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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Priscila de Assis Tostes

Diferentes estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose
cutanea (LC), utilizando diversos modelos experimentais que reproduzem a doenca humana. Porém,
ainda ndo existe uma vacina que promova uma protecdo solida contra essa doencga. A vacinacao é
considerada uma forma de controle de doengas com efetiva redugcéo da mortalidade e da morbidade.
Para tal, a informacéo a respeito dos antigenos imunogénicos de Leishmania € importante devido a
complexidade do parasita, além da identificacdo de novos antigenos permitir o melhor entendimento
do processo patoldgico e a criac@o de estratégias vacinais. Dada a importancia epidemiolégica global
da LC, a busca por novas ferramentas que visam auxiliar no controle e terapéutica da doenc¢a podem
contribuir para a minimizagdo do impacto dessa patologia. No cenario epidemioldgico brasileiro e da
América Latina, a espécie L. (V.) braziliensis possui uma posicdo de destague devido sua ampla
distribuicdo. Com base no mapa proteémico de cepas de L. (V.) braziliensis desenvolvido pelo nosso
grupo, identificamos duas moléculas candidatas ao desenvolvimento de vacinas de segunda geragéo.
Nesta disserta¢do foram expressas duas proteinas recombinantes (Lblr e Lb2r) de L. (V.) braziliensis
e avaliadas em separado e em conjunto, quanto ao seu potencial imunogénico e sua capacidade de
induzir protecdo contra o desafio com L. (V.) braziliensis, nos modelos experimentais de
camundongos BALB/c e hamsters dourados. Os animais foram separados em grupos que receberam
separadamente Lblr + CpG ODN ou Lb2r + CpG ODN, ou ainda Lblr + Lb2r + CpG ODN, em 3
doses. Os resultados demonstram a imunogenicidade dos antigenos recombinantes através da
promoc¢do da producdo de altos niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a especificos em camundongos
BALB/c. As células do bago dos camundongos do grupo que recebeu as duas proteinas associadas
ao adjuvante apresentaram um aumento na razdo de IFN-y / IL-10, em relacdo ao grupo que recebeu
somente o0 adjuvante, ap0s a imunizacdo. Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica na
frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de IFN-y, TNF, IL-4, IL-10 e IL-13, ap6s a
imunizacdo ou apoés o desafio. A analise comparativa dos grupos antes e apos o desafio revelou um
aumento significativo na frequéncia de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y no grupo que recebeu
somente o antigeno Lblr associado ao adjuvante, pds-desafio. As diferentes formula¢des utilizadas
na imunizacdo ndo induziram protecdo contra a infeccdo por L. (V.) braziliensis nos modelos
camundongo BALB/c e hamster dourado, uma vez que nédo foi observada diferenca significativa no
tamanho e na gravidade das lesdes apresentadas, comparados aos grupos controles (PBS e CpG
ODN). Entretanto, o grupo que recebeu as duas proteinas associadas ao CpG ODN apresentou
lesBes sempre menores e menos graves. Esse trabalho foi uma prova de conceito da aplicabilidade
dos antigenos recombinantes de L. (V.) braziliensis Lblr e Lb2r em estudos de vacinas. Os
resultados obtidos contribuem com dois antigenos imunogénicos e capazes de modular a resposta
imune. Porém, diferentes formulagfes e estratégias de administragcdo precisam ser empregadas para
gue possamos atingir uma melhor eficacia com o uso destes antigenos.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Priscila de Assis Tostes

A variety of studies have been realized for developing a vaccine against cutaneous leishmaniasis
(CL). Such studies have used different experimental models that reproduce the human disease.
However, a vaccine that promotes a solid protection against this disease yet not exist. The vaccination
is considered one way for controlling infectious diseases because of its effective reduction of mortality
and morbidity. To accomplish that, the information about immunogenic antigens of Leishmania is
important due the complexity of parasite. In addition, the identification of new antigens allows a better
understanding of the pathological process and the creation of new vaccine strategies. Given the
epidemiological importance of CL, the search for new tools that may help the disease control and
therapeutics can contribute to minimize the impact of this pathology. In the Latin America, and
particularly in the Brazilian epidemiological scenario, L. (V.) braziliensis species has a prominent
position because of its wide distribution. Based on proteomic maps of L. (V.) braziliensis strains
obtained by our group, we identified two molecules candidate for second-generation vaccine
developing studies. In this dissertation two recombinant proteins were expressed from L. (V.)
braziliensis (Lblr and Lb2r) and then evaluated separately or together for their imnmunogenic potential
and induction of protection against challenge with L. (V.) braziliensis in BALB/c mice and golden
hamster experimental models. The animals were divided into groups that separately received three
doses of Lblr + CpG ODN or Lb2 + CpG ODN or Lblr + Lb2r + CpG ODN. The results show the
immunogenicity of the recombinant antigens through the promotion of high levels of IgG1 and IgG2a
antibodies in BALB/c mice. The spleen cells of mice from the group which received the two proteins
associated with adjuvant exhibited an increased ratio of IFN/IL-10 regarded the group which received
only adjuvant, post immunization. The groups did not show statistical differences in frequency of CD4"
and CD8" T cells producing IFN, TNF, IL-4, IL-10 and IL-13 post immunization or post challenge. The
comparative analysis of the groups before and after the challenge reveals a significant increase in a
CD4" T cells frequency producing IFN in the group which received only the Lb1r antigen associated to
adjuvant, post challenge. The different formulations used in the immunization did not induce protection
against infection with L. (V.) braziliensis in the BALB/c mice nor golden hamster models, since it was
not observed a significant difference in size or severity of lesions among the groups related to the
control animals (PBS and CpG ODN). However, the group that received the two proteins associated to
CpG ODN always showed smaller and less severe lesions. This work was a proof of concept about
the applicability of recombinant antigens from L. (V.) braziliensis Lb1r and Lb2r in vaccine studies. The
results contribute with two immunogenic antigens with capacity to modulate the immune response.
Nevertheless, different formulations and delivery strategies need to be evaluated to achieve a better
efficiency with the use of these antigens.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniae as Leishmanioses

Os protozoarios do género Leishmania sdo agentes etioldgicos das
leishmanioses. O género foi proposto por Ross em 1903, pertencente a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Essa familia compreende protozoarios
parasitas de reproducdo assexuada por divisdo binaria, com um ciclo de vida
heteroxénico, vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e invertebrados.
Além do material genético nuclear, estes parasitos possuem no seu citoplasma um
DNA contido em uma organela mitocondrial, denominada cinetoplasto, que € uma
caracteristica comum entre os membros de sua ordem. O género Leishmania inclui
um grande numero de espécies descritas relacionadas a infeccbes em mamiferos
(Cupolillo et al., 2000; Schoénian et al., 2010). Nos hospedeiros invertebrados, os
parasitas apresentam uma forma flagelada ou promastigota encontrada no interior
do tubo digestivo. Nos hospedeiros vertebrados assumem a forma amastigota,
ovalada com flagelo rudimentar e pouco movel, que se multiplica no interior de
macréfagos do sistema fagocitico mononuclear (SFM). Todas as espécies do género
sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas de dipteros hemat6fagos da sub-
familia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e
Phlebotomus — no Velho Mundo (Lainson & Shaw, 1987; Desjeux, 2004; Kamhawi,
2006).

