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RESUMO

Embora uma vacina profilatica possa contribuir para a redugo da incidéncia da leishmaniose
visceral (LV), faltam atualmente vacinas eficazes voltadas para o uso humano ou canino. E
imperativo desenvolver uma vacina eficaz e segura para uso profilatico em campanhas de
vacinacao contra a leishmaniose visceral canina (LVC) e/ou humana (LVH), sobretudo no
Brasil dada sua expansdo em centros urbanos. Adicionalmente, a alta prevaléncia de cées
infectados, porém assintomaticos, representa um desafio consideravel ao controle da doenca. O
presente estudo avaliou o desempenho vacinal de uma proteina quimérica associada ao
adjuvante Hiltonol® (Poly ICLC) quanto a sua capacidade em gerar células T de memoria
residente (Twmr) e eficacia vacinal, no figado, frente ao desafio experimental por Leishmania
infantum em camundongos BALB/c imunizados. Para tanto, os camundongos foram divididos
nos grupos controle Salina, Adjuvante (Hiltonol®), Quimera A isolada (Qui-A), e no candidato
vacinal composto pela associacio entre a Quimera A e o adjuvante (Qui-A/Hiltonol®). O regime
de imunizagdo consistiu em trés imunizagdes intradérmicas, empregando microagulhas, com
intervalo de quinze dias entre as doses. Posteriormente, os camundongos foram desafiados com
1x10°® promastigotas de L. infantum (cepa MCAN/BR/2008/OP46), em fase estacionaria de
crescimento, via intravenosa. Apos 45 dias do desafio experimental, os camundongos foram
eutanasiados para avaliagdo da geracédo de celulas Twr € carga parasitaria, respectivamente, por
meio de citometria de fluxo multiparamétrica e PCR em tempo real (qQPCR). No presente estudo,
procedeu-se a caracterizacdo fenotipica das células Tur CD4* e Twr CD8" especificas, com
base na expressao dos marcadores CD197, CD62L, CD103 e CD69. A vacinagcdo com Quimera
A associada ao adjuvante elevou significativamente o percentual de células Tur CD4" € Twmr
CD8*. A vacinacdo com Quimera A isolada também levou ao aumento significativo do
percentual das células Tmr CD4" em comparagao aos grupos controle Salina e Adjuvante e das
células Twr CD8* em comparacdo apenas ao grupo controle Salina. Adicionalmente, os
camundongos vacinados com a Qui-A/Hiltonol® apresentaram uma reducdo dréstica e
estatisticamente significativa de 86,9% na carga parasitaria hepatica. Ao correlacionar a
geracdo das células Tmr cOom a carga parasitaria, observamos correlagdes negativas fortes,
indicando que existe uma relacdo inversa e estatisticamente robusta entre percentual destas
células residentes no figado e o parasitismo no 6rgdo. Todos esses achados sugerem que 0
aumento dessas populacGes celulares especificas pode atuar diretamente na eliminacdo de
hepatdcitos infectados, servindo como um biomarcador confidvel de protecdo contra a doenga.
Por isso, foi possivel concluir que a presenca de células Twvr no figado atua como um correlato
de protecdo determinante, diferenciando os animais protegidos daqueles infectados e néo
vacinados. O protocolo vacinal testado, portanto, se apresenta como promissor e profilatico
contra a LV, uma vez que atendeu aos requisitos e protocolos de imunogenicidade e eficacia.
Por fim, ao validar a eficicia da Qui-A/Hiltonol®, este trabalho consolida as células Twr
hepaticas como biomarcadores de protecao.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Leishmania infantum; microneedles; proteina
quimérica; vacina; resposta compartimentalizada; memoria residente; eficacia vacinal; carga
parasitaria.



ABSTRACT

Although a prophylactic vaccine may contribute to reducing the incidence of visceral
leishmaniasis (VL), there is currently a lack of effective vaccines for human or canine use. It is
imperative to develop an effective and safe vaccine for prophylactic use in vaccination
campaigns against canine visceral leishmaniasis (CVL) and/or human visceral leishmaniasis
(HVL), especially in Brazil, given its expansion in urban centers. Additionally, the high
prevalence of infected yet asymptomatic dogs represent a considerable challenge to disease
control. The present study evaluated the vaccine performance of a chimeric protein associated
with the Hiltonol® (Poly ICLC) adjuvant regarding its ability to generate tissue-resident
memory T (TRM) cells and vaccine efficacy in the liver following experimental challenge with
Leishmania infantum in immunized BALB/c mice. To this end, mice were divided into the
following groups: Saline control, Adjuvant (Hiltonol®), Chimeric A alone (Qui-A), and the
vaccine candidate composed of the association between Chimeric A and the adjuvant (Qui-
A/Hiltonol®). The immunization regimen consisted of three intradermal immunizations using
microneedles, with a fifteen-day interval between doses. Subsequently, mice were challenged
intravenously with 1x10°¢ promastigotes of L. infantum (strain MCAN/BR/2008/OP46) in the
stationary growth phase. Forty-five days after the experimental challenge, mice were
euthanized for the evaluation of Trwm cell generation and parasite load, respectively, by
multiparametric flow cytometry and real-time PCR (gPCR). In the present study, the phenotypic
characterization of specific CD4" Trm and CD8" Trwm cells was performed based on the
expression of CD197, CD62L, CD103, and CD69 markers. Vaccination with Chimeric A
associated with the adjuvant significantly increased the percentage of CD4" Trm and CD8" Trm
cells. Vaccination with Chimeric A alone also led to a significant increase in the percentage of
CD4" Trm cells compared to the Saline and Adjuvant control groups, and in CD8+ Trm cells
compared only to the Saline control group. Additionally, mice vaccinated with Qui-
A/Hiltonol® showed a drastic and statistically significant 86.9% reduction in hepatic parasite
load. By correlating Trm cell generation with parasite load, strong negative correlations were
observed, indicating an inverse and statistically robust relationship between the percentage of
these resident cells in the liver and organ parasitism. All these findings suggest that the increase
in these specific cellular populations may act directly in the elimination of infected hepatocytes,
serving as a reliable biomarker of protection against the disease. Therefore, it was possible to
conclude that the presence of Trm cells in the liver acts as a determining correlate of protection,
differentiating protected animals from those infected and unvaccinated. The tested vaccine
protocol, therefore, presents itself as promising and prophylactic against VL, as it met the
requirements and protocols for immunogenicity and efficacy. Finally, by validating the efficacy
of Qui-A/Hiltonol®, this work consolidates hepatic Trwm cells as biomarkers of protection.

Keywords: visceral leishmaniasis; Leishmania infantum; microneedles; chimeric protein;
vaccine; compartmentalized response; resident memory; vaccine efficacy; parasite load.
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1. Introducéo

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por protozoarios
tripanossomatideos do género Leishmania, caracterizados como parasitos intracelulares
obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear (BRASIL, 2014). Tais
enfermidades sdo classificadas primariamente como uma zoonose, mas podem acometer o ser
humano quando este entra em contato com o ciclo de transmissdo do parasito, configurando-se,
nesse contexto, como uma antropozoonose (BRASIL, 2014; WHO, 2017). A propagacao dessas
doencas esta intimamente associada a fatores como desnutricdo, deslocamento populacional,
moradias precarias e falta de saneamento, sendo prevalente em regides de baixo nivel
socioeconomico (BRASIL, 2014; WHO, 2017).

Dentre as formas da doenca, a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como
calazar, destaca-se como a mais grave, apresentando um potencial de ébito em até 95% dos
casos ndo tratados (WHO, 2017). Os agentes causadores da doenca sdo protozoarios das
espécies Leishmania donovani e L. infantum (WHO, 2017). A enfermidade afeta tanto humanos
quanto canideos em regides tropicais, subtropicais e mediterraneas, manifestando-se por meio
de crises de febre prolongada, perda de peso acentuada, fraqueza, hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e ba¢o), anemia e pancitopenia (ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2014;
WHO, 2017).

A transmissdo da LV ocorre por meio da picada de insetos vetores denominados
flebotomineos, especificamente as fémeas das espécies Lutzomyia longipalpis e L. cruzi
(BRASIL, 2014; MANUAL DE VIGILANCIA, 2014). No ambiente urbano, o ciclo de
transmisséo envolve a leishmaniose visceral canina (LVC) e a leishmaniose visceral humana
(LVH), sendo que a ocorréncia da doenga nos cées costuma preceder o surgimento de casos
humanos (BRASIL, 2016).

Em termos epidemioldgicos, o Brasil é o epicentro da doenga no continente americano,
detendo 91% dos casos relatados (OPAS, 2024). A letalidade da LV no pais representa um
desafio crescente, com indices médios de obito em torno de 8,3% (BRASIL, 2024). No estado
de Minas Gerais, 0 cenario € alarmante, registrando uma taxa de letalidade meédia de 9,4%,
indice superior a média nacional e que evidencia a inefetividade das medidas de controle atuais
(BRASIL, 2024). Diante desse panorama de alta morbimortalidade e falhas terapéuticas, a
vacinacao e considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como a melhor estratégia

para o controle e eventual interrupcéo da transmissao da LV (VELEZ et al., 2020).
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No acometimento da LVH, os principais sinais e sintomas incluem febre prolongada,
perda de peso acentuada, fraqueza, hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e
pancitopenia (ALVAR et al., 2012; WHO, 2025). Ja na LVVC, o cdo doméstico desempenha um
papel central como o principal reservatorio urbano e mantenedor do ciclo de transmissao, sendo
gue a ocorréncia da doenca canina costuma preceder os casos humanos (BRASIL, 2016). Os
caes infectados apresentam um espectro clinico variado, desde animais assintomaticos até
quadros graves com onicogrifose (crescimento exagerado das unhas), alopecia (perda de pelo),
dermatite ulcerativa, apatia e caquexia (MANCIANTI et al., 1988; REIS et al., 2006a, 2006b).
O expressivo parasitismo cutaneo nesses animais facilita a infeccéo do inseto vetor, garantindo
a continuidade do ciclo (GIUNCHETTI et al., 2006; REIS et al., 2009) e exigindo das
autoridades competentes mais rigor no controle dessa doenca.

Em 2019, o Ministério da Saude (MS) do Brasil destacou por meio do Manual de
Vigilancia e Controle da LV, o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV). Um
dos pontos mais importantes esta nos topicos sobre vigilancia epidemioldgica, cujos objetivos
sdo reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade com o diagndstico e com o tratamento
precoce dos casos. Além disso, 0 manual destaca a importancia da diminuicdo dos riscos de
transmissdo mediante controle da populagio que sdo consideradas reservatorios® e do agente
transmissor. O Programa destaca esse ponto, uma vez que a transmisséo da doenga alastrou para
além de regides rurais e passou a atingir ambientes periurbanos? (BRASIL, 2014).

