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RESUMO

A doenca de Chagas ¢ considerada uma doenca infecciosa negligenciada que causa,
anualmente cerca de 15.000 mortes na América Latina, causando impactos econdmicos
e redug¢do da produtividade em paises endémicos. A expansdo da infecgcdo por
Trypanosoma cruzi tem induzido avangos cientificos na preven¢do da doenga por meio
da vacinagdo. A principal resposta contra o parasito ¢ celular de perfil Th1 com ativagao
de linfocitos T CD8+ e producao de citocinas como IFN-y, TNF-a. A construg¢dao de
virus recombinantes utilizando o virus vacinal da febre amarela (VFA) 17DD como
vetor para expressao da proteina ASP-2 de 7. cruzi, constitui uma promissora
abordagem para prototipos vacinais para Doenga de Chagas, ja estudada por nosso
grupo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imunoldgica induzida por virus
recombinante expressando um fragmento de ASP-2 através da imunizagdo de
camundongos C57BL/6 e A/J. Visando melhorar a imunogenicidade, novas constru¢des
virais foram realizadas e testadas neste trabalho. Esses virus recombinantes diferem
entre si quanto a plataforma de expressdao e quanto ao inserto. O primeiro, VFA Tcl,
possui um fragmento maior da protéina ASP-2,96.560 €xpresso na plataforma I, entre as
proteinas E/NS1 do VFA 17DD. O segundo possui epitopos imunodominantes para
linfocitos T CD8+, TEWETGQI ou VNHRFTLV, expressos entre as proteinas
NS2B/NS3 do VFA. Analises da expressao do inserto heterologo nesses virus indicaram
a capacidade de expressar o fragmento inserido, entdo foi realizada uma predi¢ao de
epitopos imunodominates restritos a MHC classe 1. Epitopos foram selecionados e
testados, através da técnica de ELISPOT, em esplendcitos de camundongos imunizados
com os virus recombinantes. A imunizagdo promoveu aumento de células produtoras de
IFN-y responsivas ao inserto de ASP-2. A resposta humoral também foi avaliada, para o
virus da Febre Amarela e para a ASP-2. A maioria dos camundongos obtiveram
soroconversao para o virus FA pela técnica de PRNT, mas ndao foram detectados
anticorpos anti-ASP2 por ELISA, no entanto quando realizada imunofluorescéncia com
os soros dos camundongos imunizados em ninhos de amastigotas, houve marcacgao,
indicando que ha anticorpos anti-ASP2 nesses soros. Ensaios de desafio sugerem
indugdo de resposta protetora, indicando tendéncias de reducdo de pico parasitémico
assim como retardo na morte de camundongos imunizados.



ABSTRACT

Chagas disease is considered an infectious neglected tropical disease that causes,
annually, around 15.000 deaths in Latin America, decreasing productivity and causing
an economic impact in endemic countries. The expansion of Trypanosoma cruzi
infection has led to scientific advances, as new therapies and vaccine candidates. It’s
known that the main response against the parasite is Thl, leading to CD8+ T cell
activation and cytokine production as IFN-y and TNF-a. The construction of
recombinant viruses using the Yellow Fever 17DD vaccine strain as a vector for 7. cruzi
ASP-2 protein expression is considered a promising approach for a novel Chagas
disease vaccine, which our laboratory has been investigating. This study aim was to
evaluate the immune response induced by recombinant viruses expressing an ASP-2
fragment, a protein well known to induce cellular and humoral responses in animal
model, through C57BL/6 and A/] mice immunization. Aiming to improve the
immunogenicity, new viral constructions were obtained and tested in this study. These
recombinant viruses differ in the expression platform and the insert. One of the
recombinant virus has the ASP-25¢6.5¢0 fragment inserted between E/NS1, while the
other one has immunodominant CD8+ T cell epitope TEWETGQI or VNHRFTLYV,
inserted between NS2B/NS3 proteins. The heterologous protein expression was
evaluate by different assays, and the results showed the recombinant viruses were
capable of expressing ASP-2. Thereafter, a MHC class I epitope prediction was
performed, and immunodominant epitopes were selected and tested by ELISPOT, using
splenocytes from immunized mice. This assay showed that the immunization was able
to increase the number of IFN-y producing cells. The humoral response was also
evaluated for 17DD virus and ASP-2. Results from PRNT assay, showed that the
majority of the mice, from both lineages, presented serum-conversion for YFV, but anti-
ASP-2 antibodies were not detected by ELISA. However, immunofluorescence using
cells infected with amastigotes and serum obtained from immunized mice, detected
antibodies anti-ASP2. Challenge assays results suggested a protective response in
immunized mice, indicating a possible reduction in the parasitemic peak as well a delay
in mortality.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Febre Amarela

O virus da Febre Amarela foi o primeiro descrito do género Flavivirus e o
primeiro virus reconhecido como agente etioldogico de uma doenca em humanos,
transmitido por mosquitos. A descricdo mais antiga sobre a doenga ¢ de um manuscrito
maia de 1648 (Monath, 1996), mas andlises filogenéticas mostram uma relagao
evolutiva com outros virus transmitidos por mosquitos de até 3000 anos atras,
provavelmente na Africa (Zanotto et al., 1996).

Em 1881, o cubano Carlos Finlay, propos que o virus era transmitido em
humanos pelo vetor Aedes aegypti, mas isto s6 foi confirmado em 1902 por Reed &
Carrol. Algumas décadas depois, Stokes, Bauer e Hudson, mostraram que macaco
Rhesus eram susceptiveis a doencga, quando inoculados com sangue de pessoas
infectadas. O estabelecimento do modelo animal e o isolamento do virus possibilitaram
o desenvolvimento da vacina YF 17D, através de virus atenuados, para Febre Amarela.

A Febre Amarela possui um ciclo urbano, em que apenas o homem ¢ hospedeiro,
e o ciclo silvestre, ocorrendo naturalmente em animais selvagens e com infegdes
acidentais em humanos. A forma clinica da doenca ¢ idéntica em ambos os casos de
transmissdo. Nas Américas, incluindo o Brasil, o virus circula predominantemente pelo
ciclo silvestre, resultando em centenas de novos casos de trabalhadores das florestas,
ndo imunes, por ano. Casos de FA transmitida através do ciclo urbano ndo sdo
reportados desde 1954, devido as campanhas da Organiza¢do Pan-Americana de Satide
(OPAS) de erradicagio do mosquito vetor (Monath, 2001). Na Africa a transmissdo
ocorre por ambos os cliclos, ocasionando grandes surtos da doenga.

A doenga da febre amarela caracteriza-se por febre hemorragica aguda, com
danos hepaticos e ictericia. Os sintomas associados sao febre, dores de cabeca e mialgia
e pode ser seguido por um periodo de remissdo em que o sistema imunoldgico do
paciente infectado consegue combater a infeccdo resultando no desaparecimento dos
sintomas. Em alguns casos pode ocorrer recidivas com o reaparecimento dos sintomas
além de fotofobia, artralgias, dor epigéstrica, anorexia, vOmito e desidratacdo
(Quaresma et al., 2013). Em casos mais graves podem ocorrer sérios danos hepaticos,

renal e miocardica, hemorragia severa, confusdo mental, convulsdes e coma, podendo



levar a 6bito (Monath, 2001). O indice de mortalidade dos casos graves ¢ estimado entre
20 e 60% dependendo da zona endémica (Monath & Vasconcelos, 2015).

No Brasil, a tltima epidemia registrada foi no Rio de Janeiro, em 1929. Porém,
mais recentemente, entre novembro de 2008 ¢ margo de 2009, o estado do Rio Grande
do Sul registrou 8 casos de febre amarela silvestre, com 5 oObitos, enquanto em Sao
Paulo confirmou-se 22 casos, com 9 6bitos. Sdo consideradas areas de risco para a
doenca os estados do Norte, Centro-Oeste e areas especificas do Nordeste, Sudeste e

Sul.

1.1.2. Genoma do virus da Febre Amarela e replicagio viral

O virus da Febre Amarela (VFA), assim como outros flavivirus, possui cerca de
50 nanometros de diametro, sdo esféricos e com simetria icosaédrica (Lindenbach &
Rice, 2003). E um virus envelopado, envolto por bicamada lipidica procedente da célula
hospedeira, onde estio inseridos dois tipos de proteinas, a proteina de Envelope (E) e a
proteina de Membrana (M), ou sua precursora (prM). O nucleocapsideo € constituido
por vdrias copias da proteina de capsideo (C) que envolvem uma molécula de RNA de
aproximadamente 11.000 nucleotideos (Chambers et al., 1990; Rice, 1996), fita simples
e de polaridade positiva (+ssRNA). O RNA gendmico viral possui regides nao
codificantes (UTR) nas extremidades 3’, onde ndo ha cauda poliadenilada, e 5° onde
possui uma sequéncia de reconhecimento ribossomal. Nessas extremidades estdo
presentes estruturas secundarias em forma de alga e regides com sequéncias
complementares responsaveis pela ciclizacdo do RNA, essencial no processo de
replicagdo viral.

O RNA do virus possui apenas uma fase aberta de leitura (ORF) que codifica
uma poliproteina de, aproximadamente, 3.411 aminoacidos. O processamento dessa
poliproteina ocorre simultaneamente a traducao e apoOs por proteases virais e celulares
do hospedeiro. A por¢ao N-terminal do genoma viral codifica para trés proteinas
estruturais (capsideo (C), prM e envelope (E). O restante do genoma codifica sete
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que atuam na
coordenagdo dos processos de replicagdo viral, empacotamento € mecanismos de
modulagdo da resposta imune do hospedeiro (Kuhn et al., 2002). A figura 1 esquematiza

o genoma do virus.
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Figura 1. Organizacdo gendmica dos flavivirus. (A) Representagdo da fita simples
positiva de RNA (ssRNA+) com duas sequéncias ndo traduzidas (UTR) 5’ e 3°,
flanqueando regides traduzidas em proteinas estruturais e ndo-estruturais. (B)
Representacdo da poliproteina precursora onde as setas brancas indicam sitios de
clivagem por protease viral NS2B/NS3, para geracdo de proteinas virais do lado
citoplasmatico da célula. Setas escuras indicam sitios de clivagem pela peptidase sinal
(signalase) do hospedeiro. Tridngulo aberto, indica sitio de clivagem por furina e
triangulo escuro, sitio de clivagem por protease desconhecida do hospedeiro. C)
Topologia das proteinas virais na membrana do reticulo endoplasméatico indicando o
ancoramento das proteinas estruturais (C e E) a membrana. Durante a maturagao, prM ¢
clivada pela furina, gerando o peptideo pr e a proteina M. NS2A/2B e NS4A/4B estao
ancoradas na membrana do RE como proteinas transmembranas enquanto que ocorre a
liberacdo das proteinas nao-estruturais NS1, NS3 e NS5 no citosol por proteases,
conforme descritas acima. Adaptado de Perera & Kuhn, 2008.

A proteina E (Envelope), com aproximadamente 55 kDa, é o principal
componente do envelope viral, cont¢ém 2 dominios transmembranares e um
ectodominio, organizado em homodimeros que recobre toda superficie viral. Cada
subunidade do ectodominio ¢ formada por trés dominios, ricos em fitas B-pregueadas:
dominio I, que contém o N-terminal e ¢ o dominio central da proteina E; dominio II,

constitui uma estrutura alongada responsdvel pela dimerizagdo, que apresenta o



peptideo de fusdo em sua extremidade; dominio III, possui uma estrutura semelhante a
imunoglobulina onde estdo os sitios de ligacdo a receptores celulares (Mukhopadhyay et
al., 2005). Esta proteina desempenha um papel importante na penetragdo do virus na
célula hospedeira, pois ¢ responsavel pela ligagdo a receptores celulares e fusdo a
proteinas da membrana (Lindenbach et al., 2007) além da fusdo da particula viral em
vesiculas lisossomais, montagem da particula viral e inducao de resposta imune, sendo
o principal alvo para indugdo de anticorpos neutralizantes. Epitopos envolvidos na
neutralizagdo foram mapeados nos trés dominios da proteina E, mas héa evidéncias de
que o dominio III possui uma maior capacidade de neutralizacdo do que os demais
(Heinz & Stiasny, 2012). A proteina ndo-estrutural NS1 também foi capaz de produzir
prote¢do por anticorpos em modelo animal (Diamond, et al. 2008).

Os flavivirus penetram a célula hospedeira via interacdo com receptores
celulares. O baixo pH do microambiente endossomal resulta em mudangas
conformacionais na proteina E, expondo o peptideo de fusdo que se liga a membrana do
endossomo, liberando o nucleocapsideo no citoplasma. A proteina C (nucleocapsideo)
dissocia-se da fita de RNA no inicio da replicagdo do genoma e da montagem de novas
particulas virais (Lindenbach & Rice, 2001; 2003). Assim que o genoma ¢ liberado no
citoplasma, o RNA ¢ traduzido em uma poliproteina que € processada co e pos-
traducionalmente por proteases virais e celulares. Através de sequéncias-sinais, algumas
proteinas virais sdo translocadas ao reticulo endoplasmatico e ancoradas a membrana. A
proteina C possui uma sequéncia-sinal que transloca a proteina prM para o lumen do
RE, para onde outras proteinas como a NS1 e a E também sdo translocadas (Falgout et
al.,, 1989). As particulas imaturas sdo transportadas pelo trans-Golgi (TGN), onde a
clivagem por furina da prM em pr e M leva a formacdo de particulas infecciosas, que

deixam a célula por exocitose. Este ciclo de replicagdo ¢ mostrado na figura 2.



Y )
pr Peptides ¥4° ™\ ¥ Mature Virion
@ NSt A .
s P

bﬂ 4t
EQ} { ; 2 "
— Cytoplasm TGN j
St Y S 2 Exocytosis
Attachment pH<686 Maturation
Receptor-mediated (prM Cleavage)

E}I Endocytosis

/ Translation
/ S® \
Y /N |

\ 177 /v l*’ X% ns1 |/ ER

Uncoating Y o ”
/Iy ‘ ﬁ..&‘
Replication s Assembly

Nucleus Immature Virion Budding

Figura 2. Ciclo de replicagdo dos Flavivirus. As particulas virais penetram na célula
hospedeira por endocitose mediada por receptores. A acidificagdo do endossoma resulta
na mudanga conformacional da proteina E, levando a fusdo do envelope viral com a
membrana da vesicula. O RNA gendmico ¢ liberado no citoplasma e traduzido nas
proteinas virais. A replicagdo do RNA gendmico gera novas copias do RNA, que sdo
empacotadas em nucleocapsideos no citoplasma da célula. O nucleocapsideo brota para
o interior do reticulo endoplasmatico, formando a particula viral envelopada imatura,
que ¢ transportada pela via secretora da célula. Na rede do trans-Golgi (TGN) ocorrem a
clivagem da proteina prM por furina e a formagao da particula viral madura, que € entdo
liberada da célula por exocitose. A proteina ndo estrutural NS1 ¢ liberada para meio
extracelular em associacdo a membrana plasmatica ou secretada (Heinz & Stiasny,
2012).