Os flebotomineos ingerem as formas amastigotas presentes no sangue de
individuo ou animal infectado. No intestino do inseto, as amastigotas se transformam
em flagelados pequenos, ovdides, pouco moveis, ndo-infectivos, que se multiplicam
intensamente (Bates, 2007; Kamhawi, 2006). Dentro de aproximadamente trés a
quatro dias de multiplicacdo, algumas promastigotas se diferenciam adquirindo um
formato delgado, com flagelo longo, caracteristico da forma metaciclica infectiva
(Ashford, 2000; Ronet et al., 2011). Ao alimentar-se no hospedeiro vertebrado, o
fleb6tomo deposita um pequeno nimero de parasitas metaciclicos na pele, onde sao
opsonizadas por componentes do soro e fagocitadas por macrofagos (Sacks &
Noben-Trauth, 2002). Dentro dessas células, o fagossomo se funde ao lisossomo e
esses promastigotas se transformam em amastigotas, capazes de resistir e se

multiplicar no ambiente hostil em que se encontram (Sacks & Perkins, 1984;



Handman & Bullen, 2002; Sacks & Noben-Trauth, 2002; Ronet et al., 2011) (figura
1.1).
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Figura 1.1: Ciclo biol6gico dos protozoéarios do género Leishmania. Os parasitos de Leishmania
sdo transmitidos pela picada de fémeas de flebotomineos que injetam um pequeno numero de
promastigotas metaciclicos dentro da pele. Essas formas sdo opsonizadas por componentes do soro
e fagocitadas por macréfagos, onde residem no fagolisossomo e se diferenciam em amastigotas
replicativos. Os macréfagos infectados séo ingeridos por flebotomineos durante a hematofagia; eles
sdo lisados no intestino do flebotomineo e os parasitos liberados se transformam rapidamente em
promastigotas de estégio prolifico ndo-infectivos. Essas formas passam por um processo de fixagcao a
parede do intestino, liberagdo e migracdo anterior, que € acompanhada pela diferenciacdo em
promastigotas metaciclico e que podem ser transmitidos quando o flebotomineo se alimentar
novamente (Sacks & Noben-Trauth, 2002).

As leishmanioses sdo um grupo de doencas com manifestacées clinicas de
amplo espectro que podem se apresentar como infec¢do assintomatica ou com
lesbes cutaneas unicas ou mudltiplas (leishmaniose cutanea), lesbes na mucosa
orofaringea (leishmaniose mucocutanea), ou como uma infec¢cdo visceral
(leishmaniose visceral, também conhecida como Kala-azar) (Grimaldi & Tesh, 1993;
Desjeux, 1996; Herwaldt, 1999; Desjeux, 2004; Reithinger et al., 2007; David & Cratft,
2009; WHO, 2013). Alem de fatores do hospedeiro, a espécie do protozoario
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envolvido na infeccédo influencia no polimorfismo da apresentacao clinica da doenca.
Além disso, as variagdes na viruléncia encontradas entre parasitos da mesma
espécie também pode influenciar no desfecho da infec¢do (Lainson & Shaw, 1987,
Schodnian et al., 2010). Os ciclos de transmisséo do parasito podem ser classificados
em duas grandes categorias, conforme a origem da infeccdo humana: (i) zoonética,
com animais selvagens (roedores, edentados, marsupiais) e domésticos
(principalmente os cades) como hospedeiros acidentais/reservatérios; e (i)
antroponotica, com os humanos cumprindo tal papel (Grimaldi & Tesh, 1993;
Desjeux, 1996, WHO, 2010).

1.1.1 Epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca negligenciada que afeta principalmente os
paises em desenvolvimento, onde se considera que 350 milhGes de pessoas
estejam em risco de contrair a doenca e cerca de 1.3 milhdo de novos casos
ocorram a cada ano (Ejov & Dagne, 2014). Mais de 90% dos casos de leishmaniose
visceral ocorrem na india, Bangladesh, Sud&o, Etiopia e Brasil. Ja a leishmaniose
cutanea € amplamente distribuida, com dez paises exibindo a maior estimativa de
casos: Afeganistdo, Argélia, Coldbmbia, Brasil, Ird, Siria, Etidépia, Sudao, Costa Rica e
Peru, que juntos somam 70 a 75% da estimativa de incidéncia global (Alvar et al.,
2012). Em areas endémicas, as condicBes precarias de moradia e saneamento
ambiental, a falta de medidas de protecdo pessoal e a migracdo de individuos que
nao possuem imunidade natural contra a doenca, por razdes econdmicas,
aumentam o risco de infeccdo. A falta de acesso a servicos de salde provoca
atrasos no diagnostico e tratamento adequados e acentua a morbidade e
mortalidade da doenca (Alvar et al., 2006).

No Novo Mundo, a variedade de espécies de Leishmania e suas diversas
manifestacdes clinicas, bem como a diferenca de padrdo epidemioldgico exibido por
cada espécie, sdo complicadores para o controle da doenca (Grimaldi & Tesh,
1993). As espécies pertencentes ao género podem ser divididas em dois
subgéneros: Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). As espécies do
subgénero Leishmania apresentam desenvolvimento limitado as regides média e
anterior do intestino do flebotomineo. Enquanto as espécies do subgénero Viannia
sao encontradas na regidao posterior do intestino do vetor (Lainson & Shaw 1987,
Kamhawi, 2006).



1.1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

A epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) €
caracterizada por uma diversidade de espécies de Leishmania, reservatorios e
vetores. A LTA compreende as formas clinicas cutanea e mucocutanea, sendo que a
forma cutanea pode se apresentar de maneira localizada, disseminada ou difusa
(Goto & Lindoso, 2012). No Brasil ja foram identificadas sete espécies relacionadas
a infeccdo em humanos, das quais seis pertencem ao subgénero L. (Viannia) e uma
ao subgénero L. (Leishmania). As espécies mais importantes do ponto de vista
clinico e epidemiolégico sdo L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis (Ministério da Saude, 2013). A doenca apresenta ampla dispersao no
territorio brasileiro, com intensa concentracdo de casos nas regides norte, nordeste
e centro-oeste e casos isolados na regido sul do pais (figura 1.2). Acomete pessoas
de ambos os sexos e todas as faixas etarias, com predominancia de casos em
individuos maiores de 10 anos, representando aproximadamente 90% e do sexo

masculino, que corresponde a 74% (Ministério da Saude, 2013).
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Figura 1.2: Distribuicdo da concentracdo de casos de LTA no Brasil. llustragdo da concentracao

de casos de LTA nos estados brasileiros (Ministério da Saude, 2013).



A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a forma mais comum e menos
agressiva da doenca. As lesdes aparecem em areas expostas do corpo, no local da
picada do flebotomineo e em geral sdo Unicas. Estas lesGes surgem como uma
macula e evoluem para uma papula que ulcera e se expande a lesbes com forma
arredondada, de borda bem delimitada e indolores. Geralmente ocorre a cura sem
tratamento, com ampla variacdo de tempo devido a identidade do parasita e a
localizagéo da lesdo (Ashford, 2000; Goto & Lindoso, 2010; WHO, 2010; McGwire &
Satoskar, 2014). Na leishmaniose cutanea disseminada (LCD) ocorre a aparéncia de
multiplas lesdes pleiomdérficas em areas ndo contiguas do corpo. Ja a forma difusa
da doenca é uma manifestacdo clinica rara, caracterizada por uma resposta
imunoldgica anérgica do hospedeiro frente a infeccdo e com alta carga parasitaria. A
espécie L. (L.) amazonensis € a principal envolvida nos casos de leishmaniose
difusa (LD) do Brasil (Franga-Costa et al., 2012; Soong, 2012). A leishmaniose
mucocutanea (LMC) apresenta uma destruicdo lenta, porém progressiva, dos
tecidos mucosos e submucosos, na regido das vias aéreas superiores (Machado-
Coelho et al., 2005). A mucosa nhasal é a principal area afetada, mas também pode
se desenvolver na faringe, laringe e cavidade oral. A LMC esta associada com alta
morbidade e pode levar a deformidades e mutilacdes que além de comprometer a
ingestao de alimentos, impedem a respiracédo e a fonacado (Marsden, 1990; WHO,
2010; Goto & Lindoso, 2012). Pode aparecer concomitantemente ou anos apos uma
lesdo cutanea inicial, ou mesmo em pacientes sem qualquer historia de
leishmaniose cutanea (Ronet et al., 2011). No Novo Mundo, a LMC é provocada
principalmente pelas espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis (Herwaldt,
1999; WHO, 2010).

A ocorréncia da infeccdo na mucosa orofaringea, bem como a de lesbes
cutdneas recorrentes € atribuida a disseminacéo linfatica ou hematogénica do
parasito (Almeida et al., 1996; Goto & Lindoso, 2012), conforme isolamento e
deteccdo de DNA do parasito nos linfonodos (Sousa et al., 1995) e em amostras de
sangue de pacientes (Camera et al.,, 2006). A imunopatogénese da LTA é
fortemente influenciada pelo perfil imunolégico do hospedeiro vertebrado e pela
especificidade do antigeno da Leishmania spp. infectante (Carvalho et al., 2012). A
resolucdo da doenca € raramente associada com a cura estéril (Mendonca et al.,
2004). Segundo Schubach e colaboradores (1998), o parasita persiste na pele por

muitos anos apesar do tratamento. Dependendo de caracteristicas especificas do
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parasita e status imune do hospedeiro, esse fendmeno pode resultar em lesdes de
mucosa, ou por outro lado, no desenvolvimento da memdria imunologica e

resisténcia em individuos vivendo em &reas nas quais a leishmaniose é endémica.

