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RESUMO

No Brasil, a leishmaniose visceral canina (LVC) & um problema de salde publica,
principalmente diante de sua expansdo verificada em diversos centros urbanos. A alta
prevaléncia de cdes infectados, incluindo animais assintomaticos, dificulta o controle da
doenca. Por isso, destaca-se a necessidade de desenvolver uma vacina que pode se apresentar
como uma medida adicional e efetiva para o controle da doenga. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a imunogenicidade e eficacia vacinal conferida ap6s imunizagdo com uma
proteina quimérica (Quimera B) associada a um sistema de adjuvantes em camundongos
BALB/c. A Quimera B é composta por epitopos de linfocitos T pertencentes as proteinas de
Leishmania infantum (L. infantum) descritas na literatura como candidatas vacinais (CPA,
CPB, PSA-50S e A2). Para tanto, os animais foram divididos em: (1) Grupo Controle Salina;
(2) Grupo Adjuvante Saponina e Monofosforil lipidio A (SM); (3) Quimera B e (4) Quimera
B associada ao sistema de adjuvantes (Quimera B + SM). Os camundongos receberam trés
imunizacbes subcutaneas, com intervalo de 15 dias entre as doses, seguido do desafio
experimental com 1x107 promastigotas de L. infantum, 15 dias ap6s a terceira e Gltima dose.
Apbs 45 dias do desafio experimental, foram eutanasiados para coleta de baco e figado.
Foram avaliadas a proliferacdo de linfocitos T totais (CD3") e suas subpopulactes
(CD3*CD4* e CD3*CD8") e a producéo de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e 1L-10), in
vitro apos estimulacdo com antigeno soltvel de L. infantum (ASLi), por citometria de fluxo.
Além disso, foi determinada a quantificacdo da carga parasitaria nos érgdos-alvo da doenca,
baco e figado, por PCR em tempo real (QPCR). Observou-se que as imuniza¢fes com a
proteina quimérica B (Quimera B e Quimera B + SM) levaram ao aumento da proliferacédo de
linfocitos T especificos, bem como da producéo de IFN-y por essas células. Adicionalmente, a
imunizacdo induziu a reducdo dos niveis da citocina imunomoduladora IL-10. No que diz
respeito a eficacia vacinal, cabe destacar a expressiva redu¢do da carga parasitaria, tanto no
baco quanto no figado, observada nos animais imunizados com a Quimera B associada ao
sistema de adjuvantes em comparacdo aos demais grupos. Os resultados obtidos foram
promissores, demonstrando que a imunizacdo com a proteina quimérica foi capaz de
desencadear uma resposta imunolégica satisfatoria, seja sozinha ou associada ao sistema de
adjuvantes, sendo considerada altamente imunogénica. Ainda, quando formulada com os
adjuvantes apresentou elevada eficicia vacinal demonstrada pela baixa carga parasitaria
observada, conferindo protecdo contra a infeccdo por Leishmania.

Palavras Chaves: Leishmaniose visceral; Leishmania infantum; vacinas; proteinas
quiméricas; BALBI/c; citometria de fluxo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemiologia da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) esta presente em 76 paises, com incidéncia estimada de
300.000 novos casos e 20.000 mortes anualmente (WHO, 2017). Além disso, mais de um
bilhdo de pessoas vivem em &reas endémicas sob risco de infec¢do (WHO, 2017). Embora a
LV esteja distribuida em 17 paises nas Américas, (OPAS, 2020), o Brasil apresenta a maioria
dos casos, cuja incidéncia segue se expandindo (Georgiadou et al., 2015).

Houve uma mudanca no perfil epidemioldgico da LV, a qual deixou de ser uma
doenca de ocorréncia exclusivamente rural ao passo que tem avancado para areas urbanas
(MS/Brasil, 2014; Werneck, 2010; Lima et al., 2012). Em regides como a india e Africa, é
uma doenca exclusivamente antropondtica, ou seja, sua transmissao ocorre somente entre
humanos. No entanto, no Oriente Médio, na China, no Mediterrdneo e nas Ameéricas, ¢
considerada uma zoonose, pois € transmitida entre animais e humanos, com destaque para o
papel dos cdes como principais reservatorios (Maia & Cardoso, 2015; Marcili et al., 2014).

A LV é causada pelo protozoario Leishmania infantum e transmitida por Lutzomyia
longipalpis (Espinosa et al., 2018; Marcili et al., 2014). O parasita apresenta duas formas
morfolégicas distintas em seu ciclo de vida: (1) promastigotas, que sdo extracelulares e
flagelados, encontrados principalmente nos vetores flebotomineos e (2) amastigotas, que
apresentam flagelo rudimentar e sdo encontrados nas células de mamiferos infectados
(Grimaldi & Tesh 1993). Seu ciclo bioldgico é heteroxénico (i.e., completa-lo o parasita
precisa de um hospedeiro vertebrado e de um invertebrado para atingir todos os estagios de
desenvolvimento), dependendo de um mamifero e um flebotomineo. Além de serem
hospedeiros desse protozoario, flebotomineos do género Lutzomyia também sdo os principais
vetores. Ao picar um individuo infectado, a fémea desse inseto ingere as formas amastigotas.
Em seu tubo digestério, as amastigotas se diferenciardo em promastigotas, que serao
inoculadas em um outro hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo (Lainson
& Shaw, 1987).

A LV tem como principais caracteristicas febre prolongada, perda de peso,
hepatomegalia, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia, sendo potencialmente
letal para os humanos se ndo for tratada adequadamente (Werneck et al., 2003; Chappuis et
al., 2007). O diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos é recomendado como parte

do Programa de Vigilancia e Controle da LV (PVCLYV), que também inclui a pulverizacdo de
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inseticidas com efeito residual em domicilio e peridomicilio e a eutanasia do reservatorio
urbano do parasito (Ministério da Saude, 2014). No entanto, essa estratégia ndo levou a
reducdes aparentes na incidéncia de LV humana ou na prevaléncia de infeccdo em caes,
devido a presenca de caes assintomaticos (soronegativos e PCR+), que néo sdo identificados
pelo PVCLYV, e contribuem para a manutencdo do ciclo de transmissdo (Coura-Vital et al.,
2011; Ministério da Saude, 2014).

Nas Gltimas décadas, o uso de drogas anti-Leishmania reduziu significativamente a
mortalidade por LV (Frézard & Demicheli, 2010). Porém, ainda ha alguns desafios, como a
toxicidade, os efeitos adversos, o alto custo dos medicamentos e a existéncia de cepas
resistentes (Mishra et al., 2013; Sundar & Chakravarty, 2013). Por isso, ferramentas mais
eficazes para melhorar o controle da doenca sdo necessarias. Em particular, estratégias
capazes de induzir a ativacdo do sistema imunologico do hospedeiro para prevenir as
infeccbes, preferencialmente aquelas que empregam vacinagdo profilatica (Duarte et al.,
2016; Gradoni, 2001; Reis et al., 2010).