1.1.3. A vacina para Febre Amarela e a resposta imunologica para o virus FA

A cepa Asibi, identificada como a linhagem selvagem virulenta do virus da febre
amarela, foi isolada através de sucessivas passagens em macacos Rhesus a partir de uma
amostra de sangue de um homem infectado (Stokes et al., 1928). A cepa YF 17D
originou-se apos sucessivas passagens da cepa Asibi, sendo 18 em tecidos embrionarios
de camundongo, 58 em tecido embriondrio de galinha e 128 passagens em tecidos
embrionarios de galinha desnervados, na tentativa de reduzir o neurotropismo e o

viscerotropismo viral (Theiler & Smith, 1937). A cepa 17D originou os gendtipos 17DD



na passagem 195 e 17D-204 na passagem 204 (Galler et al., 1998). Ambas as subcepas
foram ainda cultivadas em ovos embriondrios de galinha, onde sdo produzidas as
vacinas atuais, as quais estdo na passagem 235-240 e 287-289, respectivamente. A
17DD ¢ utilizada no Brasil, produzida por Bio-Manguinhos, Fiocruz-RJ, enquanto a
17D-204 ¢ usada no resto do mundo (Monath, 1999).

A vacina contra febre amarela (FA 17D) ¢ uma das vacinas mais seguras ¢
eficazes j4 administradas em humanos (Monath, 2001). E capaz de induzir uma resposta
imune polivalente e duradoura com apenas uma dose. Além disso, atende a alguns
requisitos necessarios para novos candidatos vacinais, pois possuem eficacia e
seguranga comprovada e condicdo de producdo em larga escala. A protecdo em
individuos vacinados ¢ mediada principalmente por anticorpos especificos a proteina E
e a proteina NS1 do virus FA, mantendo-se por mais de 35 anos (Polland et al., 1981;
Brandriss et al., 1990). Estudos comprovaram que a imunizagdo com a proteina E e NS1
do virus FA ou uma imunizacdo passiva com anticorpos monoclonais dirigidos a estas
proteinas, foram capazes de proteger camundongos ¢ macacos contra um desafio letal
com os VFA (Schlesinger et al., 1985).

A resposta imune inata possui um papel fundamental no mecanismo de defesa
contra o virus. Ao infectar o organismo, em um primeiro momento, as células
dendriticas reconhecem o patogeno através de receptores tipo Toll (TLR 2, 7, 8 e 9)
seguindo a via de processamento e apresentacdo via MHC classe I para linfocitos T
CDS8+. A ativagdo das células dendriticas também promove a liberagao de citocinas que
mediardo a resposta adaptativa, como IL-2, IL-6 e IFN tipo I (Barba-Spaeth et al.,
2005). As células natural killer (NK) também atuam na inducdo da resposta imune
adaptativa através da secre¢do de citocinas (Moretta et al., 2002). A vacinagdo com FA
17D também ativa células NK em até¢ dois dias apds a vacinagdo, demonstrado pela
presenca de marcadores de superficie como CD69 e antigenos leucocitarios humanos
(Neves et al., 2009). Essa ativagao ¢ dependente do reconhecimento via TLR 3 e TLR9
do RNA de fita dupla, ou seja, o RNA intermediario replicativo viral, tornando as
células NK fortemente citotoxicas e produtoras de IFN-y, delineando um perfil de
resposta prevalentemente Thl. Além disso, ha também aumento de ativacdo de
fagdcitos mononucleares que também contribuem para eliminacao do virus (Martins et

al., 2008).



1.2. Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ¢ uma tripanossomiase causada pelo parasita intracelular
obrigatorio flagelado Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Chagas, em 1909
(Chagas, 1909). A doenca, considerada negligenciada, ¢ endémica nos paises das
américas sul e central e provoca mais de 15.000 mortes anuais, cerca de 8 milhdes de
individuos permanecem infectados, representando um dos mais significantes problemas
das américas, nos quesitos de saude humana, impacto socioecondmico e distribui¢ao
geografica (WHO, 2013). O ciclo de T. cruzi permaneceu nas Américas como uma
enzootia, mantida em animais ¢ em ambientes selvagens, por milhdes de anos até o
inicio do século XX e era restrita a areas rurais e pobres. A ocupagao humana e a
consequente modificagdo destes ambientes agravaram o problema do ponto de vista
epidemioldgico (Coura et al., 2007; Alarcon et al., 2010). Outro fator agravante foi o
fluxo de imigracdo, propagando a doenga para areas ndo-endémicas como Canada,
Europa, Austrélia e Japao, onde a transmissdo pode ocorrer por transfusdo sanguinea, da
mae para o feto e transplantes, ja que ndo ha o vetor invertebrado de transmissdo. No
entanto, nos EUA ja houve erradicacdo da transmissdo transfusional devido ao controle
rigoroso dos bancos de sangue. Segundo a Organizagdo Pan-Americana de Saude, em
2005, 20 % da populacdo latino-americana (109 milhdes de individuos) estavam sob
risco de infecgdo, com cerca de 7,7 milhdes de individuos infectados (OPAS, 2009).

No Brasil, estudos indicam que ha cerca de trés milhdes de portadores da doenga
de Chagas. Nos anos 70 a area endémica incluia 18 estados com mais de 2.200
municipios, em 711 destes municipios o vetor principal, Triatoma infestans,
popularmente conhecido como barbeiro, estava presente (Brasil, 2012). Houve, no
entanto, em 1991, uma iniciativa da Organizacdo Pan-Americana de Saude, chamada
Cone Sul que previa a elimina¢do do vetor bem como a triagem de bancos de sangue € o
controle dos doadores, reconhecendo a importancia da transmissdo transfusional da
doenca de Chagas (Schofield et al., 2006). Com o apoio dos governos envolvidos,
conseguiu-se através de campanhas de saude publica, investimentos financeiros, e acdes
de controle da endemia, resultados satisfatorios na epidemiologia da transmissao
chagasica. A regido amazOnica apresenta o maior numero de casos da doenca e ¢
considerada uma regido endémica da doenca. Entre 1997 e 2008, foram registrados 617
casos, representando um pequeno surto, associado a transmissdo oral, através da

ingestdo de frutas regionais (Barbosa-Ferreira et al, 2010). De 2000 a 2011, segundo o



Ministério da Satde, foram registrados 1.252 casos da doeng¢a de Chagas no Brasil,
sendo que 70% ocorreram por transmissdo oral e apenas 7% a transmissdo foi via
vetorial, outros casos ndo tiveram a forma de transmissao identificada (Brasil, 2012).

A transmissdo natural do 7. cruzi ocorre pelo hospedeiro invertebrado do género
Triatoma spp (familia Reduviidae), popularmente conhecido como barbeiro. A figura 1
representa o ciclo biologico do Trypanosoma cruzi, abordando tanto a passagem do
parasita no hospedeiro invertebrado quanto no hospedeiro vertebrado. Durante o repasto
sanguineo, o inseto defeca e urina na pele do hospedeiro vertebrado, transmitindo as
formas tripomastigotas metaciclicas do parasita. Ao penetrarem na pele ou mucosas,
esses parasitas invadem as células, adquirindo formas amastigotas intracelulares e
replicativas. As células infectadas podem ser lisadas liberando tanto formas amastigotas
quanto tripomastigotas que infectam novas células e podem entrar na corrente sanguinea
e colonizar outros tecidos. 7. cruzi possui tropismo pelo tecido muscular € nervoso,
onde formam ninhos de amastigotas. Quando o inseto se alimenta do sangue de
vertebrados infectados, ingere sangue contendo tripomastigotas, no trato digestivo ha
diferenciagdo para formas epimastigotas, que se replicam assexuadamente colonizando
o reto do vetor, onde se transformam em tripomastigotas metaciclicos infectivos,
completando o ciclo de vida do parasito (de Souza et al. 2010).

A doenca de Chagas pode seguir diferentes cursos clinicos, alguns fatores
relacionados ao parasito e ao hospedeiro sdo determinantes para o desencadeamento da
doenga, como a carga parasitaria inicial e a linhagem do parasito, a rota de infec¢do e o
status imune do hospedeiro. Apds o primeiro contato com o 7. cruzi, o hospedeiro
desenvolve a fase aguda da doenga que pode durar em torno de dois meses. Durante esta
fase um alto niimero de parasitos podem ser encontrados no sangue e tecidos, assim
como altos niveis de citocinas plasmaticas e proteinas de fase aguda, levando a uma
intensa ativagdo de linfocitos B e T, caracterizando um processo inflamatdrio intenso
nos tecidos infectados. Cerca de 30% dos individuos infectados progridem para fase
cronica sintomatica, desenvolvendo complicagdes cardiacas, neuroldgicas e
gastrointestinais, ou na maioria dos casos, assintomdtica, na qual o paciente pode
permanecer até por décadas (fase indeterminada). Nesta fase, pouco ou nenhum parasito
¢ encontrado na corrente sanguinea, mas pode ocorrer reativacao da doencga em casos de

imunossupressao (Rodrigues et al., 2012).
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O tnico tratamento aprovado para pacientes infectados com 7. cruzi € realizado
pelas drogas benzonidazol e nifurtimox. Apesar de ser utilizado ha mais de 40 anos, o
uso continuo desses medicamentos podem ser altamente toxico a criancas e adultos, ndo
sao efetivos durante a fase cronica tardia de infec¢do e pode induzir a resisténcia do
parasito, além da ocorréncia de cepas naturalmente resistentes.

O complexo ciclo de vida do T. cruzi, sua ocorréncia em diferentes ambientes,
silvestre, rural e urbano, além dos fatores ambientais e relacionados aos hospedeiros
interferem no desenvolvimento e curso da doenca. Dessa maneira, o estudo sobre
tratamento e estratégias de vacinagdo contra a doenca de Chagas trazem grandes

desafios para a medicina tropical (Bermudez et al.,2016).
1.2.1 Resposta imune contra a infec¢do por Trypanosoma cruzi

Na fase inicial da infeccdo, o 7. cruzi ativa células natural killers (NK) e
macrofagos que induzirdo uma cascata de citocinas, principalmente IL-12 que atuara na

produgdo de IFN-y pelas células NK, que por sua vez induzird a produgdo de mais IL-
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12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos,
contribuindo para eliminagdo do parasita. Ao mesmo tempo citocinas regulatérias da
inflamacao, como IL-10 e IL-4, sdo liberadas para reduzir os efeitos danosos da resposta
intensa (Camargo et al., 1997; Sathler-Avelar et al., 2009). Essa resposta inicial deve-se
aos componentes do T. cruzi, como DNA e glicoconjugados da membrana (proteinas e
componentes da ancora de GPI — glicosilfosfatidil-inusitol), que induzem receptores
Toll-like (TLR 2, 4 ¢ 9) em células dendriticas e macrofagos, tornando-as ativas
produtoras de citocinas e quimiocinas, induzindo a endocitose e morte intracelular do
parasito (Cunha-Neto et al., 2009). Assim como em humanos, em modelos murinos o
reconhecimento do parasita também ocorre via TLR, produzindo citocinas como IL-1,
IL-6, IL-12, IL-8, IFN-y, TNF-o e espécies reativas de oxigénio como NO,
caracterizando um perfil de resposta TH1, essencial na prote¢do contra 7. cruzi (
Aliberti et al., 2001; Silva et al., 2005; Basso, 2013). No entanto, a IL-17 possui papel
importante no balanceamento dessa resposta em tecido cardiaco infectado, regulando o
recrutamento de células TH1 e induzindo a producdo de IL-4 e IL-10 por células TH2,
que estdo envolvidas na resposta humoral (da Matta Guedes et al., 2010).

As células T CD8+ sdo importantes efetoras da resposta imune adaptativa contra
infec¢des causadas por protozoarios como 7. cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium sp
(Rodrigues et al., 2003). Além de secretar IFN-y e TNF-a, linfocitos T CD8+ que
matam as células parasitadas via liberacdo de granzimas e perforinas (Muller et al.,
2003). Além da resposta celular, a reposta humoral desempenha um papel muito
importante no controle da infec¢do. Modelos experimentais com producdo deficiente de
anticorpos apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia e alta parasitemia (Kumar &
Tarleton, 1998). Camundongos da linhagem C57BL/6 sdo conhecidos pela sua
resisténcia a infecg¢do por 7. cruzi, isto pode estar associado ao fato de que a resposta
humoral especifica e policlonal nesses animais ¢ bastante baixa, prevalecendo a reposta
celular de perfil TH1 com producgao de IFN- y (Bryan et al., 2010). Estudos recentes
mostram que 7. cruzi induz ativagao policlonal de linfocitos B, os quais ndo sintetizam
anticorpos especificos nos primeiros dias da infec¢do, mas sim no final da fase aguda,
podendo resultar em uma hipergamaglobulinemia e possivelmente desencadear um

quadro autoimune mediado por anticorpos auto-reativos (Bermejo et al., 2010).

10



1.2.2. Evasao da resposta imune por 7. cruzi

A evasdo da resposta imune por 7. cruzi ¢ dependente de uma combinagdo de
fatores que incluem a modulagdo da resposta por citocinas reguladoras como IL-10 e
TGF-B, a variabilidade de seus antigenos de superficie, 0 mimetismo molecular ¢ a
resisténcia ao sistema complemento (dos Reis, 2011).

A ativagdo de células T CD8+ depende da densidade e da afinidade dos
antigenos que sao apresentados para o MHC-I pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs), via receptores de células T (TCR). Sendo assim, a variabilidade de proteinas
distintas que sdo liberadas por 7. cruzi, durante o processamento via MHC-I, poderiam
contribuir para uma resposta menos especifica, além da apresentagdo simultanea de
moléculas homoélogas levando a deplegdo de células T naive e efetoras.

O genoma do 7. cruzi contém aproximadamente 12.000 genes, no entanto,
apenas uma parte demonstrou conter epitopos de classe I, que sdo em sua maioria
expresso pela super-familia de antigenos de superficie denominadas trans-sialidades
(TS). A ASP-2 pertence a sub-familia II das trans-sialidades. Essas proteinas
desempenham fungdes bioldgicas essenciais ao parasito, como passagem do parasita
pelo inseto vetor, adesdo e invasdo as células de mamiferos, interagcdo e modulag¢do do
sistema imune do hospedeiro, sobrevivéncia, replicagdo e manutencao do 7. cruzi no
organismo, além da determinagdo do curso da patologia nas fases aguda e crdnica da
doenca de Chagas (Dc-Rubin & Schenkman, 2012). As TS estdo associadas a caudas de
GPI na superficie da membrana do parasito e possuem como funcdo hidrolisar e
transferir acido sidlico de glicoconjugados da superficie do hospedeiro a aceptores do
tipo mucina na membrana do parasito (Schenkman & Eichinger, 1993). A superfamilia
das TS compreendem mais de 800 familias de genes, assim milhares de proteinas
antigénicas podem ser liberadas no citosol de células infectadas para o processamento
via MHC I, assim esses epitopos podem competir pela apresentagdo na superficie da
célula hospedeira ou ainda atuando como antagonista de células T especificas (Martin &
Tarleton, 2004). Além disso, um estudo de protecdo cruzada entre diferencas cepas de
T. cruzi mostrou que poucas cepas podem expressar isoformas diferentes de ASP-2, que
nao compartilham epitopos protetores, tornando esse antigeno um importante alvo para

estudos de vacinacao (Claser & Espindola et al., 2007).
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O efeito da imunodominancia ¢ um dos mecanismos de evasao do sistema imune
mais eficazes em T.cruzi, a identificagdo desses epitopos tornou possivel compreender
melhor esse fendmeno e aplica-lo a novos e desafiadores estudos de estratégias de

vacinagdo contra a doenc¢a de Chagas (Rodrigues et al., 2009).