1.1.3 Leishmania (Viannia) braziliensis

A espécie L. (V.) braziliensis tem ampla distribuicdo desde a América Central
até o norte da Argentina e além de todo o territério brasileiro. Esta espécie é o
principal agente etiolégico da doenca na América do Sul e provoca uma infeccao
que é caracterizada pela cronicidade, laténcia, e tendéncias metastaticas, cuja
manifestacdo clinica pode variar de localizada a disseminada ou mucocutanea
(Camera et al., 2006; Carvalho et al., 2012; Ministério da Saude, 2013). Na maioria
dos casos de LMC, os pacientes tém cicatrizes caracteristicas de infeccdo cutanea
prévia (Marsden, 1990).

E mais comum a ocorréncia de LMC em homens do que em mulheres e estes
tendem a desenvolver formas mais severas da doenca, com uma alta incidéncia de
perfuracdo e envolvimento de estruturas externas a cavidade nasal (Guerra et al.,
2011). O tratamento € mais dificil do que a forma cutanea, principalmente em
pacientes em estagios mais severos e requer a administracdo prolongada dos
farmacos, a qual esta relacionada com efeitos adversos (Franke et al., 1990;
Herwaldt, 1999; Lawn et al., 2004). As terapias utilizadas para o tratamento
envolvem o uso de antimoniais pentavalentes téxicos e a cura € dificiimente
alcancada. Porém, quando ndo tratada, a necrose do tecido mucoso é progressiva e
potencialmente fatal (Camera et al., 2006).

Existe uma associacao significativa entre a espécie de Leishmania infectante
e o resultado do tratamento (Arevalo et al., 2007; Goto & Lindoso, 2010). Entretanto,
a resposta imunoldgica do paciente também poderia influenciar a manifestacédo
clinica e o prognéstico da doenca (Oliveira et al., 2013). Dificuldades como o alto
custo do tratamento, a resisténcia ao medicamento e os efeitos adversos toxicos
provocados pelos farmacos utilizados atualmente, impulsionam a busca por
alternativas terapéuticas (Palacios et al. 2001, Singh & Sundar 2012, Badiee et al.
2007, Mutiso et al. 2013). Os antimoniais pentavalentes e seus derivados tém sido o
tratamento recomendado ha mais de 70 anos e a resisténcia a esses farmacos
limitou 0 seu uso em algumas areas endémicas (Kedzierski et al., 2009). A resposta

ao tratamento varia dependendo das diferentes regides geograficas, sugerindo a
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existéncia de polimorfismo de parasitos com distintos graus de sensibilidade ao
medicamento (Arevalo et al., 2007). Geneticamente, isolados de populacdes naturais
de L. (V.) braziliensis sédo altamente polimorficos (Cupolillo et al. 1998) e os parasitas
dessa espécie e seus vetores apresentam habilidade de adaptacdo as mudancas
em seu habitat original, inserindo o cenario urbano no ciclo de transmissao com
importante impacto na saude publica (Cupolillo et al., 2003).

A LMC geralmente esta associada com altos titulos de anticorpos circulantes
e intensa resposta inflamatoria, que, contudo, € incapaz de eliminar a infeccao
(Antonelli et al., 2004; Amato et al., 2008). A doenca é caracterizada por um padrédo
de resposta imune mista tanto Thl quanto Th2, com excesso células T e B (Amato
et al., 2008; Soong, 2012).

1.1.4 Respostalmunoldgica a Leishmaniose

A imunidade inata possui um papel muito importante no controle do parasita,
uma vez que macrofagos, células dendriticas, mastocitos e células NK sdo a
primeira linha de defesa, responsaveis por detectar o parasita e recrutar células pro-
inflamatorias ao sitio de entrada dos protozoarios para ajudar a conter e controlar a
infeccdo (Carvalho et al., 2012; Maurer et al., 2009). Os parasitas podem se ligar a
receptores do tipo Toll induzindo diretamente uma resposta inflamatoéria, ou pode
ocorrer a interacdo entre macrofagos e parasitas através das moléculas de LPG e
gp63 presentes na superficie do parasita, que se ligam ao receptor do complemento
CR3 nos macrofagos, e essa ligacao facilita a fagocitose desses protozoarios pela
sua principal célula hospedeira. Dentro do macrofago, os parasitas se transformam
em amastigotas, se replicam ativamente até lisarem a célula e serem liberados para
0 meio extracelular para infectar novas células (Isnard et al., 2012; Maurer et al.,
2009). A producdo de mediadores com atividade anti-leishmanicida pela resposta
imune inata contribui para o controle do parasita e propicia o desenvolvimento de
uma resposta adaptativa eficiente (Faria et al., 2012).

Os neutréfilos possuem grande importancia na resposta imune inata devido
principalmente ao fato de serem as primeiras células que migram para o sitio de
infecg@o ou inflamagéao (Abi Abdallah & Denkers, 2012). S&o células de vida curta,
com morte programada, cujos corpos apoptéticos sdo fagocitados por macrofagos
como parte da resposta de cura e provocando um efeito anti-inflamatério (John &

Hunter, 2008). Além disso, os neutrofilos também possuem a capacidade de liberar
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estruturas filamentosas contendo DNA, histonas e granulos de proteinas,
conhecidas como NETs (neutrophil extracellular traps) que sédo capazes de capturar
e matar micro-organismos (Gabriel et al., 2010; Guimarées-Costa et al., 2009).
Alguns trabalhos de infecgdo com Leishmania foram realizados demonstrando que
as NETs séo utilizadas no controle inicial da infeccdo por esse protozoario. De
Moura e colaboradores (2005) demonstraram que no modelo da doenca cutanea
auto-resolutiva com L. (V.) braziliensis, em camundongos BALB/c, ocorre um
recrutamento constante de neutrofilos no sitio de infeccado, indicando a habilidade da
resposta inata em assistir na cura da Ulcera. Da mesma maneira, aspirados de
linfonodos de pacientes com LC que apresentavam linfadenopatia, exibiram uma
proporcdo aumentada de neutréfilos na fase inicial da doenca, quando ainda néo
apresentavam ulceracdo, em comparagao com pacientes em fase tardia (Bomfim et
al., 2007). Embora as NETs tenham se mostrado eficientes em provocar a morte de
parasitos de L. amazonensis (Guimardes-Costa et al., 2009) e ndo a terem
provocado em protozoarios de L. donovani (Gabriel et al., 2010), tal mecanismo é
importante por contribuir com a contencdo dos parasitos no sitio da infeccéo,
facilitando a sua fagocitose por macréfagos (Gabriel et al., 2010). Contudo, também
foi observado que mecanismos associados com TNF-a e producdo de superédxido
provocam a eliminacdo dos parasitas durante a interacdo de macréfagos infectados
por L. (V.) braziliensis e neutrofilos vivos, sugerindo um papel para essas células na
modulacdo da funcdo dos macréfagos (Novais et al., 2009). Todavia, quando
fagocitada pelo neutrdéfilo, a Leishmania tem a habilidade de retardar a apoptose
dessa célula. Os macréfagos sao quimioatraidos para o sitio de infeccdo para a
fagocitose dos neutrofilos infectados apoptoticos. Dessa maneira 0s parasitos sédo
internalizados pelas suas células hospedeiras sem promover uma resposta hostil a
sua infeccdo, sendo capazes de sobreviver e se multiplicar. Além do mais, a
ingestdo dos neutrdfilos infectados apoptéticos resulta na liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias que beneficia a sobrevivéncia do parasito (van Zandbergen et al., 2004;
Ribeiro-Gomes et al., 2012). Por conseguinte, os neutréfilos sdo importantes no
estabelecimento e promocdo da doenca, visto que a deplecdo dessas células em
camundongos C57BL/6 resultou na reducdo da habilidade de parasitos de L. major
em estabelecer a infeccdo (Peters et al., 2008; Ribeiro-Gomes et al., 2012).

