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RESUMO

s

A vacinacdo é considerada uma das aplicacbes médicas mais bem sucedidas e
eficazes na prevencéo de doencas infecciosas. Ha estimativas que até 3 milhdes de vidas
sdo salvas através de vacinacdo por ano. Dentre as tecnologias mais viaveis para o
desenvolvimento de novas vacinas se encontram os virus recombinantes. Em 2010, nosso
grupo demonstrou a viabilidade da construcédo e uso de virus influenza (Flu) recombinantes
em combinacdo com adenovirus (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 protecdo. Neste
contexto, um importante modelo é o da infec¢do em camundongos por Trypanosoma cruzi.
Este € o protozoario causador da doenca de Chagas em humanos. Seu tratamento tem
maior eficacia na fase aguda da doenca, causando ainda efeitos adversos. Nao ha vacinas
contra a doenca de Chagas disponiveis para uso em humanos, portanto o estudo e
desenvolvimento de um protocolo otimizado de vacinacdo se faz uma interessante linha de
pesquisa. Usando a técnica genética reversa geramos virus influenza recombinantes
carreando as por¢des C-terminal e medial da proteina de superficie amastigota 2 (ASP2) de
T. cruzi. Esses virus recombinantes foram caracterizados genotipica e fenotipicamente. A
imunizacdo usando Influenza-ASP2 como inducdo e adenovirus codificando ASP2 (Ad-
ASP2) como refor¢o 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 protecdo alcancada na fase efetora da resposta imune, uma reducdo significativa da
sobrevivéncia foi observada nos animais vacinados e desafiados 130 dias ap0s a vacinagéo
de refor¢co. Quando analisamos o perfil celular no bago destes animais notamos a reducéo
drastica da frequéncia da populacdo imunodominante e da producdo de citocinas apos

estimulo especifico, o que pode explicar a reducdo na protecdo na fase de memodria.

Palavras-chave: Virus 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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Organizacéo Geral do Trabalho

O primeiro capitulo do trabalho tem por fungéo introduzir um breve histérico sobre
vacinas, sua origem e seu desenvolvimento tecnoldgico. Este trabalho visa estudar o
desenvolvimento e teste de um vetor vacinal, o virus influenza. Também estudamos um

vetor mais conhecido em inimeros outros modelos vacinais, os adenovirus.

As doencas negligenciadas sdo obstaculos importantes em paises em
desenvolvimento. Como partes da abordagem do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
de Vacinas estdo o apoio e o desenvolvimento de vacinas contra essas doengas. Neste
contexto se insere nosso trabalho que trata do uso combinado de influenza e adenovirus
recombinantes como vetores vacinais contra o protozoario causador da doenca de Chagas,

T. cruzi. As abordagens vacinais deste modelo sdo descritas no capitulo dois.

Abordaremos, entdo, conclusdes dos resultados, vantagens e limitacbes do modelo

durante o manuscrito e principalmente na conclusao da tese no capitulo 3.

N&o menos importante, as perspectivas estdo discutidas no capitulo 4 com alguns

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

Em seguida, no capitulo cinco estdo 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 limitagdo importante

do protocolo estudado — a manutencéo da viruléncia viral em doses maiores que a vacinal.
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CAPITULO UM

1 Introducao e Objetivos Gerais
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1.1 INTRODUGAO GERAL

1.1.1 Uma breve histéria das vacinas

As vacinas sdo consideradas uma das aplicacdes médicas mais bem sucedidas e
eficazes na prevengdo de doengas infecciosas. Em maio de 2012 os membros da
Assembleia dos Estados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) endossou 0 plano
vacinal de agdo global dentro da visdo que ao menos de 2 a 3 milhGes de vidas sdo salvas

por ano através de vacinagao

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

2014).

A OMS descreve vacinas como um preparado biolégico que estimula a imunidade a
uma doenca em particular. Uma vacina tipicamente contém um agente similar ao micro-
organismo causador da doenca, e é frequentemente composta de formas mortas ou
atenuadas do organismo, suas toxinas ou uma de suas proteinas de superficie. Tal agente
estimula o sistema imune de forma a reconhecer 0 agente como nao proprio, controla-lo e
memoriza-lo de forma que o sistema imune mais facilmente o reconheca e elimine em um
préximo encontro (Organization 2014). Os conceitos apresentados na descricdo da OMS

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

Dois habitos sdo relacionados com o desenvolvimento do processo médico e vacinal
dentro da Histo6ria Natural: um é o de tentar aliviar o proprio mal-estar e o daqueles a nossa
volta usando plantas que estdo a disposicdo; e o outro é relacionado a observacédo de que
uma pessoa pode ficar resistente a um veneno ou toxina administrando pequenas doses.
Por consequéncia, os Chineses e sua medicina experimental apresentam ja no século XI
indicios de uso da macerado de lesdo cutanea de variola aspirada de forma intranasal para
imunizar contra uma exposi¢cdo posterior (Plotkin 2005). Em textos oficiais, a chamada
“variolagédo” apareceu apenas no século XVII. Outro candidato para a origem da variolagao

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


http://www.who.int/immunization/global_vaccine_action_plan/en/
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lugares a variolagdo cutanea viajou para o Oriente Médio e Africa, e da Turquia & Gra-

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

Apesar do sucesso da variolagdo, o numero de fatalidades era um impedimento a
sua aplicacdo. Assim, Edward Jenner, observando que ordenhadeiras que apresentavam
pequenas lesGes de variola bovina nas médos ndo desenvolvia a doenca, desenvolveu o
método de vacinar com a variola 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 célera em galinhas que é causada pela bactéria gram-
negativa Pasteurella multocida. Uma cultura deixada na bancada durante o verdo foi
inoculada em galinhas, porém nédo surtiu efeito. Pasteur preparou uma cultura fresca e
inoculou as mesmas galinhas, entretanto elas nédo desenvolveram a doenca (Pasteur 1880).
Pasteur lancou entdo a hipotese de que patdbgenos poderiam ser atenuados através de
choques ambientais, como temperatura, oxigénio e quimicos e usados para vacinacao e
com isso obteve sucesso em Antraz e Raiva (Pasteur 1881). Assim originou-se sua famosa

frase “O acaso favorece as mentes preparadas”.

O principio de atenuacéao foi usado posteriormente em cultivo bacteriano em meio
artificial, alteracbes de temperatura e atenuagdo por passagem seriada em animais que
eram infectados, mas ndo desenvolviam a doenca. A atenuag¢do em embrifes de galinhas e
camundongos do virus da Febre Amarela, por exemplo, ocorreu no inicio do século
passado, entretanto seu maior risco era a ndo esterilidade das amostras obtidas. O mesmo
ocorreu com a raiva e polio. Em seguida, a segunda revolugéo tecnoldgica em vacinologia
foi a utilizacdo do cultivo de células desenvolvido para a atenuacéo viral. Este processo de
passagem in vitro foi usado por Albert Sabin em sua vacina contra pdlio, 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 inimeros avancos de técnicas acontecerem apdés 0s procedimentos
descritos acima, os principios utilizados no desenvolvimento de vacinas variam pouco de

sua base fundamentada na atenuacao e uso do patdégeno ou partes dele.

1.1.2 Novas tecnologias em vacinas

As vacinas sdo divididas em vivas atenuadas, de organismos inativados, fracdes
proteicas ou sacarideas e de organismos geneticamente modificados. Com o auxilio da
biologia molecular dos organismos, iniciou-se uma revolucao tecnolégica no campo das
vacinas. O co-cultivo de virus para permitir o rearranjo génico levou a geracao das vacinas
contra influenza A e B, bem como aumentou sua seguranca e permitiu também a adaptacao
de linhagens resistentes a baixas temperaturas que sdo atenuadas a temperatura corporal
(Francis, Salk et al. 1946; Maassab and DeBorde 1985). A vacina contra rotavirus também
foi gerada através de rearranjo advindo de co-cultivo de rotavirus humano e bovino (Clark,

Offit et al. 2006).

Uma revisdo bibliografica em vacinologia permite identificar algumas centenas de
métodos inovadores para seu desenvolvimento. Para fins de breve citacdo, pois ndo é o
objetivo deste manuscrito, estdo as vacinas utilizando plantas geneticamente modificadas
para codificarem em suas folhas, ou em outros tecidos, proteinas de micro-organismos de
interesse médico (Penney, Thomas et al. 2011; Pelosi, Shepherd et al. 2012). Também
vacinas utilizando eletroporagdo e DNA recombinante, ou proteinas recombinantes na
presenca de adjuvantes, entre outras (Dumonteil 2007; Finco and Rappuoli 2014). Vale
ressaltar que ha vacinas contraceptivas e testes de vacinas contra tabaco e outras
substéncias que causam vicio (Naz 2011; Fahim, Kessler et al. 2013). A maioria vai a testes
clinicos e é suspensa por falta de seguranca ou perda de eficacia quando produzidos em

larga escala.
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De modo geral, a primeira geracdo de vacinas foi desenvolvida racionalmente, mas
de forma empirica (Rappuoli, Pizza et al. 2014), seguida dos novos métodos de atenuagao,
mas ainda sem muitas bases moleculares ou entendimento de mecanismos. As vacinas de
DNA recombinante foram o proximo passo. Desde entéo, a formacgéo de glicoconjugados de
polissacarideos e proteinas do tétano foram passos importantes, principalmente para
imunizacdo infantil cuja imunidade duradoura é mais dificilmente alcancada. O proximo
passo foi a vacinologia reversa, que consiste na identificacdo de candidatos potenciais
usando as sequéncias génicas dos micro-organismos (Rappuoli, Pizza et al. 2014). Hoje, o
futuro da vacinologia se resume entdo 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 doenca

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

1.1.3 Virus recombinantes como vetores vacinais

Em 2005, estimava-se que o desenvolvimento de vacinas leva de 10 e 15 anos, e
possui 0 custo entre 300 e 800 milhdes de ddlares, incluindo os custos dos projetos sem
sucesso, que sao a vasta maioria (Plotkin 2005). O fato do desenvolvimento de vacinas ser
um processo lento, caro e arduo serve de desincentivo as empresas. Os primeiros
programas vacinais a serem abandonados por consequéncia deste desincentivo foram das
doencas consideradas negligenciadas, tais como doenga de Chagas, Leishmaniose,
dengue, entre outras. Por outro lado, ainda que uma empresa privada tenha resisténcia por
menor lucro em desenvolver vacinas contra doengas negligenciadas, a humanidade
economiza (nédo lucra) trilhBes de délares por ano por tratamentos e perda de produtividade
além de salvar milhdes 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 fundagdes publicas e que recebem incentivos ou renuncias fiscais, por exemplo a
fundacao Bill e Melinda Gates s&o os principais investidores neste campo, € em nosso pais

as Universidades e Institutos de Pesquisas Publicos sédo os maiores investigadores.
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Adjuvantes sé@o considerados agentes farmacologicos ou imunoldgicos que ampliam
e/ou modulam uma resposta antigénica (Mesa and Fernandez 2004). E um dos mais
importantes campos de pesquisa em vacinologia, porém poucos chegam a serem usados
em humanos devido a problemas em seguranca e toxicidade (Marrack, McKee et al. 2009).
A dependéncia 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 virus recombinantes.

Dentre os diferentes vetores para carrear antigenos heter6logos, algumas das
estratégias mais promissoras sdo baseadas na utilizacdo de virus recombinantes (Harrop,
John et al. 2006). Estes tém a capacidade de expressar antigenos heterélogos diretamente
dentro das células hospedeiras, como aconteceria em uma infeccdo natural. Estudos
utilizando diferentes virus recombinantes (Vaccinia, adenovirus, sindbis e influenza)
expressando antigenos do Plasmodium yoelii, mostraram gue tais virus induzem imunidade
protetora em camundongos BALB/c frente a infeccdo experimental por esporozoitos do P.
yoelii (Li, Rodrigues et al. 1993; Rodrigues, Li et al. 1994; Tsuji, Bergmann et al. 1998).
Dentre os virus acima citados, os adenovirus deficientes em replicacdo foram aqueles que
se mostraram mais eficazes quando utilizados isoladamente, reduzindo em ~94% as formas
hepaticas 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 nivel de protecdo obtido foi significativamente menor (Li, Rodrigues et al.
1993; Tsuiji, Bergmann et al. 1998; Rodrigues, Boscardin et al. 2003). Entretanto, resultados
muito mais animadores foram obtidos quando os animais foram submetidos a duas
imunizagBes 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 efichcia desta estratégia é a inibicdo total do
desenvolvimento das formas hepéaticas e 100% de protegcdo contra a malaria em

camundongos que foram primeiramente imunizados com adenovirus recombinantes
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expressando a proteina CS do P. yoelii ou do P. berghei, e submetidos a imunizacdo de
reforco com virus vaccinia carreando esta mesma proteina (Bruna-Romero, Gonzalez-
Aseguinolaza et al. 2001; Gilbert, Schneider et al. 2002). Os vetores virais sdo capazes de
induzir respostas do tipo Thl, levar a producdo de citocinas pré-inflamatérias e inducéo de
células T (CD4'/CD8") que sdo respostas mais comuns em doengas infecciosas (Rocha,

Caetano et al. 2004).

1.1.4 Adenovirus

Adenovirus sao virus ndo envelopados pertencentes a familia Adenoviridae. Os
adenovirus caracterizam-se por apresentarem DNA fita dupla linear com cerca de 36Kb, que
se encontra empacotado em um cerne envolvido por um capsideo proteico icosaédrico com
20 faces triangulares (Imler 1995). Esse € constituido de trés estruturas proteicas principais,
hexon, penton e fibras. Os hexons constituem as faces triangulares do capsideo. Os
pentons formam os vértices da particula, a partir dos quais se projetam as fibras,

responsaveis pela interacdo com os receptores celulares (Nicklin, Wu et al. 2005).

Dentre as caracteristicas dos adenovirus algumas foram decisivas na escolha destes
virus como ferramenta de vacinacao. Entre elas, (I) baixa patogenicidade, o que permite o
desenvolvimento de vetores de imunizacdo praticamente in6cuos aos hospedeiros; (Il)
habilidade de infectar uma ampla variedade de células, além de células pds-mitéticas; (lll)
as estratégias de replicagdo e genoma ja foram caracterizadas, sendo o material genético
viral incapaz de integrar-se ao da célula hospedeira; (IV) eles sado relativamente estaveis e
faceis de manipular, dispensando refrigeracdo quando liofilizados; (V) facil propagacéo,
podendo ser obtidos em altos titulos (>10° unidades formadoras de placas/mL), o que
permite sua producdo em larga escala (Babiuk and Tikoo 2000; Souza, Haut et al. 2005);
(VI) Finalmente, esses virus sdo muito imunogénicos, 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 adenovirus recombinantes

principalmente do tipo humano AdHu5 foram, pelo menos na ultima década, os mais
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promissores vetores virais vacinais. Testes em fase clinica 1 e 2 estdo sendo realizados
com estes vetores em malaria (Limbach and Richie 2009). Tais virus também sdo capazes
de infectar células dendriticas, além de estimularem resposta imune contra diversos
patégenos (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

imunoldgica de memdria (Hovav, Panas et al. 2007; Limbach and Richie 2009).

Em 2006, nosso grupo conseguiu alcancar 6timos niveis de protecdo e resposta
imunoldgica utilizando adenovirus humano do tipo 5 (AdHu5) carreando genes para duas
proteinas de T. cruzi, trans-sialidase (TS) e ASP2 em BALB/c e C57BL/6 (Machado,
Cardoso et al. 2006). Porém imunizacdes com o mesmo vetor viral podem ter efeito
reduzido devido a resposta imunolégica contra o préprio vetor, neutralizando a infeccdo e
impedindo a reapresentacdo do antigeno heterélogo (Liu, Ewald et al. 2008; Ahi, Bangari et
al. 2011). Uma maneira de contornar essa limitacdo é usar protocolos de inducéo e reforco
utilizando mais de um virus recombinante expressando 0 mesmo segmento antigénico
(protocolo heterdlogo de inducdo e reforco da resposta imune). Assim, sem resposta
secundaria ao vetor e com resposta secundaria ao antigeno, ha o aumento da eficiéncia do

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

1.1.5 Influenza

Pertencentes a familia Orthomyxoviridae, os virus influenza possuem genoma
segmentado de RNA fita simples e polaridade negativa. Existem trés diferentes subtipos de
virus influenza: A, B ou C, sendo 0 mais importante para 0 homem os virus influenza A,
principais causadores de epidemias e pandemias em humanos (Fields, Knipe et al. 2007).
Estes virus possuem um envelope no qual as duas proteinas transmembranas
hemaglutinina (H ou HA) e neuraminidase (N ou NA) estéo inseridas. Os virus influenza se

dividem em diferentes subtipos em funcdo 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://lwww.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm). A HA é a proteina responséavel pela fixagao
do virus as moléculas de &cido sidlico e pela penetragcdo na célula hospedeira. A
neuraminidase atua removendo o acido sialico que recobre as células epiteliais do trato
respiratorio (nas quais ocorre a multiplicacdo viral) e do proprio virus, evitando assim a
aglutinacdo das particulas virais entre si e facilitando a sua propagac¢éo no meio extracelular

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

A menor unidade funcional de replicacdo dos virus influenza é o complexo
ribonucleoprotéico (VRNP). O complexo é formado pelo RNA viral (RNAv), trés subunidades
da polimerase viral (PB1, PB2 e PA) e a nucleoproteina NP. A geracao de virus influenza
recombinantes requer oito complexos RNP funcionais que serdo transportados ao nucleo
das células apés a infecgdo e fusdo do envelope viral com o endossomo (Neumann and

Kawaoka 2001).

Os virus influenza recombinantes séo considerados bons candidatos a vetores
vacinais, visto que nao se integram ao genoma do hospedeiro, possuem alta transducao do
inserto recombinante e tém boa capacidade de infectar células apresentadoras de antigeno,
além de serem excelentes estimuladores de linfocitos T CD8” (Kittel, Ferko et al. 2005). Nos
Estados Unidos j4 existem cepas atenuadas e vacinas vivas licenciadas para uso em
humanos, porém ndo 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 doengas infecciosas como
malaria (Gonzalez-Aseguinolaza, Nakaya et al. 2003), toxoplasmose (Machado, Caetano et
al. 2010) e até cancer (Restifo, Surman et al. 1998). As técnicas de biologia molecular para
a manipulacdo genética deste virus ja encontram bastante desenvolvidas (Neumann and
Kawaoka 2002; Neumann, Whitt et al. 2002; Neumann and Kawaoka 2004) e existem
diferentes estratégias para a expressao de proteinas heterélogas (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 as vantagens acima citadas a
capacidade deste tipo de vetor em induzir resposta imune heteroespecifica tanto local
guanto sistémica (Gherardi, Najera et al. 2003; Garulli, Kawaoka et al. 2004); a existéncia de
tecnologias bem desenvolvidas para a producdo de virus influenza em larga escala e; a
possibilidade de se utilizar virus defectivos para a replicacdo (Stech, Garn et al. 2005) ou

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

Entre as desvantagens deste sistema estdo a protecdo prévia a outros subtipos de
influenza, a manutencédo de viruléncia viral e velocidade de producéo. Testes de toxicidade,
viruléncia, seguranca em pacientes imunocomprometidos serdo necessarios para cada
subtipo. Além disso, quais doencas seriam adequadas para a producdo e avaliacdo 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 virus influenza
recombinantes em reduzir o nimero de cistos cerebrais de Toxoplasma gondii e direcionar a
resposta especifica para Thl quando usados em vacinacdo sequencial com AdHu5
carreando o gene que codifica a proteina de superficie SAG2 do parasito (Machado,

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

Assim sendo, o proximo passo foi o desenvolvimento e teste deste protocolo vacinal
em um modelo no qual as células CD8 possuem papel fundamental para a protecédo, e cujos
guais uma resposta imunolégica especifica pudesse ser medida com peptideos CD8. O

modelo experimental da doencga de Chagas possui estas caracteristicas.
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1.2

OBJETIVO GERAL

Construcdo e caracterizagdo de virus influenza recombinantes para uso como
vetores vacinais em modelo murino de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi

(capitulo 2).

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir e caracterizar genotipica e fenotipicamente, em cultivo celular, virus

influenza recombinantes carreando a proteina ASP2 de Trypanosoma cruzi.

Avaliar a resposta imune heteroespecifica humoral e celular em camundongos
imunizados com virus influenza e adenovirus recombinantes para ASP2.
Caracterizar as diferencas de respostas imunoldgicas comparando o protocolo

homologo e heterdlogo de vacinacgéao.

Determinar a protecdo induzida pela vacinacdo sequencial com influenza e
adenovirus carreando antigenos da proteina ASP2 frente ao desafio com

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

susceptivel (C3H/He).

Determinar a resposta imunoldgica de memoria especifica anti-T. cruzi induzida
apos a vacinacgdo, além de testar a resposta de memodria e protecdo em um

periodo maior que 100 dias apds a imunizacao de reforgo.
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CAPITULO DOIS

2 Construcao e caracterizacao de virus
Influenza recombinantes para uso como
vetores vacinais em modelo murino de

Infeccao pelo Trypanosoma cruzi.
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2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Doencade Chagas e suaimportancia

Mais de cem anos ap0s sua descricdo (Chagas 1909), a doenca de Chagas ainda é
um importante problema de saude publica, sobretudo na América Latina. Em 2005, a OMS
adicionou a doenca de Chagas na lista de doencas tropicais negligenciadas. Estima-se que
até cem milhGes de pessoas vivem em areas de risco nos paises endémicos, além da
mortalidade anual chegar a treze mil individuos devidos a complicagbes clinicas e
dificuldades de tratamento farmacolégico (Rassi, Rassi et al. 2010; Vazquez-Chagoyan,
Gupta et al. 2011). Apesar disso, houve um aumento na prevaléncia da doenca em paises
desenvolvidos (Gascon, Bern et al. 2010; Bern, Kjos et al. 2011), fato que pode ser
explicado pela migragdo de individuos infectados conjuntamente com a auséncia de
experiéncia dos 6rgdos de saude na falta de contato com a doenca, e consequentemente,
aumento da infeccéo por transfusdo sanguinea, infec¢do congénita e transplante de 6rgaos
(WHO 2009; Biolo, Ribeiro et al. 2010). Somente no Brasil estima-se de 2,9 a 4,6 milhdes de
pessoas infectadas com a mortalidade anual de cerca de 5 mil individuos (Anais do

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

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario cinetoplastideo Trypanosoma cruzi
pertencente a familia Tripanosomatidae. Essa familia é formada por parasitas obrigatorios.
Os géneros 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, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Dentre as inlmeras espécies, no
Brasil, trés géneros sdo 0s mais importantes responsaveis pela transmissdo da doenca,
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (Kelly 2000; Teixeira, Nitz et al. 2006). Mais

comumente conhecido como barbeiro ou chupanca, os triatomineos adultos possuem
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hébitos noturnos e muitas vezes domiciliares. O controle do vetor é a forma mais eficaz de
combate a transmissdo da doenca de Chagas na atualidade e seus beneficios s&o
evidentes. Porém, o avanco do desmatamento causa deslocamento de animais silvestres
infectados e pode aumentar a transmissdo em novas localidades (Gongalves and Costa).
Assim, a melhoria das residéncias associada a informacao sobre saude e acompanhamento
médico também caracteriza uma frente essencial de combate a transmissdo da doenca
(Salvatella, Irabedra et al. 2014). Em 2006, a Comissao de Iniciativa Intergovernamental do
Cone Sul Contra a Doenca de Chagas declarou que o Brasil foi considerado livre da
transmissdo da doenca de Chagas por vetores da espécie Triatoma infestans, marco
importante visto que essa espécie era endémica em mais de 700 municipios dos doze
estados mais populosos (Schofield, Jannin et al. 2006). Outros paises se beneficiaram com
0 programa, tais como Uruguai, Paraguai, parte da Argentina e Chile, porém este resultado
pode relaxar as politicas publicas e diminuir o investimento, acarretando um atraso muito
grande na reducdo da transmissdo da doenca e controle eficaz da populacdo de barbeiros.
Em todos os casos, a varredura dos bancos de sangue, novos diagndsticos, terapias,
tratamentos e pesquisas se fazem necessarios no combate a este importante agente
etiologico (Schofield, Jannin et al. 2006; Teixeira, Nitz et al. 2006). Uma importante fonte de
transmissao cuja infeccdo aguda leva a uma maior mortalidade ocorre através de caldo de
cana, acai entre outras fontes alimentares que quando sdo maceradas na presenca de
barbeiros infectados levam a transmissdo oral da doencga. Ha estimativas de que 50 mil

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

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

Do ponto de vista de sintomatologia, a doenca de Chagas possui diagndstico
complexo, visto que os sintomas variam dependendo do paciente e muitas vezes sem um
padrdo caracteristico. A doenca de Chagas é divida em duas fases: aguda, e cronica,
valendo ressaltar que nem todos os pacientes apresentam de forma clara sintomas

referentes a essas fases e boa parte destes podendo regredir naturalmente (Andrade,



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 32

Andrade et al. 1994; Rassi, Rassi et al. 2000). Muitas vezes 0s sinais passam
despercebidos, uma vez que a fase aguda pode durar poucas semanas acompanhadas de
sinais nao especificos, tais como febre, taquicardia, fraqueza, linfoadenopatia, sudorese e,
muito raramente, meningoencefalite (Parada, Carrasco et al. 1997). Dois sinais clinicos
especificos que ajudam no diagndstico ainda na fase aguda sao: 1) inflamacédo da pele no
local da entrada do parasito, conhecido como chagoma e 2) o sinal de Romaria bipalpebral.
Porém nem todos os pacientes apresentam estes sinais clinicos (Kierszenbaum 2007; Biolo,
Ribeiro et al. 2010). Além disso, o exame sorolégico somente identifica a doenca na fase
cronica, sendo necessaria para diagndstico durante a fase aguda a deteccao de parasitos
no sangue por microscopia. Estes fatores limitam muito o tratamento eficaz da doenga, visto
gue os dois medicamentos disponiveis atualmente, nifurtimox e benznidazol sé&o
principalmente eficazes na fase aguda. Apesar disso, ha indicios de que no tratamento com
as duas drogas durante a fase cronica ha reducdo da gravidade dos sintomas e pode

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

A forma indeterminada é caracterizada pela auséncia de sinais clinicos, apesar de
poder haver sinais subclinicos. Essa fase dura de meses a décadas, sendo que miocardite,
por exemplo, pode ser indetectavel em eletrocardiograma e raios-X do térax. Estima-se que
dois tercos dos pacientes possuem lesdo no miocardio (Davila, Rossell et al. 1989; Abuhid,
Pedroso et al. 2010). Apenas um terco dos pacientes apresenta sinais na fase crénica,
sendo os mais frequentes sdo danos graves no miocardio levando a arritmias, aneurisma
ventricular apical e falha congestiva no coragdo. Outros sinais frequentes sdo insuficiéncia
cardiaca, megaeséfago e megacélon, porém sdo mais endémicos na regido central do

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

2.1.2 Ciclo de vidado Trypanosoma cruzi
O ciclo de vida do T. cruzi possui um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro
vertebrado (Chagas 1909). Um triatomineo da familia Reduviidae suga o sangue de um

mamifero infectado (Figura 1.1). Este inseto é popularmente conhecido como barbeiro,
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possuindo hébitos noturnos e usualmente urina e defeca durante o repasto sanguineo
(Nagajyothi, Machado et al. 2012). Do sangue do hospedeiro infectado, o barbeiro obtém
basicamente formas tripomastigotas do T. cruzi. Tais formas s&o extracelulares e néo
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 séo 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 divisbes binarias (Figura 1.3). Entdo, as formas epimastigotas passam a
interagir com o epitélio mucoso do intestino do triatomineo e ocorre a transformacéo para a
forma tripomastigota metaciclica através de um encurtamento do flagelo e afinamento do
citoplasma (Figura 1.4). Uma vez formadas, essas formas metaciclicas sédo liberadas na
excreta do barbeiro no momento de um sequente repasto sanguineo (Figura 1.5). O
mamifero pode se infectar por contato das fezes do barbeiro com a lesdo causada pela
picada, interacdo das formas metaciclicas com a membrana mucosa e através da ingestédo
da excreta ou de fragmentos do barbeiro infecatado (Figura 1.5) (Kelly 2000; Tyler and

Engman 2001).

