamente não vacinados (n=5). 160 dpi os animais receberam a dose de 

boost e 190 dpi os animais foram eutanasiados, os baços removidos e os esplenócitos 

preparados para citometria de fluxo. Os esplenócitos foram adicionados em pool e 

incubados na presença de Brefeldina A e Monesina A por 12 horas em duplicata. Metade 

das amostras foi estimulada na presença do peptídeo específico para MHC-II H2-Kb 

VNHFRTLV (aqui chamado de PA8). Os anticorpos extracelulares utilizados foram 

Tetrâmero-VNHFRTLV-PE; anti-CD8-PerCP. Então, os esplenócitos foram fixados e 

permeabilizados e marcados com anti-IL-10-APC; anti-IFN-γ-PeCy7 e; anti-TNF-α-FITC. As 
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janelas de análise foram tamanho versus granulosidade para seleção de linfócitos; CD8+ 

versus Tetrâmero+ e; cada citocina em separado. O gráfico (A) apresenta cada citocina 

avaliada e a % de células tetrâmero-específicas antes e depois da estimulação. Os gráficos 

(B), (C), (D) e (E) são correspondentes aos pontos estimulados com PA8 da figura A. A 

figura E é a média de três análises distintas, uma para CD95L (não mostrada), uma para 

memória (não mostrada) e outra para as citocinas analisadas aqui. As análises foram 

realizados no software FlowJo X. 

 

Figura 26 – Perfil polifuncional dos esplenócitos dos camundongos infectados 

cronicamente e vacinados. Os esplenócitos obtidos e marcados como descritos na 

legenda da figura após análise booleana entre as janelas de análise das citocinas IFN-γ, 

TNF-α e/ou IL-10.  

 

Como consideração final, o objetivo desta tese foi a construção, caracterização e o 

estudo de vírus influenza recombinante como vetor vacinal contra doenças parasitárias. Este 

objetivo foi alcançado quando demonstramos com sucesso que estes vírus em combinação 

com adenovírus recombinantes são capazes de proteger camundongos altamente 

susceptíveis com uma dose 10 vezes a dose letal de Trypanosoma cruzi. Também 

demonstramos que há a necessidade de melhoria do vetor em sua resposta de memória 

imunológica. E, por fim, demonstramos o potencial terapêutico do uso deste protocolo de 

vacinação, mesmo que ainda como uma perspectiva. 
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