O estabelecimento da resposta adaptativa ocorre através das células

dendriticas por se tratarem das Unicas células apresentadoras de antigenos com
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habilidade em primar linfocitos T naive (Moreno, 2007). Elas migram para o0s
linfonodos e através da apresentacdo dos antigenos de Leishmania, em conjunto
com a interagdo de moléculas co-estimulatorias e seus respectivos ligantes e as
citocinas secretadas, podem primar os linfécitos T e promover a diferenciacdo das
células T CD4" naive em células do tipo Thl ou Th2 (Carvalho et al., 2012; Ezra et
al., 2010).

O uso de modelo experimental murino infectado com L. major permitiu a
identificacdo de uma resposta imunolégica do hospedeiro dependente de células T
CD4" do tipo Thl, com producéo de citocinas relacionadas e consequente ativagio
de macroéfagos, pela via classica, para o controle da doenca (Sacks & Noben-Trauth,
2002; Soong et al., 2012). Em contrapartida, a diferenciacdo de células T CD4" em
Th2 esta associada a lesbes que ndo curam e a falha no controle da carga
parasitaria (Tacchini-Cottier et al., 2012). A resposta adaptativa do tipo Thl no
modelo resistente a infeccdo por L. major é caracterizada principalmente pela
secrecdo de IFN-y e TNF-a, enquanto no modelo susceptivel a resposta Th2
dominante por IL-4, IL-5 e IL-13 (Mougneau et al., 2011; Roberts, 2006; Rocha et al.,
2007) (figura 1.3). O IFN-y ativa os macréfagos, promovendo a inducédo da enzima
oxido nitrico sintetase (iNOS) com consequente producdo de éxido nitrico, um
potente agente microbicida envolvido na eliminacdo dos parasitos fagocitados
(Bogdan et al., 2000; Iniesta et al., 2001). Ja IL-4 e IL-13 ativam macrofagos pela via
alternativa, na qual a L-arginina é utilizada como substrato para arginase 1,
promovendo a sintese de putrescinas que favorecem a replicacdo do parasito (Ezra
et al., 2010; Liew, 2002; Sacks & Noben-Trauth, 2002). Além disso, ja que a
arginase 1 compete com a iINOS pelo mesmo substrato (Van Assche et al., 2011), a

via de eliminacéo dos parasitos nao € ativada.
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Figura 1.3: Perfis de resposta imunoldgica na leishmaniose. A resposta adaptativa do tipo Thl &
caracterizada pela secrecéo de IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12 com ativagdo de macréfagos e producao
de oxido nitrico e células T citotoxicas, que eliminam os parasitos. Enquanto na resposta adaptativa
do tipo Th2 a secre¢do de IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 e TGF-B é caracteristica com
ativacdo de células B e producdo de anticorpos que promovem a degranulacdo dos macréfagos
infectados (adaptado de Ezra et al., 2010).

As células T CD8" recrutadas apés a infeccdo por Leishmania podem
reconhecer as células infectadas e atuar tanto por meio da citolise quanto
secretando citocinas, como IFN-y (Bomfim et al., 2007; Jordan & Hunter, 2010;
Mougneau et al., 2011). Contudo, o aumento da frequéncia dessas células pode
influenciar diretamente na destruicdo do tecido e consequente progressao da
doenca (Bomfim et al., 2007; Faria et al., 2009).

Um aumento na frequéncia de células B e plasmadcitos foi observado em
pacientes na fase tardia da leishmaniose (Bomfim et al., 2007), porém complexos
imunes formados por IgG além de falharem na protecdo contra o patégeno podem
contribuir para a progressdo da doenca através do estimulo de macrofagos a
produzirem IL-10 (Miles et al., 2005), que regula a resposta imune principalmente
por inibir a sintese de IFN-y e a ativacdo de macrofagos (Castellano et al., 2009).

A diversidade de formas clinicas da doenca é decorrente de fatores da
espécie do parasita infectante, da genética do individuo infectado e da resposta

imunoldgica gerada. O balango entre a multiplicacdo dos parasitas e a resposta
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imune influenciada pelo background genético pode resultar em um espectro de
desfechos clinicos que vao desde a autorresolucdo da doenca até alteracdes
patologicas degenerativas. Alguns individuos sdo naturalmente resistentes a
infecgdo, enquanto outros apresentam diferentes graus de susceptibilidade (Faria et
al.,, 2012; Maurer et al., 2009; Silveira et al., 2008). Existe ainda uma grande
porcentagem de individuos infectados com Leishmania e que ndo desenvolvem a
doenca, apresentam uma fraca resposta imune do tipo Thl, sugerindo que o
controle parasitario nesses individuos seja dependente predominantemente da
imunidade inata, como as células NK, que sdo uma importante fonte de IFN-y
(Bogdan, 2012; Carvalho et al., 2012; Prajeeth et al., 2011). Tudo isso reforca a

complexidade da relacdo entre parasito e hospedeiro humano.

1.2 Vacinas contra Leishmaniose

O controle da transmissao da leishmaniose € dificultado pela diversidade
biolégica das espécies de Leishmania, seu polimorfismo genético e pelo grande
namero de vetores e potenciais animais reservatorios (Grimaldi & Tesh, 1993, Duthie
et al., 2012). Além do mais, o controle desses vetores é improvavel em certos locais,
como florestas e areas abertas e onde é possivel, o custo da infraestrutura e
manutencdo € alto (Coler et al., 2002). A importancia do papel da vacinacdo na
contencdo de doencas infecciosas, na historia da humanidade, tem motivado o
desenvolvimento desta estratégia como uma excelente alternativa para o controle de
todas as formas da leishmaniose. O desenvolvimento de uma vacina segura, efetiva
e disponivel é uma prioridade critica da saude publica global, haja vista o impacto
dessa infeccdo, principalmente nas populaces mais pobres (Kedzierski, 2011;
Badiee et al., 2013). Uma vacina ideal para leishmaniose deveria ter o potencial
singular de proteger contra mais de uma espécie e ser eficaz tanto no tratamento
guanto na prevencédo da doenca (Coler & Reed, 2005).

A existéncia de leishmaniose auto-resolutiva e que geralmente confere
protecdo contra reinfeccdo, através do envolvimento da imunidade mediada por
células, sugere a possibilidade do controle da doenca por imunizacao (Grimaldi &
Tesh, 1993). No Oriente Médio, utilizava-se a pratica da infeccdo controlada com
parasitas viaveis para proteger contra infec¢cbes subsequentes, conhecida como
leishmanizagdo, porém, foi descontinuada devido aos efeitos adversos e

complicacg@es clinicas (Coler et al., 2002; Aebisher et al., 2000).
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O sequenciamento do genoma completo de Leishmania possibilitou a
determinacdo de diversos alvos moleculares com potencial vacinal. Entretanto,
apesar de existir uma variedade de antigenos identificados, o seu progresso na
pesquisa é limitado devido a questbes relacionadas com custo, complexidade
antigénica, a variabilidade dos micro-organismos e as respostas mistas produzidas
pelo hospedeiro (Singh & Sundar, 2012). Entretanto, diversos antigenos sao
altamente conservados entre as espécies e invaridveis durante o ciclo de vida do
parasita, sendo assim, potencialmente utilizaveis no desenvolvimento de uma
férmula vacinal (Reed et al., 2003).

A maior parte das vacinas licenciadas para uso em humanos induz protecao
através de anticorpos especificos neutralizantes, que mantém a resposta
imunologica por um longo periodo de tempo. Patdgenos intracelulares como
Leishmania, requerem uma resposta imune celular para a protecéo contra a infeccao
(Gurunathan et al., 1998). As células T CD4" sdo cruciais para a resisténcia,
enquanto as células T CD8" parecem estar mais relacionadas aos eventos de
memoria do que como células efetoras envolvidas na eliminacdo do parasita (Reed
et al., 2003). O desenvolvimento de uma vacina efetiva contra esses patdgenos é
comprometido pela falta de informagOes sobre os fatores requeridos para a
manutencdo da resposta imune e protecdo contra a doenca, bem como antigenos
parasitarios com essa capacidade, uma vez que uma resposta excessiva pode
contribuir para a patogénese da doenca (Gurunathan et al., 1998).