1.2.3. Estratégias de vacinacao experimental contra a Doenca de Chagas

Os primeiros estudos foram baseados no uso do parasita morto ou atenuado,
inoculado em animais experimentais. No entanto, apesar de ter havido baixa na
parasitemia e, em alguns casos, menor mortalidade, as cardiopatias e complica¢des da
fase cronica da doenca permaneceram (Rodriguez-Morales et al., 2015).

Através de estudos moleculares dos antigenos de 7. cruzi foi possivel utilizar
proteinas recombinantes baseadas no reconhecimento especifico desses antigenos,
principalmente aqueles derivados das proteinas trans-sialidases. Vasconcelos et al.
(2003), mostraram que a imuniza¢do de camundongos susceptiveis a infeccdo por 7.
cruzi com plasmideos codificando genes de TS induziu uma resposta do tipo THI.
Enquanto que a imunizag¢do com proteinas recombinantes de TS induziram um perfil de
resposta TH2. Quando esses animais foram inoculados com plasmideo e proteina
recombinante associados, foi visto uma maior taxa de resposta THI1, com aumentos de
producao de IL-12 e IFN-y por células T CD8+ e CD4+.

Além das TS, outras proteina também sdo estudadas como indutoras de resposta
imune especificas, como a proteinas paraflagelares (Luhrs et al., 2003) e cruzipaina
(Cazorla et al., 2010). No entanto, as trans-sialidases constituem os maiores alvos de
células T CD8+ especificas para T. cruzi (Tarleton, 2007). A tabela 1, descrita por
Beaumier et al. (2016), resume e apresenta os sistemas estudados que estdo em fase de

testes pré-clinica para vacinacdo contra a doenca de Chagas.
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Tabela 1. Resumo das metodologias utilizadas em ensaios de vacinagao experimentais
contra Trypanosoma cruzi (Adaptado de Beaumier et al., 2016).

A proteina de superficie de amastigota 2 (ASP-2), purificada e parcialmente
sequenciada por Pan e McMahon-Pratt (1989) foi descrita como uma TS inativa,
reconhecida em soro humano de pacientes chagasicos, sugerindo seu potencial uso no
diagnostico de infec¢ao por 7. cruzi (Wrightsman et al., 1994; Low & Tarleton, 1997).
ASP-2 possui 83 kDa, possui um motivo de acido aspartico (ASP box), presente nas
sialidases bacterianas e um motivo altamente conservado, caracteristico do modulo do
tipo trés de fibronectina, o que a classifica como pertencente a subfamilia II da
superfamilia das trans-sialidades de 7. cruzi (Cross & Takle, 1993). Essa proteina
possui multiplos epitopos restritos a MHC 1, reconhecidos por células T CD8+ de
camundongos ¢ do homem (Low et al., 1998; Wizel et al., 1998).

Virios estudos evidenciam a importancia da resposta imune dirigida a ASP-2,
mostrando que a imunizagdo com genes ou dominios proteicos da proteina ¢ capaz de
induzir resposta especifica de células T CD4+ e CD8+ de perfil TH1, levando a redugao
da parasitemia na fase aguda e a redu¢do da mortalidade em camundongos desafiados
com 7. cruzi (Boscardin et al., 2003; Vasconselos et al., 2004; Barbosa et al., 2013;
Nogueira et al., 2013; Vasconselos et al., 2014) além de reduzir a inflamag¢ao tecidual
em fase cronica da infec¢do (Araujo et al., 2005).

Uma estratégia muito promissora utilizada nos estudos de vacinagdo ¢ a
utilizagcdo de virus recombinantes que carregam fragmentos de proteinas heter6logas.
Machado et al. (2006), utilizaram adenovirus recombinantes para expressar antigenos de
T. cruzi e inocularam camundongos BALB/C, os quais tiveram a imunidade protetora
aumentada em até 100%. Outro estudo mostrou que a imunizacdo de camundongos
C57BL/6 ¢ C3H/He com virus influenza e adenovirus recombinantes, resultaram em
aumento das células T CD8+ especificas a epitopos imunodominantes de ASP-2 e
aumento da sobrevivéncia em camundongos vacinados e desafiados com 7. cruzi
(Barbosa et al., 2013).

Nogueira et al. (2011; 2013) obtiveram dois virus vacinal da Febre Amarela 17D
(FA 17D) recombinantes para ASP-2 da cepa Y de T.cruzi. O primeiro expressa um
fragmento de ASP-2, compreendendo os residuos de aminoacidos de 261 a 380entre as

proteinas E e NS1. Nos outros construtos, os epitopos imunodominantes TEWETGQI e

14



VNHRFTLYV sao expressos entre as proteinas nao-estruturais NS2B e NS3 e também na
proteina E do envelope viral, gerando trés virus recombinantes que diferem quanto a sua
plataforma de expressdo. Neste fragmento de ASP-2,96.560 €xpresso, estdo contidos
epitopos imunodominantes para células T CD8+ e CD4+, e tanto a resposta celular
quanto a humoral foram avaliadas. Foi visto que a imunizagdo de camundongos
utilizando os trés diferentes virus isolados ou combinados entre si, também foi capaz de
aumentar a resposta especifica de células T CD8+, com aumento de producdo de IFN-y
e aumento da sobrevivéncia em camundongos desafiados. Porém, foi observado que
esses virus expressando o peptideo TEWETGQI e o fragmento ASP-2561350
apresentaram-se mais atenuados in vivo do que o virus FA 17D, controle vacinal,
quando comparados a capacidade de indug¢do de anticorpos neutralizantes para o VFA.
Uma possivel causa poderia ser o carater ligeiramente hidrofobico do fragmento
inserido, o que poderia impedir ou perturbar a correta orientagdo estrutural do cassete
heterdlogo. Diante disso, novos virus foram construidos, como representado na figura 4,
utilizando as metodologias descritas anteriormente: (1) virus expressando o fragmento
de 265 aminoacidos de ASP-2, posi¢do de aminoacidos de 296 a 560, cujo gene codante
foi inserido na regido E/NS1 do virus FA. Para expressdo nessa regido foi duplicada um
fragmento de 9 aminoacidos da proteina NS1 e o dominio haste-ancora da proteina E,
conforme descrito por Bonaldo e colaboradores (2007), totalizando um cassete de
expressao de 349 aminoacidos para o virus recombinante Tcl; (2). Foram realizadas
modificacdes no cassete de expressdo (em processo de pedido de protecdo intelectual),
onde foi inserido o mesmo fragmento de ASP-2 de 265 aminoacidos, resultando no
virus chamado Tc2, que contém 398 aminodcidos, inseridos na regido E/NS1. Estes
virus recombinantes contém na sequéncia do fragmento ASP-2, além do epitopo
imunodominante TEWEGQI, que ¢ utilizado para caracterizagdo da resposta imune em
camundongos A/J (alelo H-2K*), o epitopo imunodominante, VNHRFTLV, de
haplétipo H-2K° que servira como epitopo reporter para a avaliacdo de resposta imune
celular em camundongos C57BL/6; (3) Virus que expressa o epitopo VNHRFTLV ou
TEWETGQI na regido NS2B-NS3 do virus FA17D, chamados virus NS2B3vnh e
NS2B3tew, respectivamente. Ambos os epitopos sdo imunodominantes para
camundongos C57BL/6. Estes novos virus recombinantes foram utilizados neste
trabalho para avalia¢dao da indugdo da imunidade protetora em camundongos C57BL/6 e

A/l
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Figura 4. Processamento da poliproteina e constru¢des virais. Representacdo da
poliproteina do virus da Febre Amarela precursora, com aproximadamente 3400
aminoacidos. As setas brancas indicam os sitios de clivagem por proteases virais, que
geram proteinas virais no lado citoplasmatico da célula. Setas escuras indicam clivagem
pela peptidase sinal do hospedeiro. O triangulo claro indica sitio de clivagem por furina
e o escuro indica clivagem por protease desconhecida do hospedeiro. Entre as regides
E/NSI1 esté representado a inser¢do do cassete recombinante dos virus Tcl e Tc2, entre
as regidoes NS2B/NS3 estdo inseridos os peptideos imunodominantes originando os
virus NS2B3tew e NS2B3vnh.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver o virus vacinal da febre amarela 17D como um vetor vacinal usando como
modelo a expressdo de antigenos de Trypanosoma cruzi, € a caracterizacao da resposta
imunoldgica celular e humoral induzida pelo virus vacinal da febre amarela 17DD e

pelos protdtipos vacinais recombinantes em camundongos C57BL/6 e A/J.

2.2. Objetivos especificos

- Andlises fisico-quimicas comparativas dos virus FA Tcl, FA Tc2, FA NS2B3tew, FA

NS2B3vnh e expressdo da ASP-2 recombinante por esses virus.

- Avaliacdo funcional de linfécitos T CD8+ e indug@o de resposta celular especifica a
ASP-2, através da técnica de ELISPOT para detec¢do de IFN-y, em camundongos

imunizados com os virus recombinantes.

- Avaliagdo dos titulos de anticorpos neutralizantes dirigidos ao virus da FA induzidos

pela imunizacdo de camundongos com os virus recombinantes.

- Avaliagdo de producdo de anticorpos, pela técnica de ELISA, dirigidos a ASP-2 em

camundongos imunizados com o0s virus recombinantes.
- Ensaio de desafio com Trypanosoma cruzi para avaliagdo da imunidade protetora

induzida por camundongos imunizados, através da verificagdo de parasitemia e

mortalidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biologia Molecular de

Flavivirus (LABMOF) na unidade IOC da Fiocruz e no biotério do pavilhdo Leonidas

Deane, nessa mesma unidade. Os ensaios de desafio foram realizados no Laboratorio de

Ultraestrutura Celular (LUC), IOC-Fiocruz, sob a lideranga da Dra. Mirian Claudia de

Souza Pereira. Todos os experimentos foram regulamentados e autorizados pelo Comité

de Etica e Uso de Animais (CEUA) sob a licenca LW-0047/11 da FIOCRUZ.

A Figura 5 mostra, resumidamente, as etapas realizadas neste trabalho.

d

Caracterizagdo dos

recombinantes

Virus

\

Avaliacdo da

virus imunogenicidade
Imunofluorescéncia Western Blot
Imunizagdo de
camundongos C57BL/6 e Predigdo de epitopos
AT
[ FEutanasia \
Retirada do bago Obtencido do soro Desafio: mortalidade e
parasitemia
l’ m (camundongos A/J)
ELISPOT PRNT ELISA Imunofluorescéncia em
(Células produtoras de (Ac (Ac anti- ninhos de amastigotas
IFN-y) neutralizante ASP2) (Ac anti-ASP2)
para VFA)

Figura 5. Esquema das etapas realizadas neste trabalho para caracterizacdo dos virus
recombinantes e avaliacdo da resposta imunoldgica induzida por camundongos

imunizados com esses virus.
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3.1. Virus utilizados neste trabalho

Virus vacinal da Febre Amarela, obtido de
Bio-Manguinhos, Fiocruz.

Virus recombinante (plataforma I)
expressando o inserto da proteina
ASP-2596.560, €ntre as proteinas E/NS1 do
genoma viral.

Virus recombinante (plataforma II)
expressando o inserto da proteina ASP-
2296-560, entre as proteinas E/NS1 do

genoma viral.

Virus recombinante expressando o epitopo
imunodominante TEWETGQI
(camundongo A/J, alelo H-2K") entre as
proteinas NS2B/NS3 do genoma viral.

Virus recombinante expressando o epitopo
imunodominante VNHRFTLV
(camundongo C57BL/6, alelo H-2K")
entre as proteinas NS2B/NS3 do genoma
viral.

3.2. Avaliagdo da expressdo da proteina recombinante

3.2.1. Imunofluorescéncia.

Para os experimentos de microscopia de fluorescéncia, células Vero foram
semeadas na véspera em laminas de vidro de 8 pogos (Lab-Tec Chamber Slide System —
Nunc) com densidade de 3x10* células/cm2 e infectadas com os virus 17DD e
recombinantes (como descritos no topico 1, desta secdo) com MOI de 0,02. Apos 72 h
de infeccdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com solugdo de
paraformaldeido 4% por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de novas lavagens
com PBS. As células fixadas foram permeabilizadas com solucdo de 0,5% de Triton X-

100 em PBS com incubagao a temperatura ambiente por 15 min, seguido de lavagem

—_
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com tampao de bloqueio (PBS + 1% BSA) e incubagdo por 10 min a T.A com este
tampao. O tampao foi entdo removido e adicionou-se o anticorpo primadrio para proteina
ASP-2 (Purified antibody-ASP-2 fragment 30kDa, GenScript) diluido 1:1000 e
incubado por 1 h a T.A. Apds lavagens com tampao de bloqueio, foi adicionado o
anticorpo secundario anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 546 (Molecular Probes), diluido
1:500 em tampao de bloqueio e incubado por 1 h a T.A, seguido de lavagens com
tampao de bloqueio. Para montagem das laminas, as divisorias dos pocos foram
descoladas com auxilio do carrossel provido pelo fabricante das laminas e foram
adicionadas duas gotas de SlowFade Antifade DAPI (Molecular Probes) para marcacao
do nucleo das células. A seguir, a 1amina foi coberta com uma laminula de vidro e
selada com esmalte. As andlises de fluorescéncia foram realizadas no microscopio
invertido IX51 (Olympus) com filtros: U-MWG2 (Rodamina e Alexa Fluor 546),
comprimento de onda 510-550; U-MWU2 (DAPI) (330-385), objetiva de 40X, e as
imagens adquiridas através do programa DP Controller e visualizadas através do
programa DP Manager (DP-BSW v3.1 - Olympus). As fotos foram posteriormente
exportadas para o formato TIFF e as pranchas foram montadas com auxilio do programa

PowerPoint (Microsoft Office).

3.2.2. Western blot

Células Vero foram preparadas na véspera em placas de 6 pocos com densidade
de 62.500 células/cm2. O sobrenadante foi removido e as células infectadas com MOI
de 0,02 com os virus descritos no topico 1. Para obtencao do sobrenadante celular, as
células infectadas foram cultivadas com meio VP-SFM (Gibco) suplementado somente
com glutamina, sem soro fetal bovino. Ap6s 72 h de infec¢do, quando as células
apresentavam CPE intenso, o sobrenadante da cultura foi transferido para tubos Falcon,
clarificado por centrifugacao a 2000 x g por 10 min e filtrado em membrana de 0,22
pm. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante filtrado foram congeladas a -80° C para
posterior analise. Para concentragdo destas amostras foi feita precipitacdo com 25% de
acido tricloroacético seguida de duas lavagens com 200 pL de acetona 100% ou através
de centrifugacdo em colunas Amicon Ultra 0,5 (Millipore) com limite de 30 kDa. A
monocamada de células infectadas foi lavada com PBS e em cada poco foi adicionado

500 pL de tampao Complete Lysis-M (Roche) contendo coquetel de inibidores
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proteoliticos provido pelo fabricante. A lise celular se deu por incubacdo com este
tampao por 5 min a T.A, com agitacdo ocasional leve. Apds este periodo, o lisado foi
homogeneizado com a pipeta, transferido para tubos Eppendorf, clarificado por
centrifugacdo a 14000 x g por 10 min e congelado em aliquotas a -80° C.