Acredita-se que a resposta imune mediada por células contra Leishmania protege
contra a infeccdo. A imunidade contra as espécies de Leishmania é dependente da geracao de
celulas Thl e produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como interferon-y (IFN-y), fator
estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e interleucina-12 (IL- 12)
por células dendriticas (CDs), que ativam 0s macrofagos para eliminar parasitas
internalizados (Kaye & Aebischer, 2011; Engwerda & Matlashewski, 2015). Contudo, uma
resposta dirigida por células Th2 induz a producdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4
e IL-10, que desativam macrofagos infectados, levando a progressao da doenca (Rodrigues et
al., 2016). Assim, candidatos vacinais contra Leishmania devem ser capazes de induzir uma
resposta dirigida por células Thl, que deve ser caracterizada pela produgdo de IFN-y, GM-
CSF e 1L-12, por células T CD4", entre outras citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, além
de anticorpos anti-Leishmania IgG2a, porém baixos niveis de IL-10 e IL-4 produzidos por
celulas Th2 (Srivastava et al., 2016).

1.2 Desenvolvimento de vacinas

A vacinologia estuda a diversidade de patdgenos e os mecanismos relacionados ao
sistema imunoldgico a fim de buscar a prevencéo de diversas doencas. Por meio dela, podem
ser desenvolvidas formulagdes capazes de regular a resposta imune e prevenir doengas.

Muitos estudos e descobertas neste campo resultaram no aprimoramento da analise do
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processamento e apresentacdo de antigenos, bem como na caracterizacdo de alvos nas
respostas imunolégicas (Brusic et al., 2005).

Assumindo que a prevencdo do estabelecimento da infeccdo esta relacionada as
células Thl e T CD8", diferentes estratégias de vacinacdo contra a leishmaniose vém sendo
examinadas em modelos animais. Alguns desses métodos de analise incluem a realizagdo de
leishmanizag&o, uso de parasitos vivos atenuados, fragdes de DNA de patdgenos ou de suas
proteinas recombinantes (Handman, 2001).

Com altos niveis de eficacia, a leishmanizacao foi uma das primeiras técnicas vacinais
utilizada por séculos no Oriente Médio e na Russia (Rafati et al., 2005). A técnica envolve a
inoculacdo de uma pequena quantidade de parasitas vivos em areas ndo expostas do corpo, o
objetivo é desenvolver lesdes cutaneas e cura espontanea, resultando na imunidade protetora
contra a reinfeccdo. Sob nosso conhecimento, os ensaios de leishmanizacao ndo foram feitos
contra a leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral do Novo Mundo (Rafati et al.,
2005; Mendez et al., 2003). Cabe acrescentar que esta estratégia foi abandonada por muitos
paises, porque pode causar uma infec¢do crbnica e, consequentemente, demandar tratamento
devido ao uso de parasitas mortos como estratégia vacinal (Handman, 2001; Kumar &
Engwerda, 2014; Ghalib & Modabber, 2007). Neste contexto, destaca-se a importancia do (1)
targeting de genes de viruléncia na imunizagdo, que inclui vacinas produzidas com
organismos geneticamente modificados, (2) knock-out de genes de viruléncia de Leishmania
spp. e que possuem um curto ciclo de vida, suficiente para induzir uma resposta imune
especifica suficiente para eliminar a infec¢do e ndo induzir doenca (Costa et al., 2011).

Em vacinas compostas por parasitos vivos atenuados, ocorre a entrada do patégeno na
celula-alvo, ativando respostas humoral e celular, incluindo células T citotoxicas (Weiner &
Kennedy, 1999). A presenca do parasita permite que o sistema imunoldgico do hospedeiro
desenvolva uma resposta especifica contra os antigenos, com geracdo de células efetoras e de
memoria capazes de conferir protecdo (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Esse tipo de vacina
ja foi testado em alguns modelos animais, mostrando que os parasitas modificados por cultura
in vitro sob temperaturas elevadas, irradiagdo gama ou mutacgdes genéticas sdo reconhecidos
pelas células do hospedeiro da mesma forma que os parasitas virulentos. Todavia, 0s parasitas
modificados podem sobreviver no organismo por algum tempo sem se replicar (Kumar &
Engwerda, 2014; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014), persistindo no hospedeiro e provendo
antigeno suficiente para induzir a geracéo de células especificas de memoria (Selvapandiyan

et al., 2012). O uso de parasitas suscetiveis a certas drogas bem de espécies nao-patogénicas
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também foram alternativas. Contudo, cabe mencionar que a seguranca da vacina deve ser
considerada, visto a possibilidade de parasitas vivos serem suscetiveis a mutaces
espontaneas, além da dificuldade de producéo e analise de qualidade em larga escala (Kumar
& Engwerda, 2014).

Outra possivel vacina usando antigenos proteicos adaptados para LV pode ser
desenvolvida empregando a vacinologia reversa, que se propde a identificar os antigenos
indutores de células T CD4* e T CD8" ligadas a protecdo (Gannavaram et al., 2014).

Vacinas utilizando extratos brutos dos parasitas, proteinas recombinantes purificadas,
peptideos sintéticos e fragdes de DNA inseridos em plasmideos foram testadas com diferentes
sistemas de liberagdo (Bhowmick et al., 2007; Mazumder et al., 2007). O uso de fragGes
proteicas de Leishmania spp. mostrou-se uma alternativa mais segura, apresentando
excelentes propriedades imunoprotetoras em modelos experimentais (Gradoni, 2001;
Handman, 2001).

As vacinas compostas por proteinas recombinantes sdo projetadas usando tecnologia
de DNA recombinante, no qual o vetor contém o material genético do patdgeno e induz a
producdo da proteina codificada pela sequéncia heter6loga de DNA. Entdo, a célula
transformada é submetida a condi¢des que facilitam sua expresséo, resultando na formacéo de
grandes quantidades da proteina desejada para ser utilizada em protocolos de vacinacao
(Gurunathan et al., 1997; Seth et al., 2006; Duthie et al., 2012). Além da vantagem da
producdo da proteina em larga escala, essa tecnologia apresenta baixo custo e induz uma
resposta imune celular e humoral mais especifica quando comparada ao uso do antigeno
soltvel de Leishmania (ASL) (Gurunathan et al., 1997; Seth et al., 2006; Duthie et al., 2012).

Os fragmentos de proteina (peptideos) podem ser usados tanto como candidatos
vacinais quanto na imunoterapia. Contudo, um dos maiores desafios é a identificacdo de
peptideos (epitopos ou regides antigénicas), que possam ser usados para induzir a imunidade
contra um patégeno. Muitas ferramentas foram desenvolvidas para identificar regiGes
antigénicas em proteinas ou antigenos patogénicos (Dhanda et al., 2017). A bioinformaética,
por exemplo, contribuiu para a producdo de uma variedade de proteinas recombinantes
avaliadas como candidatos a vacina contra Leishmania em modelos animais (Costa et al.,
2011; Duarte et al., 2016). Avancos na bioinformatica permitiram o estudo preditivo de
epitopos de células T a partir de sequéncias de proteinas, evidenciando sua contribuicdo como

alternativa para o desenvolvimento de vacinas (Larsen et al., 2005).
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Diversos estudos tém demonstrado que a avaliacdo gendmica associada & producao de
peptideos in silico é importante na busca de proteinas para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes (Coelho et al., 2012; Costa et al.,, 2014). O desenvolvimento de vacinas
recombinantes ou peptideos sintéticos tem a vantagem de permitir o uso de epitopos definidos
e ja caracterizados, em virtude da possibilidade de modificar essas moléculas e evitar a
desvantagem de epitopos desnecessarios ao desenvolvimento de imunidade protetora (Skeiky
et al., 2002).