Nesse contexto, a prevencdo da LV constitui um desafio complexo, uma vez que
envolve a interacdo de diferentes sistemas bioldgicos, incluindo o parasito, o vetor, 0s
reservatorios animais e 0 hospedeiro humano. Estratégias como o controle vetorial, o
diagndstico precoce e 0 monitoramento dos reservat6rios animais contribuem para 0 aumento
da eficacia das acgOes preventivas. Além disso, a vacinagao constitui uma das estratégias mais
eficazes e de melhor custo-beneficio para prevenir doencas infecciosas, permitindo o controle
de patdgenos emergentes e a reducdo de seu impacto na popula¢do humana por meio do avango
do design de vacinas baseado em tecnologias genémicas (BAMBINI & RAPPUOLI, 2009).

Nesse sentido, considerando o risco de resisténcia aos farmacos, tal como a escassez de

! Compreende-se aqui por "populacdo de reservatorio™ o conjunto de hospedeiros vertebrados infectados que representam a
principal fonte de infeccdo para os flebotomineos vetores; no ambiente urbano, o cdo doméstico é o reservatorio mais
importante, enquanto no ambiente silvestre esse papel é desempenhado por raposas e marsupiais (BRASIL, 2014; LAINSON
& SHAW, 1987; READY, 2014).

2 Compreende-se aqui por "ambientes periurbanos" as areas situadas nas periferias dos grandes centros urbanos que, devido a
processos migratérios, ocupacdes desordenadas e transformagdes ambientais, favorecem a adaptagao do vetor e a expansédo da
transmissao da leishmaniose visceral do meio rural para o urbano (BRASIL, 2014; WERNECK, 2014).
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medicamentos antileishmaniais de facil manejo, faz-se necessaria e urgente a busca, em
pesquisa, por moléculas com propriedades antileishmaniais para o desenvolvimento de uma
vacina efetiva (SCARPINI et al., 2022; OMS, 2025).

Diante da complexidade dos mecanismos biologicos observados e para o
prosseguimento deste estudo, o préximo capitulo delimita as bases conceituais que orientam o
olhar cientifico sobre a avaliacdo da geracdo de memdria imunolégica e eficacia vacinal
compartimentalizada no figado, sistematizando as teorias e evidéncias que fundamentam este
trabalho com énfase nos marcos conceituais necessarios para a interpretacdo dos resultados

laboratoriais e da eficacia vacinal apresentada posteriormente.
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2. Referencial teorico

2.1 Epidemiologia

A LV, também conhecida como calazar, € uma doenca tropical negligenciada (DTN)
cuja eliminacdo como problema de saude publica (EPHP) foi estabelecida como meta em 2020
(PAUL et al., 2022). No periodo de 2001 a 2023, foram registrados na Regido das Américas
73.092 novos casos de LV, com média anual de 3.178 casos (OPAS, 2024). Nesse contexto, 0
Brasil destacou-se como o principal responsavel pelas notificagbes, concentrando
aproximadamente 91% dos casos em 2023 (OPAS, 2024), conforme apresentado no Figura 1.
Além disso, a letalidade permanece como um importante desafio no pais, considerando a taxa
de 6bitos de 7,8% por LV, evidenciada no Figura 1.

Tais indices observados no pais sdo alarmantes (BRASIL, 2019), demonstrando a
inefetividade das medidas de controle no combate a LV, associado principalmente ao
diagnostico tardio da doenca (DRIEMEIER et al., 2015). Cabe acrescentar que a propagacao
da LV nos centros urbanos brasileiros vem ocorrendo de maneira preocupante desde 1980,
tendo o cdo como seu principal reservatorio e consequente mantenedor da doenga (WERNECK,
2014).

Nesse contexto, a LVVC tem sido considerada mais preocupante, sobretudo em razéo de
sua elevada prevaléncia e da dificuldade de controle. A permanéncia de cées infectados,
frequentemente assintomaticos, nas areas endémicas favorece sua atuagdo como importantes
reservatorios da infeccdo. Adicionalmente, o intenso parasitismo cutaneo nos cdes contribui
para a continuidade do ciclo de transmissdo, ao facilitar a infeccdo do inseto vetor
(GIUNCHETTI et al., 2006; REIS et al., 2006, REIS et al., 2009).

De acordo com o painel de notificagdes do MS, no periodo de 2014 a 2024, foram
registrados no Brasil 26.845 novos casos de LV, com taxa de letalidade de 7,8%, concentrando-
se principalmente nas regides Nordeste, Norte e Sudeste. No estado de Minas Gerais, nesse
mesmo intervalo, foram notificados 3.156 casos, com taxa de letalidade de 10,2%. Destacam-
se, nesse cenario, os municipios de Belo Horizonte, Montes Claros e Ipatinga, com 476, 216 e

174 casos registrados, respectivamente.
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Nesse sentido, 0 municipio de Belo Horizonte (MG) integra a lista de municipios
prioritarios na estratificacdo de risco da LV para o periodo de 2022 a 2024, sendo contemplado
com a incorporacdo de coleiras impregnadas com inseticida como estratégia de controle da
doenca. Essa classificacdo evidencia a relevancia epidemiologica da capital mineira no cenario
nacional, considerando a ocorréncia de casos humanos e caninos, bem como as condicoes
ambientais e urbanas favoraveis a transmissdo. Assim, o municipio é alvo de acles
intensificadas de vigilancia, prevencao e controle, com o objetivo de reduzir a circulagdo do
parasito, proteger a populacao e fortalecer as politicas publicas voltadas ao enfrentamento da
LV.
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Figura 1. Numero de casos de Leishmaniose Visceral notificados, Regido das Américas, 2001-2023 (OPAS,
2024).
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Figura 2. Proporgao de casos de Leishmaniose Visceral segundo a evolugéo clinica, Regido das Américas, 2023
(OPAS, 2024).

2.2 Leishmaniose visceral: Humana e Canina

A LV é uma zoonose de evolugdo cronica, com acometimento sistémico e, se ndo
tratada, pode levar a 6bito até 90% dos casos. E transmitida a0 homem pela picada de fémeas
do inseto vetor infectado, denominado flebotomineo e conhecido popularmente como
mosquito-palha (L. longipalpis) (BRASIL, 2025). Embora o agente etioldgico seja 0 mesmo, a
manifestacdo e o papel epidemiologico da doenca diferem entre humanos e cées.

A suscetibilidade humana a LV € influenciada por fatores como a desnutricdo e
condicOes de imunossupressdo (SCARPINI et al., 2022). A coinfecgcdo com o virus HIV atua
como um fator agravante que dificulta 0 manejo terapéutico e eleva significativamente o risco
de recaidas (BRITO et al., 2017). Em &reas endémicas, a incidéncia da doenga costuma ser
maior em criangas menores de 10 anos, fato atribuido ao seu sistema imunitario ainda em
desenvolvimento (SCARPINI et al., 2022).

O cédo domeéstico (Canis familiaris) é reconhecido como o principal reservatério do
parasito no ciclo de transmissdo urbana da LV (COURA-VITAL et al., 2014; ALVES et al.,
2018). A patologia nos cées difere da progressao observada em seres humanos, apresenta uma
evolucdo tipicamente lenta e de inicio insidioso (REIS et al., 2006a; LEITE et al., 2023). Além
disso, a manifestacdo clinica nesses animais é marcadamente variavel, abrangendo desde cées
aparentemente saudaveis até estagios terminais de extrema gravidade (DIAS et al., 2024). Os
sinais clinicos mais comuns nos cées incluem emagrecimento progressivo e desanimo (PAL et

al., 2022). O crescimento excessivo das unhas, tecnicamente chamado de onicogrifose, e a
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perda de pelos (alopecia) sdo manifestacGes frequentes (MANCIANTI et al., 1988; REIS et al.,
2006a, 2006b; ROSAR et al., 2025). Observam-se também com regularidade sinais como
descamacdo e ulceras cutaneas (MANCIANTI et al., 1988; REIS et al., 2006a, 2006b;
MORALES-YUSTE et al., 2022). Além disso, os cdes naturalmente infectados por Leishmania
infantum apresentam um quadro clinico complexo e grave, caracterizado por sinais sistémicos
como linfadenopatia, apatia e artrite, além de diversas manifesta¢cbes cutaneo-mucosas,
incluindo dermatite seborreica, alopecia e piodermatite (ROATT et al., 2017). A progressao da
doenca frequentemente causa esplenomegalia (aumento do baco) moderada a grave e alteracdes
laboratoriais criticas, como anemia e comprometimento das funcdes renal e hepatica,
evidenciados pela alteragéo nos niveis de ureia e creatinina (ROATT et al., 2017).

Essa centralidade canina ocorre devido a alta carga parasitaria presente na pele desses
animais, o que facilita significativamente a infeccdo do mosquito vetor ao pica-los (DIAS et al.,
2024). Em contrapartida, o ser humano é geralmente considerado um hospedeiro acidental
dentro do ciclo zoonético, ndo exercendo o papel de fonte primaria de infeccéo para o vetor na
maioria das areas das Américas (PAL et al., 2022).

As manifestacdes cutaneas delimitam uma diferenca marcante entre as espécies, Vvisto
que, em humanos, as lesdes na pele sdo raras durante a fase visceral da doenca (SCARPINI et
al., 2022). Ja nos cdes, os sinais dermatoldgicos, como alopecia, descamacdo e Ulceras, sao
predominantes e considerados fundamentais para o diagnostico clinico da patologia
(MORALES-YUSTE et al., 2022). Essa diferenca esta intimamente ligada a localizacdo dos
parasitos no organismo: enquanto nos seres humanos os amastigotas concentram-se fortemente
nas visceras, especificamente no baco, figado e medula 6ssea (STANLEY & ENGWERDA,
2007). Nos caes, a parasitose € intensa tanto nos 6rgaos internos quanto no tecido cutaneo (REIS
et al., 2006a, 2006b; DIAS et al., 2024). Devido a essa presenca massiva na pele, mesmo
animais sem lesdes visiveis podem transmitir o parasito ao vetor, tornando o cdo um
reservatorio “silencioso” (ROSAR et al., 2025).

