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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca parasitaria grave, com alta taxa de
letalidade se nao tratada, afetando principalmente criangcas e pessoas com
comorbidades. A busca por vacinas eficazes contra a doenga humana continua
sendo um desafio, além disso as vacinas disponiveis para uso canino
apresentam desempenho limitado. A pesquisa recente explora o uso de
parasitos geneticamente modificados, como Leishmania infantum deficiente em
KHARON1 (L/KH), como uma abordagem promissora para o desenvolvimento
de vacinas. No presente estudo, investigamos a imunogenicidade de LiIKH em
hamsters Mesocricetus auratus, um modelo experimental capaz de reproduzir
aspectos clinicos da LV humana e canina. Os hamsters foram imunizados com
uma ou duas doses de promastigotas L/KH pelas vias subcutanea ou
intradérmica e desafiados com promastigotas virulentas de L. infantum 30 dias
ap6s a imunizagao. Apdés 8 meses, foram avaliadas a expressdao génica
esplénica de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IFN-y e IL-18) e anti-
inflamatorias (IL-10, TGF-B) e a carga parasitaria no bago e figado. Nossos
resultados indicam que a vacinagao induziu uma resposta imune robusta, com
maior expressao de IFN-y e TNF, especialmente no grupo vacinado via
intradérmica com dose Unica. Além disso, os niveis de IL-10 foram reduzidos
nos animais imunizados pela via subcutanea independente do numero de
doses, sugerindo mecanismos imunologicos mais favoraveis ao controle da
infeccdo. A carga parasitaria foi significativamente reduzida nos o6rgaos
viscerais dos hamsters imunizados, particularmente nos grupos que receberam
duas doses de LiKH, tanto por via subcutédnea quanto intradérmica. Este estudo
reforgca a potencial eficacia da vacina L/KH, promovendo uma resposta
imunoldgica eficaz e redugéo da carga parasitaria a longo prazo. A imunizagao
intradérmica com uma dose Unica se mostrou vantajosa, induzindo uma
resposta imune tipo Th1, o que a torna uma abordagem promissora para o

controle da leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmania infantum, hamster, knock-out, KHARON1.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a severe parasitic disease with a high mortality
rate if left untreated, primarily affecting children and individuals with
comorbidities. The search for effective vaccines against VL remains a
challenge, with vaccines currently available only for dogs. Recent research
explores the use of genetically modified parasites, such as Leishmania infantum
deficient in KHARON1 (L/KH), as a promising approach for vaccine
development. In this study, we investigate the immunological and vaccine
efficacy of LIKH in hamsters Mesocricetus auratus, a representative model of
the disease. Hamsters were immunized with L/IKH promastigotes via
subcutaneous and intradermal routes and challenged with L. infantum 30 days
after immunization. After 8 months, gene expression of pro-inflammatory
cytokines (TNF, IFN-y, and IL-18) and anti-inflammatory cytokines (IL-10, TGF-
B), the IFN-y/IL-10 ratio, and parasitic load in the spleen and liver were
evaluated. Our results indicate that vaccination induced a robust immune
response, with increased production of IFN-y and TNF, especially in the group
vaccinated via intradermal route with a single dose. Furthermore, IL-10 levels
were reduced, suggesting a more favorable environment for controlling the
infection. Parasitic load was significantly reduced in the visceral organs of
immunized hamsters, particularly in the groups that received two doses of LiKH,
both subcutaneously and intradermally. This study reinforces the potential
efficacy of the LIKH vaccine, promoting an effective immune response and long-
term reduction of parasitic load. Intradermal immunization with a single dose
proved advantageous, inducing a Th1 immune response, making it a promising

approach for the control of Visceral Leishmaniasis.

Keywords: Leishmania infantum, hamster, knock-out, KHARON1.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia e Aspectos Gerais da leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo um conjunto de doencgas negligenciadas causadas por
protozoarios do género Leishmania, que apresentam dois estagios no ciclo de
vida, sendo a forma amastigota — intracelular obrigatéria em vertebrados - e a
forma promastigota. A transmissdo do parasito ocorre por meio da picada de
fémeas de flebotomineos, pertencentes ao género Phlebotomus no Velho Mundo

e Lutzomyia no Novo Mundo (Vilas-Boas et al., 2024).

Durante o repasto sanguineo, as fémeas dos flebotomineos inoculam formas
promastigotas metaciclicas de Leishmaniano hospedeiro vertebrado,
juntamente com sua saliva, que contém substancias como o maxidilan, um
potente vasodilatador, e outros fatores com acéo anticoagulante, antiagregante
plaquetaria e imunomoduladora. Esses componentes da saliva facilitam o fluxo
sanguineo e a alimentacao do inseto, enquanto modulam a resposta imune do

hospedeiro, inibindo a ativagao de macréfagos (Pereira Neves et al., n.d.)

A doenca se manifesta de diferentes formas clinicas, variando de acordo com
a espécie do parasito, podendo ser definida como leishmaniose cuténea (LC),
mucocutanea (LMC) ou visceral (LV), sendo a ultima a forma mais grave da
doencga. Sua gravidade também varia conforme o estado de saude geral e

resposta imune do individuo infectado (PAHO, 2019).

Enquanto LC e LMC apresentam papulas dérmicas ou lesbes em mucosas,
a LV, também conhecida como calazar, apresenta sintomas como febre
prolongada, perda de peso, hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia em
humanos, podendo levar a faléncia da medula 6ssea, caquexia, hemorragia e
até a morte, caso nao seja tratada em tempo habil. LV tende a afetar com maior
gravidade criangas abaixo de 5 anos, tendo a progressao da doenca agravada
por outros fatores como desnutricdo e fragilidade do sistema imunoldgico,
especialmente em pessoas com comorbidades como HIV/AIDS. Atualmente, é a
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segunda doenca parasitaria mais letal no mundo, onde 95% dos casos que n&o
recebem tratamento evoluem para o 6bito (Bi et al., 2018; Lindoso et al., 2016;

Mathison & Bradley, 2023; OMS, 2023).

As leishmanioses sao uma séria questdo de saude publica, especialmente
em comunidades vulneraveis. Anualmente, estima-se que entre 700 mil e 1
milhdo de pessoas sejam acometidas pela doenga, sendo que a forma visceral
(LV) representa de 50 a 90 mil desses casos. No entanto, estima-se que apenas
cerca de 25 a 45% das ocorréncias de LV sdo oficialmente notificadas a
Organizagdo Mundial da Saude. A enfermidade esta fortemente relacionada a
fatores socioecondmicos, como pobreza, desnutricdo, precariedade
habitacional, deslocamentos populacionaiscito, dificultando o acesso ao

diagnostico e tratamento adequados (OMS, 2023).

Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Suddo do Sul e Suddo sdo os paises onde
90% dos casos de leishmaniose visceral no mundo sao registrados (Al-Salem et
al., 2016). Nas Américas, € possivel encontrar incidéncia da doenga em 13
paises e em 2022, 92% dos casos notificados de LV foram registrados somente
no Brasil. Ataxa de letalidade causada pela doenga no continente no mesmo ano
foi de 9,38%, dado que representa um reflexo da letalidade observada no Brasil,
que foi de 9,8% dos casos (OPAS, 2023a). Entre 2006 e 2016, o Brasil registrou

uma média de 2700 casos por ano (Bi et al., 2018).