1.3 Vacinas comerciais desenvolvidas

A protecéo induzida pela vacina ocorre pela estimulacdo de respostas imunes humoral
e/ou auxiliar e citotdxica, bem como pela formacdo de células de memoria. A resposta
humoral é realizada pelos linfocitos B, que secretam anticorpos que neutralizam e marcam
para destruicdo por outros componentes do sistema imunolégico os patdgenos que se
encontram fora da célula. Ja a resposta celular, é baseada na ativacdo de linfécitos T auxiliares
ou citotoxicos. As células apresentadoras de antigenos (APCs) infectadas que possuem
peptideos proteinas do patdgeno em sua superficie podem ativar as células T auxiliares
produtoras de citocinas e células T citotoxicas para destruir a célula infectada. Além dessa
ativacdo do sistema imunoldgico, as células de memdria sdo ativadas e podem continuar a
reconhecer o patégeno no futuro (Weiner & Kennedy, 1999).

O Brasil tornou-se o primeiro pais do mundo a oferecer uma vacina comercialmente
disponivel para imunizar cdes contra a L. infantum (Regina-Silva et al., 2016). A vacina
Leishmune®, originalmente comercializada pela Fort Dodge Animal Health e posteriormente
pela Zoetis, foi licenciada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
para prevencao da leishmaniose visceral canina (LVC) em 2003 e foi comercializada de 2004
a 2014. Leishmune® consiste no complexo glicoprotéico purificado, Ligante de Fucose-
Manose (FML), associado a saponina. O FML é um antigeno presente na superficie do
parasita durante todo o ciclo de vida, é um potente agente imunogénico e leva a protecdo
induzida aos cdes. A vacina foi capaz de inibir a entrada de promastigotas e amastigotas em
macrofagos de camundongos in vitro (Lima et al., 2010; Borja-Cabrera et al., 2002). Em
2014, o MAPA, em conjunto com o Ministério da Saude, suspendeu seu uso por ndo atender
aos requisitos em um ensaio clinico de fase I11 (Mendongca et al., 2016).

Em 2007, o MAPA aprovou 0 uso da vacina Leish-Tec® (Hertape Calier Salde

Animal), a Unica vacina contra LVC encontrada atualmente no mercado no Brasil. Foi
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produzida a partir da proteina recombinante A2 de L. infantum associada a saponina, no
entanto, ndo oferece protecdo total aos cdes vacinados (Regina-Silva et al., 2016). O antigeno
A2 ¢é uma proteina requerida para a sobrevivéncia do parasita, que Se expressa
preferencialmente na forma amastigota e em baixos niveis em promastigotas. A inibicdo da
expressdo de A2 na forma amastigota leva a perda da viruléncia (Zhang & Matlashewski,
1997; Matlashewski, 2001). A vacina induz uma resposta imune protetora contra infeccéo por
L. donovani, L. amazonensis e L. chagasi, associada a resposta imune Th1l caracterizada por
altos niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-10 (Fernandes et al., 2008; Palatnik-de-Sousa,
2012).

Duas outras vacinas, CaniLeish® (Virbac Santé Animale) e LetiFend® (Leti), estdo
disponiveis na Europa (Carcelén et al.,, 2009; Oliva et al.,, 2014). Embora ndo seja
comercializada no Brasil, a vacina CaniLeish® (LIESP/QA21), € utilizada em paises europeus.
E composta por proteinas obtidas em cultura, da forma promastigota de L. infantum associada
ao adjuvante QA21, uma fracdo purificada da saponina Quillaja saponaria (Carcelén et al.,
2009). Esta vacina apresentou eficidcia de 92%, em conjunto com uma regressdo na
progressdo dos sinais clinicos, em aproximadamente 66,6% dos casos e é bem tolerada pelos
animais, sendo o principal efeito adverso um inchacgo local associado a dor no local da injecéo
(Lemesre et al., 2007; Oliva et al., 2014). O estudo de Moreno e colaboradores (2014)
confirmaram que a CanilLeish® estimula uma resposta imune mediada por células T do tipo
Thl, a producdo de IFN-y e que os niveis de anticorpos IgG permanecem constantes por cerca
de 1 ano apds a imunizacdo. O estudo realizado por Martin et al. (2014) evidenciou que
embora a Canileish® induza uma resposta imune Thi, que é importante para o controle do
parasita, a vacina ndo é preventiva, mas sim terapéutica, pois nao previne a infeccdo priméria
pelo protozoario, apenas controla a carga parasitaria no céo.

Outra vacina produzida comercialmente é a LetiFend®, que foi aprovada na Europa em
2016. Consiste em uma proteina quimérica “Q” com cinco fragmentos antigénicos de quatro
diferentes proteinas ribossomais de L. infantum (LiP2a, LiP2b e LiPO e a histona H2A), sem
adicdo de adjuvante. Os ensaios laboratoriais da vacina demonstraram uma eficacia de 72%
na prevencdo de sinais clinicos da doenca e reduziram em 9,8 vezes o desenvolvimento de
sintomas clinicos em cdes vacinados em comparagdo com o grupo controle e ndo houve
efeitos colaterais importantes apds a administracio de LetiFend® (Fernandez Cotrina et al.,
2018; Velez & Gallego, 2020).
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Um resumo das vacinas desenvolvidas contra a LVC e antigenos relacionados esta
listado na Quadro 1 (Solano-Gallego et al., 2017).

Quadro 1 - Resumo das principais vacinas contra LVC.

Vacina . . Protecéo A
(Fabricante, Pais) Antigeno Protocolo Vacinal (%) Referéncia
(Marcondes et
Ligante de Fucose-Manose Trés doses de vacinacao al., 2013;
Leishmune® (FML) de L. donovani primaria (subcutanea), 95 Mendonca et al.,
(Zoetis, Brasil) formulado com adjuvante intervalos de 21 dias; 2016; Borja-
QuilAl, derivado de saponina um refor¢o anual Cabrera et al.,
2002)
T an® . N (Regina-Silva et
Leish-Tec . Antigeno A2 recombinante de Tre_s d,o_ses de vacinacao al., 2016;
(Hertape Calier . primaria (subcutanea),
g ; L. donovani formulado com . . 71 Mendonca et al.,
Saude Animal, . . intervalos de 21 dias; i
Brasil) adjuvante saponina um reforco anual 2016; Fernandes
et al., 2008)
e Proteinas secretadas-excretadas  Trés doses de vacinagdo (Mor<.ano et al.,
CanilLeish e . A . 2012; Oliva et
; . purificadas de L. infantum primaria (subcutanea), ,
(Virbac Santé - . . Y 68 al., 2014;
. (LiESP); adjuvante QA-21 intervalos de 21 dias; .
Animale, Franga) . Carcelén et al.,
(saponina) um reforgo anual 2009)
Letifend® Proteina Q quimérica Uma dose de vacinagdo (Fernandez
(Laboratorios Leti, recombinante (H2A, LiP2a, primaria (subcutanea); 72 Cotrina et al.,
Espanha) LiP2b e LiP0) de L. infantum um reforgo anual 2018)

Adaptado de Solano-Gallego et al., 2017.