No campo das estratégias de controle, 0 manejo da LVH foca primordialmente no
diagndstico precoce e no tratamento medicamentoso para reduzir a morbimortalidade
(BRASIL, 2014; ROMERO et al., 2017). Para a populagdo canina no Brasil, as medidas sdo
mais complexas e controversas, envolvendo desde o0 uso de coleiras repelentes até a eutanasia
de animais soropositivos como medida de saude publica, embora a eficacia e a ética desta ultima
sejam frequentemente questionadas (COURA-VITAL et al., 2011; BRASIL, 2014; LEITE et
al., 2023). Por fim, as causas de Obito divergem significativamente: em humanos, a morte

costuma ser decorrente de complicacBes infecciosas ou hemorrégicas ligadas a faléncia do
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sistema reticuloendotelial (SCARPINI et al., 2022). Ao passo que, nos cées, a principal causa

de mortalidade é a progressao severa da doenca renal crénica (TOEPP & PETERSEN, 2020).
2.3 Agente causador

Os agentes causadores da LV sdo protozoarios tripanosomatideos pertencentes ao
género Leishmania (WHO, 2017). As espécies especificamente responsaveis por esta forma da
doenca sdo a L. donovani e a L. infantum (WHO, 2017). Estes agentes sdo caracterizados como
parasitos intracelulares obrigatérios, que infectam e se multiplicam principalmente dentro das
células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro (BRASIL, 2014).

O ciclo bioldgico desses protozoarios apresenta duas formas evolutivas principais: a
promastigota, que é a forma flagelada encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e a
amastigota, que é a forma aflagelada encontrada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, como
caes e humanos (BRASIL, 2014; HANDMAN, 2001). No continente americano, a espécie
comumente isolada é a L. infantum (OPAS, 2023; BRASIL, 2014). Historicamente, no Novo
Mundo, este parasito também foi denominado Leishmania (Leishmania) chagasi, termo que
muitos autores utilizam como sindnimo de L. infantum devido & semelhanga em seus perfis
bioquimicos e isoenzimaticos (BRASIL, 2014).

Dentro do organismo do hospedeiro vertebrado, 0s parasitos possuem mecanismos
eficazes para evadir da resposta imune, protegendo-se dentro de vacuolos no interior dos
macrdéfagos (TOEPP & PETERSEN, 2020). Nestas células, eles se multiplicam até causar o
rompimento celular, espalhando-se pela corrente sanguinea e atingindo 6rgaos vitais como o
figado, baco e medula dssea, 0 que desencadeia as manifestacfes clinicas graves da doenca
(NIETO et al., 2011). Por ser um parasito intracelular, a defesa do hospedeiro depende
fundamentalmente da imunidade mediada por células, especificamente da atividade dos
linfocitos T (TIWARI et al., 2024).
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Figura 3. Ciclo bioldgico da Leishmaniose Visceral. (1) Durante o repasto sanguineo, as fémeas de flebotomineos
infectadas regurgitam, juntamente com os componentes da saliva, sangue contendo formas promastigotas
metaciclicas, (2) no hospedeiro mamifero. Essas formas flageladas sdo fagocitadas por macrdfagos e neutrofilos.
(3) Nos macréfagos, os parasitos se diferenciam em amastigotas, (4) que se multiplicam por divisdo binaria, (5)
levam ao rompimento das células hospedeiras, e infectam outras células vizinhas. (6) Para espécies de Leishmania
associadas a infeccdo visceral, diferentes 6rgdos podem ser atingidos, como figado ou bacgo, por macréfagos
infectados ou amastigotas liberadas, onde os parasitos se replicam e estabelecem a infec¢éo. (7) Quando um inseto
flebotomineo se alimenta de sangue de um hospedeiro mamifero infectado, células contendo amastigotas sao
ingeridas. (8) Dentro do intestino do inseto, amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas no intestino
posterior, (9) multiplicam e migram para o intestino médio anterior (valvula estomodeal) do inseto, onde se
diferenciam em formas infectantes metaciclicas. (Fonte: Adaptado de Image from the Centers for Disease Control
and Prevention, Global Health, Division of Parasitic Diseases and Malaria, 2026).

2.4 Sinais e sintomas humanos

De acordo com o Manual de Vigilancia e Controle do MS do Brasil, 2014, a LVH
caracteriza-se por um espectro clinico amplo, que varia de manifestacdes discretas a quadros
graves com risco de 6bito (BRASIL, 2014). A suspeita clinica da doenca deve ser levantada
sempre que o paciente apresentar febre e esplenomegalia (aumento do baco), associadas ou ndo
a hepatomegalia (aumento do figado).

A evolucgdo da doenca é dividida didaticamente em periodos (Quadro 1):

o Periodo inicial: Caracteriza-se por febre com duracéo inferior a quatro semanas, palidez
cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia, sendo comum que o individuo apresente
também tosse e diarreia.

o Formaoligossintomatica: Alguns individuos, especialmente criangas, podem apresentar
sintomas discretos como febre baixa, palidez leve e pequena visceromegalia, quadro que

frequentemente evolui para cura espontanea.
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o Periodo de estado: ApoOs oito semanas de evolucdo, observa-se febre irregular,

emagrecimento progressivo, palidez acentuada e aumento nitido do figado e do bago,

acompanhados de comprometimento do estado geral.

o Periodo final: Na auséncia de tratamento, a doenca progride para febre continua e

desnutricdo intensa, evidenciada por cabelos quebradicos e cilios alongados. Nesta fase,

surgem complicagdes graves como edema nos membros inferiores (podendo evoluir

para anasarca), ictericia, ascite e manifestacbes hemorragicas, como epistaxe e

gengivorragia.

As complicacBes mais frequentes durante o curso da LV sdo as infeccBes bacterianas

(como otite, piodermites e infec¢des respiratdrias), que podem levar a quadros sépticos fatais.

Em casos de coinfeccdo com HIV/Aids, a triade classica de hepatoesplenomegalia, anemia e

pancitopenia é observada em 75% dos relatos, ocorrendo também febre, adenopatia e perda de

peso acentuada (BRASIL, 2014).

Quadro 1. Comparativo da evolugdo clinica da Leishmaniose Visceral.

Manifestagdes Clinicas

Evolucéo clinica

Periodo Inicial | Periodo de Estado Periodo Final
Febre Presente Presente Presente
Emagrecimento Ausente Moderado Acentuado
Palidez Discreta Moderada Acentuada
Hepatomegalia Discreta Moderada Acentuada
Esplenomegalia Discreta Moderada Acentuada
ManifestacGes Hemorragicas Ausente Incomum Frequente

Fonte: Ministério da Salde - Brasil, 2014; adaptado pelo autor.

2.5 Medidas de controle

Entre as principais estratégias de controle da LV no Brasil, destacam-se o controle

vetorial — por meio do manejo ambiental e do uso de coleiras impregnadas com deltametrina

em cdes —, 0 diagnoéstico e tratamento oportuno dos casos humanos e a eutanasia de cées

sororreagentes. Embora a eutanasia de cdes soropositivos em areas endémicas seja adotada

devido ao seu potencial papel como reservatorios urbanos e mantenedores do ciclo de

transmisséo, a elevada presenca de cdes soronegativos, porém PCR positivos, que ndo sdo
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identificados pelo PVCLYV, também contribui para a manutencdo do ciclo de transmissao
(BRASIL, 2014).

O manejo ambiental compreende medidas de carater coletivo e individual, voltadas a
reducdo dos fatores que favorecem a proliferacdo do vetor. A eliminacdo de matéria organica
acumulada é fundamental para impedir a formacdo de criadouros do flebotomineo. Nesse
contexto, destacam-se acBes como a limpeza regular de quintais, terrenos baldios e areas
publicas, além do melhoramento das condi¢Bes de saneamento basico. Outras estratégias
incluem a adocdo de barreiras fisicas, como mosquiteiros e telas de prote¢do em portas e janelas,
bem como a aplicacdo de inseticidas de efeito residual nas superficies internas e externas das
residéncias e nos abrigos de animais domésticos (BRASIL, 2014; VON ZUBEN, 2016).

O estudo do Coura-Vital et al. (2018) reforca a relevancia das coleiras impregnadas
com deltametrina como ferramenta eficaz no controle do vetor, quando associadas ao
diagnostico e tratamento de casos humanos e a eutanasia de cdes soropositivos, compondo um
conjunto integrado de ac¢des previstas no Programa Brasileiro de Controle e Vigilancia da LV.
A Nota Técnica N° 5/2021-CGZV/DEIDT/SVS/MS preconiza a incorporacdo das coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% como uma ferramenta oficial de salde publica para o
controle da LV (BRASIL, 2021). Essa medida foi baseada em um estudo multicéntrico
realizado em 14 municipios brasileiros, o qual demonstrou que o uso das coleiras, aliado as
demais a¢Oes do programa, foi capaz de reduzir em 50% a prevaléncia da doenca em caes nas
areas de intervencao (BRASIL, 2021). Werneck et al. (2024) observaram gue o uso das coleiras
impregnadas com deltametrina esteve associado a uma reducdo de 27% na incidéncia de LVH
durante o periodo de implementacdo, indicando que essa estratégia € eficaz como medida
adicional para o controle da LV no Brasil.

O uso de coleiras (deltametrina a 4%) apresenta eficacia satisfatria, porém associada a
efeitos adversos na prevencdo da LVC. A ocorréncia de reacfes adversas cutaneas, como
dermatites e alergias, tem sido documentada em cdes que utilizam coleiras impregnadas com
inseticida (ALVES et al., 2018). Esses efeitos adversos frequentemente levam a remocao
prematura dos dispositivos pelos tutores, que associam o desconforto e a irritacdo na pele ao
uso do acessério (ALVES et al., 2018). Adicionalmente, animais que ndo estdo habituados ao
encoleiramento apresentam maior dificuldade de tolerancia, o que pode resultar na remogéo ou
perda do dispositivo pelo proprio animal, como ao soltar a fivela pouco apo6s a aplicacao
(ALVES et al., 2018).

Ressalta-se ainda que o sucesso de intervengdes em larga escala depende da integracao

de acOes educativas continuas e da compreensdo dos determinantes socioeconémicos que
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afetam a adesdo da populacdo (MATSUMOTO et al.,, 2025). Tais medidas devem estar
inseridas nos marcos de Satde Unica (One Health), reconhecendo a interconex&o entre a sadde
animal, humana e 0 manejo ambiental para o controle efetivo da transmisséo (ROSAR et al.,
2025).