Se tratando de uma zoonose nas Ameéricas, seu ciclo depende de um
hospedeiro vertebrado. Os mais comuns sao roedores, marsupiais ou canideos,
sendo os caes o0s principais reservatorios da forma visceral da doenca para

humanos em centros urbanos (PAHO, 2019).

A leishmaniose visceral canina apresenta uma ampla gama de sintomas
clinicos, sendo a caquexia um dos achados mais comuns, caracterizada por
emagrecimento progressivo e anorexia. As manifestagcdes cutaneas incluem
descamacao, alopecia, dermatite esfoliativa, lesdes nodulares, ulcerativas e
pustulares, além de onicogrifose (crescimento anormal das unhas). E possivel
observar também danos oculares, esplenomegalia e comprometimento renal,

podendo levar a insuficiéncia renal fatal (Morales-Yuste et al., 2022).
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O controle da leishmaniose visceral zoonética (LVZ) € essencial para reduzir
sua transmissao e impactos na saude publica (Bi et al., 2018). Pensando nisso,
foi criado no Brasil o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVCLV), uma agéo do Ministério da Saude, que tem como objetivo reduzir a
morbimortalidade da doenga por meio de ag¢des integradas de controle vetorial,
diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos e eutanasia dos caes
soropositivos (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2014;
OPAS, 2023b).

1.2 Vacinas para Leishmaniose visceral

Avacinacao € uma das maiores conquistas da saude publica, e € responsavel
por reduzir a mortalidade e a incidéncia de doencgas infecciosas causadas por
microorganismos, sendo essencial para a erradicacao de diversas enfermidades

através da protecéao individual e coletiva (Dubé et al., 2013).

As vacinas sao classificadas em trés geragdes, cada uma com diferentes
abordagens e niveis de eficacia. As vacinas de primeira geragao utilizam
parasitos mortos ou atenuados. As vacinas de segunda geragdo incluem
proteinas recombinantes e parasitos geneticamente modificados, permitindo
maior escalabilidade em sua produgdo. Ja as vacinas de terceira geragao
utilizam técnicas de DNA ou RNA recombinante para introduzir material genético
do patdégeno no organismo, permitindo a produgao de proteinas que ativam a
imunidade, como nas vacinas de RNA mensageiro contra a COVID-19. Elas
proporcionam uma resposta imunoldgica mais duradoura e eficaz, com ativagao
robusta de células T CD8+ e CD4+ (Dinc, 2022; MACIEL, 2022).

Na Europa, ha duas vacinas contra a LVC licenciadas: CaniLeish® e
LetiFend®. A CaniLeish®, € uma vacina de segunda geragdo composta por
proteinas de L. infantum. Ela foi inicialmente aprovada para caes soronegativos
e induz uma resposta imune com aumento na produgao de IFN-y nos primeiros
meses apos a vacinagao, embora essa resposta diminua com o tempo. Em

estudos clinicos, a eficacia da CaniLeish® foi variada, com alguns resultados
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indicando uma prote¢ao de cerca de 25%. Ja a LetiFend®, aprovada em 2016,
utiliza uma proteina recombinante composta por cinco epitopos de quatro
proteinas diferentes de L. infantum. Estudos de eficacia indicaram uma protecao
de 72%, embora esse numero tenha sido considerado inferior em analises mais

recentes (Morales-Yuste, 2022).

No Brasil, a Leish-Tec® é a unica vacina atualmente disponivel. Composta
pela proteina recombinante A2 associada ao adjuvante saponina, a vacina tem
como objetivo estimular uma resposta imunolégica protetora contra Leishmania
infantum, principal agente etiolégico da LVC no pais (Aguiar-Soares & Roatt,

2020).

Durante os ensaios clinicos de fase lll, a Leish-Tec® demonstrou 80,8% de
eficacia (Aguiar-Soares & Roatt, 2020) e € uma das medidas recomendadas pelo
manual do PVCLV como estratégia profilatica para controle da doenca. Apesar
disso, em maio de 2023, a vacina teve lotes recolhidos devido a um desvio de
conformidade, uma vez que a concentragdo da proteina A2 estava abaixo do
limite minimo estabelecido na licenga do produto. Esse problema poderia
comprometer a eficacia da imunizagao, levando o Ministério da Agricultura e
Pecuaria a suspender sua produgéo e comercializagdo (Ministério da Agricultura,
2023; Oliveira et al., 2024).

Atualmente, ndo existe no mundo nenhuma vacina licenciada para uso em

humanos (Divenuto et al., 2023).

1.3 Leishmanizagédo e Manipulagdo Genética em Leishmania

Os parasitos do género Leishmania possuem alta complexidade em seu ciclo
biolégico, tornando o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra ele
desafiador. Apesar dos avangos, preocupacdes com seguranga € resposta
imune limitam a implementacao de vacinas em humanos (Volpedo et al., 2021).

No passado, no Oriente Médio, para prevenir a leishmaniose em humanos,

era utilizada uma técnica conhecida como leishmanizagdo, baseada na
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observagéo de que a infecgdo natural por Leishmania major gerava imunidade
contra futuras infecgbes. O procedimento consistia na inoculagao intradérmica
controlada do parasito vivo em individuos saudaveis, induzindo uma infec¢ao
localizada e autolimitada que conferia protegdo contra formas mais graves da
doenca (Volpedo et al., 2022).

Apesar de sua eficacia, a leishmanizagdo foi descontinuada devido a
preocupagdes éticas e de seguranca. Um dos principais riscos associados ao
procedimento era a variabilidade na resposta imune entre os individuos,
resultando em lesbes que podiam persistir por meses e causar cicatrizes

permanentes.

O estabelecimento da infecgao por LV esta intimamente associado a resposta
imune do hospedeiro, na qual as citocinas dos linfécitos T auxiliares do tipo 1
(Th1) e do tipo 2 (Th2) desempenham um papel crucial (Mondal et al., 2010; Nylen
& Gautam, 2010; Saha et al., 2007). A resposta Th1 & conhecida por conferir
protecao contra a infecgao por LV, enquanto a resposta imune Th2 favorece o
crescimento do parasito e a progressao da doencga. A resposta imune do tipo Th1
esta principalmente associada a produgao de IL-12, IFN-y — citocinas pro-
inflamatadrias - 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Kaye &
Scott, 2011). Por outro lado, a secrecao de IL-10 e TGF-3 estad associada a

resposta imune Th2, uma resposta anti-inflamatéria (Samant et al., 2021).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LV é uma necessidade
urgente, especialmente devido as limitacbes das terapias existentes, que
incluem efeitos adversos, toxicidade, resisténcia parasitaria, alto custo e baixa
taxa de sucesso clinico (Ratnapriya et al., 2019). Medidas profilaticas evitariam
o elevado risco de mortalidade associado a doenga, especialmente em contextos
de coinfeccdo com HIV, em individuos com sistemas imunoldgicos
comprometidos ou em regides endémicas e socialmente desfavorecidas
(Volpedo, Pacheco-Fernandez, et al., 2021). A vacina ideal poderia fornecer uma
protecao duradoura e eficaz, ao mesmo tempo em que ajudaria a reduzir a carga
global da doenca. O desenvolvimento de vacinas que abordem tanto a resposta

imune inata quanto a adaptativa e que consigam contornar as estratégias de
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evasdo do parasito, representara um avango significativo no combate a essa

doenca devastadora (Volpedo, Pacheco-Fernandez, et al., 2021).