1.4 Adjuvantes vacinais

O perfil de resposta associado a prote¢do do hospedeiro contra Leishmania é definido

pelo tipo Thl, que é encontrado em assintomaticos, ou seja, aqueles com infecgdo controlada
sem avan¢o da doenca. JA& em hospedeiros com sintomas clinicos graves observa-se o tipo
Th2, onde as células imunes sdo incapazes de combater o parasita e reduzir a carga
parasitaria, levando a infeccdo mais grave e progressao da doenca (Wilson et al., 2002; Esch
etal., 2013).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores e varios
receptores Toll-like (TLRs), que estdo associados a membrana celular reconhecendo
patdégenos no ambiente fora da célula, contribuindo para a deteccdo e reconhecimento da
Leishmania por varias células imunes inatas (Janeway e Medzhitov, 2002). Os TLRs
funcionam como receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) presentes em macréfagos,

CDs e neutrofilos, e sdo responsaveis pelo reconhecimento de padrées moleculares associados
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a patogenos (PAMPs) expressos por uma ampla gama de agentes infecciosos. A interacao
entre 0s PRRs e seus PAMPs inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular que leva a
producdo de citocinas, quimiocinas, mediadores de respostas inflamatdrias e antiparasitarias.
Esse processo desencadeia uma resposta imune adaptativa especifica ao patdogeno. Assim, a
identificacdo de PAMPs e seus PRRs, estimularam a pesquisa de vacinas, dado que a ativagéo
da imunidade inata a partir da associagio PRR-PAMP é um passo importante no
desenvolvimento da imunidade adquirida contra antigenos especificos. Esses PAMPSs,
especialmente aqueles que se ligam aos TLRs, constituem muitos adjuvantes (Reed et al.,
2009; Duthie et al., 2011).

O adjuvante adicionado a vacina é determinante na inducdo de uma resposta ao
antigeno e no reconhecimento pelo sistema imunoldgico. Os adjuvantes atuam como PAMPs
e através de receptores como TLRs, sdo reconhecidos pelas CDs, que direcionam a
diferenciacdo dos linfécitos T naive em diferentes tipos de células efetoras, que podem
pertencer aos subtipos Thl, Th2 ou Th17 e as citocinas, IFN-y, IL-4 e IL-17, respectivamente
(Janeway & Medzhitov, 2002).

Os adjuvantes podem ser divididos em duas categorias de acordo com sua origem. O
primeiro grupo inclui excipientes exogenos e 0 segundo grupo, excipientes
imunoestimulantes, que podem incluir substancias quimicas, algumas das quais sdo extraidas
de plantas ou de patogenos (Singh & Srivastava, 2003).

E essencial que a vacina ative corretamente o sistema imunoldgico do hospedeiro para
que ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune protetora especifica contra o patdgeno.
A principio, a formulacdo de uma vacina contém dois elementos essenciais: o0 antigeno e o
adjuvante (Kocourkova et al., 2016). Vacinas com peptideos isolados, muitas vezes, sdo
incapazes de induzir uma resposta protetora. Desta forma, se faz necessaria uma mistura a
outros antigenos ou a associacdo de adjuvantes para que possam estimular esta resposta
(Handman, 2001). As saponinas tém sido utilizadas em experimentos vacinais e apresentam-
se ideais como adjuvantes da resposta imune, sendo associada aos candidatos na indugéo da
resposta imune contra as leishmanioses, devido a sua formulagéo simples, custo reduzido e
por serem consideradas seguras para uso veterinario (Vitoriano-Souza et al., 2012).

O desenvolvimento de novas vacinas para LV tornou-se uma alternativa atraente e
topico de muitas investigacbes devido ao aumento gradativo de casos mundialmente nos
ultimos anos (Reis et al., 2010; Alvar et al., 2012; Moreno, 2019), as dificuldades encontradas

na execucao dos metodos profilaticos, problemas de sensibilidade e especificidade dos testes
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diagndsticos e problemas associados ao tratamento (Kamhawi, 2000; Desjeux et al., 2004;
Carvalho et al., 2002; Roatt et al., 2014). No entanto, é uma tarefa complexa, mas
considerada uma solucédo viavel para o controle efetivo e prevencdo da doenca (Grimaldi &
Tesh, 1993; Desjeux, 2004; Palatnik-de-Sousa et al., 2012). Portanto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o potencial de uma proteina quimérica de induzir uma resposta imune

protetora contra a infec¢do experimental por Leishmania infantum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a imunogenicidade e eficacia vacinal com uma proteina quimérica em

camundongos BALB/c imunizados e desafiados por Leishmania infantum.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade proliferativa de linfécitos T totais e suas subpopulacdes (CD4* e
CD8") in vitro apos estimula¢do com antigeno soltvel de Leishmania infantum;

Avaliar a producdo de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10) in vitro ap6s
estimulagdo com antigeno soltvel de Leishmania infantum;

Quantificar a carga parasitaria em baco e figado.



18

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho e sintese da proteina quimérica

A proteina quimérica utilizada neste estudo foi desenhada por Brito e colaboradores
(2020) a partir da predicdo de epitopos de linfécitos T CD4" e T CD8" com potencial
imunogénico mapeados pela abordagem computacional integrativa. Os epitopos pertencem as
proteinas de L. infantum j& descritas na literatura como candidatas vacinais e foram
selecionados de acordo com escores fornecidos pelos algoritmos de predicdo de epitopos de
células T NetCTL, NetMHC e NetMHC Il (Brito et al., 2020).