No geral, sdo utilizadas trés abordagens no desenvolvimento de vacinas
contra leishmaniose: (i) vacinas de primeira geragéo, que consistem na inoculacéo
de parasitas mortos ou atenuados; (i) vacinas de segunda geracdo, que Sao
baseadas em subunidades sintéticas ou antigenos recombinantes; (iii) vacinas de
terceira geracdo, que utilizam sequéncias de DNA codificadoras de antigenos
(Handman, 2001; Okwor & Uzonna, 2009; Nagill & Kaur, 2011; Mutiso et al., 2013).
A selecdo de antigenos alvo para uma vacina € baseada em caracteristicas como
especificidade ao protozoario ou ao estagio do ciclo de vida ou ainda, se é
compartilhado por promastigotas e amastigotas e a conservagao dentre as espécies
(Handman, 2001).

Atualmente, diversos estudos vém sendo realizados para o desenvolvimento
de vacinas para leishmaniose, tanto para protecdo quanto para terapéutica da

doenca. Esses estudos utilizam proteinas nativas ou recombinantes dos parasitas,
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vacinas de DNA, proteinas recombinantes ou vacinas de DNA expressos em vetores
virais ou bacterianos, associados ou ndo com adjuvantes (Kedzierski, 2011; Singh &
Sundar, 2012; Badiee, et al., 2013; Kumar & Engwerda, 2014) e também avaliam o
potencial de protecdo cruzada contra espécies heterdlogas (Iborra et al., 2008;
Carneiro et al., 2012; Ramirez et al., 2013; Ramirez et al., 2014). A utilizacdo de
diferentes abordagens de vacinacao para primar e reforcar a resposta imune (prime-
boost), com diferentes formas de adjuvacdo ou de apresentacdo dos antigenos, tem
se mostrado eficiente em promover protecéo (Ferreira et al., 2008; Jayakumar et al.,
2011; Mazumder et al., 2011; Carneiro et al., 2012) em camundongos BALBI/c.
Embora algumas formulagbes vacinais tenham sido eficientes na promogao de
protecdo contra a LC provocada por L. (V.) braziliensis em modelos animais
experimentais (Ramirez et al., 2013; da Silva-Couto et al., 2015), somente uma
vacina se encontra em fase de testes clinicos atualmente, a Leish-111f, a qual se
trata de uma vacina poliproteica associada a um adjuvante Thl e constituida por
dois antigenos de L. major e um de L. (V.) braziliensis. Esses antigenos, quando
associados a adjuvantes, se mostraram eficazes na protecao contra a infeccao por
L. major em modelos experimentais murino e primata (Campos-Neto et al., 2001;
Coler et al., 2002; Coler & Reed, 2005).

1.2.1 Vacinas de segunda geracdo: antigenos recombinantes e adjuvantes

A vantagem das vacinas de subunidades é a possibilidade de utilizar somente
parte do micro-organismo infeccioso, como peptideos, proteinas ou polissacarideos,
para promover uma resposta imune, excluindo o risco de patogenicidade por néo se
replicarem no hospedeiro (Hansson et al., 2000). Vacinas de proteinas
recombinantes permitem prevenir diversos problemas inerentes de vacinas
baseadas em macromoléculas, como por exemplo, a reversao de toxoides as suas
formas toxicas (Nascimento & Leite, 2012). Por possuir uma composicao claramente
definida, esse tipo de vacina é vantajosa em relacao a consideracdes de seguranca
e minimizacao de efeitos adversos. Entretanto, geralmente estas vacinas sao pouco
imunogénicas e possuem um curto tempo de meia-vida in vivo (Hansson et al.,
2000).

A produgcdo de proteinas recombinantes tem sido realizada a partir da
utilizacdo de diferentes sistema heterdlogos, que podem ser simples bactérias como

Escherichia coli e Bacillus subtilis, até eucariotos mais avancados como
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Saccharomyces cerevisiae e células complexas de insetos e animais (Waegeman &
Soetaert, 2011). O principal sistema utilizado para a expressdo de proteinas
recombinantes é a bactéria E. coli devido a sua genética bem caracterizada,
capacidade de crescimento rapido em substratos baratos e disponibilidade de muitas
ferramentas moleculares, apesar das desvantagens como a auséncia de
mecanismos para processar modificacbes pos-traducionais em proteinas de
eucariotos (Waegeman & Soetaert, 2011). Diversos ensaios de vacina para
leishmaniose tém sido realizados com proteinas recombinantes expressas por E. coli
(Coler et al., 2002; Ferreira et al., 2008; Mazumder et al., 2011; Jayakumar et al.,
2011; Daifalla et al., 2012; Ramirez et al., 2013), com alguns resultados muito
promissores.

Para que uma resposta imune robusta seja promovida, as vacinas de
segunda geracao requerem, frequentemente, tanto doses multiplas quanto o uso de
adjuvantes (Hansson et al., 2000). Os adjuvantes sdo um grupo heterogéneo de
componentes capazes de reforcar a poténcia ou qualidade de respostas imunes
especificas a antigenos ou de prolonga-las, mas com minima toxicidade (Okwor &
Uzonna, 2009; Alving et al., 2012). Os adjuvantes podem promover respostas de
anticorpos, atuar como agonistas da imunidade inata e como carreadores que
apresentam o antigeno-alvo a célula efetora (Carter & Reed, 2010; Raman et al.,
2012), além de poderem influenciar a resposta imune de memoéria (Okwor & Uzonna,
2009). Para formulacdes que requerem uma potente resposta de células T, os
adjuvantes que estimulam a resposta imune inata podem ser uma boa opcao de
escolha (Flynn et al., 2005; Carter & Reed, 2010; Jayakumar et al., 2011).

De acordo com Reed e colaboradores (2009), os adjuvantes podem ser
classificados conforme sua origem, propriedades fisico-quimicas ou mecanismo de
acao. Duas classes encontradas nos estudos modernos em vacinas séo:

¢ Imunoestimulantes: adjuvantes que atuam diretamente no sistema imune para
aumentar a resposta a antigenos. Exemplos: ligantes de Toll-like receptors
(TLR'’s), citocinas, saponinas e exotoxinas bacterianas;

e Veiculos: apresentam antigenos vacinais ao sistema imune de maneira 6tima.
Exemplos: sais minerais, emulsdes, lipossomos, virossomos e microesferas
de polimeros biodegradaveis.

A acéo inicial da imunidade inata € crucial para o grau e tipo de respostas de

células T e B antigeno-especificas (Wack & Rappuoli, 2005) e os adjuvantes se
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favorecem dessa atuacdo para formar a resposta imune a antigenos (Carter & Reed,
2010). Nesse contexto, os receptores de reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdégenos, dentre eles os TLR’s, sdo importantes alvos para
adjuvacdo pelo seu grande potencial de manipular a resposta imune (Wack &
Rappuoli, 2005). A interacdo entre esses receptores e esses padrdes inicia uma
cascata de sinalizagao intracelular para a producao de citocinas e quimiocinas que
medeiam a indugcdo de respostas inflamatérias e antimicrobianas e,
consequentemente, ativam uma resposta imune adaptativa especifica (Perrie, et al.,
2008; Raman et al., 2012).

Motivos dinucleotideos CpG nao metilados, presentes no DNA bacteriano,
sédo reconhecidos pelo TLR-9 que € expresso em células B, macréfagos e células
dendriticas, provocam a ativacao do sistema imune inato e a producéo de citocinas e
quimiocinas (Okwor & Uzonna, 2009; Steinhagen et al., 2011). Esses motivos CpG
bacterianos promovem uma forte resposta imune celular do tipo Thl, linfécitos T
citotoxicos, células NK e producdo de anticorpos (Reed et al., 2008).
Oligodeoxinucleotideos sintéticos contendo motivos CpG podem mimetizar o DNA
bacteriano e tém sido empregados como adjuvante para vacinas e agente
terapéutico (Flynn et al., 2005; Steinhagen et al., 2011; Raman et al., 2012).