Com os avancgos tecnologicos, novas abordagens baseadas na edigao
genética, como o uso da tecnologia CRISPR, possibilitam o desenvolvimento de
cepas atenuadas mais seguras. Essas cepas modificadas tém o potencial de
induzir uma resposta imune protetora sem os riscos associados a
leishmanizagdo tradicional. A introdugdo dessa segunda geragdo de
leishmanizagdo pode representar um avango significativo na busca por uma

vacina eficaz contra a leishmaniose (Pacheco-Fernandez et al., 2021).

Estudos envolvendo parasitos geneticamente modificados com
caracteristicas atenuadas ja foram realizados concentrando-se na remogéao
especifica de genes relacionados a viruléncia. A ideia por tras dessa delegao é
criar cepas que permanegam no organismo vacinado por tempo suficiente para
estimular uma resposta imunologica robusta e protetora, mas que sejam
eliminados naturalmente, sem causar a doencga (P. O. L. Moreira et al., 2023).
Essa tecnologia tem sido utilizada na identificacdo de genes especificos em
Leishmania para o desenvolvimento de vacinas com o parasito vivo atenuado,

menos virulento (Grzybek et al., 2018).

Dito isso, um dos genes estudados em L. mexicana € o responsavel pela
transcricdo de KHARON1, uma proteina associada a regido proximal do
axonema flagelar, localizada perto do bolso flagelar dos promastigotas de
Leishmania. Isso sugere que KH1 tem um papel vital na organizagdo e
funcionamento das estruturas flagelares, essenciais para a motilidade e

estimulos sensoriais dos parasitos (Tran et al., 2013).

A proteina KH1 ndo é essencial para a sobrevivéncia do parasito. Em L.
infantum, estudos demonstraram que sua deleg¢ao resulta em um fenotipo com
impactos significativos na morfologia, ciclo celular e viruléncia. A dele¢cdo do
gene que codifica KH1 em L. infantum n&o afetou o crescimento axénico dos
promastigotas, mas causou alteragdes morfolégicas, como o surgimento de
células arredondadas e promastigotas com formato de pera. Além disso, os
amastigotas atenuados apresentaram defeitos na citocinese, tornando-se

multinucleados e demonstrando um bloqueio na progressao do ciclo celular na



17

fase G2/M. Essas células também perderam a capacidade de manter a infec¢ao

em macréfagos murinos in vitro (Santi et al., 2018; Tran et al., 2015).

O hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus) € um modelo experimental
essencial para o estudo das leishmanioses, pois sua resposta imunoldgica e
progressao da infecgdo se assemelham a leishmaniose visceral humana (LVH).
Diferente dos camundongos, que eliminam a infeccdo por mecanismos
imunoldgicos, os hamsters desenvolvem a doenga de forma progressiva,
permitindo a replicagdo do parasito nos macréfagos e manifestando
caracteristicas patoléogicas comparaveis as humanas. Além de sua
suscetibilidade a diferentes espécies de Leishmania, esse modelo é valioso para
estudar a patogénese, a interacdo hospedeiro-parasita e testar novas terapias e

vacinas, contribuindo para o avango no controle da doencga (Saini & Rai, 2020).

As informag¢des anteriormente citadas indicam que Leishmania infantum
deficiente em KHARON1 apresenta potencial imunogénico, tornando-se um forte
candidato para o desenvolvimento de uma vacina eficaz. Para confirmar essa
possibilidade, € fundamental testar esses parasitos mutantes em um modelo
experimental que represente melhor a leishmaniose visceral em cées e

humanos.

Assim, este estudo avaliou a eficacia vacinal dessa cepa atenuada a longo
prazo, utilizando o modelo Mesocricetus auratus, com foco na resposta

imunoldgica e na protecao conferida até 8 meses apds o desafio experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a resposta imunoldgica e a eficacia da vacina contra a Leishmaniose
Visceral utilizando Leishmania infantum geneticamente modificada com
deficiéncia em KHARONL1 (LiKH) como uma abordagem profilatica no modelo
experimental de hamster (Mesocricetus auratus).

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a imunogenicidade e eficacia vacinal 8 meses ap0s desafio

experimental em animais imunizados com LiKH:

i.  Avaliar a expressao génica de marcadores imunoldgicos no baco (TGF-j3,
TNF, IL-1B, IFN-y e IL-10);

ii.  Quantificar o parasitismo no baco e figado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao e Caracterizagao dos Parasitos Knock-Out

No trabalho, as linhagens geneticamente alteradas foram geradas utilizando
a metodologia CRISPR/Cas9, conforme descrito por Beneke (2017), e
disponibilizadas por meio da colaboracdo com pesquisadores do Grupo de
Biotecnologia Aplicada a Patégenos do Instituto René Rachou (FIOCRUZ
Minas). Para esse processo, foram sintetizados primers especificos para os
RNAs guias e os fragmentos de DNA doadores por meio da plataforma online
LeishGEdit.net (Beneke et al., 2017). Esses primers passaram por amplificagao
via PCR e foram co-introduzidos em promastigotas de Leishmania, que possuem
expressao continua da RNA polimerase T7 e da nuclease Cas9 direcionada ao
nucleo. Apos a introdugcédo do material genético, as células que incorporaram com
sucesso as modificacdes foram isoladas com o uso de antibidticos seletivos,
conferindo resisténcia aos genes marcadores correspondentes. A validagcado das
linhagens mutantes ocorreu por meio de citometria e analise microscopica, no
caso das que receberam genes fluorescentes na extremidade terminal da
proteina (Tagging). Além disso, extraiu-se o DNA genémico para realizagdo de
PCRs, confirmando tanto a remocéao do gene de interesse quanto a inser¢ao dos
fragmentos doadores nas linhagens knockout. Apés essa verificagao, as células

modificadas foram empregadas em analises fenotipicas.

3.2 Grupos Experimentais e Protocolo Vacinal

Conforme ja citado, esta pesquisa resulta da colaboragao entre o grupo de

Biotecnologia Aplicada a Patogenos, vinculado ao Instituto René Rachou
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(Fiocruz Minas, Belo Horizonte, MG, Brasil), e o Laboratério de Imunopatologia
(LIMP) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP, Ouro Preto, Minas Gerais,
Brasil). Essa abordagem conjunta teve como propdsito unir as especialidades de
ambas as equipes. Os pesquisadores do Instituto René Rachou forneceram
profissionais capacitados e metodologias estabelecidas para a modificacédo do
parasito, enquanto os especialistas da UFOP receberam treinamento para
conduzir avaliagdes no modelo experimental e aplicar protocolos validados de

acordo com os objetivos definidos.