A Quimera B é constituida por epitopos das proteinas cisteina peptidase A e B (CPA e
CPB), proteina antigénica de superficie (PSA-50S) e proteina amastigota especifica A2 (A2).
Para melhorar a estabilidade e processamento das proteinases, foi inserido entre 0s epitopos
um espacador contendo a sequéncia de aminoacido GPGPG (Brito et al., 2020). A proteina foi
clonada e expressa em Escherichia coli pelo Centro Tecnoldgico de Vacinas (CT-Vacinas) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2 Animais, grupos experimentais e protocolo de imunizagao

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) registrado sob o parecer N° 6977080518. Os
procedimentos foram realizados em conformidade com as recomendagGes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Camundongos isogénicos fémeas com idade entre quatro e oito semanas da linhagem
BALB/c foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) e mantidos em gaiolas
isoladoras climatizadas providas de agua e racdo comercial ad libitum. Os experimentos
foram conduzidos em duplicata, sendo os camundongos divididos em quatro grupos
experimentais (n=3+3/grupo):

(1) Controle Salina: indculo de solu¢do salina estéril (NaCl 0,9% pH 7,2-7,4);

(2) Grupo adjuvante SM: inéculo do sistema de adjuvantes Saponina (30 ug) e
Monofosforil lipidio A (12,5 ug);

(3) Quimera B: inoculo de proteina quimérica (10 pg);

(4) Quimera B + SM: inoculo de proteina quimérica (10 ug) formulada com
Saponina (30 pg) e Monofosforil lipidio A (12,5 ug);
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Os camundongos foram submetidos a trés imunizagdes via subcutanea na regido dorsal
com intervalo de quinze dias entre as doses. ApOs quinze dias da terceira imunizagdo, 0s
animais foram desafiados com 1x107 promastigotas de L. infantum via intravenosa via veia da
cauda. Passados quarenta e cinco dias do desafio experimental, os animais foram anestesiados
com Cetamina (90-120 mg/kg) e Xilazina (5-10 mg/kg) via intraperitoneal e eutanasiados
para remocao do baco e figado (Figura 1).

24 camundongos BALB/c (n=3+3/grupo)

Saponina
+ Quimera B
Salina Monofosforil Quimera B +
lipidio A SM
(SM)
1;!, 12 dose ._ET 2% dose % 3% dose % 1x10" promastigotas de Leishmania infantum
v ] » [
| ¥ v
U
15 dias 15 dias 15 dias 45 dias

mmm Proliferagao de linfocitos T totais e suas subpopulagdes (CD3* CD4* e CD3*CD8*).
mmm Produgao de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10).

= Quantificagdo da carga parasitaria em bago e figado.

Figura 1: Delineamento experimental do estudo.

3.3 Desafio experimental

Para realizacdo do desafio experimental foi utilizada a cepa (MCAN/BR/2008/OP46)
de L. infantum isolada de um cdo sintomético oriundo de Governador Valadares, Minas
Gerais, e caracterizada molecularmente por meio da reacdo de Restriction Fragment Length
Polymorphism-Polymerase Chain Reaction (PCR-RFLP).

Os parasitos foram isolados em agar sangue a partir de fragmentos do bago de Syrian
golden hamsters infectados e cultivados em meio Novy-MacNeal-Nicolle/Liver Infusion
Tryptose (NNN/LIT) em estufa BOD (FANEM® modelo 347) a 22°C até terceira passagem
(P3). O desafio experimental foi realizado com 1x10’ promastigotas, em fase estacionaria de

crescimento, através de um indculo de 100 pL pela via intravenosa caudal dos camundongos.
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3.4 Obtencao dos esplendcitos

Apb6s quarenta e cinco dias do desafio experimental, os camundongos foram
eutanasiados para remocao do baco em capela de fluxo laminar sob condigdes estéreis. O
orgao foi macerado com auxilio de um macerador de tecido de vidro em 2mL de RPMI
incompleto para obtencdo da suspensédo celular. Essa foi transferida para um tubo conico de
polipropileno de 15mL (Nunc™) e centrifugada a 400 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 1mL de RPMI para contagem em
camara de Neubauer. O volume foi ajustado para obtencdo de uma concentracdo final de
1x107 células/mL.

Para a avaliacdo da producdo de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10)
produzidas pelos linfocitos T, as suspensdes celulares foram transferidas para placas de 96
pocos de poliestireno com fundo em U (Costar®), contendo meio de cultura suplementado
CMBlast (soro fetal bovino 20%, gentamicina 1%, L-glutamina 1%, f-mercaptoetanol 0,1% e
RPMI). A cultura controle consistiu em células ndo estimuladas, enquanto o restante das
células foi estimulado com 25 pg/mL de antigeno solGvel de L. infantum (ASLi). Alguns
pocos foram estimulados com 10uL de Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (5 ng/mL) e
2uL de Ionomicina (1 pg/mL), como controle positivo.

Para a avaliacdo da proliferagdo de linfocitos, as suspensdes celulares foram marcadas
com CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester, Thermo Fischer) e
transferidas para placas de 96 pocos de poliestireno com fundo em U (Costar®). A cultura
controle consistiu em células ndo estimuladas, enquanto o restante das células foi estimulado
com 25 pg/mL de ASLi. Alguns pocos foram estimulados com o mitégeno Concanavalina A

(1 pg/mL), como controle positivo.

3.5 Avaliacdo das subpopulacdes de linfécitos T produtores de citocinas
intracitoplasmaticas

Ap0s 24 horas de estimulacdo antigeno-especifica em estufa com 5% de CO2 a 37°C
foi realizada a caracterizacdo fenotipica dos linfocitos T produtores de citocinas
intracitoplasmaticas em esplendcitos. Oito horas antes do término do periodo de incubacéo,
foram adicionados 10uL de Brefeldina A (Sigma-Aldrich) (10 pg/mL). Ao término do
periodo de 24 horas, foram adicionados 20uL da solu¢ao de EDTA e as placas incubadas por
15 minutos. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 450 x g a 4°C durante 5 minutos e o

sobrenadante de cultura foi descartado. As células ressuspendidas em 200uL de Phosphate-
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buffered saline (PBS). As placas foram novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado.
Foram adicionados 50ul. de PBS contendo o marcador de viabilidade FVS450 (BD
Biosciences) e as placas foram incubadas ao abrigo da luz durante 15 minutos. Foram
adicionados 100uL de tampao PBS-Wash e as placas submetidas novamente a centrifugacéo.
O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas para marcacdo das moléculas de
superficie com anticorpos anti-CD3 (clone 145.2C11), anti-CD4 (clone RM4-5) e anti-CD8
(clone 53-6.7). As placas foram incubadas durante 30 minutos com 30ulL dos anticorpos de
superficie diluidos ao abrigo de luz. Apos a fenotipagem dos linfocitos T, as células foram
fixadas com 150uL de solugdo de lise (citrato de soédio, formaldeido, dietilenoglicol e
heparina). Posteriormente, as células foram permeabilizadas com 200ul. de PBS-Wash
acrescido de 5% de saponina durante 10 minutos. As placas foram centrifugadas e o
sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas para marcacdo com anticorpos
anti-IFN-y (clone XMG1.2) e anti-IL-10 (clone JES5-16E3) ao abrigo da luz por 30 minutos.
Foram adicionados 200uL. de PBS-Wash e as placas submetidas a ultima centrifugacéo. Por
fim, o sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 200uL de solucao fixadora
Macs Facs Fix (paraformaldeido 10 g/L, cacodilato de sodio 1%, cloreto de sddio 6,67 g/L,
pH 7,2-7,4) e transferidas para tubos de poliestireno de 500 pL (Sarstedt®).