No entanto, o uso isolado de inseticidas, juntamente com 0 manejo de reservatorios
caninos, ndo tem apresentado efetividade suficiente para reduzir a incidéncia da doenca, o que
determina a necessidade de reavaliar as a¢des do programa de controle e buscar estratégias
complementares, como o desenvolvimento de vacinas profilaticas. Como as medidas de
controle vigentes, focadas no diagndstico precoce humano e no manejo de reservatorios
caninos, tém demonstrado baixa efetividade, o desenvolvimento de uma vacina profilatica

segura surge como a estratégia mais viavel para interromper o ciclo da doenca (BRASIL, 2014).
2.6 Vacinacao

A vacinacgdo é reconhecida como a intervencdo mais promissora e sustentavel para o
controle da LV, atuando na prevencao da infec¢do e da doenca clinica (SALJOUGHIAN et al.,
2013). Candidatos vacinais profilaticos tém sido descritos por sua capacidade de induzir
respostas imunes do tipo Tw1, fundamentais para a prote¢éo contra o parasito (SALJOUGHIAN
etal., 2013).

Estudos experimentais com vacinas caninas demonstram potencial para reduzir
significativamente a carga parasitaria esplénica em reservatdrios domésticos (AGUIAR-
SOARES et al., 2014). Essa reducdo no parasitismo sustenta a plausibilidade de diminuir a
pressio de infeccdo para os seres humanos (PADUA et al., 2025). Estratégias em
desenvolvimento utilizam proteinas quiméricas e sistemas de entrega particulada, como
nanoparticulas lipidicas, para aumentar a eficacia da imunizacdo (SALJOUGHIAN et al.,
2013). A complexidade antigénica da Leishmania permanece como um dos principais desafios
para o sucesso vacinal (SALJOUGHIAN et al., 2013).

O uso de vacinas quiméricas visa justamente induzir populaces de células T
polifuncionais e de memoria de longa duracdo (TIWARI et al., 2024). Células capazes de
produzir simultaneamente IFN-y, TNF-a e IL-2 s&o consideradas marcadores confiaveis de
imunidade protetora (TIWARI et al., 2024). Estudos com proteinas quiméricas demonstraram
que a inducdo de células T de memoria central (Twmc) e efetora (Tme) no baco esta diretamente

correlacionada com uma reducdo significativa da carga parasitaria (TIWARI et al., 2024).
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O controle da LV depende do desenvolvimento de estratégias profilaticas eficazes,
especialmente voltadas para a populagdo canina, que atua como o principal reservatério urbano
do parasito. Atualmente, existe apenas uma vacina licenciada contra a LVC no mundo: a
LetiFend®.

A LetiFend® (LETI Pharma Salud Animal, Espanha) esta disponivel na Europa desde
2016, esta vacina é constituida pela proteina quimérica recombinante Q, que funde fragmentos
de proteinas ribossomais (LiP2a, LiP2b e LiP0) e da histona H2A (CARCELEN et al., 2009).
Em estudos de fase 111, apresentou uma eficacia de 72% na prevencao da progressdo da doenca
(COTRINA et al., 2018).

No Brasil, até o0 ano de 2023, tinhamos a vacina Leish-Tec® (Hertape Calier Satde
Animal, Brasil) que foi licenciada em 2007 é composta pela proteina recombinante A2
(especifica de formas amastigotas de L. infantum) associada ao adjuvante saponina
(FERNANDES et al., 2008). Estudos de fase Ill, em cédes de area endémica, indicaram uma
eficacia entre 58,1% e 71,4% (REGINA-SILVA et al., 2016). No entanto, sua fabricacdo e
venda foram suspensas recentemente pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) em
2023, devido a constatacdo de desvios de conformidade que poderiam comprometer sua eficacia
(MAPA, 2023).

Apesar do licenciamento, a eficacia dessas vacinas € alvo de debates. Uma meta-analise
sugeriu que a eficacia real pode ser consideravelmente menor: cerca de 25% para a CaniLeish®
e apenas 9% para a LetiFend® (CALZETTA et al., 2020). Além disso, as diretrizes europeias
(LeishVet) e 0 MS do Brasil ressaltam que essas vacinas ndo previnem a infecgdo, mas apenas
auxiliam na prote¢do individual do animal, atenuando o quadro clinico. Cabe acrescentar que
vacinas ineficazes podem, inclusive, representar um risco ao permitir que cepas virulentas
sobrevivam e se tornem mais resistentes (CECILIO et al., 2014).

Surgindo uma necessidade de imunizantes mais potentes. Diante deste cenario, em 2020
foi desenvolvida a Quimera A (Qui-A), proteina projetada via imunoinformatica composta por
epitopos das proteinas histona (H2A), ribossomais (LiP2a e LiP0), Leishmania homdloga de
receptor de quinase C ativada (LACK) e cisteina peptidase C (CPC) (BRITO et al., 2020). No
presente estudo, a Qui-A foi associada ao adjuvante Poly-ICLC (Hiltonol®) (Figura 4), um
derivado sintético de RNA de dupla-fita que ativa a imunidade inata e adaptativa, que atua como
um potente modulador imunoldgico por meio da ativagdo simultdnea de receptores de
reconhecimento de padrdes, especialmente o receptor do tipo Toll 3 (TLR3) localizado em
endossomos e o receptor citosolico melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAD),

promovendo a producdo de interferons do tipo |, citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas
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envolvidas no recrutamento e ativacdo de células T antitumorais, além de potencializar a
resposta imune em estratégias de imunoterapia contra o cancer (SULTAN et al., 2020).

O impacto esperado de vacinas profilaticas eficazes engloba a reducdo da
morbimortalidade e a diminuicéo de custos de tratamento (SALJOUGHIAN et al., 2013). Por
essas razdes, a vacinacdo configura-se como a melhor estratégia de longo prazo para controlar

e eventualmente eliminar a LV como problema de sadde publica (FALEIRO et al., 2014).
2.6.1 Células de memdria residente

A memdria imunologica representa uma caracteristica central da imunidade adaptativa,
fundamentada na geracdo de células de vida longa ap6s o contato inicial com um antigeno
(TIWARI et al., 2024). Este mecanismo permite que contatos subsequentes com 0 mesmo
agente disparem respostas mais rapidas e eficazes, servindo como o principio basico da protecéo
conferida pelas vacinas (HOHMAN et al., 2021). Nesse cenario, as células T atuam como
correlatos cruciais de protecdo. As células CD4" induzem a resposta imune ativando
macrofagos para a destruicdo de parasitos (FOWLER & NOVAIS, 2025). Complementarmente,
as células CD8" sdo especializadas na identificacdo e eliminacdo direta de células infectadas
(FOWLER & NOVAIS, 2025).
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Figura 4. Sequéncia de eventos nas respostas de células (Abul K. Abbas, 9% edi¢do, 2019).

Na imunidade contra a Leishmania, as células T desempenham um papel indispensavel,

embora suas funcgdes variem entre o controle da infeccéo e a patogénese, dependendo da forma
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clinica da doenca (TIWARI et al., 2024). As células CD4" do tipo Tul (IFNy" Thet") sdo
fundamentais para a protecdo do hospedeiro, pois produzem citocinas que ativam células
fagociticas para a geracdo de moléculas leishmanicidas, como o 6xido nitrico (NO) (STANLEY
& ENGWERDA, 2007). A complexidade da resposta envolve diversos subgrupos identificados
por seus perfis de citocinas, como Thl, Tn2, TH17 e Treg (TIWARI et al., 2024). Na LV,
enquanto o perfil Tyl promove o controle do parasitismo através de citocinas como o IFN-y, o
perfil Th2 e as células Treg/Trl (produtoras de IL-10) frequentemente favorecem a persisténcia
do parasito ao suprimir as respostas Tul (TOEPP & PETERSEN, 2020). Outro subgrupo
relevante sdo as células Tu17, que secretam IL-17 e IL-22, recrutando neutréfilos e monocitos
para o local da infeccdo e exercendo um papel protetor sinérgico na eliminacéo do patégeno em
humanos (PITTA et al., 2009).

As células T CD8" também contribuem significativamente para a imunidade através de
mecanismos duais: (1) a producdo de citocinas inflamatorias (IFN-y) para ativacao de
macrofagos e (2) a atividade citotoxica mediada por perforinas e granzimas (FOWLER &
NOVAIS, 2025). Além disso, a imunidade de longo prazo € sustentada por subconjuntos de
memoria que incluem a memoria central (Twc), efetora (Twme) e as células de memoria residente
(Tmr) (TIWARI et al., 2024). As Tur (CD103*CD69"), especificamente, permanecem em
tecidos periféricos como a pele, atuando como a primeira linha de defesa local em casos de re-
exposicédo ao parasito (HOHMAN et al., 2021).

As células Tmc séo geralmente identificadas pela presenca de moléculas que facilitam
sua migracdo para os linfonodos, como CCR7 e CD62L, permitindo que elas circulem entre o
sangue e 0s Orgaos linfaticos secundarios. Sua principal funcdo é servir como um vasto
reservatorio de memaria imunoldgica com alta capacidade de reproducdo. Quando ocorre uma
nova exposicdo ao antigeno, essas células se multiplicam rapidamente e se transformam em
celulas efetoras, ajudando na intensificagdo da resposta imune sistémica. Em casos de infeccdo
por Leishmania, as Tmc desempenham um papel crucial na manutencdo da protecdo a longo
prazo, pois asseguram a continua producéo de células efetoras que liberam IFN-y (Oliveira et
al., 2023).

As células Tme se encontram principalmente na corrente sanguinea e nos tecidos
periféricos, apresentando uma menor quantidade de CCR7 em sua superficie. Ao contrario das
Twmc, elas sdo capazes de gerar uma resposta imediata, liberando rapidamente citocinas
inflamatdrias, como IFN-y ¢ TNF, além de exibirem atividade citotoxica logo apos a detecgdo

do antigeno. No caso da leishmaniose, as Tme desempenham um papel crucial na ativacéo de
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macrofagos infectados, resultando em um aumento na producéo de 6xido nitrico que, por sua
vez, ajuda a controlar a multiplicacdo do parasita (SCOTT et al., 2020).

As células T de memoria residente (Tmr) constituem um grupo especializado que néo
circula pelo organismo. Elas se localizam em tecidos periféricos, como a pele, o figado ou as
mucosas, e sdo frequentemente reconhecidas pela presenca de marcadores como CD69 e
CD103. Sua fungdo principal é atuar como vigilantes imunolégicos nas regifes em que estdo
fixadas. Durante a leishmaniose tegumentar ou na fase inicial da infeccdo visceral, as Twvr
localizadas na pele conseguem identificar rapidamente o parasita no ponto de entrada, ap6s a
picada do flebotomineo, e iniciar uma resposta inflamatéria imediata. Essa rapida ativacao
ajuda a atrair outras células do sistema imunoldgico (como mondcitos, neutroéfilos e linfocitos
que circulam), limitando assim a disseminacdo do parasita nas fases iniciais da reinfecgéo
(ZABALA-PENAFIEL et al., 2025).