Todos os procedimentos realizados foram submetidos a aprovagado dos
Comités de Etica no Uso de Animais das instituicdes participantes, seguindo os
protocolos CEUA/Fiocruz (N° LW59/19) e CEUA/UFOP (N° 5469240222). As
fases de imunizacéo e desafio experimental aconteceram no biotério do Instituto
René Rachou, onde os animais permaneceram até as avaliagbes post mortem,
realizadas no Laboratério de Imunopatologia. Foram utilizados hamsters (M.
auratus), machos e fémeas, com idade entre quatro e seis semanas, oriundos
do biotério de experimentacdo do Instituto René Rachou, distribuidos nos

seguintes grupos:

e« CNI: grupo controle composto por animais saudaveis, sem vacina ou

infecgao;

« PBS/Wild Type: animais que receberam inoculo de solugdo salina e

foram infectados com promastigotas virulentas de L. infantum;

o SC1X: animais que receberam UMA dose de promastigotas de L/KH pela
via SUBCUTANEA;

o SC2X: animais que receberam DUAS doses de promastigotas de L/KH
pela via SUBCUTANEA;

o ID1X: animais que receberam UMA dose de promastigotas de LiKH pela
via INTRADERMICA;

o ID2X: animais que receberam DUAS doses de promastigotas de L/KH
pela via INTRADERMICA.

Cada dose imunizante continha 1x107 promastigotas de LiIKH, sendo aplicada

a cada 30 dias. Nos grupos que receberam 100 pL dos parasitos geneticamente
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modificados por via subcutanea, a aplicacdo ocorreu na regido dorsal dos
animais, utilizando seringas de 1 mL com agulha 13x0,33 mm (Vacuplast®). Ja
para os individuos do grupo intradérmico, a administragao foi de 20 yL na base

da orelha, empregando seringas com seringa 29 gauge needle (BD Ultra-Fine®).

Trinta dias ap6s a dose final, os animais foram expostos ao desafio por via
intraperitoneal com 2x107 promastigotas de L. infantum (MCAN/BR/2008/OP46).
As analises post mortem ocorreram oito meses depois do desafio experimental.
Cada grupo contou com um total de 10 individuos. O tamanho da amostra foi
determinado por meio do software BioEstat 5.3, tomando como referéncia os
dados da Figura 4 do estudo de Moreira et al. (2012), considerando um poder do
teste= 0,95 e alfa= 0,05.

3.3 Desafio Experimental

Para a infecgao experimental, foram utilizados promastigotas de Leishmania
infantum (cepa MCAN/BR/2008/OP46), previamente recuperados do bacgo de
hamsters infectados. Essa cepa, obtida a partir de um cdo sintomatico em
Governador Valadares (MG), foi caracterizada pelo grupo de pesquisa por meio
da técnica PCR-RFLP (Polimorfismo de Fragmento de Restricdo associado a
Reacao em Cadeia da Polimerase) e esta cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético (SisGen) sob o registro A12DF71. Apresentando
alta viruléncia, essa linhagem se mostra patogénica tanto em hamsters quanto

em camundongos (N. das D. Moreira et al., 2012; Soares Reis et al., 2017).

Os parasitos foram mantidos em hamsters no Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). O isolamento foi
realizado a partir de fragmentos esplénicos cultivados em meio agar-sangue
Nicolle-Novy-Neal (NNN), seguindo protocolo interno que inclui 0,6% de cloreto
de sédio e 5% de sangue humano, suplementado com meio Liver Infusion

Tryptose (LIT,

produzido internamente) e 10% de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram

incubadas em uma estufa biolégica BOD (Biochemical Oxygen Demand,
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FANEM®, modelo 347) a 24°C por 10 dias. Posteriormente, repiques sucessivos
foram feitos para erlenmeyers contendo meio LIT com 10% de SFB,
assegurando a obtencdo de uma cultura pura e axénica, sem ultrapassar a

quarta passagem, a fim de preservar a infectividade dos parasitos.

Antes da preparagao do inéculo, a viabilidade dos parasitos foi analisada por
citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences) apdés marcagao com iodeto
de propideo. Culturas eram consideradas adequadas para infeccdo quando
apresentavam viabilidade média de 85-90%. O inéculo foi preparado com
contagem em camara de Neubauer e ajustado para uma concentragao final de
2x107 promastigotas/mL na fase estacionaria de crescimento. A cultura foi
centrifugada a 285 x g por 10 minutos, o sobrenadante removido e o pellet
ressuspendido em PBS contendo 2% de SFB e solugéo de glicose a 40%. Apds
esse processo, a infeccdo dos hamsters foi realizada por via intraperitoneal,

administrando-se um volume final de 200 pL por animal.

3.4 Eutanasia e Coleta do Material Biolégico

Os animais passaram pelo procedimento de eutanasia oito meses apds o
desafio experimental (Figura 1). Inicialmente, foi administrado um anestésico
local, lidocaina (2 mg/kg), seguido pela aplicagao intraperitoneal de tiopental
sddico a 2,5%, na dose de 50 mg/kg. Apds confirmagéo da anestesia adequada,
o sangue foi coletado por pungédo cardiaca com o térax ainda fechado, e
posteriormente foi administrada uma dose letal de 150 mg/kg de tiopental sédico
a 2,5%. Com a morte confirmada, foram coletados o figado e o bago para a
realizagcado das analises previstas no estudo. Antes da extragcédo dos 6rgaos, tanto
0s animais quanto os tecidos foram pesados. O sangue coletado foi transferido
para microtubos contendo EDTA para analise hematoldgica. Além disso,
fragmentos do bacgo e figado foram usados para analise da carga parasitaria e

expressao génica.
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Figura 1: Representagcédo esquematica do delineamento experimental, demonstrando o intervalo
entre doses da vacina deficiente em KHARON1, desafio e avaliagdo pos-desafio.

3.5 Extracao de RNA Total de Fragmentos de Baco 8 Meses Apés o
Desafio Experimental

e Extracao e Purificagcao do RNA Total das Amostras de Bago

Para avaliar a imunogenicidade induzida pela imunizacdo com parasitos
mutantes e a resposta imune oito meses apds o desafio experimental, foi

realizada a extragao e purificagcdo do RNA total.

Os tecidos foram armazenados a -80°C até o momento da extracao.
Aproximadamente 20 mg de baco foram pesados e adicionados a tubos
contendo 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). A
homogeneizagado dos fragmentos foi realizada com beads de ago inoxidavel de
5 mm (Qiagen, Sédo Paulo, Brasil) em um TissueLyser Il (Qiagen, Séo Paulo,
Brasil) por dois minutos. Para evitar contaminagdao com nucleases, todos os
instrumentos foram previamente limpos com agua tratada com

Dietilpirocarbonato (DEPC) e RNAseAway (Invitrogen, Sdo Paulo).

Apds a maceracao, as amostras permaneceram a temperatura ambiente por
30 minutos para a dissolucdo completa dos complexos de nucleoproteinas. Em
seguida, foi adicionado cloroférmio (200 uL, Sigma, St. Louis, EUA), seguido de
agitacdo vigorosa por 15 segundos e incubagéo por cinco minutos a temperatura
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ambiente. A separacao das fases orgénica e aquosa ocorreu por centrifugagcéo
a 12.000 x g por 10 minutos. Aproximadamente 400 uL da fase aquosa foram
transferidos para tubos de 1,5 mL livres de nucleases, seguido da adicédo de um

volume igual de etanol 95% (v/v) e inversao suave para precipitagdo do RNA.