As formas tripomastigotas metaciclicas sao capazes de infectar um grande nimero
de células de mamiferos (Figura 1.6) (Tyler and Engman 2001). A invasdo ocorre com um
direcionamento por microtubulos de lisossomos para a regido de ligagdo do parasito com a
célula, até circundar o parasito e permitir sua entrada (Chiribao, Libisch et al. 2014). A
acidificagdo do meio induz a expressdo de proteinas de evasdo do vacuolo. Uma vez no
citoplasma, ha a diferenciacdo para formas amastigotas intracelulares, que se dividem
assexuadamente até formaram um pseudocisto ou ninho (Figura 1.7). Quando em grande
guantidade, as formas amastigotas atingem a corrente sanguinea apos diferenciacdo para
tripomastigotas sanguineas, que possuem um citoplasma maior que as formas metaciclicas

(Figura 1.8). Essas formas podem escapar dos ninhos e infectar outras células de maneira
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parecida com as formas metaciclicas (Figura 1.7) (Fernandes and Andrews 2012). A
presenca de raras formas amastigotas e, principalmente, tripomastigotas na corrente
sanguinea do hospedeiro mamifero permitem que o ciclo se complete em um posterior

repasto sanguineo do barbeiro (Figura 1.8) (Kelly 2000; Tyler and Engman 2001).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Figura adaptada do sitio da rede

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

2.1.3 Resposta imunolégica na infec¢do pelo Trypanosoma cruzi

A resposta imune inata em mamiferos infectados pelo T. cruzi tem papel essencial
no reconhecimento do parasito e direcionamento adequado para o desenvolvimento da
resposta adaptativa. Na fase aguda da doenca, a resposta imune inata controla a replicacao
do parasito e sua dispersédo pelos tecidos. A Interleucina-12 (IL-12) € a principal responséavel

pelo direcionamento da resposta adaptativa para Thl, através da estimulagdo da producéo


http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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de interferon-y (IFN-y) e ativacdo de células natural killer (NK) (Kayama and Takeda 2010).
O IFN-y também € responséavel pela ativacdo de macréfagos, que, por sua vez, sdo capazes
de eliminar ou impedir multiplicacdo dos parasitos intracelulares através da expressédo da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). De fato, camundongos deficientes em IFN-y,
TNF-a e IL-12 sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi (Kayama and Takeda
2010). Igualmente, somente a presenca de IFN-y e NO ndo sédo capazes de conter a
severidade da infeccao, visto que macréfagos de camundongos deficientes (KO) em LRG-
47, uma GTPase induzida por IFN-y, possuem producdo normal de NO sintase tipo Il e
TNF-a, porém sao ineficazes de eliminagao das formas amastigotas in vitro (Santiago, Feng
et al. 2005). Tais resultados demonstram um papel da LRG-47 na eliminacédo dos parasitos

e indicam a importancia do interferon-y.

A ativacao de receptores do tipo Toll (TLRs) induz a expressdo dessas citocinas por
células do sistema imune, mais especificamente, TLRs 2, 4 e 9 e a molécula adaptadora
Myd88 sdo ativados pela presenca do parasito (Campos and Gazzinelli 2004; Bafica,
Santiago et al. 2006). O TLR2 é fortemente ativados pelas ancoras GPI e pela proteina
secretada do T. cruzi Tc52 (Monteiro, Schmitz et al. 2006). O TLR4 é ativado pela forma
epimastigota do parasito, através do subtipo de ancoras GPI glico-inositol-fosfolipideos
(GIPLs), e seu papel na protecdo contra a infeccdo é controverso. Por fim, o TLRY,
endosomal, reconhece o DNA genbmico do parasito, sendo entdo ativado induzindo
diversas citocinas importantes na eliminacdo do parasito. De fato, estudos mostram que
macrofagos derivados de camundongos deficientes em TLR9 s&o deficientes na producao
de IL-6, IL12p40 e NO (Bafica, Santiago et al. 2006; Bartholomeu, Ropert et al. 2008;
Kayama and Takeda 2010). A infec¢do pelo T. cruzi também ativa resposta imune TLR-
independente, através do reconhecimento direto por Nod1 e ativagdo de NFkB, que levam a
producéo de IFN-y causados pelo aumento da concentracdo de Ca*" intracelular em células

T ativadas (Kayama, Koga et al. 2009; Kayama and Takeda 2010).
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A resposta imunoldgica adaptativa contra a infecg¢éo 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 Il apresentaram mortalidade e parasitemia altas comparaveis aos animais
deficientes em MHC do tipo |, frente ao desafio com T. cruzi (Tarleton, Grushy et al. 1996).
Ja foi demonstrado também que a deplecéo de linfécitos T CD4 em modelo de vacinacao
influencia na mortalidade, ainda que ndo tao fortemente quanto a auséncia dos linfécitos T
CD8 (Paiva, Castelo-Branco et al. 1999; Machado, Cardoso et al. 2006; de Alencar,
Persechini et al. 2009). Ademais, sua ajuda na protecdo € efetiva, uma vez que linfocitos
CD4 do tipo Thl sado capazes de mediar lise provocada por NO, além de serem auxiliadoras
dos linfocitos citotéxicos CD8+ (Rodrigues, Ribeirao et al. 2000). A falta de linfécitos T CD4
em camundongos resultou em menor numero de CTLs e consequentemente
comprometimento da capacidade de protecdo (Padilla, Xu et al. 2007). Os mecanismos
usados pelas CTLs no controle da infeccdo variam desde eliminacdo direta das células
infectadas a secrecdo de citocinas principalmente IFN-y (Haggerty, Meyer et al. 1960;
Muller, Sobek et al. 2003). A producdo de NO por macrofagos é dependente do IFN-y, visto
gue camundongos que nao possuem receptores de IFN-y tém macréfagos deficientes na
producdo de NO (Rodrigues, Boscardin et al. 2003). Ademais, os camundongos deficientes
na producdo de NO sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi de diferentes cepas

(Rodrigues, Ribeirao et al. 2000).

A resposta CD8 é diretamente relacionada a imunodominancia, na qual podemos
encontrar competicdo na apresentagdo de antigenos que restringiria a populagéo especifica
CDS8 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
proteina de superficie amastigota (ASP2) foram detectadas no sangue de pacientes
infectados na fase crénica, indicativo de sua importancia imunolégica (Pan and McMahon-

Pratt 1989). Assim, inUmeros grupos testaram e testam epitopos ou a proteina ASP2



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 37

completa com resultados promissores. Entre eles encontramos uso de proteina
recombinante, vacina de DNA ou virus recombinantes expressando epitopos 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 antiparasitarios mediados pelas células CD8 sdao multiplos, incluindo
secrecdo de citocinas e citotoxicidade direta contra células infectadas (Muller, Sobek et al.
2003; de Alencar, Persechini et al. 2009). Como acima ressaltada a importancia do IFN-y e
das células CD8 esta protecdo se da quando estas células estdo presentes no coracao e
nos tecidos (Silverio, Pereira et al. 2012). Porém, o papel dos linfocitos citotoxicos perforina*
foi também associado a miocardite e disfuncao cardiaca em modelo murino quando células
CD8+perforina+ estavam presentes no tecido cardiaco (Silverio, de-Oliveira-Pinto et al.

2009; Silverio, Pereira et al. 2012).

A resposta humoral tem papel limitado as fases extracelulares do parasito, e sua
remocao ndo impacta negativamente a mortalidade em modelo murino (Hoft, Eickhoff et al.
2007). Entretanto, os anticorpos tém papel relevante na sobrevivéncia a fase aguda e no
controle da parasitemia na fase crénica em camundongos altamente susceptiveis (Umekita
and Mota 2000). Foi demonstrado que terapia com imunoglobulinas poliespecificas, de
doadores saudaveis inoculadas pela via intravenosa melhora a sobrevivéncia em modelo
experimental quando administradas ainda na fase aguda (Olivieri, Vasconcellos et al. 2010).
Um papel muito importante para os linfocitos B na protecdo contra desafio na doenca de
Chagas foi o de células apresentadoras de antigeno, fazendo uma apresentacdo cruzada
dos epitopos imunodominantes para os linfécitos T CD8. Papel este que pbdde ser
confirmado com o aumento da expressdo de MHC | e da molécula co-estimuladora CD80
nas células B na presenca de antigeno de T. cruzi (Hoft, Eickhoff et al. 2007). Foi
identificada deplegéo rapida no numero de células B imaturas na medula 6ssea e periferia

apos a infecgdo pelo T. cruzi, podendo auxiliar no processo de escape do parasito para a
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fase crénica. No baco, h4 uma ativacéo policlonal de células B e T, o que acaba por induzir
apoptose para manutencdo da homeostase via interacdo Fas-FasL e liberacdo de Gal-1

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

2.1.4 Estratégias de vacinacdo contra a infec¢éo por Trypanosoma cruzi

A ineficiéncia do tratamento terapéutico por causa da limitacdo do diagndstico nos
pacientes ainda em fase aguda e o aumento de casos em bancos de sangue em localidades
ndo endémicas, entre outros, tornam atrativos argumentos favoraveis a intervencgao
imunoldgica, tais como vacinacdo para o aumento da eficacia dos tratamentos e prevencao

contra a doencga de Chagas.

Dados os mecanismos de morte celular por CTLs e macréfagos via ativagao por IFN-
y, Dumonteil postulou que uma vacina protetora contra a infeccdo pelo T. cruzi seria
direcionada para o perfil Thl e caracterizada por alta producdo de IFN-y (Dumonteil 2007;
Dumonteil 2009). Além disso, anticorpos liticos e rapida ativacdo de CTLs sdo importantes
no controle da infeccdo (Dumonteil 2009). A participacdo efetiva de células CD4" foi
determinada baseada no fato de que a imunizagdo apenas com epitopos CD8" ndo sido
protetoras em camundongos frente ao desafio com o T. cruzi (de Alencar, Araujo et al.
2007). Por fim, linfécitos B funcionando como células apresentadoras de antigenos
profissionais se mostraram importantes na imunidade protetora induzida por DNA
recombinante (Hoft, Eickhoff et al. 2007). Vale ressaltar que a maioria das avaliagbes de
vacinacgdo contra doenca de Chagas advém de modelo experimental usando camundongos

e que esta € uma limitacdo importante, exigindo cautela nas extrapolagdes.

A ASP2 da subfamilia Il das trans-sialidases é expressa nas formas amastigotas do
T. cruzi e foi capaz de induzir anticorpos e células CD8+ especificas em pacientes na fase
cronica da doencga de Chagas (Pan and McMahon-Pratt 1989; Wizel, Palmieri et al. 1998).
Estudos de vacinacdo utilizando-se deste antigeno com cDNA, proteina ou virus

recombinantes estimularam células CD4" Thl e células CD8" Tc1, resultando em potente



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 39

imunidade protetora em pelo menos trés 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 protecdo cruzada entre diferentes cepas de T. cruzi demonstrou que
poucas cepas podem expressar isoformas diferentes de ASP2 que ndo compartilham
epitopos protetores (Claser, Espindola et al. 2007). O que faz desse antigeno um importante

alvo para vacinacado contra a doenca de Chagas.

2.2 MATERIAIS E METODOS

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 Producéo (BIOT) do Centro de
Pesquisas René Rachou e no Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da
Fiocruz-RJ e mantidos de acordo com as recomendacfes de padrao institucionais. Licenca
do CEUA LW9-09.

Células MDCK foram cultivadas a 37°C em ambiente iumido contendo 5% CO,. As
células foram cultivadas em meio Dulbecco Eagle Modificado completo (DMEM, Sigma)
contendo 1mM de piruvato de sédio, 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-Suigos a intervalos de 14 dias. Os desafios infecciosos foram
efetuados inoculando-se 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6) tripomastigotas sanguineos da
cepa Y via intraperitoneal. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente e a parasitemia
mensurada contando-se os parasitos em 5 pyL de sangue fresco retirado da veia caudal

(Brener 1962).
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2.2.2 Peptideos

Os peptideos da proteina 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

ionizacao eletrospray (Micromass, United Kingdom).

2.2.3 Construcao dos plasmideos para genética reversa dos virus influenza

O plasmideo selvagem (pPRNA) e o dicistrébnico (pPRNA38) do segmento da
neuraminidase (NA) do virus A/WSN/33 (H1N1) foram construidos como previamente
descrito (Machado, Naffakh et al. 2003; Vieira Machado, Naffakh et al. 2006). O gene da
ASP2 foi divido em trés segmentos de 660 pares de base (pb), os quais destacamos a
porcdo medial (M-ASP2) e C-terminal (C-ASP2) por codificarem regies que contém
peptideos imunodominantes conhecidos (Figura 2). Essas sequéncias foram obtidas por
PCR usando o plasmideo pAdCMV-ASP2 como molde (Machado, Cardoso et al. 2006) e
primers especificos para cada porcdo. Os amplicons foram clonados no plasmideo digerido
plgSP ao nivel dos sitios de restricdo reconhecidos pelas enzimas de restricdo Kpnl e Nhel
em tandem com a sequéncia que codifica a cadeia kappa da imunoglobulina murina,
permitindo a secrecdo das porcdes heterdlogas (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 sitio dirigida no vetor pPRNA38 (Figura 2.5). Os
plasmideos 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 — Construcdo dos plasmideos de transferéncia. 1 — Representacdo da
sequencia da proteina de superficie amastigota 2 (ASP2) do T. cruzi denotando a divisdo
em trés partes para recombinacdo com o segmento da neuraminidase do virus influenza.
Este plasmideo é derivado do clone 9 plgSP-ASP2 (Boscardin, Kinoshita et al. 2003), usado
também na constru¢cdo do adenovirus recombinante para ASP2 (Machado, Cardoso et al.
2006). 2 — Ap6s amplificacdo das sequencias génicas correspondentes as regides M e C-
ASP2, foi adicionada a por¢céo secretéria da cadeia kappa de imunoglobulina murina em
tandem em cada uma delas. Ainda estd denotado o posicionamento de correspondéncia
proteica dos epitopos imunodominantes presentes em cada porcdo. 3 — Representacao
esquemdtica do segmento da neuraminidase selvagem do virus influenza, usado para
geracdo do plasmideo recombinante. 4 — Esquema do plasmideo recombinante pPR-NA38
onde podemos notar que ele deriva da conservacdo da sequéncia completa da
neuraminidase, a duplicacao da regidao 3’ nao codificadora (NC), do inserto recombinante, e
da regidao 5 NC. 5 — Representacdo do inserto recombinante de 660 pares de base (pb)
inserido entre as sequencias para clonagem com as enzimas de restricdo Xhol e Nhel
seguido da conservacao dos ultimos 42 nucleotideos (nt) codificadores da neuraminidase.

2.2.4 Obtencao dos virus influenza recombinantes

Os virus 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 x10° por poco)

e MDCK (3 x 10° por poco) cultivadas em DMEM completo suplementado com 10% de soro
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fetal bovino (SFB), foram transfectadas com 0,5ug de cada plasmideo citado abaixo,
utilizando-se o reagente de transfeccdo Fugene® 6 (ROCHE). Na referida transfeccéo,
utilizou-se os plasmideos de transferéncia 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 virus influenza (pPoli -PB1, pPoli-PB2,
pPoli -PA, pPoli -NP, pPoli -M, pPoli -NS e pPoli -HA). Esses plasmideos foram construidos
sob controle da regido promotora e terminal da RNA polimerase | e a sequencia da ribozima
do virus da hepatite 6 para que o DNA que codifica 0 RNA viral seja reconhecido e transcrito
sem modificagbes (Crescenzo-Chaigne, Naffakh et al. 1999). Juntamente com esses 0ito
plasmideos, foram usados na transfeccao quatro plasmideos, cuja regido promotora esta
sob controle pela RNA polimerase Il, responsaveis pela expressao das trés subunidades da
polimerase viral e a nucleoproteina NP (pcDNA-PB1, pcDNA-PB2, pcDNA-PA e pcDNA-
NP). Dessa forma, os oito complexos ribonucleoprotéicos foram constituidos nas células
transfectadas permitindo a transcricdo e a replicacdo de todos 0s segmentos virais e a
sintese de novos virions nas células HEK 293T. Apds 24 horas a 35°C o meio foi substituido
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 obtencéo

dos estoques-trabalho.



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 43

4 plasmideos de Plasmideo de transferéncia Outros 7 plasmideos

expressio do do segmento bicistronico da com os segmentos
complexo da NA ou selvagem virais
polimerase viral e pPOLI-PB1
nucleoproteina NP SR pPOLI-PB2
pCDNA-PB1 gu pPRNA S?SHEQ
pCDNA-PB2 pPOLI-NP
pCDNA-PA pPOLI-M
pCDNA-NP pPOLI-NS
pPRNA38-ASP2
{,‘3 oooooo =D= BIBIND
l 000000 000000
PODIED PO
VNA [C ]
Transfeccao |

Virus recombinantes ou selvagem

CVO® OO C®

OO0 000 R o2}
000 o0 O® " - 5
OO0 oo » BTSN

O0RC OO ORIRRLY 5
0O0ee oooo AR 00 -
00 09 @c Ty A S a1,
foYoyoxo] ooo & s dgacelE e aid: u du C*

Figura 3 — Esquema representativo do experimento de genética reversa dos virus
influenza gerados. O background viral usado foram os segmentos do virus influenza
A/WSN/33. Basicamente os cDNAs do complexo da polimerase viral e nucleoproteina sao
transcritos e traduzidos no complexo VRNP e caso 0s outros 8 segmentos virais estiverem
presentes na polaridade negativa serdo reconhecidos pela polimerase viral e novas
particulas virais serdo geradas. Os plasmideos sao transfectados mais facilmente nas
células HEK e as particulas virais formadas se amplificam melhor nas células MDCK.

2.2.5 Obtencédo dos adenovirus recombinantes

Os AdHu5 recombinantes carreando a proteina ASP2 (Ad-ASP2) e SAG-2 (Ad-
SAG2, ou Ad-CT), sob a sequéncia promotora da (-galactosidase da Escherichia coli, bem
como detalhes dos estudos de geracdo e purificagdo dos virus 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 amplificacdo viral é feita em células
permissivas 293A em meio de cultura DMEM com antibiéticos suplementado com 10% SFB
por uma semana. Os sobrenadantes sdo guardados para posterior amplifica¢cdes, porquanto
os pellets sdo obtidos usando um cell scrapper, acumulados e macerados 80 vezes na

presenca de gelo. Posteriormente o0 macerado € completado com tamp&o Tris-Cl 0,1M e
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submetido a ultra-centrifugacdo na presenca de gradiente supersaturado de cloreto de
césio. Por fim, um anel violeta contendo a maioria dos virus obtidos é removida com o
auxilio de uma seringa. Os virus sdo dialisados com Tris 0,001M e suspensos em Tris-Cl

0,1M e aliquotados. A titulacéo se da diluic6es seriadas em células 293A.

2.2.6 Obtencao dos estoques-trabalho dos virus influenza gerados

Para a obtencdo dos estoques de trabalho, inicialmente foi realizada uma
amplificacdo dos virus obtidos por genética reversa. Para este fim, garrafas de cultura
celular contendo camadas subconfluentes de MDCK (3x10° células/garrafa de 25 cm?)
foram infectadas com 500uL do sobrenadante (SN) da genética reversa para amplificacdo
viral. Ap6s uma hora de adsor¢éo a 35°C, meio DMEM completo contendo 2 % de soro fetal
bovino (SFB) (CUTILAB®) foi adicionado as garrafas que foram entdo mantidas a mesma
temperatura, 5% de CO, por 72 horas. Os sobrenadantes foram coletados, clarificados por
centrifugacdo a 1876 rcf(g) por dez minutos, aliquotados e armazenados a -70°C para a

realizacdo da primeira e segunda clonagem.

O procedimento das clonagens consistiu na infeccdo de placas de cultivo celular de
6 pocos contendo camadas subconfluentes de células MDCK usando diluicbes seriadas das
aliquotas amplificadas. Ap6s uma hora de adsorcao a 35°C, os pocos foram recobertos por
meio semissolido de agarose contendo tripsina, tratada com TPCK, a 0,5ug/mL (Sigma) e
as placas mantidas por 72 horas em estufa a 35°C e 5% de CO,. 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 sdo mantidos em freezer a -70°C.

Os clones obtidos foram entdo aplificados em células MDCK para geracdo do
estoque semente. A primeira e segunda clonagens foram amplificadas em garrafas
pequenas (T25). Nas duas proximas etapas de amplificagdo do estoque-trabalho, a infeccao

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 infeccdo, indicando que se adicionou
aproximadamente um virus para cada mil células presentes na garrafa). Ao fim de uma hora
de incubacdo a 35°C, o meio foi completado para na presenca de 0,5 pg/mL de tripsina

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

A titulacdo dos estoques-trabalho foi realizada em placas de seis po¢os contendo
camadas subconfluentes de células MDCK usando diluicbes seriadas dos sobrenadantes
dos virus sob camada de agarose. 72 horas pos-infeccdo, 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 férmula abaixo, onde n

corresponde ao numero de placas de lise, d (diluicao) e f (fator de corre¢édo=2,5)

UFP=nxd x 2,5

2.2.7 Extracdo de RNA viral e confirmacédo por PCR-transcriptase reversa

O RNA viral dos estoques de trabalho foi extraido utilizando-se o reagente TRIZOL
(Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA extraido foi suspenso
em &agua livre de RNA, e 5 pyL foram usados na reacdo de transcricdo reversa pela
Transcriptase Reversa (RT, PROMEGA) de Virus da Leucemia Moloney Murina (M-MLV)
usando-se o iniciador senso positivo uni-L (5- AGCAAAAGCAGG-3’) cuja sequencia
corresponde aos ultimos 12 nucleotideos 3’ N-terminal conservados de todos os segmentos
virais do influenza (Robertson 1979). As amplifica¢cdes por PCR foram realizadas usando-se
iniciadores (NA/+/1085 and NA/NC/5’) que permitiram a amplificacado de um fragmento que
compreende a regido contendo a sequencia heterdloga, segundo o protocolo de
amplificacdo previamente descrito (Machado, Naffakh et al. 2003). Os segmentos
amplificados foram analisados em gel de agarose 1% e visualizados com corante brometo
de etidio. Por fim, os cDNAs resultantes, extraidos do RNA viral, foram submetidos a

sequenciamento.
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2.2.8 Imunizacbes

Para ensaios de imunizacdo, machos de camundongos C57BL/6 ou C3H/He foram
submetidos a dois protocolos de inducdo e reforco da resposta imune. No protocolo
homologo, para inoculagdo de indugéo (“prime”) nos camundongos, 10® UFP de adenovirus
controle (Ad-CT) ou com o adenovirus recombinante expressando a proteina ASP2 (Ad-
ASP2) foram administrados pela via subcutanea na base da cauda dos animais. No
protocolo heterdlogo, os animais foram anestesiadas via subcutdnea com uma mistura de
Ketamina (15 mg/kg) e Xilazina (0,6 mg/kg) diluidas em PSB 1x estéril, e inoculadas com
dose de 10° UFP de cada virus em 25uL de PBS estéril via intranasal. A imunizagéo de
reforgo (“boost”) foi dada pela via subcutanea com 10° UFP de adenovirus recombinantes

Ad-CTrl ou Ad-ASP2 nos dois protocolos, quatro semanas apés a primeira imunizagao. O

desenho experimental em animais foi representado na figura 6.

Alternativamente, o protocolo homologo com duas doses de influenza foi usado
para verificacdo se ha possibilidade de inducdo de resposta imune anti-T. cruzi neste
protocolo. Para tanto, o procedimento de prime foi idéntico porquanto o procedimento de
boost foi usando 10°> UFP de Flu-M-ASP2 via subcutanea. O esquema abaixo apresenta as

imunizacbes com a dose e via respectiva.