2.7 Tratamento e falha terapéutica

O tratamento da leishmaniose visceral humana (LVH) no Brasil é garantido
gratuitamente pelo SUS, que disponibiliza uma gama de medicamentos, incluindo a
anfotericina B em diversas formulacGes e os antimoniais pentavalentes, sendo estes Gltimos a
primeira escolha em paises endémicos. O protocolo brasileiro utiliza 0 Antimoniato de N-metil
Glucamina (Glucantime®) em doses diarias de 20 mg/kg, administradas por 20 a 40 dias.
Entretanto, as fontes destacam que as terapias convencionais atuais apresentam limitac6es
criticas, como a alta toxicidade (especialmente dos antimoniais e do desoxicolato de
anfotericina B) e o custo elevado de opc¢des como a anfotericina B lipossomal. Além disso, a
eficacia do tratamento tem sido comprometida pela emergéncia de parasitos resistentes,
resultando em um numero crescente de pacientes que nao respondem a quimioterapia padréo.
Para contornar esses problemas, é necessario novas estratégias, como a imunoquimioterapia,
gue combina farmacos tradicionais a agentes imunomoduladores para restaurar a imunidade do
paciente e aumentar as taxas de cura clinica (BRASIL, 2014).

Nenhum dos regimes terapéuticos atualmente disponiveis garante a eliminacao
completa do parasito do organismo, sendo a cura total improvavel se a imunodepressdo do
paciente persistir (HANNAN et al., 2024). Além disso, de acordo com Santos et al. (2023),
falhas terapéuticas e recaidas sdo frequentes na leishmaniose, especialmente em populacdes

imunocomprometidas. O estudo ressalta que, embora os tratamentos disponiveis reduzam
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significativamente a carga parasitaria, eles ndo garantem eliminacdo completa do parasito,
favorecendo reativac@es clinicas.

Em outro trabalho, Silva-Freitas et al. (2025) relatam que, embora a anfotericina B
lipossomal seja o tratamento de escolha para pacientes coinfectados, a resposta parasitologica
sustentada é frequentemente limitada, especialmente em individuos com contagens reduzidas
de linfécitos T CD4". O estudo destaca que a persisténcia parasitaria e a disfungédo imunoldgica
favorecem recaidas sucessivas, mesmo ap0s tratamento considerado adequado.

Quanto aos efeitos adversos, os medicamentos utilizados no tratamento da LVH sédo
capazes de desencadear reacfes clinicas relevantes. O Antimoniato de meglumina esta
associado a cardiotoxicidade e a pancreatite quimica, com maiores taxas de incidéncia relatadas
em pacientes coinfectados pelo HIV (RODRIGUES et al., 2025).

Diretriz do National Institutes of Health (NIH) que aborda tratamento de leishmaniose
visceral em pacientes HIV+, descrevendo que mais de 60% dos pacientes em uso de antimoniais
pentavalentes (ex.: antimoniato de meglumina) apresentam efeitos adversos como elevacéo de
enzimas pancreaticas e alteracdes eletrocardiogréficas, com risco de arritmias e pancreatite
clinica. Ela também aponta que reacdes graves, incluindo pancreatite e alteracbes cardiacas,
parecem ser mais comuns em pacientes coinfectados por HIV.

Em contrapartida, a Anfotericina B lipossomal demonstrou uma frequéncia
significativamente menor de eventos adversos relacionados ao tratamento quando comparada
aos Antimoniais, com menor incidéncia de efeitos colaterais graves e melhor tolerabilidade em
regimes clinicos, o que tem sustentado sua adogdo crescente como opc¢do terapéutica
preferencial na leishmaniose visceral humana (Silva et al., 2025).

O uso combinado de Metronidazol, Cetoconazol e Alopurinol mostrou-se eficaz em
bloquear a transmissibilidade do parasito do cdo para o flebotomineo em testes de
xenodiagndstico (NERY et al., 2017). Essa reducdo da infectividade correlacionou-se de forma
significativa com a recuperacdo clinica e a diminuicdo da carga parasitaria nos animais
avaliados (NERY et al., 2017). Adicionalmente, estudos focados na associac¢do de Alopurinol
com Domperidona reportaram uma resposta clinica rapida nos cdes (LLANO et al., 2020). Essa
mesma combinacdo demonstrou resultados favoraveis na reducgdo da carga parasitaria em caes
com LV naturalmente adquirida (LLANO et al., 2020).

Nos cédes com leishmaniose visceral canina (LVC), os protocolos terapéuticos envolvem
principalmente a combinacédo de farmacos com alopurinol e miltefosina, com ou sem o uso de
imunizacdo, buscando reduzir a carga parasitaria e melhorar o status clinico dos animais. Em

2025, um estudo avaliou trés protocolos distintos em cées naturalmente infectados: alopurinol
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isolado, associacao de alopurinol e miltefosina, e uma combinacéo de alopurinol, miltefosina e
vacina especifica (Leish-Tec®), observando reducdo dos escores clinicos e dos titulos de
anticorpos em todos 0s grupos, com menor ocorréncia de recidiva clinica no grupo que também
recebeu a vacina, 0 que sugere que abordagens combinadas podem favorecer melhores
respostas terapéuticas em longo prazo. Esse tipo de protocolo terapéutico — embora melhore
sinais clinicos e parametros sorolégicos — ainda enfrenta desafios quanto a erradicacdo completa
do parasita, e a resposta imune do animal precisa ser considerada no planejamento do tratamento
(COSTA et al., 2025).

As linhas de pesquisa relacionadas ao desenvolvimento de novas drogas permanecem
restritas devido & natureza negligenciada da patologia (MORALES-YUSTE et al., 2022).
Revisdes recentes indicam que vérias vacinas caninas foram desenvolvidas e implementadas
com eficacia limitada, representando um progresso incremental, mas ndo uma solucdo
definitiva para o controle da doenca (PADUA et al., 2025). Isso ressalta a necessidade de

desenvolvimento de estratégias vacinais mais eficazes.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a indugdo de memoria imunoldgica residente e eficicia vacinal
compartimentalizada no figado ap6s vacinacdo com uma proteina quimérica e desafio

experimental por Leishmania infantum em camundongos BALB/c.
3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a inducdo das células T de memoria residente (CD45'CD62L"CD197
CD69"CD103*) em células imunes hepaticas in vitro apds estimulagdo com antigeno
soluvel de Leishmania infantum;

o Quantificar a carga parasitaria no figado; e

o Correlacionar a geracao das células T de memoria residente com o parasitismo.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Mapeamento de epitopos, desenho e sintese da proteina quimérica

A proteina quimérica A foi desenvolvida a partir da identificacdo de epitopos de células
T derivados de proteinas de L. infantum previamente descritas na literatura como imunogénicas
(BRITO etal., 2017). O mapeamento desses epitopos foi realizado por meio de uma abordagem
computacional integrativa, utilizando os algoritmos de predi¢cdo NetCTL, NetMHC e NetMHC
I1 (BRITO etal., 2017). Foram selecionados doze epitopos com base na elevada afinidade entre
os alelos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) classe I e Il compartilhados
entre humanos e camundongos. Adicionalmente, a maioria dos peptideos apresenta conservagdo
entre as espécies L. donovani, L. major e L. amazonensis, sem homologia com o proteoma de
cao, camundongo e humano. A Quimera A ¢ constituida por epitopos derivados das proteinas
H2A, LiP2a, LiPO, LACK e CPC (BRITO et al., 2020). Esses segmentos foram organizados
em repeticdes em tandem com o objetivo de potencializar a imunogenicidade (Figura 3). Para
favorecer a solubilidade, estabilidade estrutural e processamento antigénico, os epitopos foram

interligados pelo espacador GPGPG, rico em glicina e prolina. A construcdo foi patenteada sob

Quimera A (40 kDa)

LKvkGGTSYSVKGE [{  wrasanay | ovivsaksL [ LkvkaGTsysvkGe [ wiasaoney | avivscksL

GPGPG

Poly ICLC (Hiltonol)

0 N |
.
H N/ \R/N\/. NA.
s N
N~
i N ® i © N H2N7(0H2)47|07C02
H-P-0-CH, H-P-0-CH, NH
) 5 Lo
O e (@] o e
£ -
OH O O OH

X —

numero de registro BR10201800819.




30

Figura 5. Representagdo ilustrativa da Quimera A, composta por epitopos das proteinas histona (H2A),
ribossomais acidas P2 (LiP2a) e PO (LiP0), Leishmania homdloga de receptor de quinase C ativada (LACK) e
cisteina peptidase C (CPC) de L. infantum. A sequéncia consiste em 24 epitopos do MHC de classe I e 11, repetidos
em tandem, unidos pelo ligante GPGPG (GPGPG = glicina, prolina, glicina, prolina, glicina). Estrutura quimica
do adjuvante Hiltonol®, Poly ICLC (Poly-I-Poly-C e Poly-L-lisina em carboximetilcelulose), um derivado sintético
de RNA de dupla-fita que ativa a imunidade inata e adaptativa, atua como um potente modulador imunoldgico por
meio da ativacdo simultanea de receptores de reconhecimento de padrdes, especialmente o receptor do tipo Toll 3
(TLR3).