Os eventos (100.000) foram adquiridos no citbmetro de fluxo LSRFortessa (BD
Biosciences) no Laboratorio Multiusuério de Citometria de Fluxo do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Bioldgicas (LMCF/NUPEB). Os dados obtidos foram analisados empregando o
programa FlowJo™ Software (BD Biosciences) e os resultados expressos pelo percentual de

células produtoras de citocinas intracitoplasmaticas da cultura estimulada por ASLi.

3.6 Avaliacéo da proliferacdo de linfécitos T

A caracterizacdo fenotipica dos linfocitos T foi realizada em esplendcitos apés
estimulagdo antigeno-especifica durante 120 horas em estufa com 5% de CO2 a 37°C. Ao
término do periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas a 450 x g por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas. Foram adicionados 200uL de
PBS, as placas centrifugadas e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 50uL de PBS
contendo o marcador de viabilidade FVS450 (BD Biosciences) e as placas incubadas ao
abrigo da luz durante 15 minutos. Foram adicionados 100uL de tampao PBS-Wash e as placas
foram submetidas novamente a centrifugagdo. O sobrenadante foi descartado e as células

ressuspendidas para marcacdo das moléculas de superficie com anticorpos anti-CD3 (clone
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145.2C11), anti-CD4 (clone RM4-5) e anti-CD8 (clone 53-6.7). As placas foram incubadas
durante 30 minutos com 30ulL dos anticorpos de superficie diluidos ao abrigo de luz. As
células foram fixadas com 150ul de solu¢do de lise (citrato de soédio, formaldeido,
dietilenoglicol e heparina). Foram adicionados 200uLL. de PBS-Wash e as placas submetidas a
ultima centrifugacdo. Por fim, o sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em
200puL de solugdo fixadora Macs Facs Fix (paraformaldeido 10 g/L, cacodilato de sodio 1%,
cloreto de sodio 6,67 g/L, pH 7,2) e transferidas para tubos de poliestireno de 500 pL
(Sarstedt®).

Os eventos (100.000) foram adquiridos no citbmetro de fluxo LSRFortessa (BD
Biosciences). Os dados obtidos foram analisados empregando o programa FlowJo™ Software
(BD Biosciences) e os resultados expressos pelo percentual de proliferacdo dos linfocitos T da

cultura estimulada por ASL..

Quadro 2 - Lista de marcadores utilizados para fenotipagem das subpopulacgdes de linfdcitos

T e das citocinas intracitoplasmaticas.

Marcador Fabricante Fluorocromo Diluicéo Funcéo
. TM . define populacéo de
CD3 BD Horizon BV650 1:100 linfocitos T CDA4
define subpopulagéo
CD4 BD Horizon™ BV605 1:200 de linfécitos T
auxiliares
define subpopulagéo
CD8 BD Horizon™ BV786 1:200 de linfécitos T
citotdxicos
IFN-y BD Pharmingen™ AF700 1:50 citocina Thl
IL-10 BD Pharmingen™ PE 1:50 citocina reguladora

3.7 Carga parasitaria

A pesquisa de DNA gendmico do parasito se deu através da deteccdo e quantificacdo
do gene DNA do cinetoplasto (KDNA) (gene de cépia mdltipla de L. infantum) por PCR em
tempo real (QPCR).

3.8 Extracdo de DNA
A extracdo de DNA genémico do parasito e de fragmentos de baco e figado foi

realizada pelo método in-house CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide).
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Os fragmentos de bago e figado foram pesados entre 5 e 15 mg em tubos de 2mL.
Apos a adigdo de 500mL do tampdo de lise (Tris-HCI 20mM, EDTA 5mM, NaCl 400mM,
SDS 1%, pH 8), as amostras foram homogeneizadas por inversdo e incubadas a 37° C durante
60 minutos, sendo agitadas em vortex a cada 20 minutos. Em cada tubo, foi inserida uma bead
metalica de 5mm. Entdo, o tecido foi macerado com auxilio do Tissuelyser (Qiagen, EUA)
durante 2 minutos. Depois deste processo, foram adicionados 100uL de solugdo de cloreto de
sodio (NaCl) 5M e as amostras foram homogeneizadas lentamente e incubadas a 65°C por 10
minutos. Foram adicionados 50uL. de CTAB/NaCl 10% as amostras com posterior incubagio
durante 20 minutos a 65°C. Foram adicionados 400uL de cloroférmio, e as amostras foram
agitadas vigorosamente em vortex. Em seguida, foram centrifugadas a 12.000 x g durante 10
minutos. Em tubos de 1,5mL foram adicionados 400uL de Isopropanol, seguido da
transferéncia do sobrenadante contendo DNA. A homogeneizacdo da solucdo foi obtida por
inversdo dos tubos durante 1 a 2 minutos até a turvacdo do DNA. Entdo, as amostras foram
incubadas a -20°C durante 60 minutos e, em seguida, centrifugadas a 12.000 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e foi realizada a lavagem com 1mL de alcool 70%
gelado. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 12.000 x g, o sobrenadante foi
descartado. Os tubos contendo as amostras de DNA permaneceram abertos até a evaporacéao
completa do alcool 70%. Por fim, as amostras de DNA foram hidratadas overnight com
100uL de agua livre de nucleases. Por tltimo, foram adquiridas em nanoespectrofotometro
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific, EUA) a concentragdo, expressa em ng/uL, e a pureza do
DNA.

Para extracdo de DNA gendmico do parasito visando a construcdo de uma curva
padréo, foram realizados procedimentos similares. Primeiramente, 1x10® promastigotas de L.
infantum armazenadas em tubos de 1,5mL em freezer -80°C, foram descongeladas e
ressuspendidas em 500mL solucdo de lise (Tris-HCI 50mM, EDTA 5mM, NaCl 400mM,
SDS 1%, pH 8). Apds incubacdo por uma hora a 37°C, foram adicionados 20mL de
Proteinase K (20mg/mL, Sigma Co., EUA), seguido de homogeneizacgéo e incubagédo a 55°C
overnight. O restante dos procedimentos foi realizado conforme descrito anteriormente. A

amostra foi armazenada a -20°C até a sua utilizagdo na construcao da curva-padrao.
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3.9 Quantificacdo da carga parasitaria

As reacOes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos MicroAmp Optical 96 —
Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems, EUA) e processadas em
termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, EUA).
Apenas as reacdes com eficiéncia entre 90 e 110% e com valores satisfatorios de coeficiente
de linearidade (r>= 0,95 e 0,999) da curva padrdo foram consideradas. Para confecgdo da
curva padrdo, amostras de L. infantum foram diluidas entre 10° a 10°. Agua livre de nucleases
foi utilizada como controle negativo da reagéo.