Prime Boost (28 dias ap6s o0 prime)

Virus Dose Via Virus Dose Via
Flu-M-ASP2 10° UFP intranasal Ad-ASP2 5x10" UFP | subcutanea
Flu-C-ASP2 10° UFP intranasal Ad-ASP2 5x10" UFP | subcutanea
Flu-CT 10° UFP intranasal Ad-CT 5x10" UFP | subcutanea
Ad-CT 5x10" UFP | subcutanea Ad-CT 5x10" UFP | subcutanea
—ff- | - - | - /- Ad-ASP2 | 5x10’ UFP | subcutanea
Ad-ASP2 | 5x10" UFP | subcutanea | Ad-ASP2 | 5x10’ UFP | subcutanea
Flu-M-ASP2 | 10° UFP intranasal | Flu-M-ASP2 | 10° UFP | subcutanea
Flu-CT 10° UFP intranasal Flu-CT 10° UFP | subcutanea
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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
guatorze dias apds a imunizacao de reforco. Anticorpos contra a proteina ASP2 foram
detectados por ELISA como previamente descrito (Giraldo, Cannizzaro et al. 2000).
Resumidamente, placas (Maxisorp®, NUNC) foram recobertas com a proteina ASP2
recombinante, His65KDa em 0,2M de carbonato de sddio 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 p6 desnatado a 5% (tampé&o de bloqueio) por
duas horas a temperatura ambiente. Os soros dos camundongos foram diluidos (1/50) em
tampao de bloqueio e adicionados nas placas, seguido de incubacdo por duas horas a
temperatura ambiente. As placas foram entéo lavadas exaustivamente com PBS contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e, em seguida, incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugados com peroxidase (SIGMA) por uma hora a 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). Apés a
interrupcao da reacdo da reacao, as densidades 6ticas de cada reacao foram lidas a 450nm

em espectrofotbmetro (Molecular Dynamics).

Para a realizacdo dos procedimentos de Western Blot o sistema SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sddio) foi preparado nas
seguintes condic¢des: concentracdo de 12% de acrilamida, 0,1% de SDS em tamp&o 1,5M
Tris-HCI, pH 8,8, e um gel de concentragédo (stack) contendo 4% de acrilamida, 0,1% de
SDS em tampao 1M Tris-HCI, pH 6,8. A proteina foi dissolvida em tampao de amostra
(0,35M Tris-HCI pH 6,8; 0.35M SDS; 30% glicerol; 6% - mercaptoetanol; 0,175mM azul de
bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5 min. para a desnaturagdo. A corrida eletroforética foi
realizada em um sistema vertical de eletroforese contendo tampéao de corrida (0,025M Tris-
HCI, 0,192M glicina, pH 8.3, 0,1% de SDS), sob voltagem constante (100V) por 2h. Em

seguida foi realizada a transferéncia das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 48

(Amersham Biosciences). As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween contendo SFB
(CUTILAB, 5%) e cortada em tiras para incubagéo com o soro individual ou pool (controles)
dos animais vacinados. Apés lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-
IgG de camundongo (SIGMA) e a presenca de anticorpos especificos para rASP2 foi
revelada usando filme de raio-X e reveladores adequados (KODAK) ap6s uma reacao

padrdo de quimioluminescéncia (ECL Detection System, Amersham Biosciences).

2.2.10 The Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISpot)

Trés semanas ap0s a imunizacao de refor¢co, os camundongos foram eutanasiados e
0 baco removido para separacao e preparacdo dos esplendcitos. O numero de células T
especificas para ASP2 foi determinado pela técnica de ELISpot, como previamente descrito
(Machado, Cardoso et al. 2006). Resumidamente, placas com fundo de nitrocelulose de 96
pocos (MAHASA45, Millipore) foram incubadas overnight a 4°C com anticorpo monoclonal
anti-IFN-y (clone R4-6A2; Becton Dickson) diluido em PBS estéril. As placas foram entédo
lavadas e bloqueadas por duas horas com RPMI suplementado com 10% SFB. As células
do baco foram mantidas em RPMI a 10% SFB e IL-2 recombinante (100 U/mL). A
viabilidade das células foi avaliada usando excluséo por azul de tripan 0,2%. O numero de
esplendcitos foi entdo ajustado para 1 x 10° células por poco contendo meio de cultura na
presenca ou auséncia dos peptideos especificos imunodominantes na concentracao de 10
pMg/ml de VNHRFTLV (aa 553-560; quando esplendcitos de C57BL/6) ou TEWETGQI (aa
320-327; quando esplendcitos de C3H/He). Dezoito horas apés incubacéo a 37°C, as placas
foram extensivamente lavadas e incubadas com anticorpo anti-IFN-y de camundongo
conjugado a biotina (XMG1.2 Becton Dickson) e, finalmente, com estreptavidina marcada
com peroxidase. As reacdes ocorreram na adicdo de substrato de peroxidase aos pocos (50
mM Tris-HCL, pH 7.5) contendo 3,3’-diaminobenzidinatetrahidrocloreto (DAB a 1mg/mL) e
solucdo de perdxido de hidrogénio a 30% (3 pL/mL). A reacgdo foi interrompida em agua
corrente. Os spots foram contados através do software chamado S5 Core ELISpot

Analyser.
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Para estimar a producéo de IFN-y, os esplendcitos obtidos e incubados por 72 horas
e 5% CO,. A concentracao foi determinada em sobrenadante de culturas sob estimulagao
com os peptideos imunodominantes usando o kit DuoSet (ELISA Development System

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

2.2.11 Perfil fenotipico por citometria de fluxo (FACS)

Para caracterizacdo fenotipica, os esplendcitos obtidos como descrito acima foram
ajustados para 1x10° por poco em meio de cultura contendo GolgiStop™ e GolgiPlug™ de
acordo com instrucdes dos fabricantes (BD Pharmigen) na presenca de anti-CD107a-PE
(BD, Biosciences). Em metade das culturas, uma concentracdo final de 10 upg/ml de
TEWETGQI (aminoacidos 320-327; C3H/He) foi adicionada. Ap6s 12 horas de incubacao,
as células foram marcadas com dextramero TEWETGQI fluorescente fluoresceina
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 analises sem o dextramero). As células foram entdo fixadas e
permeabilizadas usando o kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Em seguida, foram
realizadas as marcac¢des com o0s anticorpos aloficocianina (APC)- anti-IFN-y e APC-cy7 anti-
TNF-a. Por fim, as células foram fixadas em paraformaldeido e 200 a 300 mil eventos foram
adquiridos em citbmetros de fluxo FacsCanto, LSRFortessa ou FacsAria Il (BD,

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

2.2.12 Histopatologia e score inflamatério

O figado, o coragéo e o baco foram removidos imediatamente apds a eutanasia e
processados para analise histopatolégica do dia 15 ap6s o desafio. No processamento, 0s
6rgaos foram imersos em 10% de formalina fosfato-tamponada, e em seguida em alcool
70% até fixagdo em parafina. Os tecidos foram cortados em tiras de 4 um de espessura e

corados com hematoxilina e eosina.
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2.2.13 Ensaio de Protecéo

Decorridas quatro semanas ap0s a imunizacdo de reforco os animais foram
inoculados via intraperitoneal com 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6) parasitos obtidos no
pico da infeccdo do sangue de camundongos Suicos infectados. O monitoramento da
parasitemia foi realizado em diferentes dias pés-infeccdo de acordo com a técnica descrita
por Brener (Brener 1962), resumidamente, 5uL do sangue da cauda dos animais foi
adicionado em lamina lisa e adicionada a laminula (22mmx22mm), sendo contados 50
campos e multiplicados os fatores de correcdo das objetivas e do microscopio. A
mortalidade foi acompanhada diariamente e descrita cumulativamente durante cinquenta

dias.

2.2.14 Anélises estatisticas 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 confirmacéao
da importancia do uso do vetor influenza como prime. O grupo Ad-ASP2/Ad-ASP2 ja foi
previamente caracterizado seu papel protetor, sendo o controle positivo deste estudo
(Machado, Cardoso et al. 2006). Para a comparag¢do entre 0s grupos nos resultados de
ELISA, ELISpot e FACS foi utilizado o teste de Tukey na analise “One-Way Analysis of
Variance (Anova)”. Para analise da parasitemia foi realizado o teste de Bonferoni também

”

dentro da analise “Anova”. O teste de “LogRank” foi utilizado para comparar a sobrevivéncia
dos camundongos apds o desafio com T. cruzi. Software de analises usado: GraphPad

Prism v5.0.



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplica¢do no modelo de doen¢a de Chagas| 51

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Producao dos virus Influenza recombinantes por genética reversa

Os clones de virus influenza HIN1 A/WSN/33 recombinantes ou selvagem (VNA)
carreando o segmento dicistronico da neuraminidase, contendo além da sequencia da NA,
as sequencias génicas que codificam as por¢cdes 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
sequéncia SAG2 (glicoproteina de antigeno de superficie) do T. gondii (Flu-CT), foram
gerados utilizando-se a técnica de transfeccdo por 12 plasmideos conforme previamente

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

Conforme mostrado na figura 4, o tamanho das placas de lise dos virus FLU-M-
ASP2 e FLU-C-ASP2 foi comparavel aquelas do virus FLU-CT e significativamente menores
do que aquelas do virus selvagem vNA. Além disso, os titulos infecciosos desses virus
(1x10° UFP/mI1.4x10° UFP/ml Flu-M-ASP2 e 2.8x10° UFP/ml Flu-C-ASP2) foram
significativamente menores do que aqueles do virus influenza selvagem vNA (1x10°

UFP/mI).

Flu-M-ASP2  Flu-C-ASP2 Flu-SAG2 WT-WSN

Figura 4 — Caracterizacdo fenotipica dos virus influenza recombinantes gerados por
genética reversa. Camadas semi-confluentes de células MDCK implantadas em placas de
6 pocos foram infectadas com diluicdo seriada de virus influenza recombinantes ou
selvagem. Uma hora ap6s a infec¢éo as células foram adicionado meio de cultivo DMEM
em 1% de agarose. 72 horas ap0s a infeccdo a agarose foi removida, as células fixadas em
PFA e coradas com cristal violeta. A contagem da titulagéo resulta em Unidade Formadora
de Placa de lise (UFP).
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As placas de lise menores foram esperadas uma vez que a inser¢cdo de um inserto
heterdlogo da ASP2 foi feita na NA apds a duplicagao da regido 3’ nao codificadora. Como o
complexo da polimerase viral pareia a regido 3'NC com a regido 5’NC para expressao
génica, a regido duplicada inserida antes da ASP2 compete com a 3’ natural, anterior a
neuraminidase e assim afeta o desempenho replicativo viral, uma vez que ela é responsavel

pela liberacao dos virus das células (Vieira Machado, Naffakh et al. 2006).

ApO6s 6 passagens seriadas em células MDCK a estabilidade dos virus
recombinantes foi avaliada apés 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 regido flanqueando o sitio de insercéo
da sequéncia heterdloga (Vieira Machado, Naffakh et al. 2006). Conforme mostrado na
figura 5, a analise dos produtos de RT-PCR em gel de agarose e corados com brometo de
etideo, mostrou que os tamanhos dos produtos de amplificacdo oriundos dos segmentos
dicistrénicos 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, andlise desses produtos de amplificacdo por sequenciamento evidenciou
a auséncia de mutacdes, demonstrando que esses virus sdo estaveis geneticamente (dados

nao mostrados).

1000 —
750 —
500 —
250 —

PM CP M C VS CN
(p-b.) Flu-x-ASP2

Figura 5 — Caracterizagdo genotipica dos virus gerados por genética reversa. Gel de
agarose corado com brometo de etidio visualizado sob fluorescéncia contendo os cDNAs
obtidos por RT-PCR dos extratos de RNA viral e plasmideo controle. Legenda: VS —
influenza selvagem WSN usado como background para a geragdo dos recombinantes; CN —
controle negativo correspondendo ao cDNA gerado através da Transcricdo Reversa do RNA
extraido das células MDCK néo infectadas; PM — marcador de peso molecular em pares de
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base (p.b.); CP — controle positivo correspondendo a um dos plasmideos usado na genética
reversa para geracao dos virus.

2.3.2 Andlise dainducdo da producao de imunoglobulinas especificas

A presenca de anticorpos especificos anti-ASP2 no soro dos camundongos obtidos
14 dias ap6s a imunizacao de reforco foi avaliada pelas técnicas de ELISA e Western blot.
O esquema de imunizacdes estd demonstrado na figura 6. Os resultados apresentados na
figura 7 mostram que o nivel de anticorpos anti-ASP2 foi significativamente maior nos
camundongos C57BL/6 imunizados no protocolo heterélogo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 (Grupo
2) em comparagdo ao controle FIUCT/Ad-CT (Grupo 3). Além disso, 0s niveis de
imunoglobulinas especificas aumentaram de forma significativa em relacdo ao grupo de
animais que receberam uma Unica imunizacdo 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 titulos positivos de
anticorpos, enquanto a maioria ndo apresentou niveis de anticorpos estatisticamente

maiores em comparagao aos controles negativos (Figura 8).

INDUGAO REFORGO ANTICORPOS  CELULAR DESAFIO FIM

SOBREVIVENCIA
PARASITEMIA

0 28 d.a.p. 14 dab. 21dab. 28da.b. 50 d.a.c.

Figura 6 — Esquema representativo do desenho experimental das imunizagdes.
Legendas: d.a.p. — dias apés primeira imunizacdo (prime); d.a.b. — dias apdés a segunda
imunizacéo (boost); d.a.c. — dias apos o desafio (challenge). A inducéo é dada usando Flu-
C-ASP2, ou Flu-M-ASP2, Ad-ASP2 (CP), Ad-CT (CN) ou nenhuma imunuzag&o. 28 dias
apos a inducdo a dose boost € dada usando Ad-CT (CN) ou Ad-ASP2 nos outros grupos.
Duas semanas apos o refor¢co o soro dos animais é obtido. Trés semanas apoés o reforgo os
animais foram eutanasiados e 0 baco removido para analise celular. Quatro semanas apos
a imunizacéo de reforgo os animais foram desafiados com 500 (C3H/He) ou 1000 (C57BL/6)
tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi e medidos parametros de sobrevivéncia.
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C57BL/6

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 CP | CN

65 KDa
PRIME Flu-M-ASP2 Flu-C-ASP2 Flu-CT Flu-CT ~ AdASP2 AdCT
BOOST AdASP2 AdASP2 AdCT AdASP2  AdASP2 AdCT

Figura 7 — Resposta humoral de soro individual de camundongos C57BL/6 vacinados
com virus recombinantes contra a proteina recombinante ASP2. A proteina
recombinante ASP2 (rASP2-his-65KDa) foi carregada em gel de poliacrilamida em
condi¢cdes desnaturantes e transferida a membrana de nitrocelulose a qual foi cortada em
tiras e incubadas na presenca de soro individual diluido 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
fotografico. CP — controle positivo (n=1). CN — controle negativo (n=1).
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Figura 8 — Representacdo grafica do ELISA dos soros de camundongos C3H/He e
C57BL/6 imunizados. Placas de 96 pogcos Maxisorp foram revestidas com a proteina
recombinante ASP2. Depois de blogueadas, os soros de animais C57BL/6 e C3H/He
vacinados nos diferentes protocolos indicados foram adicionados na diluicdo 1/100 em
duplicatas. O.D. — densidade o6ptica. Cada ponto representa a média da duplicata de um
animal. ns — n&o significativo no teste ANOVA e post-test Bonferroni.

E importante ressaltar que a forma infectiva que apresenta a proteina ASP2 no T.
cruzi € amastigota que é uma forma intracelular, assim a eficacia dos anticorpos contra essa
fase do ciclo de vida do parasito é secundaria. Também, é esperado que apenas a por¢ao
C-ASP2 fosse capaz de estimular a promoc¢édo adequada de anticorpos, como demonstrado
anteriormente, que é onde se encontra o epitopo B e no animal C57BL/6 (Araujo, de Alencar

et al. 2005).
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2.3.3 Anélise de resposta imune celular especifica anti-ASP2

A capacidade do protocolo heterdlogo de inducéo e reforgo da resposta imune em
induzir uma resposta imune celular especifica para ASP2 foi demonstrada pela técnica de
ELISpot, como descrito em materiais e métodos (secdo 2.3.9). Resumidamente,
esplendcitos dos camundongos imunizados foram obtidos trés semanas ap0s a imunizacao
de reforco e estimulados ex vivo com o epitopo imunodominante VNHRFTLV (PAS8)
presente apenas na porcao carbdxi-terminal da proteina ASP2 (C-ASP2) quando
apresentado no haplétipo de MHC de classe | H-2K" presente na linhagem de camundongos
C57BL/6. No caso dos camundongos da linhagem C3H/He o epitopo usado foi TEWETGQI
(TEW), cujo haplétipo de MHC correspondente é o H-2K*. Como demonstrado na figura 9,
houve um aumento significativo do nimero de células T CD8+ especificas para os epitopos
PA8 (C57BL/6) e TEW (C3H) e da producdo de IFN-y nos grupos de camundongos
imunizados com Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 e Ad-ASP2/Ad-ASP2. E
importante ressaltar que uma imunizacdo com Ad-ASP2 foi o suficiente para estimular a
resposta T CD8" especifica para ASP2 tanto em camundongos C57BL/6 (Figura 9A) quanto
em camundongos C3H (Fig. 9B). Todavia, tanto o numero de células T CD8+ especificas
produtoras de IFN-y quanto os niveis dessa citocina presente nos sobrenadantes das
culturas dos esplendcitos foram significativamente menores do que aquelas observadas nos
grupos que receberam duas imuniza¢des com virus recombinantes carreando ASP2. Desta
forma, o conjunto dos nossos resultados demonstrou que a capacidade protocolo heterélogo
de inducdo da resposta imune em induzir resposta celular especifica para ASP2 foi
comparavel aquela do protocolo homoélogo. Além disso, nossos resultados demonstraram
gue duas imunizagBes com virus recombinantes sdo necessarias para que seja obtida uma

resposta celular especifica para ASP2 mais robusta.
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Figura 9 — Producdo de IFN-y por esplenécitos de camundongos C57BL/6 (A) e
C3H/He (B) imunizados com virus recombinantes e estimulados ex vivo com
peptideos imunodominantes respectivos. As colunas da esquerda demonstram a
presenca de pontos em pocos de imunospot revelados pela presenca IFN-y (ELISpot) de
esplendcitos totais incubados por 18 horas. As colunas da direita sao resultantes de ELISA
para verificacdo da presenca de IFN-y no sobrenadante dos esplendcitos incubados na
presenca do peptideo respectivo por 72 horas. CFP — células formadoras de pontos; pg/ml —
picogramas por mililitro. n= 8

2.3.4 Ensaios de prote¢cdo em camundongos imunizados

Apo6s os ensaios indiretos (via estimulo ex vivo) de protecdo, os camundongos
imunizados foram submetidos & infeccdo 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
imunolodgica induzida pela vacinacdo 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 relagcédo aos controles no pico parasitério (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 exce¢ao de um. Fica evidente que a resposta imunolégica induzida
por apenas uma imunizagcdo com Ad-ASP2 é capaz de proteger os camundongos C57BL/6
desafiados, visto que de todos 0s grupos que receberam uma imunizagdo com esse virus
apresentou protecao significativa em relacdo aos grupos imunizados com os virus controles

(p<0,001).

Com relacdo a linhagem de camundongos susceptiveis a infeccdo 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 0s grupos controle
negativos (Figura 10D, p<0,001 n=7-9). Porém, quando se observa a mortalidade, apenas a
resposta imunolégica induzida pela vacinacdo com virus influenza carreando a porcao
medial da proteina ASP2 contendo o epitopo imunodominante para o haplétipo H-2K*
conseguiu obter além de atraso e reducdo na mortalidade (cerca de 80%, p=0,05 n=9) em
se comparando ao grupo imunizado com uma dose de Ad-ASP2 (sobrevivéncia de ~30%,
n=9; Figura 10D). E importante ressaltar que essa melhora foi dependente da presenca do
epitopo imunodominante, visto que o grupo imunizado com a porcdo 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 ap0s a imunizacdo de refor¢co os animais foram desafiados via
intraperitoneal com 1000 e 500 parasitos da cepa Y, respectivamente. A parasitemia foi
avaliada como o nimero de tripomastigotas sanguineas por mL de sangue (A, n=4; C, n=8).

A sobrevivéncia dos animais C57BL/6 (B, n=7) e C3H/He (D, n=7-9) foi avaliada até 50 dias
apos o desafio.

2.3.5 Perfil inflamatdrio no tecido de animais vacinados e infectados

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos responsaveis pela maior
sobrevivéncia dos animais vacinados segundo o protocolo heterdlogo, haja vista que os
resultados obtidos com a mensuracdo do numero de parasitas sanguineos n&do foram
capazes de explicar a diferenca de protecdo observada, realizamos analises
histopatolégicas em oOrgdos-alvo da infeccdo pela cepa Y do T. cruzi. Desta forma,
camundongos C3H/He foram imunizados conforme descrito na secdo de métodos. Seis
semanas depois da ultima imunizagdo os animais foram desafiados com 500 parasitos da

cepa Y. Quinze dias ap6s a infec¢do, os animais foram sacrificados e os 6rgaos coletados

para andlise histopatolégica.
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Conforme observado na figura 11, a analise histopatolégica no figado, baco e
coracao, ainda que tenha demonstrado uma diminui¢cdo das lesGes patoldgicas nos 6rgéaos
dos animais imunizados com virus recombinantes carreando ASP2, esses resultados néo
evidenciaram diferencas entre os grupos Ad-ASP2, Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 e Ad-ASP2/Ad-
ASP2. Estes trés grupos foram capazes de controlar a inflamacgéo exacerbada em relacdo

aos 6rgaos dos animais nao infectados (Figura 11).
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Figura 11 - Perfil inflamatdrio no figado, coracdo e bago de animais imunizados e
infectados. Figado, cujo score foi classificado como: 1, foco inflamatorio tecidual discreto;
2, focos multiplos de inflamacdo no figado e presenca de infiltrado inflamatério; 3,
inflamacéo extensa e generalizada, focos inflamatérios grandes e interligados, nitida
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perturbacdo do parénquima. Coracao, cujo indice inflamatério foi considerado: 0, nenhum;
1, leve; 2, moderado; 3, intenso. Baco, cujo indice inflamatério foi considerado: 0, ativacao
normal; 1, foliculos linfoides aumentados em grau leve; 2, aumentados em grau moderado;
3, aumentados em grau intenso. Os scores histopatolégicos foram classificados como a
média +SEM. Nao houve diferenca estatistica entre os scores analisados.

2.3.6 Perfil fenotipico das células CD8 efetoras

Em seguida, 21 dias ap6s a imunizagédo de reforco investigamos o perfil fenotipico
dos esplendcitos dos animais C57BL/6 quanto a producdo de IFN-y e TNF-a. E importante
salientar que as janelas de analise escolhidas para todas as analises fenotipicas seguiram o
perfil demonstrado na figura 12A. Coerente com os dados de ELISpot e ELISA do
sobrenadante de esplendcitos estimulados, os dados de citometria indicaram que o0 grupo
Ad-ASP2/Ad-ASP2 possui a melhor producéo tanto de TNF-a (Figura 12B) quanto de IFN-y
(Figura 12C). Os grupos imunizados com influenza carreando as por¢bes medial e C
terminal da ASP2 seguido de boost com Ad-ASP2 apresentaram maior producdo de TNF-a
do que o controle somente uma dose de Ad-ASP2 (Figura 12B). Entretanto, a producao de
IFN-y é comparavel entre estes trés grupos (Figura 12C) e estd de acordo com a
parasitemia e mortalidade observadas. Uma vez que os animais C57BL/6 sdo considerados
resistentes, a diferenca fenotipica ndo foi o suficiente para confirmar a essencialidade de
duas imunizacgbes para protecao contra infeccdo aguda experimental com a cepa Y de T.

cruzi neste modelo.

Modelos de resisténcia usando C57BL/6 demonstraram prote¢do total com outros
virus recombinantes, incluindo influenza, adenovirus e virus sendai, além da proteina
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). Indispensavel ressaltar
gue é a primeira vez que um grupo demonstrou que a imunizagdo com apenas uma dose de

Ad-ASP2 é capaz de proteger animais C57BL/6 contra infeccdo aguda pelo T. cruzi.
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Figura 12 — Perfil fenotipico de esplenécitos de animais C57BL/6 imunizados. Trés
semanas apos a dose de reforgco os animais foram eutanasiados e o bago removido para andlise dos
esplendcitos por citometria de fluxo. As janelas de analises estdo demonstradas em A, que
representa um animal do grupo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2. A ordem de janelas foi: demarcacdo de
linfocitos pelo tamanho e granulosidade, seguido da selecdo de linfécitos CD8 e CD3 positivos. Desta
janela analisamos as citocinas intracelulares TNF-a e IFN-y em separado e duplo positivas, que sdo
praticamente iguais as IFN-y positivas em %. Os marcadores foram anti-CD8-PeCy7, anti-CD3 PerCP,
anti-IFN-y-APC e anti-TNF-a-PE. Estdo descritas as porcentagens de linfécitos T CD8 positivos para
TNF-a (B) e IFN-y (C). Este grafico é representativo de dois experimentos independentes.

Com relacdo aos camundongos susceptiveis C3H/He, a parasitemia, o peffil

inflamatorio tecidual, a produgcé@o de anticorpos e a producgéo estimulo-especifico de IFN-y
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medidos por ELISA ou ELISpot também n&o foram capazes de explicitar a diferenca
observada na protecdo dos animais C3H/He. Assim, a proxima etapa do nosso trabalho
consistiu num aprofundamento da analise do perfil das células CD8 especificas ativadas

pela vacinagéo para entendermos a diferenga de protecéo.