A purificacdo do RNA total foi realizada utilizando o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante,
com algumas adaptagdes. O RNA extraido foi transferido para uma spin column
acoplada a um tubo coletor de 2 mL e centrifugado a 12.000 x g por dois minutos.
O liquido residual foi descartado, e 600 uL da solugao de lavagem (SV RNA
Wash Solution) foram adicionados, seguidos de nova centrifugacédo a 12.000 x g

por dois minutos.

Para eliminar possiveis contaminagdes com DNA gendémico, as amostras
foram tratadas com DNAse, utilizando um mix contendo 40 uL de yellow core
buffer, 5 yL de MnCl, 0,09 M e 5 uL de DNAse. Apds incubagao por 25 minutos
a temperatura ambiente, 200 pyL de DNAse Stop Solution foram adicionados para
inativagao da enzima. Os tubos foram entdo centrifugados a 12.000 x g por dois

minutos, descartando-se o sobrenadante.

A etapa seguinte envolveu duas lavagens adicionais com a solugdo RNA
Wash Solution (600 uL e 250 pL, respectivamente), seguidas de centrifugacoes
a 12.000 x g por dois minutos e 14.000 x g por trés minutos. Para eluicdo do
RNA, as spin columns foram transferidas para novos tubos, onde foram
adicionados 100 pL de agua livre de nucleases, seguido de centrifugacéo a

12.000 x g por dois minutos.

As amostras obtidas foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.

¢ Quantificagao e avaliacao do grau de pureza do RNA total

Para a quantificacdo e avaliacdo da pureza do RNA total extraido, as

amostras foram dosadas utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000®
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(Thermo Fisher Scientific™). Foi analisado 2uL de RNA total, com a avaliagéo
do grau de pureza em relagao a presenca de proteinas realizada através da
razao de absorbancia 260/280nm. Um valor igual ou superior a 2 foi considerado
como um grau de pureza satisfatorio para as amostras. Para verificar a
contaminagdo por outros compostos, como compostos organicos, sais e

polissacarideos, foi utilizada a razdo da absorbancia 260/230nm.

A transcricdo reversa (sintese do cDNA) foi realizada utilizando o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), conforme o protocolo fornecido pelo fabricante. Para isso, foram
adicionados 10uL do mix de transcricao reversa (contendo RT Buffer 10X, dNTP
Mix (100mM) 25X, RT Random primers 10X, enzima Multiscribe, RNAse inhibitor
e agua livre de nucleases) a cada tubo de 200uL, contendo 1ug de RNA total,
com volume final de 10uL. O processo foi realizado no termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando o seguinte
ciclo térmico: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 15 segundos a 85°C e,
finalmente, 5 minutos a 4°C. Apds a transcricao reversa, as amostras foram

armazenadas a -20°C até a realizagao da amplificagao por PCR em tempo real.
e Expressao de citocinas por qRT-PCR

A avaliagao da expresséo génica das citocinas (TGF-, TNF, IL-13, IFN-y e
IL-10) nas amostras de bacgo foi realizada utilizando primers (Karmakar et al.,
2021) na concentracao de 2,5 p/mol, SYBR™ Green (Applied Biosystems, EUA)
e cDNA diluido 2x em agua livre de nucleases, completando um volume final de
10uL por pogo. As reacdes foram realizadas em duplicata para todos os genes,
incluindo o gene normalizador, que foi incluido na mesma placa que os genes de
interesse. Para quantificar o nUmero de cépias dos marcadores nas amostras,
estas foram desnaturadas a 95°C por 2 minutos, seguidas de 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento e extensao dos iniciadores

a 60°C por 1 minuto.

Os resultados foram expressos pelo método Ct comparativo (2t x100), que
fornece uma quantificagao relativa, permitindo determinar as diferencas na
expressao de um gene alvo em comparagao com uma amostra controle. A

normalizagédo da expressao de cada alvo foi feita subtraindo-se a expresséo de
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um gene constitutivo, como o GAPDH, que apresenta niveis de expressao
estaveis entre diferentes tecidos e condicbes. Para cada amostra, foram
amplificados os genes das citocinas (TGF-, TNF, IL-13, IFN-y e IL-10) e 0 gene
constitutivo (GAPDH), e a partir dos valores dos Threshold Cycles (Ct) obtidos,
foram realizados os calculos necessarios para determinar a expresséao relativa

de cada gene.

3.6 Quantificagao da Carga Parasitaria no Bago e Figado 8 Meses Pods
Desafio

Fragmentos de bacgo e figado foram coletados e armazenados em nitrogénio
liquido para analise da eficacia vacinal. Esses tecidos foram mantidos a -80°C
até a quantificagcdo do parasitismo tecidual, utilizando a técnica de PCR em
tempo real (Polymerase Chain Reaction). As metodologias empregadas para a

realizacédo deste procedimento estdo descritas a seguir.

e Extracao de DNA de Fragmentos de Bago e Figado 8 Meses Poés-

Desafio Experimental

O DNA das amostras foi extraido utilizando uma metodologia padronizado em
nosso laboratério. Fragmentos dos érgaos, pesando entre 10 e 20 mg, foram
colocados em tubos de 2 mL (Sample Tubes RB, Qiagen, Sdo Paulo, BRA). A
sequir, foi adicionado 500 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 20 mM, EDTA 5 mM,
NaCl 400 mM, SDS 1%, pH 8), e as amostras foram homogeneizadas por
inversao antes de serem incubadas a 37°C por 60 minutos, com agitagao a cada
20 minutos. Apds a incubacgao, foi inserida uma bead de ago inoxidavel de 5 mm
(Stainless Steel Beads, Qiagen, Sao Paulo, BRA) em cada tubo, e as amostras
foram maceradas no TissueLyser Il (Qiagen, Sao Paulo, BRA) por 2 minutos. Em
seguida, 100 pL de solucao de cloreto de sédio (NaCl 5M) foram adicionados, e
as amostras foram homogeneizadas lentamente antes de serem incubadas a

65°C por 10 minutos. Posteriormente, 50 yL de Cetyl trimethylammonium

bromide (CTAB/NaCl 10%) foram adicionados, e as amostras foram incubadas a
65°C por 20 minutos. Depois disso, 400 uL de cloroférmio (Synth, Sao Paulo,
BRA) foram adicionados, e as amostras foram agitadas em vértex e
centrifugadas a 6.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi

coletado e transferido para novos tubos de 1,5 mL, onde foram adicionados 400
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uL de isopropanol a -20°C (Alcool Isopropilico P.A. Emsure ACS I1SO Merck,
Darmstadt, Alemanha). Os tubos com as amostras foram homogeneizados por 1

a 2 minutos até a precipitagcdo do DNA. As amostras foram incubadas a -20°C

por 1 hora e depois centrifugadas a 6.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, e o pellet de DNA foi lavado com 1 mL de alcool 70% gelado,
homogeneizado por inversdo por 1 a 2 minutos e centrifugado novamente a
6.000 x g por 5 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, as amostras de DNA
foram deixadas a temperatura ambiente para evaporar o excesso de etanol. Por
fim, as amostras de DNA foram reidratadas com 100 pL de agua livre de
nucleases por 18 horas. A concentracao e a pureza do DNA foram medidas no
nanoespectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) nas absorbéncias de
230/280nm e 260/280nm.