As reaces foram feitas usando Sybr Green | (Bryt Green®, Promega), DNA extraido
na concentragdo de 50 ng/uL, iniciadores (1uM) e dgua livre de nucleases em quantidade
suficiente para o volume final de 10uL por pogo. Para deteccdo e quantificagdo do DNA
gendmico do parasito, foi utilizado o par de iniciadores direto (5° GGG (G/T)AG GGG CGT
178 TCT (G/C)CGAA 3’) e reverso (5° (G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CT AT(A/T) TTA CAC CAA
CCCC 3’), que amplificam um fragmento de 120 pb. O gene constitutivo do fator alfa de
necrose tumoral murino (TNF-a) foi utilizado para verificar a integridade do DNA. Para
tanto, 0 par de iniciadores utilizado foi TNF-5241 (5’
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3%) e TNF-5411 (5 CAGCA
AGCATCTATGCACTTAGACCCC 3’), os quais amplificam um produto de 170 pb. Foram
consideradas integras as amostras que tiveram amplificacdo na curva de dissociacdo
(temperatura de melting) especifica para o gene alvo e com pouca variacdo do Ct. Primeiro,
as amostras foram incubadas a 50°C durante dois minutos e desnaturadas a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e extensdo dos
iniciadores a 60°C por 1 minuto. A quantificacdo do nimero de copias de DNA do parasito foi
determinada por meio de uma regressao linear utilizando os valores de Ct obtidos pela curva
padrdo. As amostras foram testadas em duplicata e os resultados foram expressos pelo nimero
de cépias do DNA do parasito por mg de tecido.

3.10 Analises dos dados

Os dados obtidos foram planilhados e submetidos a anélise estatistica por meio do
software GraphPad Prism 8.0 (Prism Software, EUA). Os dados foram analisados
descritivamente. A priori, utilizamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a

normalidade dos dados. Em seguida, os dados paramétricos foram comparados por meio do
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teste one-way ANOVA e teste t de Welch. Os dados ndo-paramétricos, por sua vez, foram
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis e, posteriormente, do teste de Mann-Whitney.

Foram consideradas significativas as diferencas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Proliferacao de linfocitos T e suas subpopulagdes

Observou-se aumento na proliferacdo de linfécitos T totais (CD3*) e suas
subpopulacdes (CD3*CD4" e CD3"CD8") nos camundongos imunizados com a proteina
quimérica B (Quimera B e Quimera B+SM). A imuniza¢do somente com a proteina quimérica
B elevou a proliferacdo de linfocitos T totais apds estimulacdo antigeno-especifica quando
comparada aos grupos controle Salina e SM. Também foi observada uma diferenca
significativa entre os grupos imunizados somente com a Quimera B e Quimera B associada ao

sistema de adjuvantes (Figura 2).
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Figura 2: Percentual de linf6citos T totais (CD3*) e suas subpopulagbes (CD3*CD4* e CD3*CD8*) apds
estimulagdo in vitro com ASLi em esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados e desafiados por L.
infantum. Os valores foram expressos pela média + desvio padrdo. As letras a, b, ¢ e d representam as diferencas
significativas (p<0,05) com os grupos controle Salina, adjuvante Saponina e Monofosforil lipidio A (SM),

Quimera B e Quimera B associada ao sistema de adjuvantes (Quimera B+SM), respectivamente.

Em relacdo a subpopulacdo de linfécitos T CD4", nos grupos Quimera B e Quimera
B+SM, observou-se um aumento da proliferagdo quando comparados aos grupos controle
Salina e SM. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos Quimera B e
Quimera B+SM (Figura 2).
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Para a subpopulagdo de linfocitos T CD8", os camundongos que foram imunizados
com a proteina quimérica B, apresentaram elevacéo significativa na proliferacdo de células T
CD8* quando comparados ao grupo SM. Além disso, notou-se diferenca significativa da
proliferacdo de linfécitos T CD8" entre os grupos imunizados quando os camundongos foram

inoculados somente com a proteina quimérica B (Figura 2).

4.2 Producao de citocinas intracitoplasmaticas

Podemos observar que os animais imunizados com a proteina quimérica B (Quimera B
e Quimera B+SM) apresentaram niveis significativamente elevados de células T CD4*
produtoras de IFN-y em comparag¢do aos grupos controle Salina e SM. Contudo, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos Quimera B e Quimera B associada ao sistema de
adjuvantes (Figura 3). Ainda para IFN-y, os animais imunizados com a Quimera B
apresentaram aumento do percentual de células T CD8" produtoras dessa citocina quando
comparado apenas ao grupo Salina. Os animais que receberam a proteina quimérica associada
ao sistema de adjuvantes, por sua vez, apresentaram niveis elevados de IFN-y em comparacéo

a todos os grupos (Figura 3).
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Figura 3: Percentual de linfocitos T CD4* e CD8" produtores de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10)
apos estimulacéo in vitro com ASLi em esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados e desafiados por L.
infantum. Os valores foram expressos pela mediana + desvio padrdo. As letras a, b e c representam as diferencas
significativas (p<0,05) com os grupos controle Salina, adjuvante Saponina e Monofosforil lipidio A (SM) e

Quimera B, respectivamente.

A producdo de IL-10 por células T CD4" e T CD8" foi significativamente reduzida
apos estimulacdo antigeno-especifica nos grupos imunizados com a proteina quimérica B
(Quimera B e Quimera B+SM) em relagdo aos grupos controle. Adicionalmente, observou-se
a reducdo producdo de IL-10 por ambas subpopulacdes de linfécitos nos camundongos que
receberam somente a Quimera B quando comparados aos que receberam a proteina quimérica

associada ao sistema de adjuvantes (Figura 3).
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4.3 Quantificacdo da carga parasitaria

Pode-se observar que a carga parasitaria observada tanto no baco quanto no figado dos
animais imunizados com a Quimera B associada ao sistema de adjuvantes foi
significativamente menor em relagdo a todos os grupos. Além disso, destaca-se a expressiva

reducdo de 96% em relacdo ao grupo controle Salina em ambos os 6rgéos (Figura 4).
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Figura 4: Quantificacdo da carga parasitaria expressa pelo nimero de cOpias de DNA do parasito por mg de
tecido no bago e figado de camundongos BALB/c imunizados e desafiados por L. infantum. Os valores foram
expressos pela média + desvio padrdo. As letras a, b e ¢ representam as diferencas significativas (p < 0,05) com

0s grupos Salina, Saponina+Monofosforil lipidio A (SM) e Quimera B, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A LV é uma importante zoonose, que se apresenta em processo de expansao.
Recomenda-se a eutanasia dos cdes infectados, na tentativa de interromper o ciclo de
transmissao e reduzir a prevaléncia da doenca (Silva et al., 2015). Todavia, essa pratica tem se
mostrado ineficiente na reducéo do nimero de casos e na preservacgao de areas nao endémicas.
Diante disso, a eutanasia é bastante contestada por médicos veterinarios, tutores e sociedades
protetoras de animais (Costa & Vieira, 2001). Ainda que o protocolo terapéutico atualmente
utilizado resulte em melhora clinica e diminuic¢do da carga parasitaria no animal, ndo torna o
cao livre de ser um reservatorio, bem como ndo impede recidivas dos sinais clinicos (Baneth
& Shaw, 2002). Por conta disso, o desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose é
uma meta de salde publica, uma vez que avangos no entendimento da patogénese, da inducao
de uma imunidade protetora no hospedeiro e a compreensdo do genoma da Leishmania
favorecem a elaboragdo novas abordagens vacinais e/ou imunoterapéuticas (Joshi et al.,
2014). Em contrapartida, seu desenvolvimento deve levar em consideracdo a seguranca, 0
baixo custo de producdo, a geracdo de resposta protetora e de células T de longa duracédo
(Joshi et al., 2014; Evans & Kedzierski, 2012).