Na andlise de polifuncionalidade de producdo de IFN-y, TNF-a e na mobilizacédo do
marcador de superficie CD107a (citotoxicidade indireta), o perfil entre os grupos vacinais foi
muito parecido com o ELISpot (Figura 13A). Com excec¢do das células produtoras de IFN-
y+CD107a+ e somente CD107a, os outros perfis efetores ndo demonstraram diferenca
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 o0s controles
negativos (Figura 10), demonstrando sua importdncia mesmo em modelos de
susceptibilidade. E importante salientar este dado, visto que apesar de ser comum na
literatura protocolos utilizando Adenovirus recombinantes em prime-boost, o controle com

uma dose de Adenovirus sozinho em geral é ignorado.
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Figura 13 - Perfil efetor polifuncional indireto sob estimulacdo com peptideo
TEWETGQI. Representacdo grafica de dados gerados em esplendcitos de camundongos
C3H/He imunizados, estimulados por 12 horas na presenca de Brefeldina A e Monesina,
marcados e submetidos a citometria de fluxo. O grafico da A indica a porcentagem de
células CD8+ positivas para qualquer um dos parédmetros estudados, IFN-y, TNF-a ou
CD107a. Perfil booleano da producéo de citocinas e mobilizacdo de CD107a (B). O grupo
ndo imunizado e nao infectado NI/NI (n=3) foi o controle negativo.
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Nossos resultados ndo foram capazes de explicar a diferenca de protecdo observada
nos animais vacinados segundo diferentes protocolos de imunizacdo. Apesar de as células
terem sido estimulados com um peptideo especifico para os linfécitos T CD8+, essa técnica
ndo permite a distincdo dos linfécitos T CD8+ que sdo especificos para esse peptideo
imunodominante, um mecanismo imunoldgico importante na infeccdo 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 protecao
em um protocolo de vacinacéo anterior utilizado pelo nosso grupo (de Alencar, Persechini et
al. 2009). Nao apenas isso, mas animais deficientes em perforina sucumbem a infeccéo de
forma agressiva quando infectados com a cepa Y de T. cruzi (Muller, Sobek et al. 2003). A
presenca destas células no coracdo de animais infectados com a cepa Colombiana de T.
cruzi foi diretamente relacionada com patologia no modelo cronico de infeccdo da doenca
de Chagas (Silverio, Pereira et al. 2012). Quando avaliamos esplendcitos dos animais
vacinados, o Unico grupo que apresentou um acréscimo na producdo de perforina pelas
células CD8+ estimuladas com o peptideo imunodominante foi o grupo onde vacinamos
com influenza-M-ASP2 e Ad-ASP2 (Figura 14). No contexto de infeccdo aguda que
utilizamos esta resposta muito provavelmente esta mais préxima da relacédo de protecdo do
gue de patologia, corroborando os dados de Muller e colaboradores em 2003 (Muller, Sobek
et al. 2003). Por fim, vale ressaltar que ndo avaliamos a presenca desta proteina no tecido
cardiaco dos animais.
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Figura 14 — Andlise da frequéncia de células CD8+ produtoras de Perforina sob
estimulacdo. 21 dias apdés a imunizacdo de refor¢co esplendcitos dos animais vacinados
foram purificados, marcados e submetidos a citometria de fluxo na presenca de Brefeldina A
com e sem estimulo com o peptideo imunodominante TEWETGQI. A linha pontilhada
representa o background.

Assim, o préximo passo consistiu na andlise do perfil especifico usando um
dextramero de MHC que ancora o peptideo CD8 imunodominante TEWETGQI marcado
com FITC para consideracdo da frequéncia das células CD8 especificas contra T. cruzi.
Como demonstrado na figura 15, os esplendcitos dos camundongos imunizados com FluM-
ASP2/Ad-ASP2 apresentaram maior numero de linfocitos T CD8+ que ligaram ao

dextramero contendo o epitopo imunodominante.
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Figura 15 — Analise da frequéncia de células CD8+ imunodominantes. 21 dias apés a
imunizacdo de reforco os esplendcitos foram purificados, marcados e submetidos a
citometria de fluxo. Esta representada a frequéncia e o numero de células T CD8+ que se
ligam ao dextramero contendo MHC-I complexado com o peptideo imunodominante
TEWETGQI entre 30 mil esplendcitos CD8+. As janelas de andlise foram: selecdo de
singlets (FSC-A versus FSC-H); linfocitos por tamanho e granulosidade e; sele¢cdo de CD8+
e DextrAmero+.

Além disso, como demonstrado na figura 16, a principal subpopulagéo
CD8+dextramero+ encontrada nos animais vacinados foi CD107a positiva seguida da
populacdo triplo positiva (IFN-y, TNF-a e CD107a). O perfil percentual induzido pela
vacinagcdo com Flu/Ad-ASP2 é muito proximo ao do grupo imunizado com Ad-ASP2, onde
as células CD8+IFN-y+TEWETGQI+ se apresentaram em uma frequéncia 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 subpopulacdes imunodominantes protetoras, enquanto o prime com
influenza permite o aumento da frequéncia destas populacdes. Uma segunda dose de Ad-
ASP2, usando o mesmo virus como prime, altera o perfil para um mais citotoxico e menos
imunomodulatério, caracterizado por maior inducao de células efetoras que mobilizaram o
marcador de superficie CD107a (96,5%), conquanto no grupo Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 esta
porcentagem é de 71,4. Notadamente os adenovirus recombinantes sdo 0s maiores
indutores de Thl dentre os vetores vacinais, explicando o fato. Nao houve diferenca de
perfil fenotipico nas populagfes de linfocitos efetores dextrdmero negativas entre os trés

grupos imunizados com Ad-ASP2 (Figura 13).
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Figura 16 - Analise fenotipica de imunodominéncia nos esplendcitos de
camundongos imunizados. As janelas de analise foram: selecdo de singlets (FSC-A
versus FSC-H); linfécitos por tamanho e granulosidade; selecdo de CD8+ e Dextramero+;
gates individuais para cada citocina e analise booleana. Percentuais de células com perfil
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efetor dentro de células T CD8+ dextramero TEWETGQI+ nos diferentes protocolos vacinais
ou em animais ndo imunizados. O numero total de células efetoras foi considerado 100% o
namero de esplendcitos com cada perfil foi multiplicado proporcionalmente para gerar os
gréficos.

O tamanho da populagéo imunodominante, superior a 10% do total de CD8+ dentre
os esplendcitos analisados, € um sinal de diferenca entre os protocolos vacinais, e a
imunodominancia é demonstrada ser de importante para prote¢cdo em nas infec¢bes 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 adenovirus pode ser explicada de duas maneiras ja descritas na literatura: 1
— 0 protocolo homologo de vacinacao resulta em uma resposta imunolégica secundaria anti-
vetor, diminuindo assim a resposta direta contra o antigeno heterélogo inserido (Hovav,
Panas et al. 2007; Radosevic, Rodriguez et al. 2009). 2 — A prépria imunogenicidade do
vetor adenovirus humano do tipo 5 resulta em grandes popula¢des imunodominantes, vindo
a competir a imunodominancia do inserto heterélogo, como demonstrado por Schirmbeck e
colegas em 2008 (Schirmbeck, Reimann et al. 2008). Esta hipdtese encontra subsidio em
estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, 0s quais demonstraram que a
imunizagdo com plasmideos e/ou adenovirus codificando somente o0s epitopos
subdominantes da ASP2 foi menos eficaz em induzir imunidade protetora do que a
imunizacdo com esses vetores codificando o epitopo dominante (Dominguez, Silveira et al.

2011). Um modelo desta hipétese se encontra na figura 17.
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Figura 17 — Protocolos de inducéo e refor¢co da resposta imune. O eixo Y representa a
magnitude da resposta imune humoral (principalmente IgG) apds vacinacdo usando virus
recombinantes. No grafico da esquerda se entende que duas imuniza¢des usando 0 mesmo
vetor resultam em uma resposta anti-vetor secundaria que pode prejudicar a resposta
humoral anti-gene de interesse. Por sua vez, o gréfico da direita demonstra que o uso de
dois vetores diferentes evita a resposta secundaria anti-vetor e permite uma expansao mais
apropriada da resposta humoral anti-gene de interesse.

Para averiguar se duas doses de Flu-M-ASP2 é incapaz de estimular linfécitos T
CD8+ especificos contra ASP2 imunizamos animais com estes virus via intranasal como
prime e via subcutanea como imunizacéo de reforco 28 dias depois. Como pode ser visto na
figura 18, apenas o protocolo Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 foi capaz de estimular a produgdo de
IFN-y em esplendcitos estimulados com peptideo TEWETGQI. O resultado é esperado uma
vez que a imunizacdo com influenza uma dose é capaz de induzir a geracédo de anticorpos

anti-influenza e neutralizar uma segunda imunizacao.
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Figura 18 — Inducé&o de IFN-y pelo protocolo homdlogo de vacinagdo com influenza. 21
dias apdés a imunizagdo de reforco os camundongos C3H/He foram eutanasiados e o0s
esplendcitos obtidos e incubados em placas de ELISpot revestidas com anti-IFN-y com e
sem estimulo peptideo-especifico. Apdés 18 horas de incubacgéo as células foram removidas
e as placas incubadas com anti-IFN-y conjugado a biotina e reveladas com TMB. O namero
de pontos foi avaliado com o auxilio de software descrito em materiais e métodos.

O uso de virus influenza recombinantes como vetores em protocolos heterdlogos de
imunizacdo previamente demonstrou induzir resposta imune protetoras contra doencas
infecciosas, tais como malaria e toxoplasmose (Gonzalez-Aseguinolaza, Nakaya et al. 2003;
Machado, Caetano et al. 2010). Ademais, na apresentacdo de antigenos heterdlogos serve

como alternativa a outros vetores no desenvolvimento de uma vacina contra a doenca de
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Chagas uma vez que ja 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 nés mostramos aqui que em uma linhagem resistente, apenas uma imunizacao
com Ad-ASP2 foi suficiente para alcancar protecdo. Todavia, o uso de adenovirus encontra
limitagdes, tais como imunidade prévia, além de falharem em demonstrar em humanos a
mesma protecdo vista em primatas ndo humanos (Abbink, Lemckert et al. 2007), o que

justifica a procura de novos vetores alternativos.

O uso de virus influenza vivos replicativo pode ser visto como uma alternativa aos
virus adaptados a baixas temperaturas que possuem algumas limitagbes no uso para
vacinacdo em idosos ou pela grande quantidade de virus necessaria para causar protecao
(Cox, Brokstad et al. 2004). Também serviriam como alternativa para virus influenza
truncados na proteina Nao-Estrutural 1 (NS1), uma vez que seu truncamento pode inibir a
inducéo do sistema imune adaptativo por suprimir a funcédo da célula dendritica que € crucial
para protecdo em doencas infecciosas (Fields, Knipe et al. 2007). A resposta imune
induzida pelos virus influenza recombinantes dicistrdbnicos na neuraminidase como prime foi
alcancada em baixas doses de virus (1000 virus por animal) e a resposta gerada com a
dose reforco com adenovirus recombinantes foi capaz proteger camundongos susceptiveis
frente a infeccdo, 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 € um assunto recente na literatura de vacinas, na
qual o paradigma em que h& a maior producdo de IFN-y ndo € mais a maneira mais
adequada de se alcancar protecdo em algumas doencas infecciosas, como o HIV
(Masopust 2009; Kim, Rerks-Ngarm et al. 2010; Varadarajan, Julg et al. 2011). Nosso
protocolo de vacinacdo heterélogo usando Flu-M-ASP2 ou Flu-C-ASP2 como imunizagédo de
inducdo e Ad-ASP2 como refor¢o puderam estimular uma grande producéo de IFN-y, porém
esta producdo ndo foi completamente relacionada com protecdo no modelo susceptivel

C3H/He. Os fatores responsaveis pela prote¢cdo no grupo imunizado Flu-M-ASP2/Ad-ASP2
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gue estdo ausentes no grupo imunizado Ad-ASP2/Ad-ASP2 provavelmente tém correlagcéo
direta com imunodominancia e suas subpopulagbes efetoras induzidas pela vacinagao,

como demonstramos estar alterada entre os diferentes grupos de animais vacinados.

2.3.7 Perfil fenotipico das células CD8 de meméria e capacidade de protecao

O desenvolvimento de novas estratégias vacinais para o novo século encontra
alguns obstaculos importantes, tais como manter imunidade efetora em criancas, seguranca
de adjuvantes, seguranca dos conjugados e geracdo e manutencdo de memoria
imunoldgica (Plotkin  2005; Plotkin 2014; Rappuoli, Pizza et al. 2014). Os virus
recombinantes usados nesta tese, adenovirus e influenza, dispensam o uso de adjuvantes e
possuem mecanismos de atenuacdo para aumento de seguranca. Os virus influenza
(WSN/33) sdo adaptados a camundongos (Machado, Naffakh et al. 2003; Vieira Machado,
Naffakh et al. 2006) e os adenovirus (AdHu5) sao deficientes em replicacdo (Caetano,
Bruna-Romero et al. 2006; Machado, Cardoso et al. 2006). Também mostramos que uma
dose de adenovirus-ASP2 é capaz de proteger a linhagem resistente de camundongos
contra a infeccdo com T. cruzi na fase efetora. Entretanto, inUmeros estudos sugerem a
relevancia do modelo de duas imunizacbes para geracdo de linfécitos T CD8 de memdria
(Hovav, Panas et al. 2007; Masopust 2009; Nolz and Harty 2011). Neste contexto testamos
a capacidade da imunizacdo prime-boost Flu/Ad-ASP2 na geracdo de memoria T CD8

especifica em C3H e protetora na infec¢éo experimental contra T. cruzi.

Investigamos primeiramente a geracéo de popula¢cdes de memoria e efetores 21 dias
apos a imunizacdo de boost. As janelas de andlise sdo apresentadas na figura 19. E
importante salientar que as populacbes CD8 foram diretamente marcadas (Figura 19A),

porquanto as populag¢des CD4 foram consideradas CD8-CD3+ (19B).
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Figura 19 — Janelas de analise das popula¢cdes de memoria 21 dpb. Ao menos 200 mil
eventos foram adquiridos de esplenécitos de camundongos C3H/He imunizados nos
deferentes protocolos vacinais. Os singlets foram escolhidos dando origem ao gréfico 1, do
gual selecionamos por tamanho VS granulosidade a populacdo de linfocitos. Entdo, as
populacdes CD8(A) e CD4(B) foram selecionadas pelos marcadores CD8 e CD3 (2). Dentro
de cada uma dessas populacbes os marcadores CD62L e CD44 foram usados para
diferenciacdo de subpopulacbes de memoéria (3). As populacdes efetoras foram
diferenciadas usando CD127 em histograma como sera demonstrado posteriormente.

As moléculas CD44 e CD11a (ITGAL) sdo moléculas co-estimulatérias e adesinas
expressas em linfécitos ativados, enquanto a molécula CD62L (ou L-selectina) é uma
molécula de adeséao de linfécitos residentes em tecidos linfoides, geralmente expresso em
baixas quantidades em células efetoras (Hovav, Panas et al. 2007; Nolz and Harty 2011). J&
a molécula CD127, ou receptor da interleucina-7 esta presente em diferenciacdo de
linfocitos e nas popula¢gdes de memoria (Nolz and Harty 2011). Como apresentado na figura
20, as populagbes de memoria central (CD44+CD62L"CD127") tanto CD8 (Figura 20A)
guanto CD4 (Figura 20B) ndo apresentaram diferenca entre os protocolos vacinais com
excecdo do grupo Ad/Ad-CT em comparacdo com o grupo imunizado uma vez com Ad-
ASP2. Das populacdes de linfécitos T CD8+ efetoras CD44+CD62L°CD127° todos os
grupos imunizados ao menos com uma dose de Ad-ASP2 apresentaram uma expansao
significativa em relagdo aos controles ndo infectados ou imunizados com os virus controle
(Figura 20A). Por outro lado, este aumento ndo foi visto nas populacdes efetoras T CD4
(Figura 20B). Por fim, as populacdes CD8+ de meméria efetora, CD44+CD62L"°CD127"

consideradas protetoras em modelos de infecgcdo por T. cruzi (Padilla, Bustamante et al.
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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 0s animais vacinados com os virus controle. Figura 20A. Diferentemente,
as populacdes CD4 de memdria efetora apresentam uma retracao significativa em todos os
protocolos vacinais, exceto Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, quando comparados com 0s animais ndo

imunizados nem infectados (Figura 20B).

[JNUNI B Ad-CT/Ad-CT M Flu-CT/Ad-CT W ---//--/Ad-ASP2
[] Ad-ASP2/Ad-ASP2 [l Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 [ Flu-M-ASP2/Ad-ASP2

A Estimuladas

T [

Meméoria Central Célula Efetora  Memoria Efetora
CD44+CD127hiCD62Lhi CD44+CD12710oCD62Lhi CD44+CD127hiCD62LIo

% Esplendcitos CD8+

Estimuladas

B 154 —T T T T T

T

10;
5. ns
0.

Memoria Central Célula Efetora Memoria Efetora
CD44+CD127hiCD62Lhi  CD44+CD12710CD62Lhi CD44+CD127hiCD62LIo

% Esplendcitos CD4+

Figura 20 — Perfil das populagbes de memoria de esplendcitos de animais C3H/He
imunizados 21 dpb. Camundongos C3H/He foram imunizados como descrito em materiais
e métodos. 21 dias apos o boost os animais foram eutanasiados e o bagco removido e os
esplendcitos preparados para citometria de fluxo. As janelas de analises foram: singlets;
linfécitos; A — populacdes CD8+CD3+. B — populagcdes CD8-CD3+; entdo CD44 e CD62L
como descrito na figura 19 e; CD127. As populac¢des foram dividas em células CD8 ou CD4
efetoras, de memaria central ou de memdria efetora. * p<0,05; ** p<0,01 e; *** p<0,001.
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Com os resultados das populacdes de memodria formadas ainda 21 dias apos a
imunizacdo de reforco investigamos a longevidade e capacidade de responder a estimulos
destas populagbes 120 dias ap6s o boost. As figuras 21 a 23 foram adquiridas nho mesmo
experimento (n=4). Como visto na figura 21, o nimero de linfécitos CD8+ imunodominantes
para o peptideo TEWETGQI (dextramero+) decresce de forma abrupta nos grupos
imunizados com Flu-M-ASP2/Ad-ASP2, enquanto esta reducdo ndo é tdo acentuada em
relacdo a 21 dias apds o reforco nos camundongos que receberam duas doses de Ad-
ASP2. Este resultado pode ser devido a persisténcia do adenovirus no tecido, ja
demonstrado anteriormente poder ficar até 100 dias expressando a proteina heteréloga
(Schirmbeck, Reimann et al. 2008; Wortmann, Vohringer et al. 2008). Entretanto, se os
adenovirus também sédo dados via subcutdnea no boost no grupo primo imunizado com
influenza, a razéo mais provavelmente seria o local onde as células sao estimuladas. Como
o influenza prima as células no pulmao, quando a imunizacédo de reforco é dada as células
especificas tenderiam a se multiplicar nos linfonodos associados aos pulmdes, a qual ndo é
mantida estimulada pelas células apresentadoras de antigenos apdés a contracdo da
resposta imune (Maini, Casorati et al. 1999), que estardo apresentando nos linfonodos
associados a imunizacdo subcutanea do adeno. Ainda, ambas as populacdes dex+ sdo
menores que 1%, o0 que ocorre é que 0 gate é para todos os eventos. Em nameros
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 linfécitos. Assim, a reducdo € de ao menos 5
vezes para o protocolo Flu/Ad enquanto ndo houve redugdo para o grupo Ad/Ad em se

comparando a frequéncia dessas populagdes encontrada 21 dias ap0s o boost.
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Naive Flu-M-ASP2/AdASP2 AdASP-2/AdASP2

APC-TEWETGAQI

PerCP-CD8

Figura 21 — Populacdes CD8+Dextramero TEWETGQI+ 120 dias ap6s dose de reforco.
Animais C3H/He foram imunizados e 120 dias ap6s o boost os animais foram submetidos a
eutanasia e os esplendcitos preparados para citometria sem estimulacdo representando um
pool de 4 animais em duplicata. O maximo de eventos foi adquirido (entre 230 e 430 mil) e a
Unica janela de andlise usada é a apresentada na figura. Portanto, as porcentagens sao
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 reducdo da populacdo imunodominante para o epitopo TEWETGQI
as células imunodominantes apresentaram um perfil ativado, sendo sua maioria (59% no
grupo FIu/Ad-ASP2 e 70% no grupo Ad/AdASP2) efetora ou de memoria efetora (Figura
22A). O grupo imunizado com influenza possui 10% a menos de célula efetora e 10% a
mais de célula de memoria central, em se comparando com o grupo Ad/Ad-ASP2 (Figura
22A). Ademais, fatores de diferenciagdo de células de memdria efetora ou efetora indicam
uma maior frequéncia de células efetoras CD127"° no grupo imunizado com Ad/AdASP2
(77%, Figura 22B). Estes dados confirmam uma maior eficiéncia do vetor adenovirus na

manutencdo de memoria especifica anti-T.cruzi 120 dias apds o boost.
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Figura 22 — Populagbes de linfécitos CD8+ imunodominantes de memadria. Animais
C3H/He foram imunizados e 120 dias apd6s o boost os animais foram submetidos a
eutanasia e os esplendcitos preparados para citometria sem estimulacdo sendo o n de 4
animais em duplicata, 1 milhdo de células por poco. As populacbes dos animais nao
infectados ndo imunizados (naive) incluem todas as células CD8+. Os outros graficos de
dotplot apresentam populacdes CD8+Dex+. A — Grafico apresentando as populacbes CD44
x CD62L dextrAmero+ acompanhado dos histogramas de comparacdo das populacdes
CD8+ dextramero+ e CD8+ sobrepondo dextramero-. B - Gréfico das populagbes CD11a x
CD127 dextramero+ acompanhado dos histogramas de comparacédo das populagées CD8+
dextramero+ sobrepondo CD8+ dextramero -.

Estimulamos entdo os esplendcitos obtidos dos animais imunizados 120 dias ap6s o
reforco com peptideo TEWETGQI por 12 horas na presenca de Brefeldina A para
verificacdo da producgéo de citocinas (n=3). Como podemos ver na figura 23, ndo apenas as
frequéncias das populacdes de memoria efetora e efetora estdo maiores no grupo
imunizado com Ad/Ad-ASP2, em se comparando com Flu/Ad-ASP2, mas também sua

funcdo efetora total, demonstrada pela produgdo de CD107a e IFN-y sob estimulagc&o
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(Figura 23). Vale ressaltar que o mesmo ocorre para a producdo de TNF-a (dados nao

mostrados).
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Figura 23 — Perfil efetor de esplendcitos estimulados com o peptideo TEWETGQI 120
dpb. Animais C3H/He foram imunizados e 120 dias apés o0 boost os animais foram

submetidos a eutanasia e 0s esplendcitos preparados para citometria sem estimulagéo
sendo o n= 3. Os esplendcitos foram cultivados na presenca ou auséncia de 10mM do
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peptideo TEWETGQI e Brefeldina A a 37° e 5% CO, por 12 horas, marcados para CD8-
PerCP, fixados/permeabilizados e marcados para citocinas intracelulares e submetidos a
citometria. Cada coluna indica um animal individual em linhas que indicam o grupo e se a
janela representada foi de esplendcitos estimulados ou incubados com meio de cultura sem
estimulacéo. O eixo Y representa o marcador indireto de citotoxicidade CD107a e o eixo Y a
citocina IFN-y.

Por fim, para verificagdo se a resposta de memoaria induzida pela imunizacdo com os
virus 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 apés
a imunizacéo de reforco 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 sobrevivéncia final variando entre 15 e 25%
(Figura 24). O grupo imunizado com duas doses de Ad-ASP2 apresentou 0 maior atraso na
mortalidade em ambos os experimentos, apesar de néo significativo (p>0,05). O conjunto de
dados de memodria indica que ha geracdo e manutencdo de uma resposta de memoria
minima capaz de evitar a letalidade de menos de um quarto 0os animais contra um desafio
10x menor que o usado na fase efetora. Vale ressaltar que a infeccdo experimental com a
cepa Y é aguda e ndo comparavel com uma infeccdo natural. Uma infeccdo com a cepa

Colombiana seria mais apropriada para este experimento.
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Figura 24 — Parasitemia e mortalidade de animais imunizados e desafiados 130 dias
apés a imunizacdo de reforco. Camundongos C3H/He imunizados com os diferentes
protocolos vacinais foram desafiados com 50 parasitos da cepa Y 130 ap0s a imunizacdo de
reforco. A parasitemia foi realizada em 5yuL de sangue em laminulas de 22x22mm e
contagem em microscopio Optico até a queda do pico. A mortalidade foi acompanhada até o
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dia 50 ap6s o desafio. A protecdo e a reducdo do pico de parasitemia foram
estatisticamente significativas (p<0,05) comparados com 0s controles negativos.

3 CONCLUSAO

As vacinas sdo consideradas como uma das maiores conquistas da saude publica
na prevencdo de mortes e enfermidades (Organization 2014). O maior mecanismo de
sucesso das vacinas ja disponiveis consiste na producdo de anticorpos e estimulagcédo de
resposta de plasmadcitos B de memaria (Finco and Rappuoli 2014). Apesar do seu sucesso,
inimeras doencas humanas continuam sem vacinas disponiveis, e a maioria delas é
causada por patégenos intracelulares. Por isso, na area da vacinologia houve um esforgo
dos ultimos 15 anos para que encontrar vacinas que induzam uma potente resposta CD8+
(Plotkin 2005; Miyahira 2008; Jacobs, Langland et al. 2009). Os virus recombinantes
despontaram como promissores vetores vacinais, visto que séo parasitas intracelulares e
podiam dispensar o uso de adjuvantes, entre outras vantagens (Kay, Glorioso et al. 2001;
Small and Ertl 2011). Neste contexto os adenovirus despontaram como principal vetor viral,
sendo escolhidos e levados a testes clinicos para doencas como cancer, hepatite e malaria,
e outras doencas (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 adenovirus venham a ser vacinas para uso em
humanos, algumas doencas serdo priorizadas e ha a limitacdo devido a protecdo cruzada
(Wortmann, Vohringer et al. 2008). Recentemente, resultados animadores demonstraram
protecdo robusta em humanos vacinados com adenovirus contra tuberculose mesmo

guando ja tiveram contato anterior com AdHu5 (Smaill, Jeyanathan et al. 2013).