No momento da andlise por Western-blot, as aliquotas de lisado e sobrenadante
foram descongeladas e diluidas em tampdo Laemmli (Bio-Rad) contendo 5% pB-
mercaptoetanol (Sigma) e aquecidas a 95° C por 5 a 10 min para desnaturacdo das
proteinas. As proteinas desnaturadas foram aplicadas ao gel de poliacrilamida 12% e
submetidas a SDS-PAGE utilizando sistema Mini-PROTEAN II Cell ou Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) em tampao de eletroforese (Tris-glicina contendo 1%
de SDS), sob voltagem de 100 a 200 v. Para acompanhamento da corrida e controle dos
pesos moleculares, foi aplicado o marcador Precision Plus Protein All Blue Standards
(Bio-Rad) ou Prestained Broad Range Standards (Bio-Rad) paralelamente as amostras
em cada gel. Ap0s a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para membranas
de PVDF utilizando-se o iBlot Dry Bloting System (Invitrogen) a 20 v por 6:40 min a 7
min, segundo as recomendacdes do fabricante. A membrana foi cortada com auxilio de
uma lamina de bisturi e bloqueada por incubagdo com solugdo de TBS-T (TBS pH 7,4
com 0,1 % Tween 20) com 5% leite desnatado por 45 min a T.A ou durante a noite a 4°
C sob agitacdo constante, seguido de 4 a 6 lavagens com TBS-T. A seguir, as
membranas foram cobertas com solugdo TBS-T com 1% leite desnatado contendo a
diluicdo de 1:500 do anticorpo primario (Purified antibody-ASP-2 fragment 30kDa,
GenScript) e incubadas por 2 h a T.A ou durante a noite a 4° C sob agitacdo constante,
seguido de 4 a 6 lavagens com TBS-T. As membranas foram entdo cobertas com
solucao de TBS-T com 1% leite desnatado contendo a diluicao de 1:1000 do anticorpo
secundario anti-coelho conjugado a peroxidase (Amersham Bioscience) por 1 h a T.A
sob agitacdo constante. Apds 4 a 6 lavagens, o sinal foi revelado com SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) de acordo com as instru¢des do

fabricante, em camara escura, e detectado por autorradiografia.
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3.3 Camundongos

Camundongos fémeas, com 4 a 6 semanas de idade, das linhagens C57BL/6 e
A/J foram fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp (CEMIB, Campinas-SP). Os
animais foram mantidos no biotério do Pavilhdo Leonidas Deane (FIOCRUZ, Rio de
Janeiro-RJ) em microisoladores devidamente alimentados e hidratados, sob condi¢des
ideais de temperatura, circulagdo de ar e ciclos de claro e escuro. Os experimentos de
imunizagao, sangria e coleta de bacos foram realizados nas salas de experimentagao
deste biotério.

As imunizagdes foram realizadas no coxim plantar das duas patas traseiras,
injetando 30 pL do indculo em cada pata, através de seringa de insulina com agulha
ultrafina de calibre 0,3 mm BD Ultra-fine II (BD Biosciences). Foram dadas duas doses
do indculo, contendo 10° PFU dos virus FA 17DD ou recombinantes (descri¢io dos
grupos nas tabelas 4 ¢ 6 dos resultados) com intervalo de 15 dias entre as doses. Apos 2
semanas da segunda dose, os camundongos foram anestesiados com aproximadamente
100 pL de uma mistura de 75% de cloridrato de dextrocetamina a 50 mg/mL (Ketamin
— Cristalia) com 25% de cloridrato de xilazina a 20 mg/mL (Xilazin — Syntec) e
submetidos a eutanasia para a realizacao da sangria por punc¢do cardiaca, realizada com
auxilio de seringas de insulina com agulha hipodérmica e também para retirada do bago,
sob condicdes estéreis dentro do fluxo bioldgico. O sangue extraido foi processado
como descrito na se¢do 2.1 para obtencdo do soro e dosagem de anticorpos por ELISA e
PRNT. Os bagos também foram devidamente processados, como descrito na secao

3.3.2, e utilizados para dosagem de IFN-gama por ELISPOT.

3.3.1. Processamento do Sangue
Os soros foram obtidos por dois ciclos de centrifugagdo do sangue a 540 x g por

10 min e submetidos a aquecimento a 56° C por 20 min para inativacao de proteinas do

sistema complemento. A seguir, os soros foram aliquotados e estocados a -20° C.
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3.3.2. Processamento do Bago

Apb6s a pungdo cardiaca o baco foi coletado, assepticamente em cabine
bioldgica, com o auxilio de material cirirgico previamente autoclavado e colocados em
placas de 6 pocos contendo aproximadamente 3 mL de meio RPMI. Ainda dentro da
cabine, os bagos foram macerados com o auxilio do émbolo da seringa, separando os
debris. A suspensado foi transferida para tubo falcons de 15 mL, completando com meio
RPMI 10% SFB até 10mL. Os tubos foram centrifugados a 1700 rpm, a 4°C, por 10
minutos e ressuspendidas em solucdo de lise ( BD Pharm Lyse, Lysing buffer),
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Logo apds foi adicionado 3 mL de
RPMI 10% SFB e centrifugadas a 1700 rpm por 6 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram desprezados e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 10% SFB.

3.4. Avaliagdo da imunogenicidade dos virus recombinantes em camundongos

imunizados.

3.4.1. ELISPOT

Para os ensaios de ELISPOT, grupos de A/J e C57BL/6 foram imunizados
(grupos descritos na se¢do 4.3.2, tabelas 4 e 6). Duas semanas apds a segunda
imunizacdo, os camundongos foram submetidos a eutandsia e o baco de cada animal foi
retirado assepticamente (descri¢do no topico 3.3.2, desta secdo). Todos os ensaios
foram realizados utilizando o kit Mouse IFN-y ELISpot (Mabtech) e recomendagdes
do fabricante. As placas, que vém previamente sensibilizadas, foram lavadas 4 vezes
com PBS e bloqueadas com meio RPMI (Invitrogen) 10% SFB por até 2 horas a
temperatura ambiente. Apds o bloqueio, os esplenocitos frescos foram plaqueados na
concentracdo de 2x10° células por pogo e incubados por 1 hora a 37 °C em estufa de
CO; 5% . Apos a incubagdo os estimulos eram adicionados, concanavalina A para o
controle positivo a 2ug por poco, € os peptideos no volume de 100uL por pogo,
seguido de uma incubacao overnight a 37 °C em estufa de CO; 5%.

Apo6s incubagdo, a placa foi lavada 5x com PBS e incubada com anticorpo de

deteccao anti-IFN-y biotinilado (fornecido pelo kit), diluido a 1:1000 em PBS 0,05%
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SFB por 2 horas, seguido de 5 lavagens com PBS e incubag¢dao com estreptavidin-ALP
(fornecida pelo kit) diluida a 1:1000 em PBS 0,05% SFB, por 1 hora. Apds esse
periodo, as placas foram novamente lavadas 5 vezes com PBS e foi colocado 100uL do
substrato filtrado (BCIP/NBT-plus, fornecido pelo kit), incubado a T.A por cerca de 5
minutos até os spots comecarem aparecer. Apds o aparecimento dos spots a reagdo foi
finalizada com a lavagem exaustiva das placas em agua corrente. Células produtoras de
IFN-y, que apareceram como pontos (spots) roxos em cada poco foram contadas com o
auxilio do leitor automatizado Immunospot (AMBRIEX, Cellular Technology Ltd.,
Cleveland, OH), usando o programa de versdo 3 da Plataforma de ELISPOT do PDTIS
/Fiocruz — Rio de Janeiro (Lima-Junior et al., 2008). Os dados foram plotados no
programa Graphpad Prisma 5 e as diferencas estatisticas entre os grupos experimentais
foram verificadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de

Dunns.

3.5. Producgao de anticorpos contra ASP-2

3.5.1 PRNT

Testes de neutralizagdo viral por reducdo de formagdo de placas de lise (PRNT,
Plaque Reduction Neutralization Test) foram executados em células Vero, em placas de
96 pocos, como descrito por Stefano et al., 1999. Os soros dos animais foram diluidos
nas placas de 96 pocos serialmente em 1:10 em meio 199 com sais de Earle completo a
5% SFB. O virus YF 17DD foi diluido a 1:7000 em uma suspensao viral contendo meio
Earle 199 completo a 5% de SFB, em seguida 50 pL desta suspensao viral foi plaqueada
na presenc¢a dos soros diluidos e foram incubados por 1 h a temperatura ambiente. Apos
este intervalo de tempo, foram adicionados 50 uL da suspensdo de células Vero, com
densidade de 1,0 x 10° células / mL. As células foram incubadas por 4h a 37° C em
estufa com atmosfera de 5% de CO2 e, apds esse tempo, o meio foi removido e
adicionado 100 pL de CMC 3% em cada pogo. As placas foram incubadas por 7 dias
em estufa a 37° C com atmosfera de 5% de CO?2 e entdo, fixadas com formaldeido 10%
e coradas com corante Cristal Violeta a 0,02% para visualizagdo e contagem das placas

de lise. O pool de soros de camundongos BALB/C, imunizados e responsivos ao virus
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YF 17DD, foi utilizado como soro controle. Os titulos de anticorpos neutralizantes
foram calculados tomando-se como base a maior dilui¢ao de anticorpo (soro) capaz de
reduzir 50% de placas de lise virais oriundas da suspensdo viral diluida inicial. A
porcentagem de soroconversdo foi determinada com base nos niveis basais obtidos pelo
grupo controle Mock (nao soroconvertido). O teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis foi usado para comparar a média dos titulos obtidos para os grupos
experimentais e o teste de Dunns foi utilizado como um poés-teste para comparar os
pares de grupos. A andlise foi realizada pelo programa estatistico GraphPad Prism v.

5.03

3.5.2 ELISA

O ELISA foi realizado para detec¢do de anticorpos especificos para a proteina
ASP-2 em soros de camundongos imunizados. Este ensaio foi realizado em placas de 96
pocos de fundo chato de alta afinidade para EIA/RIA (Costar). As placas foram
sensibilizadas com 125 ng por poco da proteina recombinante ASP-2 (ASP-2 fragment
30 kDa, Genscript) diluidas em tampao carbonato/bicarbonato, por incubagdo overnight
a4°C.

Em seguida, as placas foram lavadas com PBS-T (PBS com 0,05% Tween 20) e
bloqueadas com tampdo de bloqueio (PBS-T com 5% leite desnatado) por 2 h a
temperatura ambiente. Os soros foram inicialmente diluidos 1:10 e em seguida foi
realizada uma dilui¢do seriada com fator 2 em tampao de bloqueio em outra placa de 96
pocos com fundo em V. Apos o bloqueio, as placas de ELISA foram lavadas novamente
com PBS-T e incubadas com as dilui¢des dos soros por 1 h a temperatura ambiente.
Para controle, em cada placa incluimos 2 pogos de branco, em que somente o tampao de
bloqueio foi adicionado, € uma curva padrao com diluigdes seriadas com fator 2 (diluido
paralelamente as amostras) do anticorpo para a proteina ASP-2 (Genscript). As placas
foram lavadas com PBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario Anti-Rabbit IgG HRP Conjugate diluido 1:2000 em tampdo de bloqueio.
Apos lavagens com PBS-T, foi adicionado o substrato Stable Peroxide Substrate Buffer
(Thermo Scientific) diluido em agua tipo 2 contendo 1 mg/mL de OPD (Sigma). A

reacdo foi interrompida com solugdo a 1 M de acido sulfurico (Merck) e a absorbancia
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lida apdés 15 min. Todas as lavagens foram realizadas com auxilio da lavadora
automatica de placas AquaMax 4000 (Molecular Devices). A leitura da absorbancia foi
realizada pelo equipamento SpectraMax Microplate Reader (Molecular Devices) com o
auxilio do programa SoftMax Pro Data Acquisition & Analysis Software (Molecular

Devices) em comprimento de onda de 490 nm.

3.5.3. Imunofluorescéncia em células infectadas com Trypanosoma cruzi.

Células Vero foram infectadas com 10° tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,
cepa Y, em uma relagdo parasita/célula hospedeira de 10:1. Apos incubacao de 24
horas, os parasitas que ndo infectaram a monocamada foram removidos por lavagens
sucessivas com PBS e apds, a infec¢do foi acompanhada até 72 horas até alcangar o pico
intracelular de formas amastigotas. Apos esse periodo, a monocamada de células foi
fixada por 20 min a 4°C com paraformaldeido 4% em PBS. Apods a fixacdo, a
monocamada foi lavada trés vezes por 10 min em PBS, seguido de lavagens com PBS
contendo 0.5% de Triton X-100 (Sigma), para permeabilizagdo da membrana
plasmatica. Em seguida, a monocamada foi incubada em PBS contendo 4% de BSA por
15 min para bloqueio de sitios inespecificos. Posteriormente, as células foram
incubadas a 4 °C por 12 a 18 h com os soros obtidos de camundongos C57BL/6 ¢ A/J
imunizados com os virus recombinantes FA Tcl e FA Tc2, diluidos a 1:50. Apos
lavagens com PBS/BSA 4%, as células foram incubadas por 1 h a 37° C em camara
umida com o anticorpo secundério apropriado (anti-IgG de camundongo conjugado a
Alexa Fluor 546 (Sigma Chemical Co.) diluido a 1:200. Em seguida, as células foram
lavadas trés vezes por 10 min em PBS/BSA 2% e incubadas por 5 min a temperatura
ambiente com 0,2 pg/mL de DAPI para detec¢gdo do DNA e montadas em PBS
contendo 2,5% de 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano (DABCO) e 50% de glicerol, pH 7,2.

As analises de fluorescéncia foram realizadas no microscopio invertido 1X51
(Olympus) com filtros: U-MWG2 (Rodamina e Alexa Fluor 546), comprimento de onda
510-550; U-MWU2 (DAPI) (330-385), objetiva de 40X, e as imagens adquiridas
através do programa DP Controller e visualizadas através do programa DP Manager
(DP-BSW v3.1 - Olympus). As fotos foram posteriormente exportadas para o formato
TIFF e as pranchas foram montadas com auxilio do programa PowerPoint (Microsoft

Office).
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3.6. Ensaios de protegdo em camundongos A/J desafiados com cepa Y de 7.

cruzi.

Grupos de 4 camundongos fémeas, de 4 a 6 semanas de idade (conforme
descrito no topico 4.4 dos resultados) , da linhagem A/J (H-2Kk) receberam um indculo,
via intraperitoneal, contendo 10° parasitas/mL de Trypanosoma cruzi (cepa Y), duas
semanas apos a segunda imunizacdo, para ensaios de sobrevida e determinagdo de
parasitemia.