Para o desenvolvimento de uma vacina humana ideal contra leishmaniose,
gue seja segura, induza a prote¢cdo por um longo periodo com o minimo de
imunizacdes e que promova a protecdo cruzada contra as diferentes espécies, é
importante que antigenos protetores sejam caracterizados (Coler & Reed, 2005).
Embora as informacgfes sobre os estagios de vida do parasito sejam abundantes,
existam centenas de antigenos candidatos, incluindo moléculas de superficie,
descritos (Singh & Sundar, 2012) e diferentes formulacbes e estratégias de
imunizacdo terem sido utilizadas, ainda ndo existe uma vacina que promova
protecdo solida contra LC. Dada a importancia epidemioldgica global da LC, a busca
por novas ferramentas que visam auxiliar no controle e terapéutica da doenca
podem contribuir para a minimizacao do impacto dessa patologia. Tendo como base
estudos anteriores do nosso grupo, nos quais foram encontradas diferencas no perfil
de expressdo das proteinas Lbl e Lb2 no mapa protebmico de cepas de L. (V.)
braziliensis associadas a diferentes manifestacdes clinicas da LTA (Cuervo et al.,
2007 e dados nao publicados), tais proteinas foram selecionadas como candidatas

para esse trabalho. Uma vez que levamos em conta o destaque desta espécie no
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cenario epidemiolégico nacional e da América Latina, além da relevancia das
caracteristicas antigénicas que possam estar relacionadas aos diferentes espectros
da doenca. Portanto, neste estudo avaliamos a imunogenicidade e eficicia protetora
de duas moléculas de L. (V.) braziliensis, expressas pelo nosso grupo, hos modelos
camundongo BALB/c e hamster dourado, desafiados com L. (V.) braziliensis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Clonar, expressar e purificar duas proteinas (Lbl e Lb2) de Leishmania

(Viannia) braziliensis e avaliar a imunogenicidade e o potencial destas proteinas

como antigenos vacinais.

2.2 Objetivos Especificos

Clonar, expressar e purificar proteinas de L. (V.) braziliensis;

Obter de anticorpos policlonais anti-Leishmania,

Inocular camundongos BALB/c e hamsters dourados com as proteinas
recombinantes purificadas em diferentes formulagdes;

Avaliar a protecdo induzida pela imunizacdo com o desafio com promastigotas
infectantes de L. (V.) braziliensis;

Avaliar a imunogenicidade das formulacfes utilizando ELISA e citometria de
fluxo nas amostras biolégicas dos animais imunizados, determinando o
fendtipo/frequéncia das células T induzidas e resposta funcional pela secrecéo
de citocinas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de promastigotas

A cepa MHOM/BR/2000/LTCT13490 de Leishmania (Viannia) braziliensis, foi
obtida da Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC). As formas
promastigotas foram cultivadas a 25°C em meio bifasico NNN (meio Novy e McNeal
modificado por Nicolle) e Schneider (Vitrocell), suplementado com 20% de SFB
inativado (Vitrocell) e 2% de urina humana. A manutencao das culturas foi realizada
a cada 7 dias de crescimento. A cepa foi mantida infectante através de frequente

passagem em hamster.
3.2 Obtencédo dos antigenos recombinantes

3.2.1 Expressdo das proteinas recombinantes Lblr-6xHis e Lb2r-6xHis em
larga escala e teste de solubilidade

Os procedimentos de clonagem, expressdo e purificacdo das proteinas
recombinantes foram realizados em colaboragdo com o Dr. Marco Alberto Medeiros
do Laboratério de Tecnologia Recombinante de Bio-Manguinhos (Lb1r) e com a Dra.
Leila de Mendonca Lima do Laboratério de Gendémica funcional e Bioinformatica do
IOC (Lb2r).

A expressao das proteinas em larga escala foi realizada apos transformacéo
da cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) Star (Life Technologies) com os plasmideos
comerciais pET100 Direccional TOPO® (Life Technologies) (figura 3.1) para Lbilr e
pET 28a® (Novagen) (figura 3.2) para Lb2r. Os clones recombinantes foram
inoculados em 10 mL de meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina para o vetor
PET100 e 30 pg/mL de kanamicina para o vetor pET 28a e incubados a 37°C por 16-
18 horas, sob agitacdo, a 200 rpm. As culturas saturadas foram inoculadas na
diluicdo de 1:100 em 500 mL de meio LB contendo antibiético e incubadas a 37°C,
sob agitacéo, a 200 rpm. Quando as culturas atingiram absorbéancia entre 0,4 e 0,6,
a 600nm, foi adicionado o agente indutor de expressédo IPTG na concentracao final
de 1 mM e as culturas incubadas por 3 h a 37°C. Foram retiradas duas aliquotas de
2 mL para cada clone e, assim como o restante das culturas, foram centrifugados

(4.000 rpm, 20 minutos) e armazenados a -80°C.
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Figura 3.1: Representacdo esquematica do vetor de expressédo pET 28a. A seta preta indica o
sitio de clonagem mudltipla do vetor; regido de origem fl de replicacdo; regido da sequéncia
codificadora para a resisténcia a kanamicina (kan); regido da sequéncia codificadora de lacl.
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Figura 3.2: Representacdo esquematica do vetor de expresséo pET 100. A seta amarela indica o
sitio de clonagem mudltipla do vetor; regido da sequéncia codificadora para a resisténcia a ampicilina;
regido de origem de replicacdo pBR322; regido da sequéncia codificadora de lacl.

As aliquotas foram utilizadas para teste de solubilidade. Os sedimentos foram
ressuspensos em 1 mL de tampao de lise (20 mM Tris, 1 mM EDTA, Triton X-100
0,1%), adicionado 1 mM de inibidor de protease (PMSF, Thermo Scientific) e as
amostras sonicadas em gelo com 3 ciclos de 10 segundos e intervalos de 30
segundos entre os ciclos. Posteriormente as aliquotas foram centrifugadas (13.500
rpm, 15 minutos a 4°C), separadas as fracOes soluvel e insolivel e analisadas por

eletroforese SDS-PAGE 12%. Foram realizados os mesmos procedimentos de lise e
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separacao das fragcbes com uma aliquota de cultura bacteriana ndo induzida. Para a
realizacdo da eletroforese, as fracdes sollveis foram precipitadas com 20% de &cido
tricloroacético (TCA). Uma aliquota de cada fracdo, bem como uma aliquota da
cultura ndo induzida, foram diluidas conforme a absorbéncia obtida de cada cultura
apos a inducao da expressao, de maneira que todas as amostras tivessem a mesma
concentracdo final de bactérias, para a garantir que variacbes de proteinas
observadas no gel de SDS-PAGE fossem devido a diferenca de expressao. Apés a
preparacdo das amostras, foram aplicados 10 pL de cada aliquota, correspondentes
a uma Absgge = 0,1 D.O. da suspenséao bacteriana, em SDS-PAGE. As fracGes foram

congeladas a -80°C até a purificacdo das proteinas recombinantes.

3.2.2 Eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar a expressdo, solubilidade e purificacdo das proteinas
recombinantes Lblr-6xHis e Lb2r-6xHis, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). Os géis de concentragdo e
separacdo foram preparados nas concentracdes de 4% e 12%, respectivamente
(tabela 3.1), em placas de vidro do sistema vertical Mini-PROTEAN® (Bio-Rad). As
amostras foram diluidas em tamp&o de amostra 2X (125 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS
4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol), incubadas a 100°C
por 5 minutos e aplicadas nos géis jA submersos em tampéo de corrida 1X (glicina
0,191 M, Tris base 0,025 M e SDS 0,1% wl/v). Além das amostras, foi aplicado
padrao de peso molecular (PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder,
Thermo Scientific) nos géis. O tempo de corrida foi de aproximadamente 1 hora, com
voltagem maxima de 200 V, fornecida pela fonte de energia Bio-Rad PowerPac
Basic.

Apés a corrida, os géis foram corados em solucdo de Coomassie Blue R-250
(0,5% de Coomassie Blue R-250; 50% Etanol, 50% H,0) e a descoloragcédo para a
visualizacdo das bandas foi realizada com solucédo de etanol 30% e acido acético
7%.
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Tabela 3.1: Reagentes para preparacao do SDS-PAGE

Gel de concentracao 4% Gel de separacao 12%
Reagentes Volume Reagentes Volume
H,O 1,2mL H,O 1,98 mL
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 500 uL  1,5M Tris-HCI, pH 8,8 1,5 mL
30% acrilamida / 0,8% bis- 267 uL 30% acrilamida / 0,8% bis- 2,4mL
acrilamida acrilamida
10% SDS 20 uL 10% SDS 60 L
10% APS 20 uL  10% APS 60 pL
TEMED 2uL TEMED 6 uL

3.2.3Lise bacteriana e purificacdo das proteinas recombinantes

Os vetores do tipo pET, utilizados para a expressdo das proteinas
recombinantes, possuem uma regido para sintese de uma etiqueta de poli-histidina
(His-Tag), possibilitando a expressdo das proteinas fusionadas a uma cauda de 6
histidinas em seqiéncia na regido C- ou N-terminal. Através da técnica de
cromatografia por afinidade, as proteinas recombinantes podem ser purificadas das
demais proteinas bacterianas, utilizando uma coluna de ions divalentes aos quais
essa regido de poli-histidina se unira seletivamente.