Nosso grupo estuda o0 uso de um vetor alternativo, o influenza, que pode ser
modificado geneticamente através do uso da técnica de genética reversa. Os virus influenza
sozinhos ndo foram capazes de induzir protecdo contra T. cruzi ou T. gondii em modelos
experimentais ou em nosSs0OS experimentos, pois anticorpos neutralizantes impedem a

vacinacdo homologa, enquanto no modelo de adenovirus ainda sdo protetores (Hovav,
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Panas et al. 2007; Smaill, Jeyanathan et al. 2013). Assim, em regime de vacinagao prime-
boost com adenovirus recombinantes demonstramos a viabilidade dos virus influenza
recombinantes como vetor em modelo murino de toxoplasmose (Machado, Caetano et al.

2010) e fase aguda da doenca 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 protecdo. Também demonstramos que o mecanismo de
protecdo foi uma potente resposta imunodominante e polifuncional. E importante ressaltar
gue no protocolo influenza-adeno-ASP2 a resposta IFN-y+TNF-a+ e a resposta IFN-y+
somadas foram maiores que a resposta CD107a, o que indica um perfil mais
imunoregulador do que citotéxico. Acreditamos, portanto, que a protecdo se deu porque a
vacinacdo Flu-Ad induz uma resposta imunoldgica de alta qualidade regulatéria, nao-

citotoxica, e especifica contra o peptideo 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 imunolédgica de meméria gerada neste protocolo é reduzida
apos 100 dias do inicio da vacinagdo tanto do ponto de vista de producdo de citocinas
guanto de protecdo propriamente dita. Entretanto, a cepa Y usada para os testes de fase
aguda foi assim escolhida por suas caracteristicas agressivas e agudas, convenientes para
encurtar os longos experimentos de vacinagéo e desafio. De certa forma tal cepa pode ser
considerada inapropriada para o desafio na fase de memaria, uma vez que outras cepas se
parecem mais com as principais cepas que afligem humanos sdo de desenvolvimento mais
lento, permitindo que o sistema imune expanda sua resposta especifica e combata o

parasito de forma mais préxima a realidade.

Uma importante limitagdo do primeiro vetor viral utilizado no capitulo 2 desta tese e
no trabalho de 2010, era a manutencdo da viruléncia em camundongos quando estes virus

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 dai, estudamos as diferentes possibilidades de
atenuacdao viral e optamos por usar a alteracdo homadloga no gene da NA viral, removendo a
maior parte da regido codificadora adaptando um protocolo que ja havia sido descrito
(Shinya, Fujii et al. 2004). Testamos entdo a atenuacdo destes virus em inumeros
parametros inflamatoérios e em modelos de imunodeficiéncia demonstramos que estes virus
ainda séo seguros. Ainda, sdo capazes de estimular a resposta imune anti-Flu mesmo com

uma inflamacao muito menor que a dos virus selvagens (Barbosa, Salgado et al. 2014).

4 PERSPECTIVAS

Uma limitacdo importante do nosso modelo foi o uso da cepa Y, ja discutido acima.
Por consequéncia da velocidade que os animais sucumbem a infeccdo, ndo verificamos a
carga parasitaria nos tecido, pois ndo observamos diferenca no perfil inflamatério nos
mesmos (Figura 11). A auséncia da carga parasitaria tecidual limita a interpretacdo da
protecdo apenas a sobrevivéncia. Averiguar a carga parasitaria e experimentos utilizando
diferentes cepas de T. cruzi sdo necessarios e confirmacéo da eficacia do protocolo vacinal

Flu-Ad.

Outro aspecto interessante a ser explorado ho mecanismo pelo qual a vacinacéo
usando Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 ¢é protetora advém da caracteristica regulatéria deste
protocolo vacinal. Como visto na figura 16, a populacdo que mais reduz neste protocolo é a
CD107a+, causando um aumento nas populagdes produtoras de IFN-y que nao sao
citotoxicas para este parametro. Uma expectativa interessante € que uma populacdo
importante produtora de IFN-y e IL-10 a0 mesmo tempo também esteja sendo estimulada.
Em 2011, Ester Roffé e colaboradores demonstraram a importancia da IL-10 na reducéo da
carga parasitaria, na parasitemia e na protecdo 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 linfécitos CD8+ especificos que sé@o ativados pelo nosso protocolo vacinal.



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplica¢do no modelo de doen¢a de Chagas| 81

O vetor VNA deletado para neuraminidase construido para evitar o problema da
viruléncia viral causada pelo WNS/33 usado nesta tese precisa agora ser estudado
codificando genes de protozoarios, tais como T. gondii e T. cruzi. NOoSSo grupo ja gerou virus
VNA-A carreando as porc¢fes correspondente a M-ASP2 e M e C-ASP2 combinadas, para
aumentar a abrangéncia de epitopos CD8+ e incluir a regido génica que codifica o epitopo B
presente na proteina ASP2. Resultados preliminares em C3H/He usando os virus vNA-A-M-
ASP2 via intranasal em combinagdo com Ad-ASP2 via subcutanea demonstraram que este
protocolo nao foi melhor que o Flu-M-ASP2/Ad-ASP2 na protecdo (dados ndo mostrados),
mas ainda assim protetores. O experimento precisa ser repetido em diferentes titulos virais e

por diferentes vias para a avaliacdo de aumento de imunogenicidade.

A incapacidade de manter uma resposta de memoria especifica tdo eficaz quanto na
fase efetora nos leva a uma perspectiva deste projeto onde testaremos virus influenza NA-A
codificando o gene da IL-15 entre outras citocinas com o intuito de melhorar a resposta de
memoria. Em 2011, Eickhoff e colaboradores demonstraram que a administracdo de
plasmideo codificando para IL-15 em conjunto com vacina de DNA-ASP2 é capaz de

melhorar a protecéo de longo prazo contra T. cruzi (Eickhoff, Vasconcelos et al. 2011).

Uma vez que os adenovirus recombinantes possuem limitacdes intrinsecas de
grande namero de propostas vacinais utilizando o AdHuU5, ou protecdo cruzada contra outros
sorotipos ou exposi¢do prévia de pacientes, outros vetores vacinais podem ser testados em
combinag&o com o influenza. Provavelmente vacinas de DNA-ASP2 poderiam ser usadas, ja
gue 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 0 uso de um terceiro vetor viral. Nosso grupo, em colaboracdo com o
prof. Flavio da Fonseca no ICB-UFMG conseguiu o vetor virus vaccinia Ankara modificado
(MVA) recombinante para ASP2, MVA-ASP2 e fizemos um teste de protecéo utilizando estes

virus. A tabela 1 apresenta os resultados de sobrevivéncia de camundongos C3H/He
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imunizados com os virus 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 (10°UFP) in/MVA-ASP2 (107) im 6 0
Flu-M-ASP2 (10° UFP) in/Ad-ASP2 (5x10” UFP) sc 7 5
-/~ | MVA-ASP2 (10') im 7 1
Flu-CT (10° UFP) in/MVA-CT (107) im 5 0
Flu-CT (10° UFP) in/Ad-CT (10") im 5 0
N&o Imunizado 5 0

Tabela 1 — Sobrevivéncia de camundongos C3H/He machos de 8-12 semanas de idade
imunizados com influenza e MVA recombinantes. Os animais foram vacinados com 0s
virus 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 — subcutanea. dpi
— dias ap6s a infeccao.

Recentemente, Silvério e colaboradores demonstraram que linfécitos CD8+
presentes no tecido cardiaco podem ter papéis protetores ou podem contribuir para o dano
cardiaco dependendo do perfil se citotéxico ou imunoregulador (Silverio, Pereira et al. 2012).
Para tanto, lancaram mao de um modelo de infecgdo croénico de doenca de Chagas no qual
camundongos C57BL/6 sao infectados com T. cruzi cepa Colombiana e parasitemia e ECGs
séo realizados para incluir animais que possuem alteragfes cardiacas claras. Considerando
este modelo, seria uma perspectiva interessante investigar a capacidade dos virus influenza
recombinante em combinagdo com os adenovirus-ASP2 como vacina terapéutica contra a
doenca de Chagas experimental na presenga e auséncia de drogas tripanomicidas para

tentar reverter ou melhorar o quadro cardiaco dos camundongos.
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Resultados preliminares promissores foram obtidos em um experimento em
colaboracdo com a Dra. Joseli Lannes-Vieira que pode ser visto nas figuras 25 e 26. Como
visto na figura 25, os animais vacinados com 10° UFP de Flu-C-ASP2 via intranasal/ 5x10’
UFP de Ad-ASP2 via subcutanea foram os maiores produtores de TNF-a, IFN-y e IL-10 ap6s
estimulacdo com o peptideo imunodominante VNHFRTLV (PAS8). Interessantemente, como
visto na figura 25A, a quantidade de linfécitos CD8+VNHFRTLV+ diminuiu apés estimulagao
com o peptideo imunodominante nos grupos imunizados com uma ou duas doses de Ad-
ASP2, enquanto aumentou nos outros trés grupos. A quantidade de IFN-y (Fig. 25B) e IL-10
(Fig. 25C) é ao menos duas vezes maior no grupo Flu-C-ASP2/Ad-ASP2 em comparacgéo
com 0s outros grupos. A producédo de TNF-a pelo grupo Flu/Ad-ASP2 foi 5% maior que dos
outros grupos (Fig. 25D). Também a porcentagem de linfécitos T CD8+ que se ligam ao
tetramero VNHFRTLV apds a estimulacédo é o dobro no grupo vacinado com Flu/Ad-ASP2

(Fig 25E).

Também avaliamos o perfil polifuncional dos linfécitos imunodominantes T
CD8+VNHFRTLV+ apds 12 horas de estimulacdo com o peptideo PA8. A principal
populacéo estimulada € duplo positiva IFN-y e TNF-a, seguida da populagao triplo positiva
IFN-y, TNF-a e IL-10. Novamente, o grupo infectado que foi imunizado com Flu-C-ASP2/Ad-
ASP2 foi 0 que apresentou maior frequéncia das populacdes polifuncionais (Figura 26). A
producdo 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 apés a

infeccdo indicaram que n&o houve reversdo dos danos cardiacos causados pelo parasito.

Esses resultados imunoldgicos preliminares do uso do protocolo Flu-Adeno como
vacina terapéutica foram animadores, entretanto a auséncia de melhora no quadro cardiaco
€ o limite desta melhora. Outro limite foi que ndo avaliamos a citotoxicidade nos linfocitos
imunodominantes por Perforina ou CD107a (LAMP-1), uma vez que o tetrdmero usa o
mesmo fluorocromo destas citocinas. Apesar disso, a indicacdo de uma potente resposta

regulatéria fica como um indicativo interessante de se fazer a intervencdo vacinal em
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conjunto com drogas trimanomicidas, tais como o Benznidazol, e outras drogas que tratem
do quadro cardiaco. Por fim, estes experimentos precisam ser repetidos e o controle nao

vacinado utilizado nas andlises.
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Figura 25 — Perfil imunolégico especifico anti-ASP2 em vacinagdo de modelo crénico
de infeccdo por T. cruzi. Camundongos C57BL/6 de 6-8 semanas de idade foram
infectados com 50 parasitos da cepa colombiana de T. cruzi. A presencga de parasitas no
sangue foi determinada 45 dpi e o primeiro ECG realizado 60 dpi. No dia 119 pés-infeccao
outro ECG foi realizado para incluir apenas animais que apresentam anomalias cardiacas.
120 dpi os animais foram vacinados com Flu-C-ASP2 ou Ad-ASP2 e seus respectivos
controles ou alternativamente nao vacinados (n=5). 160 dpi os animais receberam a dose de
boost e 190 dpi os animais foram eutanasiados, 0os bagcos removidos e 0s esplendcitos
preparados para citometria de fluxo. Os esplenécitos foram adicionados em pool e
incubados na presenca de Brefeldina A e Monesina A por 12 horas em duplicata. Metade
das amostras foi estimulada na presenca do peptideo especifico para MHC-II H2-Kb
VNHFRTLV (aqui chamado de PA8). Os anticorpos extracelulares utilizados foram
Tetramero-VNHFRTLV-PE; anti-CD8-PerCP. Entdo, os esplendcitos foram fixados e
permeabilizados e marcados com anti-IL-10-APC; anti-IFN-y-PeCy7 e; anti-TNF-a-FITC. As
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janelas de andlise foram tamanho versus granulosidade para selecéo de linfocitos; CD8+
versus Tetrdmero+ e; cada citocina em separado. O gréfico (A) apresenta cada citocina
avaliada e a % de células tetramero-especificas antes e depois da estimulacdo. Os graficos
(B), (C), (D) e (E) séo correspondentes aos pontos estimulados com PA8 da figura A. A
figura E é a média de trés andlises distintas, uma para CD95L (ndo mostrada), uma para
memoria (ndo mostrada) e outra para as citocinas analisadas aqui. As analises foram
realizados no software FlowJo X.

Células estimuladas

4-
> B Flu-C-ASP2/Ad-ASP2
g Ad-ASP2/Ad-ASP2
?;_E‘ B ---//—-/Ad-ASP2
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Figura 26 — Perfil polifuncional dos esplendcitos dos camundongos infectados
cronicamente e vacinados. Os esplendcitos obtidos e marcados como descritos ha
legenda da figura ap6s analise booleana entre as janelas de analise das citocinas IFN-y,
TNF-a e/ou IL-10.

Como consideracéo final, o objetivo desta tese foi a construcdo, caracterizacédo e o
estudo de virus influenza recombinante como vetor vacinal contra doencgas parasitarias. Este
objetivo foi alcangado quando demonstramos com sucesso que estes virus em combinacao
com adenovirus recombinantes sdo capazes de proteger camundongos altamente
susceptiveis com uma dose 10 vezes a dose letal de Trypanosoma cruzi. Também
demonstramos que h& a necessidade de melhoria do vetor em sua resposta de memoria
imunolégica. E, por fim, demonstramos o potencial terapéutico do uso deste protocolo de

vacinacao, mesmo que ainda como uma perspectiva.
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Abstract

In the present study we evaluated the protection raised by immunization with recombinant influenza viruses carrying
sequences coding for polypeptides corresponding to medial and carboxi-terminal moieties of Trypanosoma cruzis
amastigote surface protein 2 (ASP2). Those viruses were used in sequential immunization with recombinant adenovirus
(heterologous prime-boost immunization protocol) encoding the complete sequence of ASP2 (Ad-ASP2) in two mouse
strains (C57BL/6 and C3H/He). The CD8 effector response elicited by this protocol was comparable to that observed in mice
immunized twice with Ad-ASP2 and more robust than that observed in mice that were immunized once with Ad-ASP2.
Whereas a single immunization with Ad-ASP2 sufficed to completely protect C57BL/6 mice, a higher survival rate was
observed in C3H/He mice that were primed with recombinant influenza virus and boosted with Ad-ASP2 after being
challenged with T. cruzi. Analyzing the phenotype of CD8+ T cells obtained from spleen of vaccinated C3H/He mice we
observed that heterologous prime-boost immunization protocol elicited more CD8+ T cells specific for the
immunodominant epitope as well as a higher number of CD8+ T cells producing TNF-x and IFN-y and a higher
mobilization of surface marker CD107a. Taken together, our results suggest that immunodominant subpopulations of CD8+
T elicited after immunization could be directly related to degree of protection achieved by different immunization protocols
using different viral vectors. Overall, these results demonstrated the usefulness of recombinant influenza viruses in
immunization protocols against Chagas Disease.
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Introduction another major drawback to the pharmacological treatment [5,6,7].
Thus, the development of vaccines is an important approach to be
used in therapy and prophylaxis of Chagas disease [3,8].

Many vaccination studies against Chagas’ disease already
provided evidence that CD8" T cells play pivotal role on the
development of protective immunity [9,10,11,12]. Mechanisms

Over a hundred years after its first description, Chagas Disease
remains as an important public health problem, mostly in Latin
America. Nonetheless, the infection rate is increasing in other
continents, mostly by blood transfusion [1,2]. Accordingly to

WHO, there are currently over 10 million people infected in Latin used by these cells to eliminate the parasite include directly killing
America and more than 100 million people live at risk areas in of infected cell or secretion of cytokines such as IFN-y [13,14].
endemic countries. Moreover, this disease kills approximately 13 Among the antigens that have been studied as potential candidates
thousand people every year, due to the clinical complications and  for vaccine development, the surface amastigote protein 2 (ASP2)
to the poor efficacy of the pharmacological treatment which is has been found as one of the most promising [15,16]. In addition,
highly toxic and effective mostly during the acute phase of disease different strategies have already been tested to deliver this antigen
[3,4]. In addition, the resistance of parasites to chemotherapy is in mice, including the use of recombinant protein, plasmid DNA
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and recombinant viruses [17,18,19,20]. For instance, our group
demonstrated that two sequential immunizations with recombi-
nant HuA5 adenovirus encoding ASP2 were able to significantly
reduce the parasitemia and improve the survival of vaccinated
mice, when they were challenged with Y strain of 7. auz [18].
However, in spite of these very promising results, a drawback in
use the same viral vector in sequential immunizations rely on the
risk that anti-vector antibodies generated afier the priming could
neutralize the vector when it is used in further immunizations and,
consequently, hurdle the boost of heterospecific immune response
[21,22]. The limitaton of anti-vector response elicited by
homologous prime-boost immunization could be surpassed by
different strategies, such as the use of two different recombinant
viruses on prime and boost immunizations [23,24].

Live recombinant influenza viruses have some features that
make them attractive to be used in vaccination protocols against
protozoan infections, as we can mention: They are well known
inductors of Cytotoxic T' Lymphocytes (CTLs) by direct infection
of immature dendritic cells (DCs) and monocytes, facilitating
antigen (Ag) presentation both local and systemically [25,26,27]; It
is feasible to generate recombinant influenza viruses by reverse
genetics techniques [28]; There are different influenza A strains
and subtypes, which could be used in sequential immunizations to
overcome previous immune responses directed to the vector [29].

Therefore, in the present study we exploited the use of
recombinant influenza viruses carrying truncated sequences of
ASP2 in sequential immunizaton with adenovirus encoding
ASP2. This immunization protocol elicited potent anti-ASP2
cellular immune response, reduced the parasite burden and
improved the survival of vaccinated mice when they were
challenged with 7. cruz.

Materials and Methods

Mice and Ethics

Male of eight- to ten-weeks-old C57BL/6 and C3H/He mice
were obtained from René Rachou Research Institute’s (CPqRR)
animal facility center (Fiocruz, Belo Horizonte, Brazil) and housed
according to institutional standard guidelines. All animal studies
were approved by the Ethical Commission on Animals’ Use
(CEUA) at Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), license LW-9-09,
and performed following institutional Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals.

Cells and Parasites

MDCK and 293T cells (obtained from Pasteur Institut, FR)
were grown at 37°C under 5% CO; in complete Dulbeccos
modified Eagle Medium (DMEM; SIGMA) with 1 mM sodium
pyruvate, 4.5 mg/ml L-glucose, 100 U/ml penicillin and 100 pg/
ml streptomycin (herein called complete DMEM medium) and
respectively supplemented with 5% or 10% heat inactivated fetal
calf serum (FCS; CULTILAB) [30]. Trypomastigotes from 7. cruzi
Y Strain were maintained as previously described [17] and
challenge infections were performed by inoculating the mice with
1000 (C57BL/6) or 500 (C3H/He) bloodstream trypomastigotes
by intraperitoneal route. Mice survival was monitored daily and
parasite development was monitored by counting the number of
bloodstream trypomastigotes in 5 ul of fresh blood collected from
the tail vein [31].

Plasmids for Influenza Reverse Genetics

Wild type (pPRNA) and dicistronic (pPRNA38) plasmids from
neuraminidase (NA) segments of A/WSN/33 virus (HINI]) were
constructed as previously described [30,32,33]. Due the size
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constraints, we constructed plasmids encoding 660 nucleotides
corresponding respectively to medial (M-ASP2) and carboxi-
terminal (C-ASP2) segments of ASP2 (figure 1A). These sequences
were obtained by PCR using the plasmid pAdCMV-ASP2 as
template [18] and specific primers for each ASP2 portion. The
amplicons were cloned into Apnl and Nkel digested pIgSP plasmid
in frame to the sequence coding for x chain of mice immuno-
globulin that allows the secretion of the foreign sequence [17].
Those constructs were used as PCR templates to generate IgSP-M
or C-ASP2 segments which were site directed cloned into Xl and
Nhel digested pPRNA38 vector (Figure 1B). All primers sequences
are available under request and the respective presenting
haplotype were referenced within the correspondent portion
(Figure 1A) [34,35]. The generated plasmids (pPRNA38-M-
ASP2 and pPRNA38-C-ASP2) were analyzed using Dynamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing KIT® (AMERSHAM) and
a Megabace 1000 automatic sequencer (AMERSHAM).

Influenza segments transfer plasmids pPOLI-HA, M, NS, PB2,
PBI1, PA and NP and the expression plasmids pcDNA-PA, NP,
PB1 and PB2 were kindly provided by Dr George Brownlee (Sir
William Dunn School of Pathology, University of Oxford, Oxford,
United Kingdom) [36].

Generation of Recombinant Viruses

Recombinant adenovirus harboring the entire ASP2 coding
region (Ad-ASP2), recombinant adenovirus (Ad-CT) and influenza
(Flu-CT) virus, which encode unrelated sequences were generated
as previously described [18,30,37]. Recombinant influenza viruses
carrying dicistronic NA38-ASP2 segments were generated by the
twelve plasmid-driven genetic reverse technique, as described by
Fodor and co-workers with modifications [30,36]. Briefly, co-
cultures of HEK 293T and MDCK cells were simultaneously
transfected with plasmid coding the dicistronic NA segment
(pPRNA38-M-ASP2 or pPRNA38-C-ASP2; 0.5 pg), the expres-
sion plasmids (pcDNA-PBI, pcDNA-PB2, pcDNA-NP and
pcDNA-PA; 0.5 pg of each plasmid) and the other seven transfer
plasmids of influenza A/WSN/33 segments (0.5 pg of each
plasmid) using Fugene 6 Reagent® (ROCHE). Three days afier
incubation, infectious viral particles of recombinant vNA38-M-
ASP2, vNA38-C-ASP2 (herein named respectively Flu-M-ASP2,
Flu-C-ASP2) were recovered, amplified, plaque purified and
titrated on MDCK as previously described [30].

Viral RNA Extraction, RT-PCR Analysis

Viral RNA (VRNA) extraction from cell-free supernatants of
infected MDCK cultures and RT-PCR analysis were performed as
previously described [33]. Amplicons were analyzed on 1%
agarose gel and visualized by ethidium bromide staining. RT-
PCR products were purified and presence of mutations was
determined by sequencing using Dynamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing KIT® (AMERSHAM) and a Megabace 1000
automatic sequencer (AMERSHAM).

Peptides

Peptides VNHRFTLV and TEWETGQI were purchased from
Genscript (Piscataway, NJ). Peptide purity was in higher than
90%. Their identities were confirmed by Q-TOF Micro equipped
with an electrospray ionization source (Micromass, United
Kingdom).

ELISPOT and Intracellular Cytokine Staining

ELISPOT assay was performed essentially as previously
described [37]. Spleens cells of immunized mice were obtained
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Figure 1. Construction and characterization of recombinant influenza viruses. Schematic representation of primary sequence of
Amastigote Surface Protein 2 and its corresponding moieties, highlighting the mapped CD8 T cells epitopes (A). Schematic representation of the
neuraminidase dicistronic segment. NA38 segment contains an A/WSN/33 (WSN) derived recombinant neuraminidase (NA) segment followed by a
duplicated 3'non coding (NC) sequence, Xhol and Nhel cloning sites, a duplication of the last 42 nucleotides of NA (dark box) and the original 5'NC
sequence (28 nucleotides). The foreign sequences (open boxes) were cloned between Xhol and Nhel cloning sites (B).The plaque phenotype of the
wild type WSN and recombinant influenza viruses were assessed by standard agarose plaque assay in MDCK cells after 3 days of incubation at 35°C
and 5% CO, (C).The NA segments of recombinant influenza viruses were analyzed by RT-PCR, using a set of primers that allows the amplification of
the region containing the inserted foreign sequence. Corresponding plasmids DNAs were amplified in parallel as positive control. The amplified
products were analyzes on a 1% agarose and visualized by ethidium bromide staining. The values depicted at the weight marker lane ar (D). WM:
weight marker; M: medial moiety of ASP2, C: carboxi-terminal moiety of ASP2; b.p.: base pairs.

doi:10.1371/journal.pone.0061795.g001

three weeks after boost immunization. They were treated with
ACK buffer for erythrocytes lysis and washed twice in RPMI
containing 5% FBS before to be resuspended in cell culture
medium consisting of RPMI 1640 medium (pH 7.4) supplemented
with 10 mM HEPES, 0.2% sodium bicarbonate,
penicillin/liter, 133 mg of streptomycin/liter, and 10% fetal
bovine serum (CULTILAB) recombinant  1L-2
(100 U/ml). The viability of the cells was evaluated by using
0.2% trypan blue exclusion dye to discriminate between live and

containing

dead cells. The number of spleen cells was adjusted to 1x10° cells
per well in cell culture medium and stimulated with specific
peptides at final concentration of 10 pg/ml of VNHRFTLV (aa
553-560; for C57BL/6 splenocytes) or TEWETGQI (aa 320-327;
for C3H/He splenocytes). The spots were counted on a S5 Core
ELISPOT Analyser (CTL).