4.2 Protocolo de vacinacéo

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob parecer N°1980251120, e todos 0s
procedimentos seguiram as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram utilizados camundongos isogénicos fémeas da
linhagem BALB/c, com idade entre quatro e seis semanas, fornecidos pelo Centro de Ciéncia
Animal (CCA) da UFOP. Os animais foram divididos nos grupos experimentais:

1) Salina: in6culo de salina estéril (NaCl 0,9% pH 7,2-7,4);
2) Hiltonol®: indculo de 50 pug do adjuvante Poly ICLC (Poly-I-Poly-C e Poly-L-lisinaem
carboximetilcelulose) (KASTENMULLER et al., 2013);
3) Quimera A: indculo de 20 pg da proteina quimérica A (OSTOLIN et al., 2021);
4) Qui-A/Hiltonol®: in6culo combinado de 20 pg da proteina quimérica A com 50 pg o
adjuvante Poly ICLC.
Ao longo de todo periodo experimental, os animais permaneceram em gaiolas isoladoras
sob condi¢cbes controladas de temperatura, com acesso livre a dgua e racdo comercial. O
protocolo de vacinacdo consistiu em trés doses administradas via intradérmica na coxa
esquerda, utilizando microagulhas ocas de cristal de silicio puro (600 um), com intervalo de
quinze dias entre as doses (TO, T14 e T28). Quinze dias apo0s a terceira dose (T42), 0s
camundongos foram desafiados por via intravenosa, via plexo retro-orbital, com 1x10° formas
promastigotas de L. infantum (DUTHIE et al., 2017; KHALID et al., 2017). Decorridos 45 dias
(T87) do desafio, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal e submetidos a eutanasia
por sobredose anestésica, utilizando Cloridrato de Cetamina 10% (Cetamin, Syntec, Sdo Paulo,
BRA) (90-120 mg/kg) associado ao Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin, Syntec, S&o Paulo,
BRA) (5-10 mg/kg). Os experimentos foram conduzidos em duplicata (n=10/grupo) (Figura 4).
O adjuvante Hiltonol® (Oncovir Inc., Virginia, EUA) e as microagulhas MicronJet™,

utilizadas nas imunizacges intradérmicas, foram gentilmente fornecidos, respectivamente, pelas
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empresas Orygen Biotecnologia Ltda (Sdo Paulo, BRA) e NanoPass Technologies Ltd. (Ness
Ziona, ISR).

e, N\ . o o R O s
e S5 sletage
1x10° promastigotas de = == ‘
1" DOSE 2* DOSE 3*DOSE L. infantum \ \
(MCAN/BR/2008/0OP46)
TO Ti4 T28 T42 T87
Avaliagdo das células T de memoria residente
messs Quantificagdo da carga parasitaria hepatica CEUA/UFOP 1980251120

Figura 6. Delineamento do estudo proposto para avaliagdo de camundongos BALB/c submetidos ao protocolo de
vacinacdo com a Quimera A combinada ao adjuvante Hiltonol® e desafio experimental por formas promastigotas
da cepa MCAN/BR/2008/OP46 de L. infantum. Representacdo ilustrativa das microagulhas ocas MicronJet™
(NanoPass Technologies Ltd.), utilizadas para administracdo intradérmica na coxa esquerda, conforme
recomendac&o do fabricante.

4.3 Desafio experimental

A cepa MCAN/BR/2008/0OP46 de L. infantum empregada neste estudo foi isolada de
um cdo sintomatico proveniente do municipio de Governador Valadares, Minas Gerais,
registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético (SisGen) sob o nimero
Al12DF71. A caracterizagdo molecular foi realizada por meio da reacdo de PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase Chain Reaction), que confirmou a
compatibilidade da amostra como L. infantum, com base no perfil de fragmentos gerados por
enzimas de restricdo (VOLPINI et al., 2004).

Para o desafio experimental, foram utilizadas formas promastigotas em fase estacionaria
de crescimento, na concentracio final de 1x10° parasitos por animal, em indculo padronizado
em 100 pL (1x107/mL). O indculo das formas promastigotas foi realizado por através do plexo
retro-orbital direito. Previamente ao procedimento, os camundongos foram submetidos a um
esquema multimodal de analgesia e anestesia, incluindo Cloridrato de Tramadol 2% (Cronidor,
Agener Unido, Sdo Paulo, BRA) (12 mg/kg), administrado por via subcuténea, associado a
Cetamin (90 mg/kg) e Xilazin (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Para o indculo, os animais
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foram contidos gentilmente pela pele da regido dorsal, promovendo uma discreta protrusdo do
globo ocular, o que possibilitou a inoculagdo no plexo retro-orbital. Apds o procedimento, 0s
camundongos foram acompanhados por 72 horas para a avaliacdo de possiveis sinais de

infeccdo e/ou inflamacao.

4.4 Obtencdo das células imunes hepéticas

A obtencdo das células imunes hepaticas foi realizada com base no protocolo descrito
por Miranda et al. (2020) adaptado. Apos eutanasia, os figados foram removidos em cabine de
seguranca bioldgica (Classe 11, Veco, Campinas, BRA) sob condic¢des assepticas. Os 6rgaos
foram lavados em PBS, fragmentados e mecanicamente dissociados com auxilio de um émbolo
de seringa. A suspensdo celular resultante foi filtrada em uma rede de nylon 70 um (Cell
Strainer Nylon 70 um, Falcon®, Durham, EUA) estéril e o volume ajustado para 30 mL de
RPMI (RPMI-1640 Medium, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) incompleto. Em seguida, a
suspensdo celular foi centrifugada a 300 g a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e as células ressuspendidas, procedendo-se a lise das hemacias com 5 mL de solucdo de lise
(cloreto de amdnio 8,29 g/L, bicarbonato de potassio 1 g/L, EDTA 500 mM) por 5 minutos.
Apos nova centrifugacdo nas mesmas condicdes, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 30 mL de RPMI, e submetidas & centrifugacdo a 60 g (RCF-relative
centrifugal force) a 4°C por 3 minutos, visando reduzir o nimero de hepatcitos em cultura. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo do tipo falcon de 50 mL de polipropileno estéril
(Sarstedt, Numbrecht, ALE) e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Ap0s nova
filtracdo em rede de nylon 70 um estéril, a suspensao celular foi centrifugada a 300 g a 4°C por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de RPMI. A
contagem celular foi realizada em camara de Neubauer, ap6s diluicdo (1:50) em liquido de
Turk, e o volume ajustado para a concentragéo final de 1x10° células/mL.

Para avaliagdo das células Twmr, as células foram cultivadas in vitro por 72 horas
mediante estimulo antigeno-especifico. As suspensdes celulares foram transferidas para placas
de 96 pogos de poliestireno com fundo em U (Corning® 96 Well TC-Treated Microplates Round
Bottom, Merck, Darmstadt, ALE), contendo meio de cultura suplementado CMBIlast (SFB
20%, gentamicina 1%, L-glutamina 1%, Pmercaptoetanol 0,1% e RPMI). Como controle
negativo, foram mantidas culturas sem estimulo. As demais foram estimuladas com antigeno
solavel de L. infantum (ASLi) na concentragdo de 50 pg/mL. Como controle positivo, alguns

pogos foram estimulados com o mitégeno Concanavalina A (Concanavalin A from Canavalia
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ensiformis, SigmaAldrich, Saint Louis, EUA) na concentragdo 1 pg/mL. As placas foram
incubadas em estufa (Incubadora CO2, Thermo Scientific™, Massachussets, EUA) a 37°C com

5% de COa.
4.4.1 Andlise fenotipica das células de memoria residente

A andlise fenotipica das células Twr foi conduzida apds 72 horas de estimulagéo in vitro.
Inicialmente, as placas foram centrifugadas a 460 g RCF a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas com auxilio de um agitador do tipo vortex. Em
seguida, foram adicionados 200 puL de PBS, procedendo-se a nova centrifugacdo nas mesmas
condicdes. Apos o descarte do sobrenadante, as células foram novamente ressuspendidas em
vortex. Para bloqueio de receptores Fc, foram adicionados 20 pL de tampao de bloqueio
contendo anticorpo Mouse BD Fc¢ Block™ (Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32, BD
Pharmingen™, Califérnia, EUA), na concentragdo de 0,5 pg/pogo, com incubacido por 5
minutos. Posteriormente, realizou-se a marcacao imunofenotipica com anticorpos monoclonais
especificos: anti-CD45 (APC, BD Pharmingen™), anti-CD3 (PerCP Cy5.5, BD
Pharmingen™), anti-CD4 (BV605, BD Horizon™), anti-CD8a (BV786, BD Horizon™), anti-
CD62L (AF700, BD Pharmingen™), anti-CD197 (BV421, BD Horizon™), anti-CD69
(BV650, BD Horizon™) e anti-CD103 (BV711, BD OptiBuild™) (Quadro 2). Os anticorpos
foram diluidos, em solucdo tampdo PBS-Wash no volume final de 50 pL por pogo, €
adicionados as placas, que foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz. Apdés a incubacéo,
foram adicionados 200 puL. de PBS-Wash e as placas submetidas a ultima centrifugacdo. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 300 pL de solucéo fixadora
Modified Formalin Fixative - MFF (paraformaldeido 10 g/L, cacodilato de so6dio 1%, cloreto
de s6dio 6,67 g/L, pH 7,2-7,4). As amostras foram entdo transferidas para tubos de poliestireno
de 500 pL (Sarstedt, Niimbrecht, ALE). A aquisi¢do dos dados foi realizada no citémetro de
fluxo LSRFortessa™ (BD Biosciences, San Jose, EUA), empregando o software BD
FACSDiva™, com registro total de 3.000.000 de eventos por amostra, no Laboratério
Multiusuario de Citometria de Fluxo do Ndacleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas
(LMCF/NUPEB). A analise dos dados foi conduzida no software FlowJo™ v10.8.0 (BD

Biosciences, San Jose, EUA).
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Quadro 2. Lista de marcadores utilizados para caracterizagéo fenotipica das células T produtoras de citocinas.

Marcador* Fluorocromo Clone Diluicéo Fabricante Funcao
CD3e PerCP Cy5.5 145.2C11 1:80 BD Pharmingen™ define células T
CD4 BV605 RM4-5 1:200 BD Horizon™ define subpopulagdo de celulas T

' auxiliares

_ . define subpopulacdo de células T
CD8a BV786 53-6.7 1:100 BD Horizon™ Citotoxicos
CD45 APC 30-F11 1:80 BD Pharmingen™ define leucdcitos