Para determinacao da sobrevida, os animais desafiados foram monitorados
quanto aos sintomas e a morte foi anotada diariamente até o 20° dia pos-infecgao (dpi).
A curva de parasitemia foi determinada pelo acompanhamento didrio dos animais
utilizando-se o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962), onde 5 ul de sangue foram
recolhidos da cauda de cada animal, colocados entre lamina e laminula (18 x18 mm) e o
numero de parasitas quantificado em 50 campos no microscopio otico Zeiss utilizando-
se objetiva de 40x. O numero aproximado de parasitas por mL foi calculado pela
seguinte razao:

n° parasitas em SuL=

n° parasitas em 50 campos/area de 50 campos X area total da laminula

-Area total da laminula = 18 x 18 mm = 324 mm2

-Area de 50 campos = 50 nRz, Onde: © = 3,14, R = raio do campo da objetiva de

40x = 0,25 mm

Logo a area de 50 campos = 50 x 3,14 x (0,25)2 =9,81 mm?

Assim:

- n° parasitas em 5pL= n® parasitas em 50 campos/ 9,8l mm” x 324 mm’

- n° parasitas em SpL=n° parasitas em 50 campos x 33,02

Logo,

n° parasitas/mL= n° parasitas em 50 campos %33,02x200

n® parasitas/mL= n° parasitas em 50 campos x0,66x10*

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 5, a diferenca

entre os grupos foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste Dunns.

27



4 RESULTADOS

4.1. Caracterizagao dos virus FA recombinantes

4.1.1. Analise fisico-quimica dos cassetes ASP-2 nos virus recombinantes.

Nogueira et al., (2011;2013), utilizaram o virus recombinante VFA ENS1/Tc,
como descrito no topico 1.2.3 da introdugdo. Foi observado que estes virus eram
consideravelmente mais atenuado que o controle vacinal VFA 17DD, provavelmente
isto foi relacionado a hidrofobicidade da proteina recombinante que poderia perturbar o
correto processamento da poliproteina viral. Assim, foram realizadas mudangas no
cassete de expressdo que derivaram novas construgdes virais, descritos nesse trabalho.
Entdo, apresentamos neste topico uma comparacgao das propriedades fisico-quimicas dos
virus antigos e novos, mostrando que houve mudangas nesses parametros, representados
na Tabela 2.

Ha4 uma diferenca entre o tamanho e a posicdo dos fragmentos da ASP-2
inseridos no virus utilizados anteriormente, VFA ENS1/Tc (227 aa) e aqueles utilizados
neste trabalho, os virus VFA Tcl e VFA Tc2 (349 aa). O virus VFA ENSI1/Tc
compreendia apenas o epitopo imunodominante TEWETGQI para camundongos A/J
(haplétipo H-2K¥), ja nos virus VFA Tcl e VFA Tc2 esta inserido também o epitopo
imunodominante VNHRFTLV para camundongos C57BL/6 (haplotipo H-2Kb). Nos
virus VFA NS2B3 estdo inseridos apenas os epitopos imunodominantes, ao invés do
fragmento da proteina, VFA NS2B3vnh expressa o peptideo VNHRFTLV, de
camundongos C57BL/6 (haplétipo H-2K®), e o virus VFA NS2B3tew expressa
TEWETGQI, para camundongos A/J (haplotipo H-2Kk).

O virus FA Tcl e VFA Tc2 expressam o mesmo fragmento de ASP-2596.560 ©
diferem quanto ao numero de aminoacidos do cassete de expressdo. Essa diferenca
ocorre porque a plataforma II de expressao (virus VFA Tc2) possui um maior nimero
de aminoacidos no cassete de expressdao. Além do tamanho, essa construcao do virus
VFA Tc2 na plataforma II permite que a proteina heteréloga seja direcionada a
compartimentos celulares, como lisossomo e complexo de Golgi, para ser secretada do

interior celular. Ja a construcao na plataforma I (virus VFA Tcl), mantém a proteina
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heterdloga no interior reticulo endoplasmatico, podendo ser apresentada na superficie
celular por meio de moléculas de MHC classe 1.

O fragmento inserido no virus VFA ENS1/Tc foi descrito como ligeiramente
hidrofébico (indice de GRAVY da tabela 2), um fator que foi melhorado nos virus VFA

Tcl e VFA Tc2, pois esse pardmetro pode afetar a qualidade de expressao da proteina

Regidao ASP-2 261-380 296-560 296-560 553-560 320-327

recombinante.

Aminoacidos

227 349 398 8 8
(n)
Peso Molecular 24680 38240 43320 963 963
(daltons)
G 7.83 7.14 9.03 9.73 3.79
Isoelétrico
Hidropaticidade
e 0,292 -0.056 -0.165 0,388 -1.087

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos cassetes ASP-2 expressos pelo VFA.
Parametros fisico-quimicos obtidos pela andlise da sequéncia do cassete heterologo
analisada pela ferramenta ProtParam (http://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam).
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4.2. Avaliagdo da expressao da proteina recombinante.
4.2.1 Imunofluorescéncia

Com o proposito de comprovar a expressao da proteina recombinante ASP-2 nos
virus VFA Tcl, VFA Tc2, VFA NS2B3tew ¢ VFA NS2B3vnh, realizamos uma
imunofluorescéncia indireta utilizando um anticorpo policlonal anti-ASP-2, para
deteccao da proteina recombinante.

Como observado na figura 6, houve deteccdo da proteina expressa pelos virus
VFA Tcl, VFA Tc2 e VFA NS2B3tew, enquanto no mock ndo houve detecgao,
mostrando a especificidade do anticorpo de deteccdo. Nao houve reconhecimento do

epitopo VNHRFTLYV expresso pelo virus VFA NS2B3vnh.
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Anti-ASP

Mock

NS2B3tew

NS2B3vnh

Figura 6. Imunofluorescéncia para detecg¢do da proteina ASP-2 pelos virus recombinantes.
Imunofluorescéncia indireta para deteccdo da proteina ASP-2 expressa pelos virus
recombinantes em células Vero infectadas ou mock (Meio Earle’s 199), marcados com
anticorpo policlonal Anti-ASP-2 (Aumento de 100x).

31



4.2.2. Western blot

A expressao da proteina recombinante foi também comprovada pelo ensaio de
Western blot em lisados e sobrenadantes de cultura celular infectada com os virus VFA
Tcl, Tc2, NS2B3tew e NS2B3vnh, os resultados estdao indicados na figura 7.

A técnica nao foi capaz de reconhecer os peptideos de ASP-2 inseridos nos virus
VFA NS2B3tew e VFA NS2B3vnh. Nas amostras de lisado dos virus VFA Tcl e VFA
Tc2 foram observadas bandas proximas as alturas esperadas para o peso molecular dos
cassetes recombinante nesses virus: VFA Tcl, 38 kDa e VFA Tc2, 43 kDa (Tabela 2
caracteristicas fisico-quimicas).

Nao houve detec¢ao da proteina recombinante nos sobrenadantes das culturas

infectadas demonstrando que ASP-2 recombinante ndo ¢ secretada para o meio

extracelular.
A) Lisado
Mock 17DD B3tew B3vnh Tcl Tc2
pa— 50 kDa
—37kDa
—
B) Sobrenadante
Mock 17DD B3tew B3vnh Tcl Tc2
50 kDa
— 37kDa

Figura 7. Western blot para deteccdo da expressdo da proteina recombinante ASP-2 em
lisados (A) e sobrenadantes (B) de culturas celulares infectadas com os virus VFA Tcl,

Tc2, NS2B3vnh e NS2B3tew, marcado com anticorpo policlonal anti-ASP-2.
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4.3. Avaliagdo da imunogenicidade dos virus recombinantes em camundongos

imunizados.

4.3.1. Predigdo de epitopos

ApoOs a caracterizagdo dos virus recombinantes construidos e as analises de
expressdo da proteina recombinante inserida, nosso objetivo foi avaliar a resposta imune
dirigida a esses virus. Nesta primeira etapa de analise imunoldgica foi feita uma
predi¢ao de epitopos imunodominantes para serem utilizados nos estudos de imunizagao
de camundongos C57BL/6 e A/J.

Através do Banco de Dados de Epitopos Imunes (IEDB) realizamos uma nova
predicdo de epitopos, tanto para confirmar a imunogenicidade dos ja descritos quanto
para descobrir novos epitopos imunodominantes. Os parametros escolhidos no
momento da predi¢ao foram o tamanho da sequéncia de oito aminoacidos e o alelo do
animal, H-2-Kb representa C57BL/6 e H-2-Kk para A/J. Os resultados, mostrados nas
tabelas 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4, confirmaram a alta imunogenicidade dos epitopos ja
descritos, pois foram os que apresentaram menor Score, ou seja, maior afinidade a
molécula de MHC de classe 1. De acordo com as predicdes realizadas, resolvemos
sintetizar novos epitopos, com score proximo aos conhecidos e testa-los quanto a sua
imunogenicidade. Nas tabelas de predi¢do de epitopos, estes estdo organizados do maior
para o menor score, foram selecionados aqueles peptideos que obtiveram maiores
scores. Para camundongos C57BL\6 foram escolhidos os peptideos KIFRVGAL e
VNHRFTLV da proteina ASP-2, e ATLTYRML da proteina NS3 do VFA. Para
camundongos A/J foram escolhidos TEWETGQI e NETLANAL da proteina ASP-2, e
GEEEVQLI e SENNAHHYV da proteina NS3 do VFA.

33



Tabela 3. Predi¢ao de epitopos.

3.1. Epitopos preditos a partir do fragmento 296-560 de ASP-2, para camundongos

C57BL\6.
Peptideo T?::zl;l)w Comeco Fim Score Sll(\j/lsl\(/)[ Alelo
1 VNHRFTLV 8 258 265 0.3 59.53 H-2-Kb
2 KIFRVGAL 8 76 83 0.35 58.71 H-2-Kb
3 RTFHVGPL 8 120 127 0.5 72.57 H-2-Kb
4 SSTPTAGL 8 191 198 1.85 503.20 H-2-Kb
5 VLSTWAKL 8 177 184 1.9 694.61 H-2-Kb
6 EAISLARL 8 160 167 2.4 754.64 H-2-Kb
7 LLYSDGAL 8 141 148 3.15 868.44 H-2-Kb
8 DNRQYSFV 8 251 258 3.35 681.93 H-2-Kb
9 RQYSFVNH 8 253 260 3.35 870.44 H-2-Kb
10 MSQPGVRL 8 67 74 3.7 913.57 H-2-Kb
11 RLYKIFRV 8 73 80 4.15 1602.29 H-2-Kb
12 ATALYLWV 8 108 115 4.45 1020.33  H-2-Kb
13 SVFESRDM 8 43 50 4.6 1405.21 H-2-Kb
14 KVMLYTQR 8 92 99 6.2 212197  H-2-Kb
15 IFRVGALI 8 77 84 6.2 2310.68  H-2-Kb
16 YSFVNHRF 8 255 262 6.35 1408.45  H-2-Kb
17 STPTAGLV 8 192 199 6.4 3011.20  H-2-Kb
18 TAGLVGFL 8 195 202 6.7 2017.16  H-2-Kb
19 VNETLANA 8 133 140 6.95 1617.11 H-2-Kb
20 ETLANALL 8 135 142 7.45 2289.50  H-2-Kb

3.2. Epitopos preditos a partir do fragmento 296-560 de ASP-2, para camundongos A\J.

Peptideo Tz‘:‘i‘:)“’ Comeco Fim Score SMMIC50  Alelo
1  NETLANAL 8 134 141 05 5.23 H-2-Kk
2 TEWETGQI 8 25 32 095 1748  H-2Kk
3 TEAIGTLS 8 s 62 27 1984 H-2-Kk
4  STPTAGLV 8 192 199 43 4.62 H-2-Kk
5  TEELNTIK 8 168 175 605  68.18 H-2-Kk
6 KEATALYL 8 106 113 785 28486  H-2Kk
7 ETGQILMI 8 28 35 815 9652 H-2-Kk
8  IFRVGALI 8 77 84 82 11578  H-2Kk
9  LTEELNTI 8 167 174 875 16430  H-2-Kk
10  GEKEATAL 8 104 111 88 34012  H-2Kk
11  TAGLVGFL 8 195 202 95 19.62 H-2-Kk
12 WETGQILM 8 27 34 975 41080  H-2-Kk
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13
14
15
16
17
18
19
20

ETLANALL
SDGALHLL
ELNTIKSV
IEGRKVML

SRDMGKTW
YRCVHASV

SESSTPTA
LEDNVNET

O OO0 OO0 OO 0 OO OO0 o0

135
144
170
88
47
216
189
129

142
151
177
95
54
223
196
136

9.8
10.7
10.7
11.1
11.15
11.6
12.25
12.3

14.28
342.48
163.17
523.15

49.96
300.35
397.77
515.98

3.3. Epitopos preditos a partir da proteina NS3 do VFA, para camundongos C57BL\6.

Peptideo T?:olil:)w Comeco Fim Score ?1(\;[51\(/)[ Alelo
1 ATLTYRML 8 268 275 0.2 36.62 H-2-Kb
2 ANVMAASL 8 373 380 1.5 512.55 H-2-Kb
3 VSPGEMRL 8 522 529 2.05 397.87  H-2-Kb
4 GIFQSTFL 8 26 33 2.3 409.02  H-2-Kb
5 LIPSWASV 8 67 74 2.35 74429  H-2-Kb
6 IAEMGANL 8 415 422 2.35 48724  H-2-Kb
7 VFHTMWHV 8 47 54 2.65 928.41 H-2-Kb
8 VSSDQSAL 8 605 612 2.85 545.43 H-2-Kb
9 RGGMVAPL 8 505 512 3.2 846.72  H-2-Kb
10 VIGLYGNG 8 149 156 3.35 259.86  H-2-Kb
11 PSIRAANV 8 368 375 3.55 1226.70  H-2-Kb
12 VALDYPSG 8 129 136 3.6 451.59  H-2-Kb
13 DAMCHATL 8 263 270 3.65 1041.69 H-2-Kb
14 VNWEVIIM 8 281 288 3.7 1370.06  H-2-Kb
15 ASMLLDNM 8 495 502 4.05 1105.96 H-2-Kb
16 TAFKPVLV 8 432 439 4.05 1373.22  H-2-Kb
17 TILDFHPG 8 194 201 4.25 32340  H-2-Kb
18 MKEAFHGL 8 236 243 4.7 556.85 H-2-Kb
19 IMDEAHFL 8 287 294 4.85 1716.88  H-2-Kb
20 DSYYYSEP 8 474 481 5.1 1006.33  H-2-Kb
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3.4. Epitopos preditos a partir da proteina NS3 do VFA, para camundongos A\J.