For Intracellular Cytokine Staining, the cell concentration was
adjusted to 1x10° cells per well in cell culture medium containing
GolgiStop ™ and GolgiPlug™ (according to manufacturer
instructions; BD  Pharmingen) and -phycoerythrin (PE) anti-
CD107a (BD Pharmigen). In half of the cultures, a final
10 ug/ml of VNHRFTLV (for C57BL/6
splenocytes) or TEWETGQI (for C3H/He splenocytes) peptide
was added. The cells were cultivated in U-bottom 96-well plates
(Corning) in a final volume of 200 pl at 37°C in a 5% CO, humid
atmosphere. After 12 hour-incubation,

concentration of

cells were stained for
surface markers fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled dextra-
mer TEWETGQI (Immudex), after 10 minutes incubation, cells
were also stained with peridinin chlorophyll protein complex
(PerCP) anti-CD8, avidin-phycoerythrin (PeCy7) ant-CD8, or
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FITC-labeled anti-CD3 (in samples without dextramer) antibodies
(BD Pharmigen). The cells were fixed and permeabilized using
Cytofix/Cytoperm kit (BD, Biosciences) according to manufac-
turer’s recommendations. Cells were then stained for intracellular
markers allophycocyanin (APC) anti-IFN-y, APC-Cy7 anti-TNF-
o, or PE Cy7 anti-TNF-o (BD Pharmigen). Finally, the cells were
fixed in 2% PBS-paraformaldehyde and at least 100,000 cells were
acquired on a FacsCanto, LSRFortessa or FacsAria II (BD,
Biosciences) flow cytometers and then analyzed with FlowJo
software (ThreeStar). The ancestry gates are represented in Figure
S1.

ELISA and Western Blot

Recombinant ASP2 (rASP2) protein was produced in Escherichia
coli as previously described [17]. The presence of sera specific anti-
ASP2 antibodies were assessed by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) on immunized mice sera obtained fourteen days
afier the boost immunization. Briefly, plates (Maxisorb, NUNC)
were coated with 4 pg/mL (His65KDa, rASP2) and incubated at
1°C overnight. Mice sera were diluted 1:100 in blocking buffer
and incubated for 2 hours at 37°C. Plates were incubated with
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (SIGMA) one hour at
room temperature, and reactions were developed with 3,3'5,5'-
tetrametylbenzidine (TMB) reagent (SIGMA) and read at 450 nm.

Alternatively, 0.5 ug of His65KDa, rASP2 were loaded on 12%
polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes.
Membranes were then blocked and incubated with individual sera
of mice immunized with recombinant viruses. After extensive
washes, membranes were incubated with peroxidase-conjugated
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goat anti-mouse IgG (SIGMA) and detection was performed by
membrane exposure to X-ray films after a standard chemolumi-
niscent reaction (ECL Detection System, Amersham Biosciences).
To measure IFN-y production, spleen cells were obtained as
described above and incubated for 72 hours at 37°C, 5% COa.
The IFN-y concentration was determined in cell culture superna-
tant with DuoSet ELISA Development System mouse IFN-y kit
(R&D Systems) according to manufacturer’s recommendations.

Immunizations

Heterologous prime-boost immunizations were performed as
previously described [30]. Briefly, the animals were lightly
anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine and
inoculated by intranasal route (IN) with 10? plaque-forming unit
(pfu) of recombinant influenza viruses (Flu-CT or Flu-nASP2)
diluted in 25 ul of PBS. Four weeks later, the animals were
boosted with 5x107 pfu of recombinant Ad-ASP2 or Ad-CT in
100 pl of PBS by subcutaneous route (SC). Alternatively, some
animals received two immunizations with 5x10” pfu of recombi-
nant Ad-ASP2 or AdCT by SC route four weeks apart
(homologous prime-boost immunization protocol). Finally some
mice received only one immunization with 5x107 pfu of
recombinant Ad-ASP2 by SC route.

Statistical Analysis

Data are expressed as = SEM and analyzed using GraphPad
Prism ver.5 Software. Statistic significance for ELISA, ELISPOT
and cytokine staining assays were evaluated using One-Way
ANOVA and non-parametric test followed by Bonferroni post-
test. Statistical significance for parasitemia was evaluated by 2-way
ANOVA with Bonferroni post-test. The Gehan-Breslow-Wilcoxon

test was performed to compare mouse survival curves.

Results

Generation and Characterization of Recombinant
Influenza Viruses

Recombinant influenza viruses harboring the medial or the
carboxi-terminal sequence of ASP-2 protein were recovered using
the 12 plasmid driven reverse genetics as previously described
[30]. These recombinant viruses, which were respectively named
Flu-M-ASP2 and Flu-C-ASP2, displayed lysis plaques in MDCK
cells similar in size than those found in cells infected with the
recombinant Flu-CT. In contrast, those viruses displayed lysis
plaques that were slightly smaller than those of the wild type WSN
virus (Figure 1C). In addition, their infectious titers (1.4x10° pfu/
ml Flu-M-ASP2 and 2.8x10° pfu/ml Flu-C-ASP2) were signifi-
cantly lower than those of WSN virus(1x10® pfu/ml).

As shown in figure 1D, amplifications products of expected size
(~1000 bp) were found for each recombinant influenza virus
assayed. Moreover, when these amplicons were analyzed by
sequencing, we found no mutations, demonstrating that those
recombinant influenza viruses were genetically stable in cell
culture (data not shown).

Evaluation of Humoral Inmune Response

Immunization protocols were carried out according to the
schedule depicted at figure 2A. Two weeks afier the boost
immunization, specific anti-ASP2 IgG serum antibodies were
measured by ELISA and western blot, using the recombinant
ASP2 (His65KDa) protein as capture antigen. Western blot results
showed that specific anti-ASP2 IgG antibodies could be found in
sera of all C57BL/6 mice primed with Flu-C-ASP2 and boosted
with Ad-ASP?2 (figure 2B), whereas only one animal that received a
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single immunization with Ad-ASP2 displayed detectable levels of
specific anti-ASP2 antibodies. In additon, we detected higher
levels of specific anti-ASP2 antibodies in the sera of mice primed
with recombinant influenza than those found in animals that
received only one immunization with Ad-ASP2 (Figure 2C).
Interesting, neither by Western blot (data not shown) nor ELISA
(figure 2D), we were able to detect specific anti-ASP2 antibodies in
sera of C3H/He mice immunized with recombinant viruses,
irrespective the immunization protocol used in vaccination. It is
noteworthy that previous studies demonstrated that B epitopes are
located in C-terminal moiety of ASP-2 protein and humoral
immune response against intra-cellular amastigote proteins is not
essential for protection [34,38].

Specific Cellular Immune Response Against Protective
Epitopes

The activation of specific anti-ASP2 CD8+ T cell response was
evaluated in spleen of immunized mice by stimulating their
splenocytes with VNHRFTLV (H-2K"-restricted, C57BL/6) or
TEWETGQI (H-QKk.reslriclcd, C3H) peptides, three weeks after
the boost immunization. As depicted in figure 3, specific IFN-y
producing CD8+ T cells could be found in spleen cells of mice
primed with Flu-C-ASP2 or Flu-M-ASP2 and boosted with Ad-
ASP?2 (figure 3A and C). In addition, high amounts of IFN-y could
be measured in spleen cell culture supernatants stimulated ex-vivo
with their respective peptides (Figure 3B and D). Interesting, in
both cases, there was a clear improvement in the prime-boost
immunization, as we could find a significant increase in IFN-y
production on prime-boosted groups compared to single Ad-ASP2
immunized mice (Figure 3).

Protection Against Experimental Infection

The protection afforded by the vaccination protocols was
evaluated by challenging the vaccinated mice with 500 (C3H/He)
or 1000 (C57BL/6) bloodstream Y strain trypomastigotes.
Regarding the resistant mice strain, C57BL/6, a single immuni-
zation with Ad-ASP2 sufficed to reduce the parasitemia and to
completely protect the animals comparing to control immunized
groups (Figure 4A, p<<0.05; and 4B, p<<0.001).

Regarding the C3H/He mice, which display remarkable
susceptibility to 7. ¢mzi, infection groups that received at least a
single immunization with recombinant adenovirus-ASP2 were
able to reduce the peak of parasitemia (Figure 4C, p<<0.001),
control tissue pathology (Figure S2) and prolong survival
compared to the groups immunized with control recombinant
viruses (Figure 4D p<<0.0005). Remarkably, a higher survival rate
was found in mice that were primed with Flu-M-ASP2 and
boosted with Ad-ASP2 as close to 80% of vaccinated mice
survived, comparing to mice that were primed with Flu-C-ASP2
and boosted with Ad-ASP2 (p=10.0019). They also showed
significant improvement of survival when compared to single or
prime-boosted Ad-ASP2 immunized mice (p=0.05, single and
0.08 homologous groups; Figure 4D).

In order to verify if the improvement of survival rate induced by
the Flu-Ad protocol could be due to recombinant influenza
properties, we tested the usefulness of a homologous intranasal
prime subcutaneous-boost immunization using Flu-M-ASP2 virus
in C3H/He mice strain. As demonstrated in Figure S3, we could
not observe the production of specific immune response under
stimulation neither by ELISPOT (Figure S3) nor intracellular
staining for IFN-y and TNF-o (data not shown) in splenocytes
derived from homologous immunized mice. This could be
expected since a single immunization with recombinant influenza
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Figure 2. Immunization Schedule and Induction of specific anti-ASP2 h I im P in mice vaccinated with
recombinant viruses. Timeline representation of immunization schedule and experimental procedures (A). C57BL/6 mice were immunized as
described in Material and Methods. Two weeks after the boost immunization, the animals were bled and the presence of specific anti-ASP2 total IgG
antibodies in mice sera was evaluated by western by incubating individual (lanes 1-9) or pooled (lanes 10 and 11) sera of C57BL/6 mice with
nitrocellulose membranes loaded with recombinant ASP2 protein (His65KDa) as capture antigen blot (B). Alternatively, the antibodies levels were
measured by ELISA using individual sera of C5BL/6 (C) or C3H/He (D) mice sera diluted 1:100 and recombinant ASP2 protein as capture antigen.

Optical Density (OD) was measured at 450 nm.
doi:10.1371/journal.pone.0061795.9002

is known to elicit neutralizing antibodies that can prevent a proper
boost against the heterologous M-ASP2 polypeptide [30,32].

Cellular Immune Response Profile Elicited by Different
Immunization Protocols

The survival results found in C3H/He mice prompted us to
study more deeply the cellular immune profile elicited by the
immunization protocols. To this aim, C3H/He mice were
immunized as previously described and three weeks alter the
boost immunization, spleen CD8+ T cells were evaluated for
intracellular staining of IFN-y and TNF-a cytokines and for the
surface mobilization of CD107a upon ex wzizo stimulation with
peptide TEWETGQI, as described in Material and Methods
section. As depicted in figure 5A, the percentage of CD8+T cells
positive [or at least one of the parameters evaluated were similar in
mice that received two immunizations with recombinant viruses,
irrespective the immunization strategy employed.

Regarding the phenotype of subpopulations of CD8+ T cells
found in vaccinated mice, triple (IFN-y, TNF-0, CD107a) and
double (IFN-y+CD107a+, and IFN-y+TNF-u) positive cells are
the major populations that were found afier immunization with
recombinant viruses encoding ASP2 (Figure 5B). Interestingly,
mice immunized with recombinant viruses encoding ASP2
displayed similar percentage of CD8+ T cell subpopulations,
irrespective il they were immunized according to heterologous or
homologous immunization protocols, and similar 0 IFN-y
production scen by ELISPOT and ELISA, there was a clear
impact of boost immunization in the frequency of specific effector
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CD8+ T cells comparing prime-boosted groups with Ad-ASP2
single immunized group (Figure 5A and 5B).

In order to perform a more accurate analysis on CD8+ T cells
elicited by immunization, we used a specific H-2K?/TEWETGQI
dextramer. Mice were immunized as previously described and the
phenotype of specific CD8+ T cells was assessed in TEWETGQI
stimulated pooled spleen cells of vaccinated mice three weeks after
the last immunizaton. As depicted in figure 5C, mice vaccinated
with Flu-ASP2/Ad-ASP2 displayed the highest number of total
dextramer positive CD8+ T cells. The main subpopulation of
dextramer positive CD8+ T cells that were found in mice
immunized irrespective the tested protocols were triple positives
(IFN-y, TNF-o, CD107), followed by single (CD107+) positives
CD8+ T cells (Figure 5D). On the other hand, we could observe a
higher frequency of single IFN-y+TEWETGQH CD8+ T cells
(CD107a- TNF-o-) in heterologous (19%) and Ad-ASP2 single
(12.5%) immunized groups compared to Ad-ASP2/Ad-ASP2
group (2,9%).

Accordingly, Table 1 shows that besides heterologous Flu-Ad
immunization elicited higher numbers of CD8+TEWETGQI+ T
cells, also the frequency of CDS8+TEWETGQI+ CD107a and/or
IFN-y and/or TNF-a positive cells increase above two fold
compared to homologous or single immunized groups. We could
alo find a significant increase of perforin production under
stimulation only in the heterologous vaccinated group (Figure S4).
This results suggest the importance of those eflector factors on
protection and could also indicate that the improvement of
survival by heterologous could be due to a higher number of
celfector specific CD8+ T cells,
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Figure 3. Cellular responses to immunodominant epitopes from ASP2 in mice immunized with recombinant viruses. C57BL/6 and
C3H/He mice were immunized as described in Material and Methods. Three weeks after the boost immunization, the presence of ASP-2 specific IFN-y
producing T cells in spleen cells of C57BL/6 (A) or C3H/He (B) mice were assessed by ELISPOT and culture supematant ELISA (n=8). To this aim, the
spleen cells of individual mice were stimulated 18 hours (ELISPOT) or 72 hours (ELISA) ex vivo with VNHRFTLV (aa 553-560; for C57BL/6) or TEWETGQI
(aa 320-327; for C3H/He) specific ASP2 peptides. Optical Density (OD) was measured at 450 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0061795.g003

Discussion

Recombinant viruses carrying foreign sequences have been
proven to be useful tools as vaccines against many pathogens,
including those which require the induction of potent type I T
cell immune responses, such as Leishmania s.p., Toxoplasma gondii
and Trypanosoma cruzi [39]. Studies carried out by our group
demonstrated that two immunizations with recombinant adeno-
virus carrying 7. gondii or T. cruzi antigens were able to elicit
specific humoral and cellular immune response and to protect
different mouse lineages after challenge with those protozoan
parasites [18,37]. In spite of these very promising results, two
immunizations with recombinant adenovirus (homologous im-
munization protocol) raises some concerns, mostly due to the
elicited ant-vector immune response, which could hurdle the
immune response directed against the foreign sequence in
subsequent vaccinations. This problem could be surpassed by
immunization [24].
Therefore, we evaluated the use of recombinant influenza

using two diflerent vectors for each
viruses encoding ASP2 derived polypeptides as a tool for
priming the specific anti-ASP2 immune response, followed by
sequential immunization with a recombinant adenovirus encod-
ing ASP2. Regarding the naturally resistant C57BL/6 mice, the
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prime with recombinant influenza virus encoding the carboxi-
terminal portion of ASP2 was as useful as recombinant
adenovirus in priming specific anti-ASP2 immune response.
Indeed, antibodies levels and the number IFN-y producers
CD8+ T cells specific for ASP2 were similar in mice primed
with recombinant influenza or adenovirus. Interesting, regarding
C57BL/6 mice strain, a single immunization with recombinant
adenovirus suffice to control parasitemia and to completely
protect the animals afier challenge. Similar findings were
obtained by Duan and collaborators using recombinant Sendai
virus encoding ASP2, which was able to significantly reduce the
parasitemia and to completely protect C57BL/6 mice afier the
challenge with Tulahuen strain [19].

Regarding the susceptible strain C3H/He, all immunizations
protocols employing Ad-ASP2 in our study were able to
significantly reduce the parasitemia, control at certain extent
tssue pathology and prolong survival of challenged animals.
Considering Y strain of Trypanosoma cruzi, there is a variable
correlation between blood parasitemia and survival rate, as
demonstrated in different mice strains [40,41]. However, we

could observe a correlation of parasitemia control with

prolonged survival in our model. Notwithstanding, an improve-
ment on the survival rate was observed in mice primed with

April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e61795



Virus influenza recombinante como vetor vacinal: desenvolvimento e aplicagdo no modelo de doen¢a de Chagas| 93

>
w

Parasitemia C57BL/6

5.0%10 6
E &
s 4.0x10°
) - g
T 3.0%10°4 $
£ 3
g 2.0x10° i ‘§'
= 8
o
1.0x10°-
3
o
0
5 7 8 9 10 1 15
c Days After Challenge D
3.0x10% Parasitemia C3H/He
E
17
2 =
S 20x104 s
@ z
g 5
£ @
2 £
= 1.0x104 8
L
8 &
o

9 10 1" 12 15
Days After Challenge

Recombinant Flu and Adenoviruses against T.Cruzi

p<0,001 _
100 -« Flu-C-ASP2/AJASP2
~+ —//—IAdASP2
80- -+ FIUCT/AJCT
-© AJASP2/AdASP2
60- -8 AdCT/AdCT
40
20-
"o 10 20 30 40
Days After Challenge
100 -# Flu-M-ASP2/AdASP2
- Flu-C-ASP2/AJASP2
80+ -+ —//—IAdASP2
-+ FIUCT/AJCT
60 -& AJASPZAJASP2
& AdJCT/AJCT
‘o.
20.
3 L Lhdl L) Lo 1
0 10 20 30 40 50
Days After Challenge

Figure 4. Parasitemia and survival curves of immunized mice challenged with 7. cruzi. B6 and C3H/He mice were immunized as described
in Material and Methods. Four weeks after boost immunization, they were challenged intraperitoneally with 1000 and 500, respectively, T. cruzi Y
strain bloodstream trypomastigotes. Parasitemia was monitored on blood and depicted as the number of bloodstream trypomastigotes per milliliter
of blood (A, n=4; C, n=8). The survival of vaccinated C57BL/6 (B, n=7) and C3H/He (D, n=7-9) mice was followed during 50 days and showed as

Kaplan-Meier curves. * p<0.05, *** p<<0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0061795.g004

recombinant influenza-M-ASP2 and boosted with recombinant
adenovirus even when compared to the survival of the animals
that were immunized once or twice with recombinant adeno-
virus, or primed using Flu-C-ASP2 which does not contain an
C3H/He MHC-I haplotype.
These results seemed quite surprising because the specific anti-
ASP2 cellular immune response, measured by the number of
specific CD8+ T as well as by production of IFN-y was similar
in mice that were submitted either to the homologous or
heterologous prime and boost immunization protocols.

total CD8+ T
obtained from vaccinated C3H/He showed that most effector
CD8+ T cells were polyfunctional and mostly triple (IFN-y,
TNF-o0 and CD107a) and double (IFN-y, CD107a) positives.
These results were similar to those obtained previously in
C57BL/6 mice that were immunized with naked DNA and
adenovirus encoding ASP2 [42]. Our results also showed that
mice that received one immunization with Ad-ASP2 displayed
similar CD8+ T cells phenotype than those observed in mice
that received immunizations recombinant
encoding ASP2, suggesting that just one immunization with
Ad-ASP2 suffice for shaping the CD8+ T cells phenotype. Thus,
our observations indicate that a single immunization using Ad-
ASP2 suffice to stimulate a significant production of effector
cytokines IFN-y, TNF-o0 and mobilize CD107a, elicit an
immunodominant effector population which can control para-

immunodominant epitope to

Phenotype analyses performed on cells

two with viruses
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sitemia, reduce tissue pathology and prolong survival when
compared to control immunized mice even in a susceptible
model. This is particularly important because often, studies
using different recombinant viruses or other vaccine vectors,
mice models and Trypanosoma cruzi strains without the single
immunized group could be overestimating their protection using
prime-boost protocols.

Remarkably, C3H/He mice that were primed with Flu-M-
ASP2 displayed higher number of dextramer positives CD8+ T
cells than mice that were immunized with Ad-ASP2. Moreover,
our results showed that a boost immunization with Ad-ASP2
did not augment the number of TEWETGQI dextramer
positive CD8+ T cells in mice primed with Ad-ASP2. To
discuss the reason by which the heterologous prime-boost
protocol could improve protection and enhance the frequency
of TEWETGQI CD8+ T cells we hypothesized that immuni-
zation with Flu-M-ASP2, which encodes only the medial moiety
of ASP2, primed the immunodominant CD8+ response towards
TEWETGQI epitope resulting in the expansion of this
population afier boosting with Ad-ASP2. In contrast, priming
with Ad-ASP2, which carries the entire sequence of ASP2,
could possibly elicit immune response also against subdominant
epitopes of ASP2, resuling in a lower secondary response
against TEWETGQI immunodominant epitope after boost
[34,38,42,43,44]. Accordingly, previous results of our group
suggest that immunization with plasmids or adenovirus encoding
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Figure 5. Phenotype of anti-ASP2 specific CD8+ T cells elicited by vaccination with recombinant viruses. C3H/He mice were immunized
with recombinant viruses as described in Material and Methods. Two weeks after the last immunization, the spleen cells were harvested and
cultivated ex vivo with specific TEWETGQI CD8+ T peptide and incubated with anti-CD3, anti-CD8, permeabilized and fixed and stained with anti-
CD107a, anti-IFN-y and anti-TNF-x antibodies and assessed by flow cytometry. Percentage of effector CD8+ T cells reacting to the presence of
TEWETGQI peptide obtained from spleen cells of mice immunized with recombinant viruses (A). Percentage of CD8 T cells which produces IFN-y or/
and TNF-x or/and mobilizes the degranulation marker CD107a after stimulation with TEWETGQI (B), the statistics depicted are compared to groups of
mice immunized with control recombinant viruses. The number and frequency of dextramer positive CD8+ T found in 3 x10* CD8+ T (C). Functional
profile of CD8+ T cells subpopulations obtained from mice immunized with recombinant viruses (D). Response were depicted with different color
patterns according to the number of assessed functions (IFN-y, TNF-x and CD107a) displayed by each dextramer negative or dextramer positive CD8+
T cells subpopulations.

doi:10.1371/journal.pone.0061795.g005
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ASP2 subdominants epitopes afforded lower degree of protec-
tion when compared to that observed in animals immunized
with vectors encoding the immunodominant epitope [42]. A
reinforcement to this hypothesis could be found in the low
number of proteins encoded by influenza when compared to
adenovirus, which potentially reduces the number of viral
antigens that could compete with the heterologous antigen for
presentation by antigen-presenting cells [45,46]. The correlation
between TEWETGQI (present in medial portion of ASP2, M-
ASP2) immunodominant frequency and protection is reinforced
by the result of C3H/He mice that were immunized using
recombinant influenza encoding the C-terminus  portion  of
ASP2 as prime and Ad-ASP2 as boost presented a survival
curve similar to single immunized or homologous prime-hoost
using Ad-ASP2 after infection (p = (0.46).

Another finding of our study was that the number of
dextramer stained CD8+ T cells producing IFN-y, TNF-2 or
the surface marker CD107a found in animals primed with Flu-
M-ASP2 were approximately three times higher than those
observed in other vaccinated groups. However, while the role of
different T cell subpopulation to control the infection with some
viruses, bacteria and Plasmodium was already well documented
[47,48,49,50], the biological relevance of CD8+ T cells
subpopulations phenotypes to control the infection with 7. auz
remains elusive [51]. The IFN-y production itself is known to
be important for protection against Trypanosoma cruzi infection in
many previous work of our and other groups [14,52,53,54,55].
On the other hand, other factors as the effector phenotype of
specific CD8+ T cells, the production of perforin, the re-
circulation of those cells out of spleen [56], their presence in the
heart [57,58], apoptosis of specific immunodominant anti-ASP2
CD8+ T cells [59], and the type of memory cells involved are
important to be considered [51]. Recenty a group has elegantly
shown that multiple redundant effector CD8+ T cells factors
deriving from transferred Tcl and Tcl7 populations are
capable of protecting mice against viral infection [60], and as
CD8+ T cells have a major role in protection against
Trypanosoma cruzi infection, this statement is an interesting
subject ol research. Thus, il the improvement of protection
observed in mice primed with recombinant influenza-M-ASP2
virus was only due to the higher number of CD8+T specific for
the immunodominant epitope or could also be due to other
factors remains to be solved.

In summary, we demonstrated that recombinant influenza
viruses encoding an ASP2 derived polypeptide would be useful
in heterologous prime-boost studies aiming the development of
vaccines against Chagas Discase. The priming with recombinant
influenza virus followed by boost with recombinant adenovirus
could properly augment the number of ellector CD8+ T cells
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Table 1. Percentage of effector CD8+ T cells in splenocytes of immunized mice.
% of effector CD8+ T cells in mice i ized with bi viruses

%Total 9% CD8+ T cell Dex. Neg. %Total % CD8+ T cell Dex. Pos.
Immun. Protocol CD8+ T cell Dex. Neg. CD107+  IFNy TNFa CD8+ T cell Dex. Pos. CD107+ IFNy TNFa
Flu-ASP2+ Ad-ASP2 89.5 99 20 6.1 105 21 18 1.3
et Ad-ASP2 97.7 5.1 41 32 23 05 04 0.3
Ad-ASP2+ Ad-ASP2 98.5 15 103 87 15 06 04 03
Non infected 99.3 1.1 03 02 0.7 0.2 0.0 0.0
dok10.1371/journal.pone.0061795.t001

specific for ASP2 immunodominant epitope, whose displayed
unique  phenotype and resulted in increased survival of

vaccinated C3H/He mice challenged with 7. cuz.