3.7 Reagoes de PCR em Tempo Real das Amostras 8 Meses Pés-Desafio

As reagcbes de gPCR foram realizadas em placas de 96 pocgos
MicroAmp®Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by
Life Technologies, EUA), cobertas com adesivos Opticos Optical Adhesive
Covers (Applied Biosystems by Life Technologies, EUA) e processadas em
termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
EUA). Para a construgéo da curva padréo, foi utilizada uma dilui¢do seriada do
DNA plasmidial contendo o gene alvo de Leishmania infantum e a DNA
polimerase, variando nas concentragdes de 10"6 a 10"0. Foram consideradas
reagdes com eficiéncia entre 90% e 110%, e a curva padrdao com coeficiente de
linearidade (r?) entre 0,95 e 0,999. As reagdes de qPCR foram conduzidas com
Bryt Fluorescent Signal (GoTag® qPCR Master Mix - Promega Corporation,
EUA), amostras de DNA (25 ng/uL), primers (1 yM) e agua livre de nucleases,
totalizando um volume final de 10 uL por poco.

Tabela 1: Sequéncias de primers Direto e Reverso referente aos genes avaliados.

Alvo Sequéncia
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TGF-B8 Direto: 5'-GGCTACCACGCCAACTTCTG-3'
Reverso: 5-GAGGGCAAGGACCTTACTGTACTG-3'

TNF Direto: 5'-TGAGCCATCGTGCCAATG-3'
Reverso: 5'-AGCCCGTCTGCTGGTATCAC-3'

IL-1B Direto: 5-GGCTGATGCTCCCATTCG- 3
Reverso: 5 —-CACGAGGCATTTCTGTTGTTCA- 3’

IFN-y Direto: 5'-TGTTGCTCTGCCTCACTCAGG-3'
Reverso: 5'-AAGACGAGGTCCCCTCCATTC-3'

IL-10 Direto: 5'-GGTTGCCAAACCTTATCAGAAATG-3'
Reverso: 5'-TTCACCTGTTCCACAGCCTTG-3'

GAPDH Direto: 5-TGGAGTCTACTGGCGTCTTC-3
Reverso: 5’-GGAGATGATGACCCTCTTG-3’

A amplificacdo do gene constitutivo GAPDH foi utilizada para avaliar a
integridade  do  DNA, empregando os iniciadores: direto: 5
TGGAGTCTACTGGCGTCTTC 3’ e reverso: 5 GGAGATGATGACCCTCTTG 3’
(amplificacdo de 80 pb). O gene de DNA polimerase de Leishmania spp. foi
utilizado para detecgao e quantificagdo do parasito, com os iniciadores: 5
TGTCGCTTGCAGACCAGATG 3’ e reverso: 5 GCATCGCAGGTGTGAGCAC 3
(90 pb, acesso no GenBank: AF009147).

O protocolo de corrida foi iniciado com a desnaturacédo a 95°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento/extensao dos iniciadores a 60°C por 1 minuto. O nimero de ciclos
(Ct) em que a fluorescéncia ultrapassou o limiar foi calculado utilizando o
software 7500 v2.3 (Applied Biosystems, EUA). A quantidade de cépias de DNA
para cada amostra foi calculada por regresséao linear com base nos valores de
Ct das amostras da curva padrao. Os resultados foram expressos pelo numero
de parasitos/50ng de DNA.
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Figura 2: Exemplo da curva padréo referente ao gene de DNA Polimerase alfa de Leishmania
infantum. No eixo X estdo demonstrados os valores de Log da concentragdo de parasitos (106 a
100) e em Y os valores de Ct correspondem a cada diluicdo. Abaixo do grafico esté representado
o valor do slope (-3,407), coeficiente de linearidade (R2=0,994) e a eficiéncia (96,56%)

3.8 Analises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism
5.01 (Prism Software, Irvine, CA, EUA). Inicialmente, foi verificada a distribui¢cao
dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para os dados com distribuicdo
normal, as analises foram feitas utilizando o teste one-way ANOVA, seguido do
pos-teste de Tukey ou o teste t de Student, conforme a situagéo. Para as analises
de dados nao paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para investigar
diferengas entre os grupos, com o poés-teste de Dunns' para comparagoes
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multiplas. Diferengas com valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram

consideradas significativas.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao da expressao de RNAm das citocinas TNF, IL-18, IFN-g, TGF-
b e IL-10 no bago dos animais 8 meses pos desafio
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Figura 3: Expressao de RNAm das citocinas TNF, IFN-y e IL-13 dos animais avaliados 8 meses
apos desafio experimental. CNI = grupo controle nio infectado; Wild Type = animais que
receberam PBS e cepa selvagem de Leishmania infantum; SC1X = animais que receberam uma
dose de parasitos LiKH pela via subcutanea; SC2X = animais que receberam duas doses de
parasito LiIKH pela via subcutanea; ID1X = animais que receberam uma dose de parasitos LiKH
pela via intradérmica; ID2X = animais que receberam duas doses de parasitos LiKH pela via
intradérmica. Diferengas S|gn|f|cat|vas (p<0,05) estdo ilustradas pela letra “a” para comparacdes
com os grupos controle CNI, “b” para comparagdes com Wild Type. As linhas sobre as colunas
representam diferencgas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma via de imunizacéo,
enquanto # e * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma
quantidade de doses, porém por vias de administragao diferentes.

O estudo avaliou a resposta imune a longo prazo em animais imunizados e
desafiados com L/IKH. Para isso, foram analisados marcadores imunolégicos 8

meses apos o desafio experimental.

A analise da expressao génica da citocina TNF em esplendcitos revelou
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o0s grupos
experimentais. O grupo Wild Type, que recebeu solugao salina, apresentou um
aumento significativo na expresséo de TNF em relacdo ao grupo controle (CNI).
Os grupos vacinados por via subcutanea uma dose (SC1X), duas doses (SC2X)

e intradérmica duas doses (ID2X) apresentaram uma redugao na expressao de
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TNF em comparagéo ao grupo Wild Type. Por outro lado, o grupo que recebeu
uma dose da vacina por via intradérmica (ID1X) demonstrou um aumento na
expressao de TNF quando comparado tanto ao grupo controle CNI, quanto aos
grupos Wild Type, SC1X e ID2X.