. ligante de L-selectina, distingue
- . ™

CD62L AF700 MEL-14 1:100 BD Pharmingen células naive, efetoras e de meméria
CD197 Bv421 4B12 1:100 BD Horizon™ receptor de CCR7
CD69 BV650 H1.2F3 1:100 BD Horizon™ define células de memoria residente
CD103 BV711 M290 1:100 BD OptiBuilgre  20€s20 celular, migragdo e homing

de linfocitos

4.4.2 Estratégia de analise

A estratégia de gating adotada para andlise fenotipica das células Tur CD4" e CD8*
encontra-se ilustrada na figura 6. A aquisicdo dos eventos foi realizada usando a taxa de fluxo
de amostra ajustada para a configuracdo MED, considerando a elevada presenca de hepatocitos
em cultura. Primeiramente, foi empregado o grafico Time vs. granulosidade Side Scatter Area
(SSC-A), para identificar o intervalo de aquisi¢do continua e estavel dos eventos, possibilitando
a excluséo de periodos com interferéncias decorrentes de ruido eletrnico, agregados celulares,
bolhas, obstrucbes ou ar introduzido no sistema (A). Em seguida, os singletos foram
selecionados com base nos parametros de distribuicdo pontual de tamanho celular Forward
Scatter Area (FSC-A) vs. Forward Scatter Height (FSC-H), permitindo a excluséo de doublets
e agregados celulares (B). A identificacdo dos leucdcitos totais foi realizada através da
expressdo do marcador de superficie celular CD45, utilizando o gréfico de intensidade de
fluorescéncia CD45 APC vs. SSC-A (C). Posteriormente, as células T CD3" foram delimitadas
por meio da intensidade de fluorescéncia CD3 PerCP Cy5.5 vs. SSC-A (D). A discriminagéo
dos fenotipos T CD8" e T CD4" foi conduzida por meio do grafico bidimensional das
intensidades de fluorescéncia CD8 BV786 vs. CD4 BV605 (E). A caracterizacdo do fenotipo
das células Tmr baseou-se na auséncia de expressdo de CD197 e CD62L, associada a expressao
de CD69 e CD103 (CD197-CD62L"CD69*CD103"). Assim, inicialmente foram selecionadas

as células que ndo expressam os marcadores de superficie CD197 e CD62L, por meio de um
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gréafico bidimensional das intensidades de fluorescéncia CD197 BV421 vs. CD62L AF700 (F).
Por fim, a identificagdo das células que expressam os marcadores de superficie CD69 e CD103,
foi realizada pela andlise de quadrantes do grafico bidimensional CD103 BV711 vs. CD69
BV650, sendo consideradas Twr as células localizadas no quadrante Q2 (CD697CD103") (G).
Os resultados foram expressos pelo percentual das células Tmr dentro dos respectivos gates

parentais (Grandparent), CD4* ou CD8" apds estimulagdo com ASLi.
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Figura 7. Estratégia de gating proposta para analise fenotipica do percentual de células TMR CD4* e Twr CD8*
(CD197-CD62L"CD69*CD103*) em cultura de hepatdcitos, in vitro apos estimulagdo com ASLi, de camundongos
BALB/c submetidos ao protocolo de vacinacdo e desafio experimental por L. infantum.

4.5 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método in house Cetyl trimethylammonium
bromide (CTAB). Inicialmente, fragmentos de figado com pesos entre 10 e 20 mg foram
identificados e acondicionados em tubos de 2 mL (Sample Tubes RB, Qiagen, S&o Paulo,
BRA). Em seguida, adicionaram-se de 500 puL do tampao de lise (Tris-HCI 20 mM, EDTA 5
mM, NaCl 400 mM, SDS 1%, pH 8). As amostras foram homogeneizadas por inversao e
incubadas a 37° C durante 60 minutos, com agitacdo periodica a cada 20 minutos. Apos a
incubacdo, foi inserida uma esfera (bead) de aco inoxidavel de 5 mm (Stainless Steel Beads,
Qiagen, Sdo Paulo, BRA) em cada tubo para maceracdo mecénica do tecido em
homogeneizador automatizado TissueLyser Il (Qiagen, Sdo Paulo, BRA) durante 2 minutos.

Posteriormente, foram adicionados 100 pL de solucdo de cloreto de sodio (NaCl 5M), seguido
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de homogeneizacdo suave e incubacédo a 65°C por 10 minutos. Na sequéncia, adicionaram-se
50 pL de CTAB/NaCl 10% as amostras seguida de incubagdo a 65°C por 20 minutos. Para a
etapa de extracdo organica, foram adicionados 400 pL de cloroférmio (Synth, S&o Paulo, BRA),
com posterior agitacdo vigorosa em vortex e centrifugacdo (Eppendorf 5418 Centrifuge,
Hamburgo, ALE) a 12.000 g por 10 minutos. O sobrenadante contendo DNA foi
cuidadosamente transferido para tubos de 1,5 mL (MaxyClear Microtubes, Axygen, North
Carolina, EUA) previamente contendo 400 pL de isopropanol (Alcool Isopropilico P.A.
Emsure ACS ISO Merck, Darmstadt, ALE). A precipitacio do DNA foi promovida por
homogeneizacao por inversdo até a turvacdo, seguida de incubacdo a -20 °C por 60 minutos.
Apos centrifugagdo a 12.000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e realizada a
lavagem com 1 mL de etanol 70% previamente resfriado. A solucdo foi novamente
homogeneizada por inversao dos tubos durante 1 a 2 minutos e centrifugada novamente nas
mesmas condicdes, com posterior descarte do sobrenadante e evaporacgdo residual do etanol
70% em temperatura ambiente. As amostras de DNA foram ressuspendidas em 100 L de agua
livre de nucleases, sendo mantidas em hidratacdo overnight. A concentracdo (ng/pL) e a
avaliacdo de pureza do DNA foram determinadas em nanoespectrofotdémetro (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific™, Massachussets, EUA), considerando as razdes das absorbancias 260/280

nm e 260/230 nm, sendo os resultados expresso em ng/pL.
4.6 Reac0es de gPCR

As reacdes de PCR em tempo real (qQPCR) foram conduzidas em placas opticas de 96
pocos MicroAmp Optical 96 — Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems
Massachussets, EUA) e analisadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Massachussets, EUA). Apenas as reacdes com eficiéncia de
amplificacio entre 90 e 110% e curva padrdo com coeficientes de linearidade satisfatorios (r?)
entre 0,95 e 0,999 foram utilizadas. A curva padrdo foi confeccionada a partir de dilui¢des

seriadas (10° a 10°) de DNA plasmidial contendo o fragmento do gene alvo de L. infantum.
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Agua livre de nucleases foi incluida como controle negativo das reacdes de qPCR. As
reacOes foram preparadas com Bryt GoTaq Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA),
iniciadores na concentracao final de 5 uM, DNA extraido na concentragdo de 50 ng/uL e agua
livre de nucleases, totalizando um volume final de 10 pl por pogo. Para detec¢do e
quantificacdo do DNA gendmico do parasito, foi utilizado o par de iniciadores especificos que
amplificam um fragmento de 90 pb (acesso no GenBank: AF009147), com as seguintes
sequéncias: direto 5 TGTCGCTTGCAGACCAGATG 3’ e reverso 5° GCATCGCAGGTG
TGAGCAC 3’. Como controle endogeno para avaliagio da integridade do DNA, foi empregado
0 gene constitutivo fator de necrose tumoral (TNF) murino. A amplificacdo desse alvo foi
realizada com os iniciadores TNF-5241 (5> TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3°) e
TNF-5411 (5> CAGCA AGCATCTATGCACTTAGACCCC 3’), os quais amplificam um
produto de 170 pb (CUMMINGS & TALERTON, 2003). As amostras foram consideradas
integras quando apresentaram pico Unico na curva de dissociacdo (temperatura de melting)

correspondente ao gene TNF e variacdo minima nos valores de CT (Cycle threshold).
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Figura 8. Representacdo da curva de dissociacdo (temperatura de melting) do DNA amplificado para o gene
constitutivo TNF com pico médio em 82°C.

O protocolo de amplificacdo iniciou-se com etapa de desnaturacéo inicial a 95°C por 2
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e anelamento e extensédo
dos iniciadores a 60°C por 1 minuto. A quantificacdo do nimero de copias de DNA do parasito
foi realizada por regressdo linear, a partir dos valores de CT obtidos na curva padrdo. O
processamento e a andlise dos dados foram conduzidos no software 7500 Software v2.3
(Applied Biosystems, Massachussets, EUA). Todas as amostras foram analisadas em duplicata,

e 0s resultados foram expressos como numero de cépias do DNA do parasito por mg de tecido.
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4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados em planilhas e analisados estatisticamente no
software GraphPad Prism 9.0 (Prism Software, Califérnia, EUA). Inicialmente, a normalidade
da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para as multiplas
comparacfes entre 0S grupos experimentais, empregou-se analise de variancia, one-way
ANOVA, seguida do pds-teste Tukey’s. As analises de correlagdo foram realizadas por meio do
coeficiente de correlagdo de Pearson, conforme a distribui¢do dos dados. Os resultados foram

apresentados como média + desvio padrdo (DP), adotando-se nivel de significancia de p<0,05.
5. Resultados e Discusséo

A imunizagdo com Quimera A associada ao adjuvante elevou significativamente
(p<0,05) o percentual de células Tmr CD4" quando comparado aos grupos Salina, Adjuvante e
Quimera A isolada. A imunizacdo com Quimera A isolada também levou ao aumento
significativo (p<0,05) do percentual dessas células em compara¢do aos grupos controle Salina
e Adjuvante.

O figado tem sido reconhecido como importante 6rgéo de relevancia imunoldgica, ndo
apenas por suas funcbes metabolicas essenciais, mas principalmente por seu papel na regulacédo
da resposta imune e na geracdo de memoria imunoldgica (RODRIGUES et al., 2016; GHILAS
etal., 2020; NATEGHI-ROSTAMI & SOHRABI, 2024). As células Twmr fornecem uma defesa
de primeira linha contra a reinfec¢do, haja visto que sdo mediadores de protecdo em 6rgaos
periféricos e induzem respostas rapidas e locais (GEBHARDT et al., 2009; GHILAS et al.,
2020). Devido sua longa persisténcia nos tecidos, essas células sao capazes de conferir protecdo
mesmo na auséncia de parasitos remanescentes, razdo pela qual vém sendo consideradas alvos
estratégicos e promissores no desenvolvimento de vacinas (GHILAS et al., 2020; NATEGHI-
ROSTAMI & SOHRABI, 2024). Diante disso, avaliamos a inducdo das células Tur CD4" e
CD8" 45 dias apds o desafio experimental por L. infantum. A analise, por citometria de fluxo
multiparamétrica, permitiu distinguir, dentro da populagdo de leucécitos totais, as
subpopulacdes de células T auxiliares e de citotoxicas que apresentavam o fendtipo de memoria
residente. Esta analise considerou, portanto, a importancia da molécula CD69, proteina lectina
transmembrana do tipo C, como marcador de retencéo tecidual (SHIOW et al., 2006; CIBRIAN
& FRANCISCO SANCHEZ-MADRID, 2019) e da CD103, proteina Integrina oF codificada
pelo gene ITGAE (subunidade alfa E da Integrina), na adesdo celular e na migracao preferencial
de células T (MACKAY et al., 2013; KUMAR et al., 2017; ICHIKAWA et al., 2019; XU,
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BERGSBAKEN & EDELBLUM, 2022), confirmando a geracdo de uma populacdo de
sentinelas imunes prontos para responder ao patdgeno de forma pontual e eficiente.

Ao avaliarmos as células Tmr CD8", observamos aumento significativo (p<0,03) no
percentual dessas células apos imunizacdo com Quimera A associada ao adjuvante quando
comparado aos grupos controle Salina e Adjuvante (Figura 8). A imunizacdo com Quimera A
isolada também levou ao aumento significativo (p<0,05) do percentual de células Tmr CD8*
em comparacgdo apenas ao grupo controle Salina.
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Figura 9. Percentual de células TMR CD4+ e TMR CD8+ (CD45*CD197°CD62L"CD103*CD69*) em cultura de
hepatécitos de camundongos BALB/c submetidos ao protocolo de vacinacdo e desafio experimental por L.
infantum. Os resultados foram expressos pela média + DP do percentual das células Tmr em cultura estimulada in
vitro com ASLi. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas pelas linhas conectoras.