Supporting Information

Figure S1 Representative of ancestry gates for flow
cytometry experiments. Correspondent ancestry gates lor the
figure 5 analysis,

(11

Figure S2 Histopathological analyses of liver, spleen
and heart derived from infected mice. Male C3H/He mice
were primed and boosted according  different  immunization
protocols and infected with 500 bloodstream trypomastigotes of
Y strain of 7. cruzi. Fifteen days after the infection, mice were
euthanized and spleen, liver and heart were harvested, fixed and
processed for histopathology. The organ sections were stained
using hematoxilin-cosin and the degree of tssue inflammation was
evaluated (scale bar - 100 pm).

(T1F)

Figure S3 Cellular responses to immunodominant
epitope from ASP2 in mice immunized twice using Flu-
M-ASP2. ELISPOT of stimulated splenocytes taken from C3H/
He mice immunized with the depicted protocols. The prime-boost
was performed within an interval of 28 days and the experiment
was performed 21 days post boost. The splenocytes were
incubated 18 h in the presence of 10 pg of TEWETGQI peptide
(n=>5 for all groups except non-immunized group NI/NIL, n=3).
(T1F)

Figure S1 Perforin production in spl ytes derived
from C3H/He immunized mice. Splenocytes derived from
immunized C3H/He mice were ex vizo simulated or not in the
presence of Brefeldin A and Monesin A and the immunodominant
peptide TEWETGQI for 12 hours, prepared, labeled and
submitted 1o flow cytometry (n=4). N.I. Non-immunized/Non-
infected. Their staining profiles were analyzed using FlowJo and
statistical analysis performed was 2-Way ANOVA with Bonferroni
post-test using GraphPad Prism 5.0 Sofiware.

(T1E)
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Abstract

Recombinant influenza viruses are promising viral platforms to be used as antigen delivery vectors. To this aim, one of the
most promising approaches consists of generating recombinant viruses harboring partially truncated neuraminidase (NA)
segments. To date, all studies have pointed to safety and usefulness of this viral platform. However, some aspects of the
inflammatory and immune responses triggered by those recombinant viruses and their safety to immunocompromised
hosts remained to be elucidated. In the present study, we generated a recombinant influenza virus harboring a truncated
NA segment (vNA-A) and evaluated the innate and inflalmmatory responses and the safety of this recombinant virus in wild
type or knock-out (KO) mice with impaired innate (Myd88 -/-) or acquired (RAG -/-) immune responses. Infection using
truncated neuraminidase influenza virus was harmless regarding lung and systemic infllmmatory response in wild type
mice and was highly attenuated in KO mice. We also demonstrated that vNA-A infection does not induce unbalanced
cytokine production that strongly contributes to lung damage in infected mice. In addition, the recombinant influenza virus
was able to trigger both local and systemic virus-specific humoral and CD8+ T cellular immune responses which protected
immunized mice against the challenge with a lethal dose of homologous A/PR8/34 influenza virus. Taken together, our
findings suggest and reinforce the safety of using NA deleted influenza viruses as antigen delivery vectors against human or
veterinary pathogens.
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Recombinant influenza viruses have been proven to be very
efficient as antigen delivery vectors [2,3]. Although some strategies
have already been developed to generate recombinant influenza
viruses, most of them are hampered by retention of their original

Introduction

Influenza A viruses (Orthomyxoviridae) have two glycoproteins
anchored on the viral envelope: hemagghitinin (HA) and

neuraminidase (NA). Hemagglutinin mediates viral entry into
the lung epithelial cell by binding the viral particle to cell surface
receptors (the sialic acid units), while the neuraminidase cleaves
the sialic acid allowing the release of the newly formed viral
particles [1].

PLOS ONE | www.plosone.org

virulence [4,5]. To bypass this, Fuji and colleagues generated
recombinant influenza viruses harboring a partally deleted
neuraminidase segment, where its catalytic region was replaced
by a foreign sequence [6,7]. Although influenza viruses lacking
functional neuraminidase have been found to be highly attenuated
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in wild type mice, the inflammatory response triggered by those
viruses, as well as their safety in immunocompromised hosts
remains to be evaluated. [6,7.8].

The pro-inflammatory milieu is important for counteracting the
viral infection before the development of acquired immunity. It is
also responsible for the influenza-induced injury [7,9,10,11]. The
unbalanced cytokine and chemokine production by cells from the
lung parenchyma is a significant pathological component which
plays a major role in amplification of pulmonary damage and
collapse  in  mortality in influenza infected patients
[12,13,14,15,16,17). Thus, it is important to improve our
knowledge about how recombinant influenza viruses lacking
functional neuraminidase modulate the inflammatory immune
response in lungs and impact the lung physiology.

Therefore, in the present study, we evaluated the immunopath-
ogenic profile induced by a recombinant influenza virus harboring
a truncated neuraminidase segment and its safety for wild type
mice and those lacking the innate or the acquired branches of
immune response. Our results show that recombinant influenza
viruses without [unctional neuraminidase induce discrete pulmo-
nary inflammatory response and lung damage. In addition,
vaccination with this recombinant virus elicits local and systemic
acquired specific immune responses which are able to protect mice
challenged with homologous highly virulent wild type virus A/
PR8/34. Moreover, the recombinant influenza virus harboring a
truncated neuraminidase are attenuated even in MyD88 -/- and
Rag -/- mice. Overall, our results support the salety ol using such
genetically engineered influenza vectors carrying heterologous
sequences as live bivalent vaccines,

Results

Generation and characterization of recombinant viruses

Wild type A/PR8/34 virus (herein named PR8) and recombi-
nant influenza (VNA-A) harboring a spacer sequence of 660
nucleotides (figure 1A) were generated by eight plasmid driven
reverse genetics, as described by de Goede [10]. The recombinant
vNA-A virus displayed lysis plaques on MDCK cells smaller than
those of the reverse genetics generated PR8 virus (figure 1B) and
its infectious titer was 10-fold lower (107 PFU/ml vNA-A).

To assert il the generated virus is able to trigger immune
response in human epithelial cells we evaluated the induction of
type I and HI interferons in A549 cells infected with PR8 or
recombinant vNA-A virus in the presence of exogenous neur-
aminidase or incubated with the same media without virus (FeNA
treated control). At different time points, total cellular RNA was
extracted and mRNA levels of human (hu) IFN-f (type I) and hu
IFN-22/3 (type III) were evaluated by qRT-PCR. The results
depicted in figure 1C show that both PR8 and recombinant
vNA-A viruses were able to induce type I and I interferons,
which attained their maximal fold induction at 24 hours post-
infection.

Reduced viral loads and attenuated pulmonary
inflammatory response in mice inoculated with vNA-A
virus

Mice were anesthetized and inoculated with 10° PFU of PR8
(corresponding to approximately 20 LDsq) or 10° PFU of vNA-A
virus. As depicted in figure 2A, the animals inoculated with PR8
lose around 25% ol body weight and approximately 75% of
animals died by 7 days post inoculation (dpi). By contrast, the
animals inoculated with 10” PFU of vNA-A showed neither weight
loss nor death (figure 2A and 2B), corroborating the results
obtained in previous studies [6,10]. In addition, animals inoculat-
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ed with PR8 virus displayed detectable virus in lungs 1, 4 and 7
dpi, whereas the viral titers in lungs of mice inoculated with vNA-
A dropped dramatically at day 4 and became virtually undetect-
able 7 dpi (Figure 2C).

It is well established that inflammatory response plays a pivotal
role in immunopathology during influenza infection [7]. To
evaluate the inflammatory response triggered by recombinant
vNA-A, we inoculated mice with 10° PFU of PR8 virus or
recombinant vNA-A virus and measured inflammatory parameters
at different time points after infection.

Histopathological analysis showed that mice inoculated with
wild type PR8 virus displayed macroscopic signs ol pneumonia
such as petechiae and even hepatization of lungs at 4 and 7 dpi. By
contrast, no macroscopic lesions were found in lungs of animals
inoculated with vNA-A at any time point (data not shown).
Moreover, the grading scores demonstrated that inflammatory
lesions in lung parenchyma, vessels, airways and epithelial injury
in mice inoculated with PR8 virus were significantly higher than
those found in animals inoculated with vNA-A or inoculated with
PBS (mock) at 4 and 7 dpi (figure 2D). Importantly, histopath-
ological analysis demonstrated that PR8 inoculation resulted in
higher injury due to the inflammatory response (figure 2E-G),
whereas inoculation with vNA-A resulted in only a mild
inflammatory response (figure 2H-J), similar to PBS inoculated
mice (figure 2K). Overall, increased inflammatory response in
mice inoculated with PR8 virus resulted in a higher pathology
score (figure 2L), while this parameter was highly reduced in
mice inoculated with vNA-A.

Accordingly, histopathological analysis of classical inflammatory
parameters showed that there was a high neutrophilic and
mononuclear cell infiltrate in the lungs of mice infected with
PR8 virus (figure 3A). This result was correlated with myeloper-
oxidase (MPO) activity (figure 3B), and with increased levels of
N-acetylglucosaminidase (NAG, figure 3C), which are markers
for lesions mediated by neutrophils and macrophages, respectively.
By contrast, those parameters were reduced in mice inoculated
with vNA-A and comparable to those in PBS inoculated mice
(mock). The only exception was the level of NAG, which were
increased in the lungs of mice inoculated with vNA-A, suggesting
an elevation in macrophage accumulation into lung tissue afier
infection with vNA-A (figure 3C).

Consistently, analysis performed on bronchoalveolar lavage
(BAL) and fluid (BALF) demonstrated that the overall number of
leukocytes, total protein and nitric oxide levels were significantly
reduced in vNA-A compared with wild-type inoculated mice
(figure 3D-F). Interestingly, the levels of chemoattractants for
neutrophils (KC/CXCLI), monocytes (MCP-1/CCL2), lympho-
cytes (MIG/CXCL9) and eosinophils (CCL11) were found to be
significantly higher in BAL of mice inoculated with PR8, which
was correlated with increased cell infiltrate in BAL of animals
inoculated with PR8 (figure S1). Overall, this data suggests that
vNA-A inoculation cause mild inflammation in the lung.

Reduced inflammatory cytokine levels in lungs of mice
inoculated with vNA-A

In order to evaluate if the lack of inflammation could be related
to decreased levels of pro-inflammatory cytokines we analyzed the
lung tissue of mice inoculated with PR8 or vNA-A. By qRT-PCR
we detected an increase in mulFN-f§ and mu IFN-22/3 gene
expression in the lung of mice inoculated with PR8 virus at all
evaluated timepoints. This increase could not be detected in mice
inoculated with vNA-A virus except by mulFN-f at ldpi
(figure 4A). In addition, ELISA performed on lung homogenates
showed the production of IFN-7 only in mice inoculated with PR8
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Figure 1. Generation and characterization of recombinant viruses harboring truncated neuraminidase. Deleted neuraminidase
segments displaying deletions at 3’ and 5’ extremities were generated as described in Material and Methods. The remaining neuraminidase coding
regions are shown in white squares. A spacer sequence was inserted between the 3" and 5’ moieties (A). Wild type PR8 virus and recombinant vNA-A
influenza viruses were generated by reverse genetics as described in Material and Methods. The plaque phenotypes of these viruses were assessed by
standard agarose plaque assay in MDCK infected cells after 3 days of incubation (B). Confluent monolayers of A549 cells were cultured with DMEM
media containing BSA, Trypsin and neuraminidase (VcNA treated control) or infected with wild type PR8 virus or recombinant vNA-A at M.O.I of two.
The induction of hu-IFN-J3 (type |, A) and hu-IFN 2.2/3 (type Ill, B) was assessed at different time points by quantitative PCR using lightcycler Real Time
PCR Machine (Applied Biosystems; C). Analysis was performed using SDS 2 software. All data are expressed as a ratio relative to VcNA treated control.
doi:10.1371/journal.pone.0098685.9g001

(figure 4B). Consistently, the pro-inflammatory cytokines TNF-» inflammatory response and reduced levels of counter-regulatory
(figure 4C), IL-1[} (figure 4D) and IL-6 (figure 4E) were cytokines, which result in increased lung injury when compared to
augmented in mice inoculated with PR8. By contrast, the levels of  that found in vNA-A,

all measured pro-inflammatory cytokines found in the lungs of

mice inoculated with vNA-A were similar to those found in PBS Evaluation of adaptative immune response elicited by
(mock) inoculated mice (figure 4A-E). Finally, the same cytokine vNA-A

production profile could be observed in BALF of inoculated mice Next, we evaluated if the attenuated recombinant influenza
(figure S2). virus is able to induce a proper acquired immune response and

Interestingly, the levels of counter-regulatory cytokines inter- protect mice against homologous lethal challenge. For this
leukin 4 (IL-4) and IL-10 in lungs of mice infected with PR8 were purpose, C57BL/6 mice were anesthetized and inoculated
reduced at day 4 and 7, whereas the levels of those cytokines in the intranasally with PBS (mock inoculation), vNA-A or PR8 virus
lungs of mice inoculated with the attenuated vNA-A were  (10% or 10” PFU). Mice inoculated with 10° PFU of PR8 displayed
unaltered or slightly increased when compared to PBS (mock) remarkably weight loss and died, whereas most of the animals
moculated mice (figure 4F and G). inoculated with 10* PFU of PR8 survived the inoculation in spite

Finally, we assessed the systemic levels of inflammatory or of their weight loss (figure 6A). As expected, the animals
regulatory cytokines in serum collected from inoculated mice at 1, inoculated with vNA-A survived the inoculation without weight
t or 7 dpi by Cytometric Bead Array (CBA). No significant change, irrespective of the inoculum used (figures 6A and 6B).
cytokine production was detected in sera of mice inoculated with Three weeks after the first inoculation, mice were challenged with

vNA-A virus compared to PBS inoculated mice (p=0.05, a lethal dose (10” PFU) of PR8 virus. Weight change and mortality
Figure 5). In mice inoculated with PR8 virus, increased levels was followed over two weeks (figures 6A and 6B). As expected,
ol IFN-vy and CCL2/MCP-1 were detected at 7 dpi (figure 5A the animals that were previously inoculated with PBS and further
and 5B). Increased levels of 11-6 (figure 5C) were found only at  challenged with a lethal dose of PR8 displayed abrupt weight loss
I dpi and TNF-2 (figure 5D) at days 4 and 7. No significant and high mortality (87%, n=8). Most of the mice inoculated
increase in levels of 1L-12p70, and IL-10 were found in serum of  previously with sub lethal dose of pathogenic PR8 survived the
animals inoculated with any virus (data not shown). Collectively, challenge (78%, n=14). Remarkably, the mice inoculated with
these data suggest that PR8 induces a robust local and systemic 10° PFU of vNA-A showed significant weight loss (figure 6A) and
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Figure 2. Characterization of virulence and lung inflammation in mice inoculated vNA-A. C57BL/6 mice were infected intranasally with
10° PFU Influenza PR8, vNA-A or PBS (mock) inoculated (n = 4-6 in each group). Weight loss (A) and lethality (B) were evaluated over 10 days. Mice
were euthanized 1, 4 and 7 dpi and virus titers were quantified in lung (C). The figure shows one representative experiment. Lung pathologic score
after infection with influenza PR8 virus or vNA-A was assessed in lung slices stained with H&E by a pathologist showing parenchyma, vascular and
airway inflammation, and epithelial injury (D). Representative slides of PR8 virus (E, F and G), vNA-A (H, | and J) and mock (K) inoculated mice at 1,4
and 7 dpi. The pathology overall score was determined (L). n = 5 for all groups. Data are presented as mean * SEM. * and ** for p<<0.05 and p<.0.01,

respectively, when compared to mock or indicated groups (one-way ANOVA, Newman-Keuls).

doi:10.1371/journal.pone.0098685.9002

two of twelve mice died (figure 6B). Diflerently, the animals that
were inoculated with 10° PFU of vNA-A showed no weight los
(figure 6A) and all the animals survived the challenge (figure 6B).

Next, we assessed specific antibodies against influenza in
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) and sera, as well as CD8+
T cells specific for nucleoprotein (NP} in the spleen of mice
moculated with vNA-A or PR8, after the prime inoculation and
the challenge infection. Measured by ELISA, significantly higher
levels of both IgG and IgA were found in the BALF of mice
moculated with PR8 virus (figure 6C and 6D). The IgA levels
found in mice inoculated with either dose of vNA-A were similar.
Differently, higher levels of IgG were found in BALF of mice
inoculated with 10" PFU of vNA-A when compared to those found
BALF 10> PFU of vNA-A
(figure 6C). In contrast to BALF, anti-influenza total IgG levels

in of animals inoculated with

in sera derived from mice inoculated with 10° PFU of vNA-A were
similar to those found in mice moculated with PR8, but higher
than those inoculated with vNA-A 10° (figure 6E). Interestingly,
the levels of antibodies found in sera (total IgG and IgA) and in
BALF (IgA: figures 6C-E) of mice inoculated with vNA-A were
similar to those found in mice inoculated with PR8 after the
challenge infection.

Serum hemagglutinin inhibition (HI) tters of PR8 vaccinated
mice (logy 7.47%4.85) were similar to those found in sera of mice
inoculated with 10”7 PFU of vNA-A (log, 6.92%4.85) and higher
than those found in BALF of mice inoculated with 10° PFU of
vNA-A (log, 6.17%4.17; figure 6F). In line with these results, we
found that all the animals (n = 5) inoculated with 10” PFU of vNA-
A harbored virus in the lung afier challenge with PR8. By contrast,
only one among five animals inoculated with 10° PFU of vNA-A
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Figure 3. L yte recruit

t to the lungs and BAL following vNA-A infection. C57BL/6 mice were inoculated with PBS (mock) or

infected intranasally with influenza 10° PFU of PR8 virus or vNA-A (n =5). Mice were euthanized and lungs removed 1, 4 and 7 dpi. The recruitment of
neutrophils and macrophages/mononuclear (A) cells to the lungs was assessed in lung H&E stained slides. Frozen lungs sections were assessed for
Myeloperoxidase (B) and N-acetylglucosaminidase (C) contents, indirect measurements for neutrophils and macrophages, respectively. Mice were
euthanized (n = 6-8 in each group) 1, 4 and 7 dpi and bronchoalveolar lavage was performed. Absolute numbers of airways leukocytes after
infection with 10° PFU (D). Total proteins (E) and nitrite (NO2 ~; F) were also determined in BALF. Data are presented as mean + SEM. *, ** and *** for

<0.05, p<0.01 and p<0.001, respectively, when compared to mock or indicated groups (one-way ANOVA, Newman-Keuls).
doi:10.1371/journal.pone.0098685.9003
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Figure 4. Measurement of cytokines in the lung. C57BL/6 mice were inoculated with PBS (mock) or infected intranasally with 10° PFU influenza
PR8 virus or VNA-A (n=5) and euthanized 1, 4 and 7 dpi. The induction of murine IFN-f} and IFN-A2 (A) was measured in lungs by gRT-PCR as
described in Material and Methods. The levels of cytokines IFN-y (B), TNF-= (C), IL-1f5 (D), IL-6 (E), IL-4 (F) and IL-10 (G) were measured in lung tissue by
ELISA.n = 5 for all groups at days 1 and 4, n = 5, 4, 6 for mock, PR8 and VNA-A viruses at day 7. Data are presented as mean = SEM. * ** and *** for
p<0.05, p<<0.01 and p<0.001, respectively, when compared to mock or indicated groups (one-way ANOVA, Newman-Keuls or unpaired t test (qRT-

PCRs).
doi:10.1371/journal.pone.0098685.g004

had detectable virus in lungs after challenge and the viral load was
lower than that found in mice inoculated with PBS and further
challenged with PR8 virus (p<<0.01, figure S3).

Examining the cellular immune response, we found significantly
higher number of NP specific CD8+T cells in the spleen of mice
inoculated with PR8 virus than those found in mice inoculated
with 10* PFU of vNA-A after the prime inoculation (figure 6G).
Differendy, two weeks after challenge the number of NP specific
CD8+ T cells in spleen of mice inoculated with 10° PFU or 10°
PFU of vNA-A was significantly higher than those found in spleens
of mice inoculated with PR8 virus (figure 6G).

Taken together, our results showed that vaccination using
recombinant influenza harboring a neuraminidase deficient
segment clicits humoral and cell-mediated immune responses.
Moreover, the antibody levels, the HI levels and the number of
specific CD8+ T cells elicited by inoculation with vNA-A are
inoculum dependenty resulting in different degrees of protection
against the challenge infection.

PLOS ONE | www.plosone.org

Recombinant vNA-A is highly attenuated in knock-out
mice for innate or acquired branches of immune
response

One drawback of the use of recombinant viruses is the potential
hazard of such vectors to immunocompromised hosts [18,19,20].
Thus, we evaluated the virulence of recombinant vNA-A in mice
lacking innate (MyD88 -/-) or acquired (RAG -/-) branches of
immune response. To this aim, KO mice and WT C57BL/6 mice
were anesthetized and inoculated with PBS (mock) or infected
intranasally with a sub lethal inoculum of 5x10° PFU of PR8 or
with a higher inoculum of 5 x10* PFU of vNA-A. Weight loss and
mortality of inoculated mice were tracked during the experiment
(figure 7). C57BL/6 mice inoculated with PR8 virus displayed
dramatic weight loss and one out of ten inoculated mice died. In
additon, all the Myd88 -/- (n=11) and RAG -/- (n=7) mice
inoculated with PR8 virus displayed abrupt weight loss (Figure 7A
and 7B) and died (figure 7C). In sharp contrast, 87% of Myd88
-/- m=13) and 100% RAG -/- (n=10) mice moculated with
VNA-A survived to the challenge (figure 7C). Taken together,
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Figure 5. Measurement of cytokines in sera of inoculated mice. C57BL/6 mice were inoculated with PBS (mock; n=9) or infected intranasally
with 10° PFU of influenza PR8 (n=10-12) or VWNA-A (n=9-11) viruses. By CBA, the levels of IFN-y (A), CCL2/MCP-1 (B), IL-6 (C) and TNF-x (D) were
measured in the sera collected from mice at days 1, 4 and 7 after inoculation. Data represents two independent experiments and are presented as
mean * SEM. * ** and *** for p<0.05, p<0.01 and p<0.001, respectively, when compared to mock or indicated groups (one-way ANOVA, Newman-

Keuls).
doi:10.1371/journal.pone.0098685.g005

these results suggest that recombinant viruses lacking functional

neuraminidase are attenuated 7 zivo, even in mice severely

handicapped in innate or acquired branches of immune response.

Discussion

Recombinant influenza viruses have been proven to be valuable
tools for vaccine development against infectious agents and tumors
[21,22,23]. Therefore, some strategies to generate recombinant
influenza viruses attenuated or defective for multiplication, such as
replacing the part of the neuraminidase sequence by a foreign
sequence have already been developed [2,24]. However, questions
about the lung and systemic inflaimmations triggered by those
recombinant viruses as well as their potential virulence in
immunodeficient hosts remain unclear. To beter study these
questions, we used ecight plasmid driven reverse genetics to
generate a recombinant influenza virus carrying only the first and
the last 150 nucleotides of neuraminidase coding region, flanking a
spacer, truncated neuraminidase and evaluated this recombinant
virus in an experimental mouse model. Our results demonstrate
the safety of this vector, which causes mild lung pathology in wild
type mice and is atenuvated in immunocompromised hosts.
Furthermore, vaccination with the vNA-A induced robust T cell

PLOS ONE | www.plosone.org

and humoral mediated immunity, protecting mice against the
highly virulent PR8 virus influenza strain.

The first antiviral response in infected epithelial cells is type |
and III interferons, which are of pivotal importance to control
influenza infection and modulate immune response [25]. The
inoculation with vNA-A elicited reduced and short lived produc-
tion of IFN-P and undetectable production of IFN-Z in lungs of
inoculated mice. Interestingly, we were able to detect both
interferons in A549 cells infected with vNA-A. This apparently
contradictory results could probably be explained by the fact that
the A549 cells were inlected in the presence of V. cholera
neuraminidase in culture medium, which allowed full multiplica-
ton of vNA-A, whereas the infection of cells in mice lungs were
abortive.

Because innate immunity plays a pivotal role in infection and
inflammatory mechanisms, we evaluated parameters regarding
neutrophils and monocytes in lungs of mice inoculated with vNA-
A and wild type (PR8) virus. Neutrophils are important in killing
infected cells through neutrophil extracellular traps (NET) and
myeloperoxidase  (MPO)  actvities  [26,27,28]. However, the
inflammatory mediators released by this cell type also relate to
the immunopathology in experimental and natural influenza
infection [29,30]. Although monocytes play an important role in
controlling viral infection by release of proinflammatory cytokines,
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Figure 6. Evaluation of protection and acquired immune response elicited by inoculation with vNA-A. C57BL/6 mice were inoculated
with PBS (mock) or infected intranasally with 10° PFU Influenza A/PR8 virus, 10° or 10° PFU of vNA-A virus. Twenty-one days after the prime-
inoculation the animals were challenged with a lethal dose of 10° PFU of PR8. The weight loss and survival were determined after the prime-
inoculation (A) and the challenge (B) infection (data represents two independent experiments). Blood and BALF were collected fourteen days after
prime-inoculation and challenge infections. Tenfold dilutions of BALF samples were used to determine total IgG (C) and IgA (D) in BALF and total IgG
in serum by ELISA (E)(Data depict one representative experiment). Two fold serial dilution of serum was used for the hemagglutinin-inhibition assay
(F). n = 4 for BALF IgA and 1gG measures after inoculation. n = 4, 7, 7, 6 for mock, vNA-A 10°, vNA-A 10, PR8 10° for serum IgG. n = 4,5, 6, 5 for
mock, VNA-A 107, vNA-A 10°, PR8 10° for hemagglutinin-inhibition assay (Data represents two independent experiments). Spleens of mice (n = 4)
were obtained two weeks after the inoculation or challenge infection. Specific NP CD8+ T cells were assessed by ELISPOT using nucleoprotein (NP) of
PR8 ASNENMETM peptide (NP; aa 366-374) as stimulus (G) Data represents two (inoculum) or three (challenge) independent experiments. Data were
evaluated by Mann-Whitney test *, ** and *** for p<0.05, p<0.01 and p<0.001 respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0098685.g006
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Figure 7. Characterization of recombinant vNA-A virus in immunodeficient mice. C57BL/6 mice, MyD88 -/- and RAG -/- mice were
anesthetized and inoculated with PBS (mock) or 5x10° PFU of the PR8 or 5 x10* PFU of the recombinant vNA-A virus. The weight loss (A and B) and
mortality (C) were followed (n = 9-12 in each group; data represents two independent experiments). Results depicted in figure A and B were
obtained from the same experiment.

doi:10.1371/journal.pone.0098685.g007
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they are also involved in tissue injuries triggered by influenza
infection [18,31,32]. Importantly, vNA-A infection only induced
low level of type I interferons and chemokines CXCL1/KC and
CCL2/MCP-1 in epithelial cells, leading to a reduced influx of
leukocytes and pulmonary injury. Reduced inflammatory infiltra-
tion in the lungs of mice moculated with vNA-A could be also
related to lower levels of IL-6 and TNF-% Both cytokines have
been associated with exacerbated inflammation and poor prog-
nosis during influenza infection by allowing excessive recruitment
of neutrophils and macrophages to the site of infection [33]. Nitric
oxide, which is another hallmark of lung damage caused by
influenza infection was absent in respiratory airways of vNA-A
infected mice, reinforcing the mild character of inflammation
triggered by this virus [34,35].