A érea da vacinologia evoluiu utilizando os métodos classicos de pesquisa de
antigenos. No entanto, esses métodos apresentam algumas limitacBes, que dificultam e
estendem o processo de desenvolvimento de vacinas. Dessa forma, métodos que aplicam
ferramentas de bioinformatica tém sido usados para pesquisa de antigenos ideais e
desenvolvimento de vacinas (Flower, 2013). Adicionalmente, tem-se investido em estudos de
construcdo de antigenos quiméricos baseado em predi¢do de peptideos seja para vacinagao ou
imunoterapia com intuito de melhorar a eficiéncia em relacdo as vacinas comerciais
disponiveis (Kashyap et al., 2017).

E bem estabelecido na literatura que a resposta imune protetora contra Leishmania é
do tipo Thl, onde hé& a producdo de IL-12 pelas CDs, ativacdo dos linfécitos T helper e T
citotoxicos (Bacellar et al., 2000). O aumento da producdo das citocinas pro-inflamatorias
IFN-y, IL-2 e TNF-a pelos linfécitos T CD4" ativa macr6fagos levando a producdo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS), e resultando na morte do parasito (Moreno et al., 2002;
Reis et al., 2006; Carrillo et al., 2007; Costa et al., 2013; Abbehusen et al., 2019). Nesse

contexto, os candidatos vacinais sdo, principalmente, antigenos imunodominantes,
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conservados entre as espécies causadoras das leishmanioses e que induzem resposta Th1 a fim
de gerar um amplo espectro de protecéo (Gupta et al., 2014).

A proliferacdo de linfdcitos especificos e a estimulacdo de células T produtoras de
IFN-y sdo importantes para a protecdo contra a infec¢do por Leishmania (Gupta et al., 2014).
Dessa forma, neste estudo avaliamos a resposta antigeno-especifica de linfocitos T por meio
dos ensaios de linfoproliferagio e produgdo de citocinas intracitoplasmaticas em
camundongos BALB/c imunizados e desafiados por L. infantum. A inducdo da resisténcia
contra a infeccdo por Leishmania envolve a participacdo conjunta de populacdes de linfocitos
T CD4" e T CD8", ambos contribuindo na producdo de IFN-y (Herath et al., 2003). Quanto ao
namero dos linfocitos, células associadas a imunidade adaptativa, nossos resultados se
assemelham aos obtidos em estudos anteriores, que observaram aumento de linfocitos T CD8*
e T CD4" produtores de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, IL-2 e TNF-a) e reducéo da carga
parasitaria no baco e figado em camundongos imunizados com proteina A2 e desafiados com
L. infantum (Resende et al., 2008), com uma combinacdo de proteinas associadas ao
adjuvante saponina e desafiados com L. amazonensis (Martins et al.,2017), e com uma vacina
multiepitopo associada a adjuvantes (Valiki et al., 2019), demonstrando que a imunizagdo
com a Quimera B, sozinha ou associada ao sistema de adjuvantes, foi capaz de elevar o
percentual de linfocitos T produtores de IFN-y. Adicionalmente, nossos dados sugerem o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora e um perfil de resisténcia a infeccéo,
demonstrando uma boa eficacia deste antigeno.

A imunizagdo com a Quimera B associada ao sistema de adjuvantes induziu a
diminuicdo das ceélulas produtoras de IL-10, assim como nos achados de Dikhit e
colaboradores (2017), que observaram aumento nos niveis de IFN-y e reducdo dos niveis de
IL-10 em camundongos BALB/c ap6s imunizacdo com peptideos de L. donovani. Nossos
resultados vao ainda em concordancia com o trabalho de Saljoughian et al. (2013), que
avaliou a capacidade protetora de uma vacina constituida por uma linhagem recombinante de
L. tarentolae expressando a proteina A2 de L. donovani juntamente com cisteina proteinases
(CPA e CPB) em camundongos BALB/c contra L. infantum. Os autores observaram que a
vacina induziu um efeito protetor, baseado em uma resposta Thl com altos niveis de IFN-y,
bem como por baixos niveis de IL-10 produzidos ap6s a infecgdo (Saljoughian et al., 2013).

Durante as fases iniciais da LV em camundongos BALB/c, os parasitas desenvolvem-
se no figado. Contudo, uma vez que a infeccdo se torna crénica, a carga parasitaria hepatica

diminui, enquanto o parasitismo no baco e medula tende a aumentar (Carrion et al., 2006;
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Oliveira et al. 2012), sugerindo que esses Orgaos sdo mais susceptiveis a infeccdo por
Leishmania. O desenvolvimento da doenca é principalmente caracterizado por mudancas
teciduais e celulares, que resultam na diminuicdo da inducdo da resposta imune, incapacidade
dos macréfagos de gerar mecanismos anti-parasitarios e recrutar outras células para eliminar o
parasita (Kaye et al., 2004; Stanley & Engwerda, 2007; Rolao et al., 2007). A avalia¢do da
carga parasitaria mostrou que os animais imunizados com a Quimera B associada ao sistema
de adjuvantes apresentaram reducao significativa de parasitos no baco e figado, demonstrando
a protecdo induzida por esta formulacdo vacinal. Resultados similares foram demonstrados
por Lage et al. (2020), nos quais camundongos BALB/c imunizados com a combinagédo de
proteina quimérica T/lipossoma associada a saponina como adjuvante apresentaram redugdo
da carga parasitaria.

Dessa maneira, pode-se inferir que a protecdo conferida pela imunizacdo com a
Quimera B associada ao sistema de adjuvantes nos camundongos BALB/c apds o desafio por
L. infantum foi relacionada a inducéo de uma resposta imune Thl. Adicionalmente, observou-
se participacdo de citocinas como IFN-y decorrente de linfocitos T CD4* e T CD8*. Por fim, a
producdo de IL-10 foi reduzida ap6s o estimulo, sugerindo que a protecdo pode estar
associada a baixa producdo de citocinas da resposta Th2. A reduc¢do da carga parasitéria tanto
no bacgo quanto no figado dos animais imunizados com a Quimera B associada ao sistema de
adjuvantes ocorreu, possivelmente, pela ativacdo dos mecanismos leishmanicidas dos

macrofagos parasitados e, por consequéncia, na morte do parasito.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a Quimera B associada ao sistema de adjuvantes (Saponina e
Monofosforil lipidio A) foi capaz de induzir uma resposta imune protetora apés o desafio com
L. infantum. Haja visto o potencial demonstrado, possiveis desdobramentos incluem
investigacdes futuras aprofundadas sobre o emprego da proteina quimérica na composicao de

uma vacina contra LVC.
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