Os sedimentos bacterianos de cada clone foram ressuspensos em tampéao de
lise contendo 1 mM de PMSF e submetidos a lise no sonicador. As amostras foram
centrifugadas (Vel. maxima, 4°C, 30 min) e coletadas as fracdes sollveis. Foi
adicionado igual volume de tampé&o 20 mM Tris, 0,05% Triton X-100, 20 mM Imidazol
e as amostras foram filtradas em membranas de 22 um (Millipore). Tais fracdes
foram armazenadas a -4°C até a purificacdo (no maximo 3 dias).

As fracOes sollveis das proteinas Lblr-6xHis e Lb2r-6xHis foram aplicadas
lentamente em coluna HisTrap HP (GE Healthcare) carregada com fons Ni?* para
purificacdo por cromatografia de afinidade. A coluna foi previamente equilibrada com
tampéao de equilibrio (20 mM Tris-HCI, pH 8,0) e a eluicdo das proteinas retidas por
afinidade a coluna foi realizada utilizando o tampéao de eluicdo (20 mM Tris-HCI, pH
8,0, 1M Imidazol), através do sistema automatizado HPLC - AKTA 100 (GE
Healthcare). Foram coletadas fracdes de 1 mL para andlise da purificacdo por SDS-
PAGE.
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As fracOes purificadas tanto da proteina heteréloga Lblr quanto da Lb2r, foram
reunidas em unico estoque (pool) para cada, dialisadas contra PBS 1X para
remogcdo dos sais utilizados na purificacdo e quantificadas através de teste
fluorimétrico utilizando o Qubit® Protein assay kit (Life Technologies), conforme
instrucdes do fabricante. As proteinas foram ainda submetidas a remocao de
endotoxina proveniente do sistema de expresséo, utilizando o kit comercial Pierce®
High-Capacity Endotoxin Removal Resin (Thermo Scientific) e a concentracdo de
LPS determinada pelo teste Endosafe® - PTS Portable Test System (Charles River

Laboratories).

3.3 Producdao de anticorpos policlonais anti-Lb1r e anti-Lb2r

Dez camundongos BALB/c foram hiperimunizados para obtencdo de soro
policlonal para os dois antigenos recombinantes, conforme tabela 3.2. Os animais
foram divididos em dois grupos com 5 camundongos e foram imunizados por via
intraperitoneal, com auxilio de seringa de 1 mL e agulha de 13 x 0,38 mm, contendo
100 pL de suspensdo. Quinze dias apdés a Ultima injecdo, os animais foram
eutanasiados e o sangue total foi coletado por puncdo cardiaca, com auxilio de
seringa de 3 mL. O sangue coletado foi transferido para tubos de microcentrifuga e
centrifugado (6.000 rpm, 10 minutos) para obtencéo do soro.

Tabela 3.2: Protocolo de imuniza¢do dos animais para obtengdo de soro policlonal anti-Lb1r e anti-
Lb2r

Grupo 1° dose 2% dose 3% dose 4% dose 5% dose
Antigeno | 10 ug Lblr +50 | 10 pg Lblr +50 | 10 pg Lblr +50 | 10 pug Lblr + 50 | 10 ug Lb1lr
Lblr uL adjuvante uL adjuvante pL adjuvante pL adjuvante

completo de completo de completo de incompleto de
Freud’s (Sigma) | Freud’'s (Sigma) | Freud’s (Sigma) | Freud’s (Sigma)
Antigeno | 10 pg Lb2r + 50 | 10 pg Lb2r + 50 | 10 pg Lb2r + 50 | 10 pg Lb2r + 50 | 10 pg Lb2r
Lb2r uL adjuvante UL adjuvante UL adjuvante UL adjuvante
completo de completo de completo de incompleto de
Freud’s (Sigma) | Freud’s (Sigma) | Freud’'s (Sigma) | Freud’s (Sigma)

3.4 Obtencdo do antigeno soluvel de Leishmania

As V)
MHOM/BR/2000/LTCT13490 foram expandidas em garrafas plasticas de cultura

formas promastigotas de L. braziliensis da cepa

22



contendo meio Schneider suplementado com 20% de SFB e 2% de urina humana, a
partir de culturas no 3° dia de cultivo em meio bifasico, conforme descrigdo anterior.
Os parasitos foram centrifugados por 10 min a 4.000 rpm e lavados 3 vezes
com PBS 1X, nas mesmas condicdes. As células foram ressuspensas em 1 mL de
PBS 1X contendo coquetel inibidor de proteases Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets (Roche), na concentracao indicada pelo fabricante. As células foram
submetidas a 15 ciclos de ultra-som para a lise celular. Ao final do procedimento o
lisado total foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min e reservado o sobrenadante, o
qual continha a fracdo sollvel. As proteinas foram quantificadas em Qubit® e

armazenadas a -80°C para uso posterior.

3.5 Western Blotting
As proteinas Lblr e Lb2r e o antigeno soluvel de Leishmania foram submetidos

a eletroforese por SDS-PAGE 12% e posteriormente os géis, as membranas de
nitrocelulose e os papéis de filtro, foram equilibrados em tampéo de transferéncia
gelado (39 mM glicina, 48 mM Tris base, 20% etanol) por 10 minutos. As proteinas
foram eletro-transferidas dos géis SDS-PAGE para as membranas sob voltagem
constante de 100 V, por 1 hora, mantendo-se a cuba a 4°C.

As membranas foram bloqueadas por 18 horas a 4°C em tampédo TBS 1X
(100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl) contendo 10% de leite em poé
desnatado, lavadas duas vezes, sob agitacdo, com tampao TBS contendo 0,05% de
Tween 20 (TBST) e mais duas vezes com tamp&o TBS 1X. Foi realizada a
incubacdo das membranas com os soros imunes dos camundongos nas diluices
1:500, 1:2500 e 1:5000, diluidos em tampdo TBS contendo 5% de leite em pdé
desnatado, por duas horas, sob agitacdo, em temperatura ambiente. Repetiram-se
as etapas de lavagens anteriores e o anticorpo anti-lIgG de camundongo, conjugado
a peroxidase, foi acrescentado na diluicdo adequada (1:10.000) e a membrana
incubada por mais 1 hora em temperatura ambiente.

Apoés duas lavagens com TBST e com TBS 1X, a reacdo foi revelada em
camara escura, com o kit comercial SuperSignal" West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific), de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante e o

filme de raio-x exposto a membrana por diferentes periodos de tempo.
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3.6 Ensaios de avaliacdo do potencial vacinal dos antigenos recombinantes

3.6.1Animais

Quarenta camundongos BALB/c, fémeas, entre 3 e 4 semanas de vida e 15
hamsters dourados, machos, entre 3 e 4 semanas, foram obtidos do Centro de
Experimentagdo Animal do Instituto Oswaldo Cruz (IOC-FIOCRUZ). Os animais
foram mantidos sob condi¢cbes apropriadas de temperatura e umidade e receberam
racdo e agua ad libitum. Todos os protocolos de experimentacdo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA licenca N°. L-0027/07) da
FIOCRUZ. Por serem altamente susceptiveis a infeccdo com Leishmania, 0s

hamsters dourados foram incluidos nesse trabalho para os ensaios de protecéo.

3.6.2Preparacédo das proteinas com adjuvante e imunizacdo dos animais

As proteinas recombinantes Lblr e Lb2r purificadas e quantificadas foram
formuladas com oligonucleotideos ricos em sequéncias CpG (ODN 1826, 5'-
tccatgacgttcctgacgtt-3’), apropriados para estimulo da resposta imune celular em
modelo murino, obtidos da Invivogen. As suspensdes foram preparadas nos dias das
imunizacgdes e armazenadas a -4°C até o momento de uso.