Tamanho SMM

Peptideo i o) Comeco Fim Score 1C50 Alelo
1 GEEEVQLI 8 93 100  0.75 11.29 H-2-Kk
2 FEREYPTI 8 395 402 2.0 42.13 H-2-Kk
3 SENNAHHV 8 483 490 215 47.82 H-2-Kk
4 CEHLEDGI 8 17 24 2.75 59.11 H-2-Kk
5 SEMKEAFH 8 234 241 3.15 2.24 H-2-Kk
6 HEILNDSG 8 574 581 3.9 4.45 H-2-Kk
7 SEFIKFAE 8 613 620 4.1 3.50 H-2-Kk
8 WEVIIMDE 8 283 290 53 28.82 H-2-Kk
9 IEECEHLE 8 14 21 5.7 37.73 H-2-Kk
10 EEEVQLIA 8 94 101 6.45 111.85 H-2-Kk
11 AEMGANLC 8 416 423 6.6 181.82 H-2-Kk
12 EEVQLIAA 8 95 102 6.65 128.42 H-2-Kk
13 HFLDPASI 8 292 299 6.9 46.63 H-2-Kk
14 KEDLVAYG 8 75 82 7.1 10.96 H-2-Kk
15 KEAFHGLD 8 237 244 7.55 47.49 H-2-Kk
16 MEVRGGMV 8 502 509 7.65 286.17 H-2-Kk
17 GEVIGLYG 8 147 154 8.05 173.63 H-2-Kk
18 LEASMLLD 8 493 500 8.25 96.97 H-2-Kk
19 EEHEILND 8 572 579 8.5 31.02 H-2-Kk

20 SEPWNTGH 8 346 353 8.95 81.03 H-2-Kk

Tabela 3. (3.1, 3.2, 3.3, 3.4): os peptideos foram preditos através do Banco de Dados de
Epitopos Imunes (IEBD). Tamanho (n°aa), nimero de aminoéacidos que compdem o
peptideo; Comecgo e Fim, localizacdo do peptideo no fragmento da proteina ASP-2 ou
NS3 do VFA. Score, representa o grau de imunogenicidade do peptideo, quanto menor
o valor mais imunogénico. SMM IC50, representa a capacidade de ligacdo do peptideo

aos seus alelos especificos.
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4.3.2. Resposta imune celular

Apbs obtermos os epitopos imunodominantes para cada linhagem de
camundongos, avaliamos os candidatos vacinais através da técnica de ELISPOT. Nosso
objetivo com este experimento foi estudar a resposta celular direcionada aos epitopos do
inserto de ASP-2 e do VFA dos virus recombinantes, através do numero de células
produtoras de IFN-y em camundongos imunizados, como representado na linha do

tempo abaixo.

12 imunizagao 22 imunizacdo Coleta do bago
Dia 0 Dia 15 Dia 30

Os peptideos preditos (tabela 3) foram utilizados para estimular esplenocitos
retirados de camundongos C57BL/6 e A/J] imunizados com os virus 17DD,
recombinantes isolados e combinados. Os grupos de imunizacdo bem como os
peptideos utilizados para o estimulo dos esplendcitos, estdo representados nas tabelas 4
e 5 para camundongos C57BL/6 e nas tabelas 6 e 7 para camundongos A/J. Os virus
foram inoculados isolados ou formulados, gerando grupos de 10 camundongos. Apos as
imunizacdes foram retirados os esplendcitos e cada grupo recebeu os estimulos

descritos na tabela 5.

Linhagem Grupo de imunizagdo  N2de animais
Mock 10
170D 10
NS2B3vnh 10
Tcl 10
C57BL/6 Tc2 10
NS2B3vnh + Tcl 10
NS2B3vnh + Tc2 10
Tcl+Tc2 10
NS2B3vnh + Tcl + Tc2 10

Tabela 4. Representagdo dos grupos de camundongos imunizados
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Camundongo Estimulos Origem do peptideo

ConA
sem estimulo
VFA
C57BL/6 ATLTYRML
VNHRFTLV ASP-2
KIFRVGAL ASP-2

Tabela 5. Estimulos utilizados em esplendcitos de camundongos C57BL/6

Como representado no grafico 8A, os esplendcitos controles positivos,
estimulados com ConA, obtiveram altas respostas em todos os grupos, indicando que
todas as células estdo aptas a produzirem IFN-gama quando estimuladas. No controle
negativo (grafico 8B), esplenocitos ndo estimulados, houve apenas uma resposta muito
baixa, indicando a produgdo basal da citocina, que foi subtraida dos demais valores
durante as analises.

O grafico 8C mostra o resultado dos experimentos em camundongos C57BL/6
estimulados com o peptideo ATLTYRML do VFA. Nos grupos 17DD, NS2B3vnh,
NS2B3vnh+Tcl, NS2B3vnh+Tc2 e Tcl+Tc2, foi observado diferenca estatisticamente
significativa do niimero de células produtoras de IFN-y, em relagdo ao mock (Kruskal-
Wallis e Dunns, P<0,05). Quando comparados ao grupo 17DD, ndo ha diferenca
significante entre os grupos para este estimulo, assim como entre os grupos que contém
virus recombinantes, mantendo a resposta de producdo de IFN- y em torno de 1000
células. Isto nos mostra que os virus recombinantes sdo igualmente capazes de induzir
resposta celular para o virus da Febre Amarela de modo similar ao virus controle
vacinal VFA 17DD.

Quanto a resposta dirigida a ASP-2, células estimuladas com o peptideo
KIFRVGAL (figura 8E) apresentaram resposta inespecifica, com producdo de IFN-y
proximo ao mock em todos os grupos, inclusive no 17DD, aparentando ndo ser um bom
estimulo para esse experimento. Os grupos de camundongos imunizados com os virus
VFA Tcl, Tc2, NS2B3+Tc2 e Tcl+Tc2 apresentaram resposta imune especifica ao
epitopo VNHRFTLV (figura 8D) significativamente mais alta que o grupo mock. A
resposta aos camundongos imunizados com VFA 17DD foi bastante baixa, préximo ao
mock, assim como esperado, ja que o estimulo foi para ASP-2. Em relacdo a esse
controle vacinal, houve diferenca estatistica nos grupos VFA Tcl, Tc2 e Tcl+Tc2,
indicando que esses virus foram capazes de produzir resposta celular especifica a ASP-

2.
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Figura 8. Graficos representando as frequéncias de células produtoras de IFN-y em
ensaio de ELISPOT apo6s estimulo com epitopos de VFA e da proteina ASP-2 de T.

cruzi, pelos grupos de camundongos C57BL/6 imunizados. (A) Células estimuladas
com ConA, controle positivo. (B) Células ndo estimuladas, controle negativo. (C)
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células estimuladas com o epitopo ATLTYRML do virus de Febre Amarela. (D) células
estimuladas com o epitopo VNHRFTLV de ASP-2 de T. cruzi. (E) células estimuladas
com o epitopo KIFRVGAL de ASP-2 de T. cruzi. O eixo Y indica o nimero de células
produtoras de IFN-y e o eixo X os grupos de camundongos imunizados. Esta
representado a mediana em cada grupo e a barra horizontal representa a diferenca
estatistica entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunns, * P < 0,05, ** P <
0,005, *** P <0,0005.

Assim como em camundongos C57BL/6, ELISPOT foi realizado com
esplendcitos de camundongos A/J imunizados a fim de avaliar a resposta celular
dirigida ao fragmento de ASP-2 inserido nos virus recombinantes e a0 VFA. Decidimos
também utilizar esses camundongos pois esta linhagem ¢ susceptivel a infec¢cdo por 7.
cruzi, sendo um modelo amplamente utilizado nos estudos de vacinag¢do. Os virus foram
inoculados isolados ou formulados, gerando grupos de 6 camundongos. Apés as
imunizacdes foram retirados os esplendcitos e cada grupo de imunizacdo recebeu os
estimulos descritos na tabela 7.

As tabelas 6 e 7 representam os grupos de imunizagdo dos camundongos A/J e
os estimulos utilizados nos esplendcitos dos camundongos de cada grupo,

respectivamente.

Linhagem Grupo de imunizagdo N2 de animais
Mock 6
17DD
NS2B3tew
Tcl
Tc2
NS2B3tew + Tcl
NS2B3tew + Tc2
Tcl + Tc2

NS2B3tew + Tcl +
Tc2

Tabela 6. Representac¢do dos grupos de camundongos imunizados.

A/)

a 0O OO O O OO O

6
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Camundongo Estimulos Origem do peptideo

ConA
sem estimulo
Al GEEEVvQLI VFA
SENNAHHV VFA
TEWETGQI ASP-2
NETLANAL ASP-2

Tabela 7. Estimulos utilizados para camundongos A/J.

Os resultados desse experimento com camundongos A/J estdo representados na
figura 9. O grafico 9A e 9B mostram os controles positivo e negativo, respectivamente.
Quando estimulados com ConA todos os esplendcitos sdo estimulados a produzirem
IFN-y e quando ndo estimulados nao hé produgdo dessa citocina.

A frequéncia de esplendcitos produtores de IFN-y por estimulagdo com o
peptideo GEEEVQLI (grafico 9C) do VFA ndo apresentou diferenca estatistica entre o
mock e os grupos imunizados (Kruskal-Wallis e Dunns, P<0,05) ndo se apresentando
como um bom estimulo para esse experimento. Outro peptideo do virus da Febre
Amarela foi testado, SENNAHHV (grafico 9D), onde houve diferenca estatistica
significante entre os grupos VFA 17DD, NS2B3+Tcl e NS2B3+Tc2, em relacdo ao
mock (Kruskal-Wallis e Dunns, P<0,05). Entre os grupos com virus recombinantes e
esses grupos em relacdo ao controle vacinal 17DD nao houve diferenga, mostrando que
todos os virus foram capazes de responder de maneira semelhante ao estimulo do VFA.

Foram testados também os peptideos de ASP-2. A frequéncia de esplendcitos
secretores de IFN-gama estimulados com TEWETGQI (grafico 9E) apresentou
diferenga estatistica entre os grupos imunizados com VFA Tcl, Tc2, NS2B3+Tc2 e
Tcl+Tc2, em relagdo ao mock (Kruskal-Wallis e Dunns, P<0,05). Em relacdao ao VFA
17DD, apesar de nao apresentar diferenca estatistica significante, ha uma clara
tendéncia de maior resposta nesses mesmos grupos, sugerindo que também hé produgado
de IFN-y direcionado a este epitopo nesses camundongos. Apesar de ndo ter havido
diferenca estatistica entre os grupos de virus recombinantes, percebemos que,
principalmente o virus Tc2 e a formulagdo Tcl1+Tc2, gerou um maior numero de células
produtoras de IFN-y nos camundongos imunizados. Observagdo semelhante pode ser
feita nos esplendcitos estimulados com o peptideo NETLANAL (grafico 9F), também
de ASP-2, onde, apesar de ndo ter havido diferenca estatistica, a resposta no grupo

Tcl+Tc2 foi mais evidente que nos demais grupos.
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Figura 9. Graficos representando as frequéncias de células produtoras de IFN-y em
ensaio de ELISPOT apds estimulo com epitopos de VFA e da proteina ASP-2 de T.
cruzi, pelos grupos de camundongos A/J imunizados. (A) Células estimuladas com
ConA, controle positivo. (B) Células ndo estimuladas, controle negativo. (C) células

42



estimuladas com o epitopo GEEEVQLI do virus de Febre Amarela. (D) células
estimuladas com o epitopo SENNAHHV do virus da Febre Amarela. (E) células
estimuladas com o peptideo TEWETGQI de ASP-2 de T. cruzi. (F) células estimuladas
com o epitopo NETLANAL de ASP-2 de T. cruzi. O eixo Y indica o nimero de células
produtoras de IFN-y e o eixo X os grupos de camundongos imunizados. No grafico esta
representado a mediana em cada grupo e a barra horizontal mostra a diferenga estatistica
entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunns, * P < 0,05, ** P < 0,005, *** P
<0,0005.

4.3.3. Resposta Imune Humoral

4.3.3.1 Produgdo de anticorpos neutralizantes contra o VFA.

Foi visto que os virus recombinantes induzem resposta celular dirigida a ASP-2
e ao virus da febre amarela. Com o objetivo de ampliarmos a avaliacdo da inducdo de
resposta imunogénica dos virus recombinantes, nesta etapa, realizamos o teste de PRNT
(Plaque Reduction Neutralization Test) para obtencao de anticorpos neutralizantes para
o virus da Febre Amarela. Foram utilizados soros de camundongos C56BL/6 ¢ A/J
imunizados (tabela 8) incubados com células Vero infectadas com o virus 17DD, depois

calculado os titulos em fun¢do da contagem de plaques.
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Grupo de N°de Grupo de Ne°de

Linhagem imunizagao animais  Linhagem imunizagao animais
17DD 8 17DD 11
NS2B3vnh 7 NS2B3tew 3
Tel 8 Tel 3
Tc2 7 Tc2 3
C57BL/6  NS2B3vnh + Tcl 8 A/J NS2B3tew + Tcl 3
NS2B3vnh + Tc2 8 NS2B3tew + Tc2 13
Tcl + Tc2 7 Tcl + Tc2 13
NS2B3vnh + Tcl g NS2B3tew + Tcl 3
+ Tc2 + Tc2

Tabela 8. Representagdo dos grupos de camundongos, por linhagem, utilizados nos

experimentos de PRNT.

Para os célculos de PRNTSsj, foram incluidos apenas camundongos que
soroconverteram. A porcentagem de soroconversdo foi determinada baseada em pogos
com células infectadas com 17DD e incubadas apenas com soro fetal bovino. A tabela 9
apresenta os dados obtidos no experimento de PRNT com camundongos C57BL/6. De
maneira geral, ndo houve diferenca estatistica significante (segundo o teste estatistico de
Kruskal-Wallis seguido de Dunns), para uma maior producdo de anticorpos
neutralizantes entre os grupos de virus recombinantes, nem em relagdo ao grupo 17DD.
Ainda que a grande maioria dos camundongos tenham soroconvertido em todos os
grupos, os titulos plotados na tabela indicam que os virus recombinantes testados, e suas
formulagdes, produzem anticorpos neutralizantes com titulos menores que o controle

vacinal 17DD, nesses camundongos.

PRNT50
Animais Soroconversao
Grupo (n) (%) MG DP Titulo
17DD 8 100 486,4  277,7 68 — 795
NS2B3vnh 7 87,5 78,2 60,0 15,3 -209,3
Tcl 8 100 140,0 187,0 10,2 — 600
Tc2 8 100 116,3 142,6 17-376
NS2B3vnh+Tcl 7 87,5 117,8 78,5 15,5-239
NS2B3vnh+Tc2 8 100 98.8 74,5 16,5 — 235
Tcl+Tc2 8 100 58,9 353 16,4 - 108,3
NS2B3vnh+Tcl+Tc2 7 87,5 98,6 107,1 15,5 - 281
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Tabela 9. Representacdo dos dados obtidos no experimento de PRNT em camundongos
C57BL/6. Grupo, sdo os grupos de imunizagdo; Soroconversdo, sao os camundongos
que produziram anticorpos neutralizantes para VFA apds a imunizagdo, apenas os
positivos foram utilizados para os céalculos de PRNTsy; MG, média geométrica dos
titulos dos camundongos positivos; DP, desvio padrdo; Titulo, faixa de titulo na qual
estdo inseridos os titulos dos camundongos do grupo.