Ao analisar a expressao da citocina IFN-y, todos os grupos analisados
demonstraram aumento quando comparados com o grupo controle, que recebeu
solugao salina. Além disso, o grupo imunizado com uma dose por via
intradérmica apresentou aumento na expressao nao apenas em relagao ao CNI,

mas também quando comparado a Wild Type, SC1X e ID2X.
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Figura 4: Expressdo de RNAm das citocinas TGF-f3 e IL-10 dos animais avaliados 8 meses ap6s
desafio experimental. CNI = grupo controle n&o infectado; Wild Type = animais que receberam
PBS e cepa selvagem de Leishmania infantum; SC1X = animais que receberam uma dose de
parasitos LiKH pela via subcutanea; SC2X = animais que receberam duas doses de parasitos
LiKH pela via subcutanea; ID1X = animais que receberam uma dose de parasitos LiKH pela via
intradérmica; ID2X = animais que receberam duas doses de parasitos LiKH pela via intradérmica.
Diferengas significativas (p<0,05) estéo ilustradas pela letra “a” para comparagdes com os
grupos controle CNI, “b” para comparagbes com Wild Type. As linhas sobre as colunas
representam diferencgas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma via de imunizacéo,
enquanto # e * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma

quantidade de doses, porém por vias de administracéo diferentes.

O grupo Wild Type, apresentou aumento na expressao de TGF-B em

comparagao ao controle ndo infectado. Ja os animais vacinados por via
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subcutanea, uma ou duas doses, mostraram uma redugao na expressao dessa
citocina em relagao ao grupo que recebeu a cepa selvagem. Além disso, o grupo
SC2X apresentou aumento quando comparado ao CNI e no grupo ID1X também
foi possivel observar aumento significativo na expressdo de TGF- em relagao
ao grupo controle, SC1X e ID2X. O grupo ID2X, por sua vez, também mostrou
um aumento em relagdo ao CNI, porém com uma redugdo quando comparado

ao Wild Type, além de aumento significativo em relagdo ao SC2X.

Os resultados da avaliacido da expressao da citocina anti-inflamatoria 1L-10
indicaram redugao dos grupos subcutanea uma ou duas doses em relagcéo ao
Wild Type. O grupo SC1X também apresentou diminuicdo quando comparado
aos grupos CNI e ID1X. Quando comparamos as vias de administragéo

intradérmica, ID1X representa aumento em relagao a ID2X.
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Figura 5: Razao entre expressdo de RNAm das citocinas IFN-y e IL-10 dos animais avaliados 8
meses apos desafio experimental. CNI = grupo controle n&o infectado; Wild Type = animais que
receberam PBS e cepa selvagem de Leishmania infantum; SC1X = animais que receberam uma
dose de parasitos LiKH pela via subcutanea; SC2X = animais que receberam duas doses de
parasitos LiIKH pela via subcutanea; ID1X = animais que receberam uma dose de parasitos LiKH
pela via intradérmica; ID2X = animais que receberam duas doses de parasitos LiKH pela via
intradérmica. Diferencas significativas (p<0,05) estdo ilustradas pela letra “a” para comparagdes
com os grupos controle CNI, “b” para comparagdes com Wild Type. As linhas sobre as colunas
representam diferencgas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma via de imunizacéo,
enquanto # e * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma
quantidade de doses, porém por vias de administracéo diferentes.
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A razdo da expressao entre as citocinas IFN-y/IL-10 revelou diferencas

estatisticamente significativas, como observado no grafico da Figura 3.

Todos os grupos experimentais apresentaram aumento em relagdo ao grupo
controle ndo infectado. SC1X e ID1X também tiveram aumento quanto
comparados a Wild Type e ao grupo que recebeu duas doses da sua respectiva

via de administracao.

4.2 Avaliagao da carga parasitaria do bago e figado dos animais 8 meses
pos desafio

Bago Figado
600000 30000
450000 a a

300000 % 20000 l
150000 + L

100000 -
) 10000 —
50000 g
. .
0 o 0 S e
4

o ¢

Parasitos/50ng DNA

Figura 6: Avaliacdo da carga parasitaria calculada em Parasitos/50ng de DNA dos animais
avaliados 8 meses apds desafio experimental. PBS = animais que receberam solugao salina;
SC1X = animais que receberam uma dose de parasitos LiKH pela via subcutanea; SC2X =
animais que receberam duas doses de parasitos LiKH pela via subcutanea; ID1X = animais que
receberam uma dose de parasitos LiKH pela via intradérmica; ID2X = animais que receberam
duas doses de parasitos LIKH pela via intradérmica. Diferengas significativas (p<0,05) estédo
ilustradas pela letra “a” para comparagbes com o grupo PBS. As linhas sobre as colunas
representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma via de imunizagao,
enquanto # e * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos com a mesma
quantidade de doses, porém por vias de administragcéo diferentes.

A carga parasitaria no bago e figado de hamsters foi avaliada oito meses
apos o desafio experimental, permitindo a analise da persisténcia do parasito
nos tecidos e possiveis efeitos da imunizagao ao longo do tempo. A quantificagao

da carga parasitaria nesses 6rgaos fornece informagdes sobre a eficacia da

resposta imune induzida pelos diferentes protocolos de vacinagao, bem como

sobre a progressao da infec¢gdo nos animais.
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Ao analisar o bago, observamos que o grupo SC1X teve a carga parasitaria
estatisticamente menor que os grupos PBS e ID1X. Com os menores valores
identificados, SC2X teve diminuigdo nos valores quando comparado a PBS e
ID2X.0 grupo ID1X representou aumento em relagcdo aos animais nao

vacinados.

No figado, os grupos que receberam duas doses de L/IKH, pela via subcutanea
ou intradérmica, tiveram carga parasitaria reduzida em relagdo ao grupo PBS.
Animais que foram vacinados em dose Unica pela via subcutanea apresentaram
reducdo quando comparados a SC2X e aumento em relagao a ID1X. Além disso,
em ID1X também foi possivel observar aumento tanto em relagao ao grupo PBS
quanto em relagdo aos animais que receberam duas doses pela mesma via de

administragao.
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5. DISCUSSAO

A vacinagao tem desempenhado um papel crucial na prevencao de doencgas
infecciosas, salvando milhdes de vidas ao longo da histdria. Desde os primeiros
avangos com a vacina contra a variola, desenvolvida por Edward Jenner, essa
importante ferramenta profilatica tem se mostrado uma ferramenta essencial
para a saude publica (Kayser & Ramzan, 2021). O sucesso da vacinagao esta
diretamente relacionado a protegdo de populagbes em grande escala,
alcancando a imunidade de rebanho e prevenindo a disseminagcao de doengas
contagiosas. Por exemplo, gragas a vacinagdo em massa, doencgas
devastadoras, como a variola acima citada, foram erradicadas, e outras, como a
poliomielite, estdo proximas da erradicagéo. A Organizagdo Mundial da Saude
estima que as vacinas atualmente disponiveis evitam entre 2 e 3 milhdes de
mortes anuais, destacando a grande importancia das campanhas de vacinagao

para o controle de doencgas infecciosas (Kayser & Ramzan, 2021; OMS, 2023).

A inexisténcia de uma vacina aprovada contra a Leishmaniose Visceral nos
apresenta um cenario pessimista quando pensamos em erradicagdo da doenca.
Apesar disso, modelagens matematicas e projecdes sugerem que vacinas com
eficacia de 60% poderiam eliminar a leishmaniose visceral humana, provocada
por L. donovani, no subcontinente indiano dentro de uma década (Le Rutte et al.,
2020), enquanto a infecgado em caes por L. infantum poderia ser controlada se a
vacinagao e utilizagao de coleira antiparasitaria fosse realidade para cerca de
35% dos animais (ESTEVA et al., 2023).