No presente estudo, procedeu-se a caracterizacao fenotipica das células Tmr CD4™ e
Twmr CD8" especificas, com base na expressao dos marcadores CD197, CD62L, CD103 e CD69.
Observou-se aumento no percentual dessas populagBes apos o protocolo de vacinagdo com a
Quimera A associada ao adjuvante, seguido do desafio experimental por L. infantum. As células
Twmr hepaéticas, resultantes da ativacdo de células T e/ou de processos inflamatorios locais,
apresentam maior afinidade por TCR e capacidade de secrecdo mais rapida de IFN-y quando
comparado as células T de memdria circulantes (SCHENKEL et al., 2014; PICHYANGKUL
et al., 2017; GOLA et al., 2018; GHILAS et al., 2020). Evidéncias indicam que frequéncias

elevadas de Tmr CD8" no figado estdo associadas ao controle do parasitismo (PALLETT &
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MAINI, 2022). Embora a maioria dos estudos concentre-se na inducdo e caracterizacdo de
células Tmr CD8", resultando em maior compreensdo dessa subpopulacdo, as células Tmr CD4*
permanecem menos exploradas (GLENNIE et al., 2015; DEPEW, RIXON & MCSORLEY,
2023). Nesse contexto, Glennie et al. (2015) demonstraram que as células Tmr CD4*
desempenham papel relevante na imunidade protetora contra L. major, promovendo reducdo da
carga parasitaria cutanea por meio do recrutamento de células T efetoras circulantes especificas
para o sitio de infeccéo.

O figado é um dos principais 6rgdos acometidos na LV, sendo considerado um sitio
primario de infeccdo por Leishmania, caracterizado pelo elevado parasitismo, com pico
geralmente observado entre a segunda e a oitava semanas apds a infecgio (CARRION et al.,
2006; NIETO et al., 2011). Em razdo desse perfil, o figado trata-se de um compartimento
relevante para a avaliacdo da eficacia de candidatos vacinais. Quando inoculadas via
intravenosa, as formas promastigotas alcancam o figado via veia porta, onde sdo fagocitadas
por macrofagos e células dendriticas, diferenciando-se posteriormente em formas amastigotas
(NIETO et al., 2011). Macrdfagos residentes infectados, como as células de Kupffer, passam a
secretar quimiocinas, incluindo CCL3, CCL2 e CXCL10, que promovem o recrutamento de
monacitos e granuldcitos para o local da infeccdo (STANLEY & ENGWERDA, 2007). Em
modelos murinos, na auséncia de ativacdo adequada de células T e com producdo reduzida de
IL-12, as formas amastigotas podem persistir por até duas semanas apés a infec¢do, favorecendo
a replicacdo exacerbada do parasito no compartimento hepatico (KAYE et al., 2004; NIETO et
al., 2011; LOEUILLET etal., 2016; RODRIGUES et al., 2017).

Como parte dos resultados, foi possivel mensurar eficacia vacinal através da
quantificacdo da carga parasitaria, no figado, ao fazermos o uso da técnica de gPCR,
empregando iniciadores especificos para a deteccdo de um fragmento do gene alvo de L.
infantum ap0s 45 dias do desafio experimental.

Observamos reducdo significativa (p<0,05) da carga parasitaria no compartimento
hepatico apos imunizacdo com a Quimera A associada ao adjuvante em comparagao aos grupos
controle Salina e Adjuvante, bem como em comparacgéo (p<0,05) a imunizagcdo com a Quimera
A isolada (Figura 8). Os camundongos imunizados apresentaram reducdo de 86,9% no

parasitismo em relacdo aqueles que foram inoculados com solugéo salina estéril.
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Figura 10. Quantificacdo da carga parasitaria hepatica de camundongos BALB/c submetidos ao protocolo de
vacinagdo e desafio experimental por L. infantum. Os resultados foram expressos pela média + DP do nimero de
cépias do DNA do parasito por mg de tecido. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas pelas linhas
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Por fim, analisamos a correlacdo entre a carga parasitaria hepéatica e o percentual de
células T CD4" ou T CD8" de memdria residente (Carga parasitaria hepatica vs. células Tmr
CD4" ou Tmr CD8Y). Para todas as varidveis analisadas, observamos correlagdes negativas

fortes.

Tabela 1. Correlacéo de Pearson.

Carga parasitaria hepatica

. r=-0,7909
CD4" Twe p=0,0003
. r=-0,7353
CD8" Twr p<0,002

Fonte: elaboracéo propria.

No presente estudo, verificou-se que a imunizagdo com a Quimera A isoladamente foi
capaz de induzir a diferenciacdo em células T com o fen6tipo de memdria residente, entretanto,
essa resposta ndo se mostrou suficiente para conter a progressdo da infeccdo no figado. Em

contraste, a vacinacdo com a Quimera A associada ao adjuvante resultou em reducéo
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significativa da carga parasitaria hepatica. Foram observadas correlagdes negativas entre as
celulas Tmr e a carga parasitaria hepética, indicando que o aumento dessas populacdes celulares
especificas contribuiu para a eliminacdo de hepatdcitos infectados. Esses achados sao
consistentes com evidéncias descritas em ensaios clinicos de candidatos vacinais contra
infeccdes por Plasmodium, nos quais a inducéo de células Twmr esteve associada a protecao
(GEBHARDT et al., 2011; TSE et al., 2014; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2016; GOLA et al.,
2018). Assim, os resultados obtidos reforcam a relevancia da inducdo de células Tmr NO
contexto vacinal, destacando seu papel potencial como mediadoras da resposta protetora.

A LV permanece como um grave problema de saude publica em regides endémicas,
justificando um esforco cientifico global para o estudo de novas estratégias para o controle
dessa doenca, principalmente por ser negligenciada por alguns governos e pela propria
sociedade.

A construcédo do candidato vacinal empregado no presente estudo, ndo ocorreu de forma
isolada, trata-se do resultado de uma trajetdria de estudos imunoldgicos que permitiram a
identificacdo de antigenos especificos e a compreensdo da complexa interacdo entre o parasito
e o sistema imune do hospedeiro. Estudos prévios como Brito et al., (2017 e 2020); Ostolin et
al., (2021), foram fundamentais, uma que possibilitaram o design da proteina quimérica A e a
escolha estratégica de adjuvantes de Gltima geragdo, como o Hiltonol®. Adicionalmente, esses
estudos demonstraram o potencial promissor do candidato vacinal, fundamentando a execugéo
dos ensaios pré-clinicos subsequentes.

A investigacdo da inducdo de memoria imunoldgica pela vacinacdo, bem como a
eficacia vacinal compartimentalizada no figado foi realizada com o objetivo central de
preencher lacunas criticas no entendimento dos mecanismos de protecdo contra a LV. Este
estudo focou, portanto, se a vacinagdo com a Quimera A, proteina composta por 24 epitopos de
MHC de classe | e 1l, combinada com o adjuvante Hiltonol® (Poly ICLC), administrados via
intradérmica, seria capaz de induzir uma resposta imune robusta e localizada no compartimento
hepatico. Esta abordagem justificou-se pela necessidade de desenvolver vacinas que ndo apenas
reduzissem o parasitismo, mas que estabelecessem uma resposta imunolégica nos 6rgédos-alvo,
como o figado, local em que a infeccdo costuma ser mais exacerbada. Foi por meio dessa
investigacdo foi possivel analisar a transicdo da imunidade inata para a adaptativa, focando na
capacidade do candidato vacinal em gerar células de memoria que permanecem no tecido,
oferecendo, portanto, uma linha de defesa imediata.

Observou-se um inchago cutdneo no local do inoculo que foi considerado um sinal de

administracdo bem-sucedida. Apds cada dose prevista no protocolo, os camundongos foram
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acompanhados sistematicamente, com atencéo especial a possiveis alteraces macroscopicas
no local da aplicacdo e a manifestagdes de toxicidade, tais como vOmitos, diarreia, ulceragoes,
sinais de dor ou mudangas comportamentais. N&o foram observados quaisquer desses achados
clinicos, o que indica que o candidato vacinal apresentou perfil de seguranca satisfatério e foi

bem tolerado pelos animais.
6. Concluséo

O estudo, aqui descrito e fundamentado, buscou investigar o potencial da Quimera A
combinada ao adjuvante, como uma estratégia vacinal e eficaz contra a LV no modelo murino.
A partir da complexidade imunoldgica desta patologia, esta analise transpds a observacdo da
carga parasitéria, para além da compreensdo da memdria imunoldgica compartimentalizada,
tratando-se de um conceito central no desenvolvimento de vacinas de nova geragéo.

Os resultados obtidos forneceram evidéncias de que a modulagdo da resposta imune no
figado, mediada pela inducdo de populacGes especificas de células T de memdria residente,
estabelece-se como um fator determinante no controle da infeccdo. Dessa forma, foi possivel
compreender como a integracdo entre a vacinacao intradérmica, o uso de adjuvantes e, por fim,
a avaliacdo da resposta celular especifica culminaram na validacdo de um candidato vacinal
promissor e estabeleceram o controle da infec¢éo.

Nesse contexto, concluimos que o grupo imunizado com a Quimera A associada ao
Hiltonol® apresentou uma reducio drastica e estatisticamente significativa de 86,9% na carga
parasitaria hepatica. Ao correlacionar a geracdo das células Tmr com a carga parasitaria,
concluimos também que existe uma relagdo inversa e estatisticamente robusta entre a presenca
destas células de memdria no figado e o parasitismo no 6rgdo. Todos esses apontamentos
anteriores, portanto, podem sugerir que 0 aumento dessas subpopulagdes celulares especificas
pode atuar diretamente na eliminacdo de hepatocitos infectados, servindo como um
biomarcador confiavel de protecdo contra a doenca. Por isso, foi possivel concluir que a
presenca de células Tmr no figado atua como um correlato de protecdo determinante,
diferenciando os animais protegidos daqueles que infectados e ndo vacinados. O protocolo
vacinal testado, portanto, se apresenta como promissor e profilatico contra a leishmaniose
visceral, uma vez que atendeu aos requisitos e protocolos de imunogenicidade e eficacia. Por
fim, ao validar a eficacia da Quimera A/Hiltonol®, este trabalho consolida as células Twr
hepaticas como biomarcadores de protecdo, reafirmando a relevancia do investimento em

pesquisa nacional para enfrentar endemias tropicais.
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