Em camundongos A/] (TabelalQ), os titulos de anticorpos neutralizantes
induzidos por virus recombinantes e suas formulagdes, também apresentou-se mais
baixo do que o grupo controle vacinal 17DD, apesar da soroconversdao de 100% dos

animais nos grupos imunizados com virus recombinantes.

PRNT50
Animais Soroconversao
Grupo (n) (%) MG DP Faixa de titulo
17DD 9 81,81 326,6 361,6 37,5-1124
Tcl 3 100 34,2 50,2 19,4 -106,3
Tc2 3 100 50,2 33,2 36,7 - 94,1
NS2B3tew+Tcl 3 100 57,1 126,0 19,4 - 246,7
NS2B3tew+Tc2 11 100 44,9 56,4 13,7 - 207,5
Tcl+Tc2 11 100 30,6 3343 10,5 - 23,27
NS2B3tew+Tcl+Tc2 3 100 1142 1042 39 247

Tabela 10. Representacdo dos dados obtidos no experimento de PRNT em
camundongos A/J. Grupo, sdo os grupos de imunizacdo; Soroconversdo, sao 0s
camundongos que produziram anticorpos neutralizantes para VFA apds a imunizagao,
apenas os positivos foram utilizados para os célculos de PRNTsy; MG, média
geométrica dos titulos dos camundongos positivos; DP, desvio padrao; Titulo, faixa de
titulo na qual estdo inseridos os titulos dos camundongos do grupo.
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4.3.3.2. Produgao de anticorpos contra ASP-2

Além da indugdo de anticorpos neutralizantes contra o VFA, era importante
testar também a producdo de anticorpos especificos contra o fragmento de ASP-2596.560
inserido nos virus recombinantes. Assim, o soro de cada um dos camundongos
C57BL/6 ¢ A/J coletados dos mesmos grupos de imunizagdo utilizados no ELISPOT
(vide tabelas 4 e 6 do topico de resposta imune celular), foram testados por ELISA em
placas sensibilizadas com a proteina ASP-2 recombinante. Neste experimento, nenhum
soro de nenhum camundongo testado foi positivo, ou seja, ndo houve reacdo de
possiveis anticorpos Anti-ASP-2 contidos nos soros dos camundongos com a proteina
utilizada para sensibilizar a placa. Os valores de OD (densidade Optica) nos soros
testados foi igual ao controle negativo. Erros da técnica foram descartados pois, no
controle positivo realizado com anticorpo comercial Anti-ASP-2 obtido de coelho
imunizado com a proteina recombinante respectiva, houve reagdo positiva. Entdo,
imaginamos que poderia estar ocorrendo um desajuste na conformagdo da proteina
recombinante utilizada para sensibilizar a placa e a forma com que os possiveis
anticorpos presente no soro reconhecessem essa proteina.

Com essa possibilidade em mente, resolvemos realizar uma imunofluorescéncia
indireta testando esses soros em células infectadas com amastigotas de 7. cruzi. Assim,
poderiamos ver se havia anticorpos especificos anti-ASP-2 nos soros dos camundongos
imunizados. Por ser uma técnica mais trabalhosa, ndo foi possivel testar todos os
camundongos de todos os grupos de imunizacao, como foi feito no ELISA, entdo foram
feitos pools de soros de camundongos imunizados com o virus VFA Tcl e imunizados
com virus VFA Tc2.

A figura 10, apresenta a imunofluorescéncia indireta para deteccdo de ASP-2,
em células infectadas com T. cruzi, em camundongos A/J. As figuras do lado esquerdo
estdo marcadas com DAPI, onde observamos células com amastigotas em seu interior
(setas brancas), as figuras do lado direito mostram as células marcadas ou ndo com
anticorpos anti-ASP-2. Observamos que soros de camundongos imunizados com VFA
17DD, ndo apresentam marcagdo especifica anti-ASP em células infectadas com
amastigotas. Ja em camundongos imunizados com os VFA Tcl e Tc2 essa marcagdo
torna-se evidente, indicando assim, que hd producdao de anticorpos especificos anti-

ASP-2 em camundongos A/J imunizados com os virus recombinantes Tcl e Tc2.
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DAPI Anti-ASP-2

17DD

Tecl

Tc2

Figura 10. Imunofluorescéncia em ninhos de amastigotas. Imunofluorescéncia indireta
em células VERO infectadas com amastigotas de 7. cruzi e incubadas com soros de
camundongos A/J imunizados com os virus Tcl e Tc2. As setas brancas indicam a
presenca de amastigotas no interior das células Vero (aumento de 100x).
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A figura 11 mostra a imunofluorescéncia indireta realizada em células infectadas
com 7. cruzi incubadas com soro de camundongos C57BL/6 imunizados com os virus
recombinantes Tcl e Tc2. E interessante observar que, nessa linhagem de
camundongos, ndo hé evidéncia de produ¢do de anticorpos especificos anti-ASP-2, ja
que parece nao haver marcacdo. As setas brancas indicam células infectadas com
amastigotas, evidente nas figuras do lado direito, marcadas com DAPI, mas nao
aparecem nas figuras do lado esquerdo. Os anticorpos especificos Anti-ASP-2 induzidos
pela imunizacdo com os virus recombinantes Tcl e Tc2, parecem estar presentes nos

soros de camundongos A/J mas ndo nos soros de camundongos C57BL/6.
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170D

Tcl

Tc2

Figura 11. Imunofluorescéncia indireta em células VERO infectadas com amastigotas
de T. cruzi e incubadas com soros de camundongos C57BL/6 imunizados com os virus

Tcl e Tc2. As setas brancas indicam amastigotas de T. cruzi no interior das células
VERO
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4.4. Ensaios de protecdo em camundongos A/J desafiados com cepa Y de 7. cruzi.

Foi visto que os virus recombinantes avaliados neste trabalho foram capazes de
induzir resposta celular e humoral dirigidas ao fragmento de ASP-2596.560. Assim,
decidimos avaliar se as imuniza¢des foram capazes de gerar resposta protetora em
camundongos A/J desafiados com a cepa Y de T. cruzi. Para isso foram analisadas a
parasitemia e a mortalidade dos animais.

Os grupos utilizados nesse experimento foram: Mock (G1/ camundongos
imunizados com Meio 199 com sair de Earle), VFA 17DD (G2), VFA NS2B3tew+Tc2
(G3) e VFA Tcl1+Tc2 (G4), com 4 animais por grupo. Sabemos que ¢ um numero baixo
de camundongos, porém houve grande dificuldade de obter animais com idade
homogénea de 4 a 6 semanas, entdo realizamos o experimento conforme a
disponibilidade dos animais com idade adequada, da maneira mais homogénea possivel.

As figuras 12 e 13 representam mortalidade e parasitemia, respectivamente.
Observamos que os camundongos do grupo mock morreram antes de 3 a 6 dias antes
dos demais grupos, no 14° dia de infec¢do, porém esses dados nao sdo estatisticamente
significativos. A parasitemia foi aferida diariamente apoés o inéculo com 10’
tripomastigotas de 7. cruzi. O pico da parasitemia ocorreu no 9° dia ap6s o indculo. Nos
grupos Mock e 17DD houve um maior nimero de parasitas, tanto no pico da
parasitemia quanto no decorrer dos dias analisados. Apesar dessa diferenga nao ter sido
estatisticamente significativa, pode ser que a imuniza¢do induza menores niimeros de
parasitos no decorrer na infec¢do. Para obtermos maior acuricia desses resultados, os

experimentos devem ser repetidos com maior numero de camundongos e repeticoes.
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Figura 12. Gréafico representando a porcentagem de sobrevivéncia de camundongos A/J

desafiados com 7. cruzi.
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Figura 13. Grafico representando o niimero de parasitos aferidos diariamente apos a

infecgao.
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5 DISCUSSAO

Nosso laboratorio utiliza o virus vacinal da Febre Amarela 17D como vetor para
expressao de antigenos heterdlogos. Anteriormente, foram construidos dois virus FA
recombinantes para antigenos da proteina ASP-2 de formas amastigotas de cepa Y de
Trypanosoma cruzi (Nogueira et al.,2011;2013). O primeiro expressava um fragmento
de 119 aminoacidos correspondente as posicdes 261-380 desta proteina, entre as
proteinas E/NS1 do VFA. No segundo, o epitopo TEWETGQI foi inserido e expresso
entre as proteinas NS2B e NS3 do VFA. Na primeira abordagem o inserto heterdlogo
expresso entre E/NS1 ¢ clivado por peptidases celulares, presentes no limen do reticulo
endoplasmatico, durante o processamento da poliproteina ¢ a proteina recombinante
ficaria restrita ao reticulo endoplasmatico da célula, devido a sua retengao a membrana
do RE conforme descrito por Bonaldo e colaboradores (2007). Enquanto que na
segunda abordagem o inserto heterdlogo, inserido entre as proteinas NS2B e NS3 do
VFA, ¢ flanqueado por sitios de proteases virais e clivado por essas proteases durante o
processamento da poliproteina viral, liberando o inserto no citoplasma celular, enquanto
o processamento das outras proteinas e a replicagdo viral procede normalmente
(MacAllister et al., 2000). Um estudo expressando epitopo imunodominate da proteina
M1 de influenza nessa regidao do virus FA 17DD, permitiu elucidar que a insercdo de
epitopos imunodominantes nessa regido do virus € capaz de induzir células T CD8+
especificas devido a sua capacidade de infectar células dendriticas (CD) do hospedeiro,
permitindo o processamento e apresentacdo desses antigenos para linfocitos T CD8+,
via MHC classe 1 (Barba-Spaeth et al., 2005). Além disso, VFA recombinantes também
sao capazes de induzir células T CD4+ especificas ao inserto hetetdlogo. Esse
mecanismo foi estudado por Paluden e colaboradores (2005), onde observaram a
infeccdo experimental de células pelo virus Epistein-Barr seguido do processamento de
suas proteinas via proteassoma, resultando em um processo de autofagia e consequente
apresentacao desses antigenos via MHC classe 1.

Dessa maneira, espera-se que essas duas estratégias de construgdes virais (virus
NS2B3Tc e E/NS1Tc, construidos por Nogueira e cols (2013) e descritos acima)
resultem em diferentes maneiras de apresentacdo do antigeno levando a uma resposta
imune mais protetora contra 7. cruzi, pois tanto a via de linfoécitos T CD8+ quanto

CD4+, além da resposta humoral, seriam ativadas contra a proteina ASP-2, expressa em
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diferentes abordagens nos virus recombinantes. Diante disso, foi avaliada a resposta
induzida por esses virus inoculados de maneira isolada ou formulados. Nestes trabalhos
originais, foi visto que, embora parcial, houve prote¢do evidenciada pelo aumento de
sobrevida em camundongos vacinados com esses protdtipos vacinais e redugdo do pico
de parasitemia quando desafiados com o parasita, especialmente nos grupos que
receberam a formulagdo. Além disso, ambos os virus e a formulacdo entre eles foram
capazes de induzir resposta celular de células TCD8+ especificas aos epitopos
imunodominantes.

Diante desses resultados anteriores, neste trabalho foi proposta uma abordagem
de melhoramento da imunogenicidade dos virus recombinantes através de modificacdes
no inserto de ASP-2 e também no vetor FA 17D, que pudessem resultar, além do
aumento da imunogenicidade, uma maior protecdo em modelos experimentais. Em
relacdo ao inserto, decidiu-se clonar um fragmento maior da proteina ASP-2, de 264
aminoacidos (ASP-2596.560), contendo ndo apenas o epitopo imunodominante
TEWETGQI (especifico ao haplétipo 2H-K*) mas também o epitopo imunodominante
para haplotipo 2H-K" . VNHRFTLV. Em relacdo ao vetor, ASP-296.560 foi expressa na
plataforma I e também na plataforma II (sob processo de patente), que também utiliza o
sitio de clonagem entre E/NS1, mas com o intuito de que a proteina seja liberada do
reticulo endoplasmatico e siga a via secretoria para o meio extracelular.

O virus YF17D/ENS1/Tc, construido anteriormente por Nogueira e cols (2013),
possuia o fragmento ASP-256;.330 , que se caracteriza por ser ligeiramente hidrofobico.
Esta hidrofobicidade poderia comprometer da topologia da poliproteina precurssora em
relagdo a esta membrana do reticulo endoplasmatico e, consequentemente provocar
diminui¢do do fitness viral (figura 1 da introdugdo), devido a efeitos deletérios no
processamento desta poliproteina e a replicacdo viral. Os novos virus contruidos, VFA
Tcl e VFA Tc2, foram melhorados quanto ao pardmetro fisico-quimico considerado
relevante, isto ¢ o de hidrofilicidade. Entretanto, o tamanho da inser¢ao heterologa
aumentou nos virus VFA Tcl e Tc2, em relacdo ao virus Tc, o que poderia resultar em
uma maior dificuldade de expressdo da proteina no VFA Tc2. No entanto, sabe-se que ¢
possivel expressar, entre E/NS1, antigenos heter6logos de até¢ 2 kb de tamanho, pois
trata-se de uma regido de mudanca de genes estruturais e ndo estruturais, podendo
acomodar melhor o inserto sem perturbar o ciclo viral como em outras regides (Bonaldo

et al., 2014). Nogueira e cols (2013) viram que os virus NS2B3Tc e E/NS1Tc foram
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capazes de se replicarem com titulos semelhantes ao VFA 17DD e foram geneticamente
estaveis, mantendo o inserto heterdlogo, até a oitava passagem em células VERO. Seria
interessante comparar estes trés virus recombinantes para ASP-2 em termos de
capacidade proliferativa em culturas celulares, de modo a se verificar se ha diferengas
significativas entre eles. No entanto, dados obtidos por nosso grupo de pesquisa
apontam para uma maior capacidade de proliferagdo desta nova geragao de plataformas
virais (dados ndo publicados).

Outro ponto importante foi a expressdo da ASP-2, que foi evidenciada por
diferentes metodologias de deteccdo desta proteina nos virus VFA Tcl e Tc2 em células
e lisados celulares. Esperava-se que a expressao no VFA Tc2 promovesse sua secre¢ao,
porém ASP-2 ndo foi detectada no sobrenadante de células infectadas com o virus Tc2.

Os virus NS2B3tew ¢ NS2B3vnh foram construidos em uma outra plataforma de
expressdo que consiste em clonar pequenos epitopos (8-15 aminoacidos) entre as
regides NS2B/NS3 do genoma do VFA 17D, como discutido anteriormente, ndo
interferindo consideravelmente na maturagdo das proteinas virais (MacAllister et al.,
2000; Tao et al., 2005; Nogueira et al., 2011. 2013). A restricdo do tamanho de insertos
nesta regido inser¢do nessa regido deve-se ao fato de que NS2B ¢ co-fator de NS3,
assim insercdes grandes poderiam intervir no processamento da poliproteina e impedir a
replicacdo do virus caso haja inser¢des muito grandes nessa regido. Essa metodologia
baseia-se em prover a proteina heterdloga dois sitios de clivagem de proteases virais,
liberando a peptideo para o citoplasma da célula (Bonaldo et al., 2014). Dessa maneira
espera-se que estes peptideos sejam originados pela clivagem do complexo proteolico
viral (NS2B/NS3). Entretanto, sua detec¢dao por western blotting em extratos proteicos
de células infectadas com VFA NS2B3tew e NS2B3vnh, ndo ¢ possivel devido de vido
a seu baixo peso molecular. Por outro lado, houve a detec¢do da expressdo do epitopo
TEWETGQI, inserido no virus NS2B3tew, por imunofluorescéncia. J4 foi visto
anteriormente que o epitopo TEWETGQI ¢ um indutor de anticorpos em camundongos
imunizados com esse peptideo expresso em virus anteriormente construidos por
Nogueira e colaboradores (2013). Assim, o anticorpo policlonal utilizado na detec¢ao
por imunofluorescéncia, ja poderia conter anticorpos especificos para esse epitopo.