A falta de métodos profilaticos eficazes tem levado a uma reavaliacdo da
leishmanizagdo no cenario tecnoldogico atual, onde técnicas moleculares
avancgadas e inovadoras estdo sendo utilizadas para desenvolver cepas mais
seguras e com potencial imunoprofilatico tanto para humanos quanto para
animais (GANNAVARAM, DEY, et al, 2014; PACHECO-FERNANDEZ,
VOLPEDO, et al., 2021). Em comparagdo com outras abordagens, as vacinas
que utilizam parasitos vivos atenuados se destacam por sua capacidade de

induzir uma resposta imune semelhante a infecgao natural, proporcionando uma
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apresentacdo antigénica completa e eliminando a necessidade de adjuvantes
(DINC, 2022; SEYED, TAHERI, et al., 2024).

A eficacia de vacinas baseadas em parasitos geneticamente modificados,
como aqueles com dele¢des nos genes da centrina (FIUZA, DEY, et al., 2016;
KARMAKAR, ISMAIL, et al., 2021) e do KHARON1 (SANTI, et al., 2018), foi
comprovada em diferentes modelos experimentais. A protecdo conferida por
essas vacinas esta diretamente relacionada a ativagdo de uma resposta imune
do tipo Th1, conforme observado neste estudo, com uma predominancia na

expressao de citocinas pré-inflamatérias em detrimento das imunomoduladoras.

Os resultados obtidos sugerem que a vacinagdo com LiKH induziu uma
resposta imune polarizada para um perfil Th1, especialmente no grupo ID1X. O
aumento significativo na expressao de IFN-y e TNF nesse grupo, quando
comparado a todos os demais, indica um refor¢co na ativagdo de macréfagos e
em mecanismos efetores contra a Leishmania infantum, essenciais para a
contencdo da infecgdo. Além disso, o fato de todos os grupos vacinados
apresentarem aumento da expressao de IFN-y em relagdo ao controle nao
infectado demonstra que a imunizagéo foi capaz de gerar uma resposta imune

ativa contra o parasito.

O grupo ID1X apresentou maior expressao de IL-10 do que ID2X, enquanto
SC1X teve os menores niveis dessa citocina, estatisticamente inferiores aos
grupos CNI, Wild Type e ID1X. Como a IL-10 esta associada a regulacao da
resposta imune e a persisténcia do parasito, a sua menor expressao nos grupos
vacinados pode sugerir um ambiente menos propicio a evasao imunoldgica pelo
patogeno. O fato de os grupos SC1X e ID1X terem mostrado maior razado IFN-
y/IL-10, quando comparados a suas respectivas versdées com duas doses,
sugere que uma unica dose pode ser mais eficiente para induzir resposta Th1,
enquanto a administracdo de duas doses pode favorecer um aumento na
produgao de citocinas imunossupressoras. Além disso, a menor expressao de
TGF-B no grupo ID2X sugere uma reducao da imunossupressao, o que pode ser

benéfico para a contencéo do parasito.

A exposicao prolongada aos antigenos possibilitou também a reducéo da

carga parasitaria no figado e bago dos animais que receberam o esquema de
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duas doses, mesmo apos oito meses do desafio. Estudos anteriores reforgcam a
ideia de que parasitos vivos atenuados tém a capacidade de desencadear
respostas imunes duradouras e consistentes além da redugdo da carga
parasitaria. Em camundongos infectados por L. donovani deficientes em centrina
(LdCen-/-) foi observado uma menor carga parasitaria no bago e figado dos
animais, em tanto in vitro quanto in vivo, quando comparado a infec¢do com a
cepa selvagem (LdWT) (Bhattacharya et al., 2016). A auséncia da proteina
centrina em L. mexicana também demonstrou potencial protetor em hamsters
vacinados e posteriormente expostos a L. donovani, resultando em uma
diminuicdo da carga parasitaria nos 6rgaos-alvo, como figado e baco, por um

periodo de até um ano apods o desafio (Karmakar et al., 2021).

A avaliacdo da carga parasitaria no bago e figado oito meses apods o desafio
revelou que a imunizagdo com L/KH impactou diretamente a persisténcia do
parasito nos tecidos, com diferengas significativas entre os grupos vacinados e
o grupo PBS. O principal achado indica que o protocolo de duas doses, tanto por
via subcutanea quanto intradérmica, foi eficaz na redu¢do da carga parasitaria,
tanto no bago quanto no figado, evidenciando a importancia do reforgo vacinal

para o controle da infecgao.

A persisténcia e a completa disponibilidade antigénica possibilitaram o
controle da infecgdo no figado e bago por até oito meses apds o desafio nos
animais que receberam duas doses, com destaque para aqueles imunizados
pela via subcutanea. Os resultados observados um més apos o desafio indicam
que a reexposigao a LiIKH na segunda dose ndo aumentou a carga parasitaria
no figado e baco. No entanto, por se tratar de parasitos vivos atenuados, é
necessario investigar a contribuicdo e a viabilidade desses microrganismos na
carga parasitaria, uma vez que a imunizagdo com parasitos deficientes em
KHARON1 ainda é uma abordagem inédita em hamsters. Estudos in vitro
demonstram que os parasitos L/IKH sobrevivem por até duas semanas em
macréfagos murinos (SANTI, LANZA, et al., 2018). Além disso, parasitos com
delecdo de centrina podem persistir por 7 a 9 meses em camundongos e
hamsters, sendo posteriormente eliminados sem causar doenga (KING, 2023).
Contudo, sao necessarias pesquisas adicionais para compreender a cinética de

eliminagdo desses parasitos mutantes in vivo, especialmente em modelos



39

experimentais mais representativos da doenca, como os hamsters. Esses
achados complementares serdo essenciais para avaliar o impacto do
parasitismo decorrente da imunizagdo e do desafio experimental, bem como
para determinar a seguranga do uso desses parasitos em outros modelos e em

humanos.

Esses achados reforcam que a via subcutanea, uma ou duas doses, se
mostraram mais promissoras para induzir uma resposta robusta contra a
Leishmania infantum, levando em consideracdo também sua capacidade de

reduzir a carga parasitaria.

Portanto, os achados iniciais desse trabalho sugerem que a imunizagdo com
parasitos atenuados deficientes em KHARON1 é capaz de induzir uma resposta

imune eficaz e conferir protegao.
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6. CONCLUSAO

Aabordagem com LiKH representa um avango promissor no desenvolvimento
de vacinas contra a leishmaniose visceral, destacando-se por sua capacidade
de induzir uma resposta imune protetora e reduzir a carga parasitaria nos 6rgaos-
alvo. Os animais imunizados pela via subcutanea apresentaram resultados
superiores quando comparados aos animais que receberam a vacina pela via

intradérmica.

Contudo, € fundamental realizar estudos adicionais para investigar de forma
mais detalhada a dinamica de eliminacdo do parasito e avaliar a protegao
heterdloga contra outras espécies de Leishmania. A continuidade dessas
investigacbes podera contribuir significativamente para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz e acessivel, trazendo novas perspectivas para o controle e

prevencgao dessa doenga negligenciada
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