In addition, we found augmented expression/ production of pro-
inflammatory cytokines such as type L IFN, IL-1f, IL-6, IFN-7 and
TNF-2 in airways of mice inoculated with PR8 virus. These
cytokines are known to contribute to lung inflammation, injury
and lethality [36,37] and were barely detected in airways of mice
inoculated with  vNA-A. Interestingly, we have ako found
decreased levels of the counter-regulatory cytokines IL-4 and IL-
10 in lungs of PR8 infected mice, whereas in lungs of vNA-A
inoculated mice the levels of those cytokines were not altered or
slightly increased, which may have contributed to the reduced
inflammaton found in lungs of mice inoculated with vNA-A.
Consistently with lung results, inoculation with vNA-A did not
increase the serum levels of TNF-%, I1-6, IFN-y and CCL2/
MCP-1, cytokines related to poor prognostic when their produc-
tion is unbalanced [18,19,20,38].

Another linding of our study was that inoculation with vNA-A
resulted in the production of specific IgA and IgG antibodies in
BALF and serum. Antibody levels and the antibody mediated
hemagglutination inhibition were inoculum dependent. Moreover,
the number of specific anti-NP CD8+ T cells in spleen elicited by
inoculation with vNA-A was ako found dependent on virus
inoculum. This is particularly important since the CD8+ T cell
response is known to play a pivotal role in controlling primary
influenza infection [18,19,20,38,39].

Although vaccination with 10* and 10” PFU of vNA-A was able
to protect the inoculated mice against the challenge infection with
PR8 virus, only the group that received the higher vNA-A dose
(10° PFU) was completely protected. Therefore we believe that
both higher levels of neutralizing antibodies and CD8+ T cells
clicited by the higher dose of vNA-A could be an explanation for
the full protection that we observed after challenge with PR8 virus.
This explanation is reinforced by the recent demonstration of
cooperativity among neutralizing antibodies and CD8+ T cells
resulting in a robust protective immunity against influenza
infection [40,41].

Interestingly, after challenge infection we found a significantly
higher number of specific ana-NP CD8+ T cells in mice
vaccinated with vNA-A. These results could be due to the reduced
amounts of IgA and IgG elicited by inoculation with vNA-A,
which were unable to completely neutralize PR8 influenza virus
during challenge, triggering a more robust cell mediated response
in the lungs of those animals. Indeed, most of the animals
inoculated with PR8 or 10° PFU of vNA-A virus displayed no viral
load in the lungs afier challenge infection whereas all animals
inoculated with 10 PFU of vNA-A harbored virus in the lungs
after challenge.

One of the most important aspects in the vaccine development
field is safety in immunocompromised hosts. Thus, we also
evaluated the safety of influenza virus without an enzymatically
active neuraminidase in severely immunocompromised mice.

PLOS ONE | www.plosone.org
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vNA-A was attenuated in MyD88 -/- and RAG -/- mice, which
are unable to trigger toll-dependent (with exception ol TLR3)
innate immune responses [41] and lack B and T' lymphocytes,
respectively [42]. Remarkably, all the RAG -/- mice inoculated
with vNA-A survived the challenge, whereas some degree of
virulence was maintained in Myd88 -/- mice since 13% died.
Overall, our results suggest that although vNA-A would be safe for
hosts with a functional adaptive immune response. Further studies
should be done to better understand the role of vaccination in
severely immunocompromised hosts especially those with com-
promised innate immunity. It is important to note that vNA-A
elicits an abortive infection, therefore precluding the risk of
vaccinated people shedding and spreading this virus,

In condusion, we have demonstrated that vaccination with
recombinant influenza viruses truncated in neuraminidase gene
causes mild infection with reduced lung inflammation in wild type
mice and the virus is attenuated even in severely immunocom-
promised mice. In addition, vNA-A elicited strong humoral and
cellular viral immune responses, protecting vaccinated mice
against challenge with a highly virulent strain of influenza virus.
Hence, considering that the vNA-A virus expressing a heterolo-
gous protein is viable and induces a strong protection against
influenza, our study gives support to the use ol such recombinant
influenza viruses in development of safe bivalent vaccines against
influenza and other pathogens.

Material and Methods

Ethical Statement

This study was carried out in strict accordance with the
recommendations in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Brazilian National Council of Animal
Experimentation  (http://www.cobea.orgbr/) and the Federal
Law 11.794 (October 8, 2008). All animal studies were approved
by the Ethical Commission on Animals Use (CEUA/Fiocruz,
license L-001/09).

Mice

MyD88-/-, Rag -/- mice and their respective control mice
(C57BL/6) matched by sex and age (812 weeks old) were
obtained from the animal facilities of the Federal University of
Minas Gerais (Centro de Bioterismo [CEBIO], Belo Horizonte,
Brazil) and Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR/FIO-
CRUZ) and were housed according to standard institutional
guidelines.

In all infection procedures, animals were anesthetized and kept
under observation until they completely recovered. We anesthe-
tized mice before euthanasia procedures for all in viwo experiments.

For weight loss and survival measures the animals were
monitored at different times after inoculation, For survival curves,
the anmimals were anesthetized and euthanized by cervical
dislocation when they reached certain degree of weight loss
(25%), except for differentiation of innate and adaptative immune
response, in which we used a different weight loss endpoint to
better differentiate the mortality curves (35%).

Cells

MDCK and A549 cells were grown at 37°C under 5% CO»
atmosphere in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM;
SIGMA) with 1 mM sodium pyruvate, 4.5 mg/ml L-glicose and
antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin:
MDCK; 20 pg/ml of gentamicin and 5 pg/ml of amphoterecin B:
A549), herein called complete DMEM medium and supplemented
with 5% heat inactivated fetal bovine serum (FBS; CUTILAB).
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293T cells were grown at 37°C under 5% CO, in complete
DMEM supplemented with 10% FBS.

Plasmids for influenza reverse genetics

The pPRNA plasmid was constructed as previously described
and encodes the wild type neuraminidase and segments of the A/
WSN/33 (HINI1, herein named WSN) [43]. Plasmid pPRNA38
codes for a recombinant WSN NA segment where the entire NA
ORF is followed by a duplicated 3° promoter, a Xhol/Nkel linker, a
duplication of the last 42 nucleotides (nt) of the NA ORF and the
original 5° promoter [44]. In order to construct the truncated
neuraminidase segment, PCR amplified products were generated
using the pPRNA plasmid as template. These generated amplicons
contained the sequence of hepatitis 6 ribozyme followed by 19nt of
3" non-coding region and the first 150nt of NA coding region. To
generate the plasmid pPRI50x42nt, a PCR amplification
product, herein named NAISOREV was cloned into the
pPRNA38 vector digested with Sacl and Xkol restriction enzymes.
Next, we generated another PCR product, using pPRNA as
template which contained the last 150nt of the NA coding region,
which were followed by the 28nt of 5’ non-coding region and the
truncated human RNA polymerase | promoter. This amplicon
was cloned into pPRI50x42nt digested by Xhol and Hindlll
enzymes resulting in transfer plasmids carrying truncated NA
sequence named pPRNAI69x178 (figure 1A). All transfer
plasmids were first analyzed by digestion profile using the
appropriated restriction enzymes and then sequenced using
Dynamic ET Dye Terminator Cyde Sequencing KIT (AMER-
SHAM) and a Megabace 1000 automatic sequencer (AMER-
SHAM). The sequence of 660 nucleotides which encodes for no
protein was cloned into the plasmid pPR169x178 and digested as
described above to construct the plasmid pPR169-SPC-178.
Influenza A/PR8/34 bidirectional transfer plasmids pHW2000-
HA, NA, M, NS, PB2, PB1, PA and NP were kindly provided by
Dr. Ron Fouchier (Erasmus of Rotterdam Institute, Netherlands)
[44].

Generation of recombinant viruses

Wild type PR8 were generated by eight plasmid driven reverse
genetics as described by de Wit [45]. Briefly, recombinant
influenza viruses harboring a truncated NA segment and carrying
the spacer sequence (herein named vNA-A) were generated as
described by de Goede and co-workers with modifications [45],
using the transfection reagent Fugene HD (ROCHE). Infectious
viral particles were recovered from cell culture supernatants and
they were cloned twice by limit dilution technique on MDCK
cells. Viral work stocks were prepared by infecing MDCK cells
cultivated in complete DMEM  supplemented with 2 pg of
Trypsin-TPCK, 0.3% of bovine serum (BSA) and 500 pU/ml of
type I Vibrio cholerae neuraminidase (SIGMA). Viral stocks were
titrated on MDCK cell monolayers, in standard plaque assays
under agarose overlay.

Viral RNA extraction and RT-PCR analysis

Viral RNA (VRNA) extraction from cell-free supernatants of
infected MDCK cells and Reverse Transcriptase-PCR  analysis
were performed as previously described [10]. Amplicons were
analyzed on 1% agarose gel and visualized by ethidium bromide
staining. RT-PCR products were purified using QiaEXII kit
(Qiagen). The presence of mutations was determined by sequenc-
ing using Dynamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing KIT
(AMERSHAM) and a Megabace 1000 automatic sequencer
(AMERSHAM).

PLOS ONE | www.plosone.org

1

NA-A Flu Virus Links Safety and Immunity

Measurement of type | and Il interferons in cell culture

In order to evaluate the induction of interferon beta (IFN-f}; a
type I IFN) and interferon lambda 28a (IFN-22; a type 111 IFN)
genes by recombinant influenza virus, A519 cells were seeded in 6-
well plates (5x 10? cells/well). Twenty-four hours later cells were
infected with two MLO.I of PR8 or recombinant vNA-A or
incubated with the same culture media containing BSA, Trypsin
and Vibrio cholerae neuraminidase described above without virus
(VeNA treated control). At different time points, the cells were
harvested and total cellular RNAs were extracted with RNeasy kit
(QIAGEN), according to manufacturer recommendations and
RT-PCR reactions were performed as previously described [16].
Quantitative PCRs were done using a Lightcycler Real Time PCR
Machine (Applied Biosystems). Result analysis was performed
using SDS 2 sofiware. All data were normalized by the respective
beta-actin levels and expressed as a ratio relative to non-infected
cells (FeNA weated control) cultured using the same conditions as
the infected ones (in vitw assays) or PBS inoculated (mock) mice (in
vivo assays). PCR primers used for human genes were previously
described [47].

Influenza challenge and immunizations

Mice (wild type, MyD88 -/- or RAG -/-) were anesthetized with
15 mg/kg of ketamine and 0.6 mg/kg of xylazine and inoculated
intranasally with PBS (mock), vNA-A or PR8 virus in 25 pl of
PBS. For survival, weight loss, lung histological and inflammatory
assessments wild type mice were inoculated using 10° PFU of
either recombinant or PR8 virus. For challenge and acquired
immune response one group prime immunized using 107 PFU of
recombinant vNA-A was included. For infection of immunocom-
promised mice (RAG -/- or MyD88 -/-) or wild type control
(C57BL/6 mice), the animals were inoculated with either 5x10°
PFU of PR8 or 5x10" PFU of vNA-A. The weight of inoculated
animals was assessed at indicated time points. Survival of
inoculated animals was followed over 10-30 days.

To evaluate influenza multiplication in mouse lungs, the
animals were cuthanized at defined time points after infection
and lung homogenates were prepared in 3 ml of PBS. Viral loads
in lungs were assessed by standard titration under agarose overlay
on MDCK cells.

Harvest of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung
myeloperoxidase (MPO) and N-acetylglucosaminidase
(NAG) measurement

At the indicated time points after infection, mice were
euthanized with an overdose of ketamine/xylazine solution.
Subsequently, BAL was harvested by washing the lungs twice
with two 1mL aliquots of PBS [47]. After centrifugation, the pellet
was used for total and diflerential leukocytes counts of stained
slides. The supernatant (BAL) was used for cytokines, chemokines,
total protein and nitrite measurements. After BALF harvesting
lungs were perfused with 5 ml of PBS to remove circulating blood
and frozen. A hundred mg of tissue was homogenized in PBS with
anti-proteases to perform ELISA, MPO and NAG assays, as
previously described [48].

Measurement of cytokines in mice BALF, serum and
tissues

At the indicated time points, PR8 virus, vNA-A and PBS (mock)
inoculated mice were anesthetized and blood was collected from
brachial plexus. After death, BALF samples were harvested as
described above. The levels of the cytokines IL-6, IL-10, IL-12p70,
IFN-7, TNF-2 and MCP-1 in serum were assessed by BD CBA
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Mouse Inflammation Kit (Becton Dickinson) according to
manufacturer’s instructions. The levels of CCL2, CCL11, CXCLI
and CXCL9 in BALF, and the lung levels of TL-13, IL-4, IL-6, IL-
10, IFN-y, TNF-2 were assessed by ELISA according to
manufacturer’s instructions (R&D  systems, Minneapolis) as
previously described [19]. The induction of IFN-f§ and mulFN-
22/3 genes was measured by qRT-PCR, after lung tissue total
RNA extraction and reverse transcription using primers specific
for murine samples.

Assessment of protein and Nitrite levels in BALF

Total protein levels were measured in BALF using the Bio-Rad
Protein Assay kit, using a BSA standard curve, according to
manufacturer’s instructions [38]. The product of Nitric Oxide
oxidation, nitrite, was measured by adding 100 pL of BALF and
100 pL of Griess reagent (1% sulfanilamide and 0.1% naphthy-
lethylenediamide in 5% phosphoric acid) and comparing to the
absorbance at 550 nm to a standard curve of sodium nitrite [50].

Histopathological analysis

Histopathological changes induced by infection in the lungs of
mice inoculated with either PR8 virus or vNA-A were analyzed by
a pathologist blind to the experiment, using lungs of PBS
inoculated mice as control. Lung left lobes were fixed in formalin
and further dehydrated gradually in ethanol, embedded in paraffin
and cut into 4-mm sections, Slides preparations containing the
processed tissue were stained with H&E and examined under light
microscopy and scored by the pathologist. The score system was
performed as previously described [50]. Briefly, airway, vascular
and parenchyma inflammation, neutrophilic and mononuclear
infiltration and epithelial injury were assessed in 27 points of score,
Photomicrography was performed using an optical microscope
with a MotiCam Digital camera with a built-in 3.0 MegaPixel
sensor.

Detection of anti-influenza antibodies

Blood and BAL of mice infected with recombinant vNA-A or
PR8 virus were collected at pre-determined time points alter
moculation. Serial dilutions of serum samples were used to
determine [lu-specific antibodies titers by ELISA using PR8 virus
as antigen. Briefly, 96-well ELISA plates (NUNC Maxisorp) were
coated with 0.5 pg of detergent-disrupted purified PR8 virus per
well in 0.2 M Na-carbonate buffer, pH 9.6 (overnight at 4°C).
Bound antibody was detected with anti-mouse total IgG (H+L;
Amersham) and IgA antibodies (SouthernBiotech) carrying the
Horseradish Peroxidase and revealed by the addition of TMB
peroxidase substrate (KPL) as indicated by the supplier.

Serum was used for hemagglutinin inhibition (HI) assay, and to
this aim, serial dilutions (2 fold) of mice sera were incubated with 4
hemagglutinin units (HU)/25 pl of PR8 virus and 1% turkey red
blood cells. HI titers were determined as the highest serum dilution
able to completely inhibit hemagglutination.

ELISPOT

Spleens of immunized mice were obtained two weeks after the
inoculation with PR8 virus or vNA-A (10° or 10° PFU) or wo
weeks after the challenge with 10° PFU of PR8. Single cell
suspensions from mice spleens were prepared as previously
described [51,52]. Spleen cells were adjusted to 1 x 10° cells
per well in cell culture medium. For stimulation, a final
concentration of 10 pg/ml of nucleoprotein (NP} of PR8
ASNENMETM peptide (NP; amino acids 366-374; for H-2K")
was added. ELISPOT assay were performed essentially as
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previously described [53]. The spots were counted on Immuno-
Spot 85 Core Analyzer (CTL).

Statistical analysis

Statistical significance for ELISA and ELISPOT assays were
evaluated using Mann-Whitmey test (non-parametric data). The
survival distributions were analyzed by log-rank test. Inflammatory
profile in lungs and BAL were evaluated by one-way ANOVA,
with post-test Newman-Keuls. We performed the ESD method
(extreme studentized deviate; or Grubbs' test), to determine
whether one of the values in the list is a significant outlier from the
rest. The software GraphPad Prism 5 was used to analyze data and
make graphs.

Supporting Information

Figure S1 Inflammatory profile in BAL following infec-
tion with PR8 or vNA-A virus. C57BL/6 mice were
inoculated with PBS (mock) or infected intranasally with10®
PFU PR8 or vNA-A. Mice were euthanized (n = 6-8 in each
group) I, 4 and 7 dpi and bronchoalveolar lavage was performed.
Each cell type was counted (BAL) and the respective chemokine
measured in BALF by ELISA. Neutrophils and CXCLI (A),
macrophages/monocytes and CCL2/MCP-1 (B), lymphocytes
and MIG/CXCLY (C), eosinophils and Eotaxin/ CCLI 1 (D) levels
were determined. Data are presented as mean £SEM. *, ** and
¥ for p<0.05, p<0.0l and p<0.001, respectively, when
compared to mock or indicated groups (one-way ANOVA,
Newman-Keuls).

(RAR)

Figure 82 Measurement of cytokines in BALF. C57BL/6
mice were mmoculated with PBS (mock) or infected intranasally
with 10° PFU of influenza PR8 or vNA-A, Mice were cuthanized
1,4and 7 dpi(n = 5). The levels of the cytokines IFN-v (A), MCP-
1 (B), IL-6 (C) and TNF-% (D) were assessed in BALF samples by
BD CBA Mouse Inflammation Kit (Becton Dickinson) according
to the manulacturer’s instructions. Data were evaluated by Mann-
Whitney test *, #* and ** for p<0.05, p<0.01 and p<0.001
respectively.

(RAR)

Figure S3 Evaluation of PR8 virus titer in the lungs of
vaccinated mice after challenge. C57BL/6 mice were
moculated intranasally (25 pl of mnoculum) with 10* PFU of /
PRS, 10° or 10° PFU of vNA-A, or PBS (mock; n = 5 7 in each
group). Twenty-one days alter the prime-inoculation the animals
were challenged with a lethal dose of 10° PFU of PR8. Mice were
cuthanized 4 dpi and virus titers were quantified in the lungs. Data
were evaluated by Mann-Whitney test *, ** and *** for p<<0.05,
p<0.01 and p<0.001 respectively.

(RAR)
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UF 7_77 C BOLETIM
ICB desenvolve vacina contra chagas a

N’g?f.- 2%:‘2’” pﬂ"tll’ de oolagem genetlca
— Geradaapamdennampodommsmimehmm
g protege contra a gripe
- A demccracie Ane Rite Aredjo

L'

odificar o virus da Influenza para desenvolver vacina bivalente

que proteja contra a doenga de chagas ¢ a gripe. A idela, que

resultou em depdsito de patente para a UFMG, J& tem eficicla
comprovada em modelo animal.

“Ambas sSo doengas Infecciosas que induzem uma resposta

do tipo Inflamatéria®, explica o doutorando Rafael Polidoro Alves
Barbosa, do Instituto de Cléncias Bloldgicas (ICB), autor de trabalho
sobre o tema, vencedor do Prémio Mercosul de Cléncia e Tecnologia, na
categoria Jovem Pesquisador.

O projeto consiste em alterar um virus Influenza HIN1, que funciona
como vetor vacinal e carrega um gene do Trypanosoma cruzi,

especificamente
Nnhagem da gripe prevalente a cada ano,

"0 influenza ¢é relativamente ficll de ser usado geneticamente, pols tem
ummommmummm
mudar pouca colsa para transformé-lo em uma ferramenta vidvel”,

descreve Polidoro. Ele acrescenta que .mamm
Mmmmummmmm'um
atraentes de estudos de vetores para doencas causadas por
protozodrios”,

O estudo € orlentado na UFMG pelo imunologista Ricardo Gazzinelll e na
WMHOO&M)M“MMM
Machado. Também recebe contribuigBes do professor Mauricio Martins
Rodrigues, da Universidade Federal de S8o Paulo (Unifesp), especialista
em T, cruzi, e do pesquisador Oscar Brufia-Romero, especialista em
adenovirus, da Universidade Federal de Santa Catarina. O projeto ¢ parte
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EM DIA biologia

DUAS DOENCAS, UMA CAJADADA

VACINA DUPLA CONTRA GRIPE E DOENCA DE CHAGAS

ESTA MAIS PERTO DA REALIDADE

Imagine ser vacinado contra a gripe
e ficar imunizado também contra a
doenga de Chagas. Essa pode ser a re-
alidade no futuro gracas a uma
pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) e do Cen-
tro de Pesquisa René Rachou, da
Fundag¢do Oswaldo Cruz, também
em Minas Gerais. Os pesquisadores
inseriram o gene da proteina ASP-2
do Trypanosoma cruzi, agente infec-
cioso da doenca de Chagas, no virus
influenza, causador da gripe, e tes-
taram a vacina em camundongos,
obtendo uma taxa de sobrevivéncia
de 75% em animais infectados com
um volume de parasitas cinco vezes
maior do que o letal.

O projeto, que faz parte do progra-
ma de pesquisa do Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia em Vacinas
(INCTV), é continuagio de uma pes-
quisa realizada em 2006 que tentava
usar a mesma proteina de 7. cruzi
em um virus diferente, o adenovirus.
Como essa via de estudo apresenta

48 | CIENCIAHOJE 1302 1VOL. 51

limitagGes, optou-se por usar o virus
influenza HIN1 adaptado a camun-
dongos. “O virus da gripe é facil de
manipular”, conta o biélogo Rafael
Polidoro Alves Barbosa, cujas disser-
tagcdo de mestrado e tese de doutorado,
realizadas no Departamento de Bio-
quimica e Imunologia da UFMG, ti-
veram como tema a producdo dessa
vacina bivalente.

Segundo Barbosa, a ASP-2 é uma
proteina presente na membrana da
forma amastigota (sem flagelo) do
Trypanosoma cruzi, em seu ciclo de
replicacdo. Nio se sabe ao certo qual
a sua fungdo, mas acredita-se que es-
taria envolvida na adesdo celular (in-
teracao entre o parasito e o hospedei-
10). A sequéncia genética que a codi-
fica estd preservada nas seis familias
de T. cruzi. “Isso significa que ela é
importante para o parasita e porisso é
um bom alvo para gerar uma resposta
imunolégica”, explica o bilogo.

PARCERIA VIRAL Apés concluir os
testes iniciais em culturas de célu-
las em 2009 (ver ‘Gripe contra doenca
de Chagas?’, na CH On-line), Barbosa
partiu para os experimentos com
camundongos. Os animais rece-
biam duas doses do influenza
modificado e, 21 dias depois,

o bidlogo retirava o baco dos
camundongos para anlise.
“Constatamos que o virus

da gripe, mesmo com duas

0 virus influenza HIN1, causador
da gripe, modificado com o gene ASP-2
do Trypanosoma cruzi, agente infeccioso
da doenca de Chagas, consegue proteger
contra as duas doengas

aplicagdes, nao conseguia gerar uma
quantidade razodvel de células imu-
nes”, observa Barbosa.

O bidlogo decidiu entéo adicionar
0 adenovirus modificado com o gene
da ASP-2 do projeto anterior e obser-
vou uma grande melhora. O teste se-
guinte foi, ap6s aplicar as doses de
influenza e adenovirus, infectar os
camundongos com o parasita, 6 que
com uma dose cinco vezes maior que
a letal. “Embora a resposta imunol6-
gica no baco nao tenha sido diferente,
quando comparado ao projeto somen-
te com adenovirus, o influenza/ade-
novirus no teste de sobrevivéncia se
mostrou bastante eficaz”, afirma Bar-
bosa. Posteriormente, em um teste
mais preciso, observou-se que usan-
do dois virus diferentes o niimero
de células anti-T. cruzi chegava a
10% do total de células, enquanto no
protocolo somente com adenovirus
essa quantidade ndo passou de 2%.

Entender por que houve essa dis-
crepancia é um dos préximos passos
na pesquisa, que também testara o
efeito memdria do sistema imune,
vacinando agora e infectando o ani-
mal com o parasita seis meses de-
pois. Outro tépico de estudo é testar
a eficiéncia da vacina quando apli-
cada de forma subcutanea — atual-
mente, Barbosa aplica o virus in-
fluenza por via nasal. “Vamos pro-
curar desenvolver ainda uma va-
cina terapéutica para aquelas pes-
soas que ja estdo infectadas com o
T. cruzi, de modo a reverter os da-
nos cardiacos causados por ele”, re-
vela o bidlogo. A fase atual de testes
deve estar concluida até setembro.
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