ApoOs a avaliagdo da expressdo da proteina recombinante pelos virus
recombinantes, foi avaliada a inducdo de resposta imune desses virus especificas ao

inserto de ASP-2 em camundongos C57BL/6 e A/J. Optamos por analisar os virus
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nesses dois modelos experimentais, pois a maioria dos estudos utilizam C57BL/6, uma
linhagem resistente a infec¢do por 7. cruzi, para avaliagdo de uma resposta celular.
Camundongos A/J sdo susceptiveis a infec¢do, constituindo um bom modelo para
avaliagdo de imunidade protetora contra a doenga (Vasconselos et al., 2004). Ainda nao
estdo bem definidas as bases dessa susceptibilidade, mas sugere-se que seja pela
presenca de alelos recessivos ou devido a acdo conjunta de multiplos genes (Graefe et
al., 2003). Além disso, sabe-se que essa susceptibilidade nao esta ligada ao alelo MHC,
ja que camundongos B10.A, que possuem o mesmo alelo 2H-K* que A/J, sdo resistentes
a infeccdo por T. cruzi. Outro aspecto interessante da diferenca entre esses
camundongos estd relacionado a resposta imune. Em camundongos A/J a resposta ¢
principalmente Th2, com alta produgdo de citocinas como IL-4 e IL-5 e baixa producdo
de IFN-y, citocina chave na resolucdo de infecgdes por parasitas intracelulares (Liew et
al., 1991).

Inicialmente realizamos uma predicdo de epitopos MHC classe 1
imunodominantes através da plataforma IEBD. Os peptideos imunodominantes
VNHRFTLV e TEWETGQI (haplotipos H2-Kb e H2-Kk, respectivamente) ja foram
descritos na literatura como indutores de células T CDS8" especificas, restritos a MHC
classe I e produtoras de IFN- y (Machado et al., 2006; Haolla et al., 2009; Nogueira et
al., 2011, 2013), sendo associados a indugdo de protecao pela proteina de superficie de
amastigota 2, ASP-2 de Trypanosoma cruzi. Os peptideos preditos foram capazes de
estimular esplenodcitos de camundongos C57BL/6 e A/] imunizados com os virus
recombinantes VFA Tcl, VFA Tc2, VFA NS2B3tew, VFA NS2B3vnh e as
formulacdes entre eles. Foi observada a inducdo de resposta celular com produgdo de
IFN-y por células TCD8+ especificas ao epitopo VNHRFTLV e TEWETGQI, como ja
descrito em trabalhos que utilizaram esses peptideos (Haolla et al., 2009; Nogueira et
al., 2011, 2013; Barbosa et al., 2013; Farrow et al., 2016). Além desses epitopos ja
conhecidos, decidimos testar outros epitopos de Febre Amarela e de T. cruzi com bons
scores, segundo a ferramenta. A literatura nos mostra que outros epitopos ja testados
ndo foram bons indutores de resposta imune, quanto aqueles ja descritos, assim como
podemos evidenciar nos nossos resultados. Epitopos de ASP-2, reconhecidos por MHC
classe I (haplotipo H-2K®) foram testados em ensaios de ELISPOT apés vacinago de
camundongos BALB/c com plasmideo de DNA contendo gene de ASP-2, no entanto

nenhum deles foram capazes de induzir produc¢ao de IFN-gama (Boscardin et al., 2003).
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Outro experimento realizado com camundongos A/Sn (mesmo haplétipo de A/J, H2-
Kk), onde foram testados sete peptideos MHC classe I, apenas TEWETGQI foi capaz de
induzir um aumento no nimero de células produtoras de IFN-y (Aragjo et al., 2005). O
epitopo VNHRFTLV ¢ descrito como altamente conservado e ligante de células T
CD8+ do haplétipo H2-K® de camundongos C57BL/6, assim como o epitopo
DNRVYSFV (Boscardin et al., 2003; Aragjo et al., 2014; Farrow et al., 2016), que
aparece em oitavo lugar na lista de predicdo de epitopos realizada neste trabalho,
enquanto o VNHRFTLV aparece em primeiro com melhor score (tabela 3.1 dos
resultados).

Outro trabalho desenvolvido por nosso grupo, utilizando o VFA como vetor para
expressdo de antigenos de SIV, utilizou o virus 17DD inativado para estimulo de
esplendcitos de camundongos imunizados em ensaio de ELISPOT. A média de células
produtoras de IFN-y foi entre 100 ¢ 150x10° células (Neves et al., 2014). Quando
estimulamos os esplendcitos com peptideo ATLTYRML (haplétipo H2-K®) da proteina
NS3 do VFA, nos experimentos de ELISPOT (descrito nas figuras 8C dos resultados),
vimos que o numero de células produtoras de IFN- y é em média 5 vezes maior, em
torno de 500 a 1000 x10° células. Isto pode ocorrer porque durante o processamento e
apresentacgdo de antigenos do virus inteiro pelas APCs ha maior competi¢do de epitopos,
ja quando as células sdo incubadas apenas com o peptideo de interesse, essa
apresentacao € muito mais especifica. Na predicdo de epitopos que realizamos, outro
epitopo da proteina NS3 do VFA foi determinado com um bom score, o SENNAHHV
(haplotipo H2-K"), que foi tdo eficaz na estimulagdo dos esplendcitos quanto o ja
descrito ATLTYRML (Neves et al., 2013).

Além de determinarmos epitopos do VFA e T. cruzi eficientes na indugdo de
células T CD8+ produtoras de IFN- y, vimos que os virus recombinantes utilizados
neste trabalho sdo igualmente capazes de promover resposta imune celular, assim como
o VFA 17DD, ja visto também por Nogueira e equipe (2013), reafirmando a promissora
utilizacao desse vetor para expressar antigenos de 7. cruzi.

Barbosa e colaboradores (2013) utilizaram virus adenovirus recombinantes, viram
que esplendcitos de camundongos imunizados e estimulados com esses peptideos foram
capazes de aumentar a producdo de IFN- y detectada, assim como nos resultados
apresentados neste trabalho (Figuras 8 e 9). A imunizagdo de camundongos A/J com o

virus Tc (Nogueira et al., 2013) foi capaz de aumentar a producdo de IFN-y em
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esplendcitos estimulados com o peptideo TEWETGQI mas proporcionou apenas uma
protecao parcial aos camundongos, o que poderia estar associado a baixa
imunogenicidade do virus recombinante (Tc) (Nogueira et al., 2013). Apds
modificagdes no vetor e no inserto de ASP-2 (discutidos anteriormente), esperava-se
que VFA Tc2 induzisse melhor resposta (celular e humoral), pois a proteina
recombinante nao estaria mais encorada a membrana do reticulo endoplasmatico, mas
seria liberada para o trans-Golgi seguindo a via de secre¢do celular. A utilizagdo desse
virus isolado e as formulagdes que o contém, parece estar associado a uma tendéncia de
maior resposta de IFN- y. Para definirmos melhor essa reposta serd necessario um
estudo mais aprofundado de outros perfis de ciotocinas, além de ensaios de protecao.

Os virus NS2B3 foram fracos indutores de resposta celular, contrastando com os
achados de Nogueira e colaboradores (2013) em que o virus que contém o epitopo
TEWETGQI expresso entre NS2B/NS3 foi capaz de induzir um maior nimero de
células produtoras de IFN- 7y, quando comparado aos resultados obtidos nessa
dissertacdo, embora ainda inferior ao virus Tc, que tem o fragmento de ASP-2 expresso
entre E/NS1 do VFA 17DD. Este resultado pode estar relacionado as diferencas entre as
plataformas VFA de expressdo, ja que o inserto ¢ o mesmo.

Desde os anos 90, foram testadas varias abordagens para criacdo de uma vacina
contra a doenga de Chagas. Os primeiros estudos utilizaram o parasito vivo, atenuado
ou morto para imunizacdo. Resultados significativos de redugdo na parasitemia foram
obtidos, porém outros problemas foram observados, como aumento do infiltrado
leucocitario no tecido cardiaco, ndo prote¢do para a doenga cronica e prote¢do contra
apenas a cepa testada, j4 que antigenos relacionados a prote¢do sdo diferentes entre as
cepas (Basso et al., 2008). A imuniza¢do com fragdes celulares foram importantes para
elucidar a importancia da resposta imune celular, Th1 principalmente, na resolugdo da
infeccdo por T. cruzi, indicando maiores niveis de IFN-y e IL-12 em grupos de
camundongos onde houve maior protecdo (Miller et al., 1996). Vacinas de DNA,
utilizando proteinas recombinantes do parasita, como trans-sialidades e proteina
purificadas do flagelo também estdo sendo estudadas. O grande desafio para esse tipo de
abordagem ¢ a necessidade da utilizacdo de adjuvantes que sejam seguros para humanos
(Bontempi et al., 2015). Vacinas que utilizaram antigenos das formas extracelulares
tripomastigotas de T. cruzi, como as proteinas trans-sialidases, ndo mostraram a mesma

magnitude de protecdo, em camundongos suscetiveis, quanto as realizadas com
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antigenos de amastigotas ASP-2 (Vasconcelos et al., 2004). E possivel que antigenos
provenientes de formas intracelulares de amastigotas sejam melhores alvos de uma
resposta imune celular protetora. Além de que os ninhos de amastigotas estdo
criticamente envolvidos na patologia cronica de Chagas (Tarleton et al., 2001).

Viérios trabalhos evidenciam que a imunizagdo de camundongos com virus
recombinantes expressando inserto de ASP-2 ou com DNA plasmidial com inserto
dessa mesma proteina, induz imunidade protetora contra 7. cruzi (Araujo et al., 2005).
Farrow, et al. 2016, realizaram imunizagdes em camundongos C57BL/6 utilizando
adenovirus recombinantes para expressio de um fragmento de ASP-2 contento o
epitopos imunodominante VNHFRTLV. Foi visto que os animais imunizados e
desafiados com a cepa Tulahuen de 7. cruzi foram capazes de produzir resposta humoral
especifica ao inserto. Em camundongos C57BL/6 ¢ C3/He imunizados com virus
influenza recombinante seguido de adenovirus recombinante com inserto de ASP-2,
houve resposta celular de IFN-y especifica aos epitopos imunodominantes TEWETGQI
e VNHRFTLV e também indicios de prote¢do quando desafiados com cepa Y de T.
cruzi, com redugdo do pico de parasitemia e queda da mortalidade.

Sabe-se que ASP-2 pode induzir, além de resposta celular especifica, resposta
imune mediada por anticorpos. Barbosa e equipe (2013) viram que camundongos
C3H/He imunizados com adenovirus e influenza recombinantes ndo produziram
anticorpos especificos para ASP-2, porém em camundongos C57BL/6, houve detec¢do
de anticorpos especificos. Infelizmente, ndo se pode detectar anticorpos dirigidos a
ASP-2 nas amostras de soro dos camundongos imunizados com os virus FA Tcl e Tc2
por ELISA anti-ASP2. Isto poderia ser explicado pela utilizagdo da proteina ASP-2
recombinante feita em E.coli, a qual poderia estar em uma conformacao diferente da
expressa pelos virus recombinantes. Assim, anticorpos induzidos pela proteina
recombinante expressa pelos VFA Tcl e Tc2 poderiam ndo reconhecer a proteina
similar em sequencia, mas ndo em conformagdo, expressa em FE.coli. Outra
possibilidade sugere que os epitopos imunodominantes para linfocitos B estdo
localizados principalmente na por¢do C-terminal da proteina ASP-2, além de que a
resposta humoral contra a forma intracelular amastigota ndo parece ser essencial para a
protecdo (Barbosa et al., 2013). Por outro lado, a coleta do soro foi realizada 15 dias
apds a segunda dose da imunizagdo, que € o periodo determinado para deteccao de

resposta celular, mas pode ter sido precoce para detec¢do de anticorpos. Em
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contrapartida, a imunizagdo de camundongos com os genes que codificam trans-
sialidase e a proteina TcSSP4 de superficie de amastigota ou suas proteinas
recombinantes, seguido do desafio com a cepa H8 de T. cruzi, foram capazes de induzir
tanto resposta celular Thl quanto Th2 e humoral. Além disso, a vacinacdo de caes com
doenca de Chagas utilizando esses dois genes, induziu anticorpos, proliferacao de
linfécitos e aumento de IFN-y, resultando na melhora dos danos cardiacos causados na
fase cronica da doenca (Rodriguez-Morales et al., 2012,2013).

Em camundongos A/J houve uma tendéncia de redug@o no tempo de mortalidade
e diminui¢do do pico de parasitemia, representando indicios de uma possivel prote¢ao
das formulagdes vacinais testadas nesses camundongos. A formulagdo utilizada por
Nogueira (2013), que consistia nas constru¢des virais anteriores as utilizadas neste
trabalho, também foi capaz de reduzir o pico de parasitemia e aumento da sobrevida de
camundongos A/J desafiados. Essas evidéncias indicam que sera necessario refazer
nossos experimentos de protecdo com um numero maior de camundongos, bem como
avaliar outros tipos de citocinas para organizarmos um melhor perfil da resposta imune.

Os resultados obtidos neste trabalho, associados a outros trabalhos do nosso
grupo, encorajam novos estudos utilizando VFA 17DD recombinante para expressdo de
epitopos heterdlogos. Esses estudos, ainda que preliminares, j& mostraram que os virus
FA 17DD recombinantes sdo capazes de induzir resposta imune celular especifica,

induc¢do de anticorpos e uma possivel prote¢do em modelo experimental.
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6 CONCLUSOES

- A imunizacdo de camundongos com os virus recombinantes foi capaz de induzir

aumento do niamero de esplendcitos produtores de IFN-y.

- O virus Tc2, bem como as formulagdes que o contém, parecem ter induzido de forma

mais robusta a producao de IFN-y.

- Houve soroconversao da maioria dos camundongos para o virus 17DD, indicando que

os virus recombinantes sdo igualmente capazes de induzir producao de anticorpos.

- A imunofluorescéncia em ninhos de amastigotas foi capaz de detectar essas formas do
parasito, mostrando que havia anticorpos anti-ASP2 no soro dos camundongos

imunizados.

- Os resultados, mesmo que premilinares foram promissores para continuagdo de uma
andlise mais intensa desses protOtipos vacinais, com a detecgdo de um painel de
citocinas mais completo e maior nimero de camundongos submetidos aos ensaios de

desafio.
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