Para a imunizagdo, os animais foram agrupados conforme a formulacao
vacinal utilizada, com 8 camundongos por grupo, assim como 3 hamsters por grupo
(Tabela 3.3). Os camundongos e os hamsters foram imunizados com as formulacdes
por via subcuténea, na pata posterior esquerda, com o auxilio de seringa de 1 mL e
agulha de 13 x 0,38 mm. Foram realizadas 3 imuniza¢fes, com intervalo de 15 dias
entre elas (tabela 3.3). Trés camundongos de cada grupo foram eutanasiados 15
dias apds a ultima dose de imunizagcdo, para avaliagdo da imunogenicidade dos

antigenos recombinantes Lblr e Lb2r.
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Tabela 3.3: Protocolo de imunizagao dos animais conforme grupo pertencente

Grupo 1% dose 2% dose 3*dose
Gl 10 pg Lblr + 20 pg CpG- 10 pg Lbr + 20 pg CpG- 10 pg Lblr + 20 pg CpG-
ODN /50 pL PBS ODN /50 pyL PBS ODN /50 pL PBS
G2 10 pg Lb2r + 20 pug CpG- 10 pg Lb2r + 20 pug CpG- 10 pg Lb2r + 20 pug CpG-
ODN / 50 pL PBS ODN / 50 pL PBS ODN / 50 pL PBS
G3 10 pg Lbdr + 10 pg Lb2r + 10 pg Lbdr + 10 pg Lb2r + 10 pg Lbdr + 10 pg Lb2r +
20 ug CpG-ODN / 50 pL 20 ug CpG-ODN / 50 pL 20 pg CpG-ODN / 50 pL
PBS PBS PBS
G4 20 pg CpG-ODN /50 pL 20 pg CpG-ODN /50 pL 20 pg CpG-ODN / 50 pL
PBS PBS PBS
G5 50 uL PBS 50 pL PBS 50 uL PBS

3.6.3 Desafio com infecgao por L. braziliensis e acompanhamento das lesdes

Cinco camundongos de cada grupo foram anestesiados e desafiados com 10°
promastigotas de L. (V.) braziliensis (MCAN/BR/98/R69) em 10 uL de PBS estéril,
por via intradérmica na orelha esquerda, utilizando-se seringa de insulina de 0,3 mL
(BD) e agulha de calibre 29G. No mesmo periodo, os 3 hamsters de cada grupo
foram desafiados com in6culo semelhante aos camundongos, por via subcutanea,
na pata posterior esquerda, com auxilio de seringa de 1 mL e agulha de 13 x 0,38
mm.

O tamanho das lesbes foi monitorado semanalmente e mensurado utilizando
paquimetro digital (Digimess) durante 10 semanas apos o desafio.

A linha do tempo do protocolo de desafio e acompanhamento das lesfes é

ilustrada na figura 3.3.

1SEM 2SEM 3SEM 4 SEM 5SEM 6 SEM7 SEM 8 SEM 9 SEM
0 2SEM 4SEM 6SEM PI Pl Pl Pl Pl PI Pl Pl Pl
1° InfeccaocomL.b Eutanasiados desafiados
imunizacéao
21]
imunizacao
3n
imunizacao

Figura 3.3: Desenho esquemético da linha do tempo do protocolo de desafio,
acompanhamento das lesdes e eutanasia dos animais desafiados. SEM semana; SEM PI

semana pos infeccao.
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3.7 ELISA

Para avaliacdo da resposta humoral antigeno-especifica, foi realizado ensaio
imunoenzimatico para deteccao de imunoglobulinas G das subclasses IgG1 e 1gG2a,
nos soros obtidos dos camundongos apenas imunizados e dos camundongos
desafiados.

Para a técnica foram utilizadas placas de poliestireno (Nunc, Maxsorp),
sensibilizadas com 2 pg/mL de cada antigeno recombinante ou do antigeno soluvel
de Leishmania (SLA), diluidos em tamp&o de sensibilizacao (15 mM Na,COs, 34 mM
NaHCOs3;, pH 9,6), com volume final de 100 pL durante 4 horas. Apds a
sensibilizacdo as placas foram bloqueadas por 18 horas a 4°C, com tampé&o de
bloqueio (PBS 1X, BSA 1% e Tween 20 0,05%). Para retirada do tampé&o de
bloqueio as placas foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem (PBS 1X,
Tween 20 0,1%), e incubadas com os soros imunes em diluicbes seriadas em
tampao de incubacgéo (PBS 1X, BSA 0,1% e Tween 20 0,05%) por 2 horas, sob
agitacdo, em temperatura ambiente. As placas foram lavadas seis vezes e
incubadas por uma hora em temperatura ambiente com o conjugado marcado com
peroxidase, especifico para cada subclasse de imunoglobulina pesquisada, diluido
1:5.000 em tampéao de incubacéo, tanto IgG1 quanto lgG2a anti-camundongo. Para
a revelacao, adicionou-se 100 pL por poco do substrato TMB blue (Dako), incubou-
se por 10 minutos e a reacao foi interrompida com 100 pL por poco de H,SO4 a 1IN.
Os valores de absorbancia foram determinados no leitor de ELISA, no comprimento
de onda de 450 nm.

3.8 Avaliacdo darespostaimune celular

Apoés a eutanasia dos camundongos, o baco de cada animal foi removido
assepticamente e acondicionado em placa de 24 pocos estéril (1 érgdo/pogo). Com
0 auxilio do émbolo de uma seringa de 5 mL, cada 6rgao foi macerado
separadamente em meio RPMI 1640. As células foram transferidas para tubo cénico
de 15 mL, o volume da suspensédo foi ajustado para 10 mL e as células foram
lavadas (1.500 rpm, 10 minutos a 4°C) trés vezes. Posterior a dltima lavagem, o
sobrenadante foi descartado, o sedimento ressuspenso em 1,5 mL de solucéo para
criopreservacao (SFB + 10% de DMSO) e as células foram transferidas para tubos

de criogenia (Corning) e armazenadas em N liquido até a utilizacéo.

26



A resposta imune celular foi avaliada através da caracterizacdo fenotipica e
do perfil de citocinas por citometria de fluxo multiparamétrica. Para as andlises, as
células foram descongeladas em banho-maria a 37°C, lavadas duas vezes com PBS
1X contendo 10% de SFB e ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB, 10 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, penicilina (100U/mL),
estreptomicina (10mg/mL) e 0,04 mM 2-mercaptoetanol, este meio denominado
RPMI completo. A concentracdo de células foi ajustada para 1x10’ células/mL e
incubadas a 37°C, com 5% de CO, por 24 horas, na presenca ou auséncia de
estimulo com 10 pg/mL de Lblr, Lb2r ou SLA e 2 pg/mL de anticorpo para CD28
(BD Biosciences). Adicionou-se 10 pg/mL de Brefeldina A (Sigma) nas ultimas 4
horas de incubacéo para bloquear a secrecdo das citocinas. O controle de estimulo
foi realizado com PMA (20 pg/mL) e lonomicina (1 pM). A marcacédo extracelular foi
realizada com anticorpos monoclonais anti-CD3 conjugado com o fluoréforo FITC,
anti-CD4 e anti-CD8a conjugados ao PERCP (BD Biosciences). Para a marcagao
das citocinas intracelulares, as células foram fixadas e permeabilizadas utilizando o
kit comercial Cytofix/Cytoperm” (BD Biosciences), segundo as orientacdes do
fabricante e foram incubadas com os seguintes anticorpos e respectivos fluoréforos
conjugados: anti-TNF APC-Cy, anti-IFN PE-CF594, anti-IL-10 APC, anti-IL-4 PE-Cy7
(BD Biosciences) e anti-IL-13 PE (Affymetrix eBioscience). Como controles negativos
foram empregados 0s respectivos isotipos. As amostras foram adquiridas utilizando
o aparelho CyAn ADP (Dako Cytomation) e analisadas através do software FlowJo V

X.07 (Flow Cytometry Analyses Software, Tree Star).

3.9 Andlise estatistica

Foi realizada a comparacdo entre os multiplos grupos utilizando analises de
variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni como poés-teste. Foram consideradas
estatisticamente significativas as diferencas que apresentaram valores de p< 0.05.

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Producdao das proteinas recombinantes Lblr e Lb2r de L. (V.) braziliensis

Utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3) Star transformada com os diferentes
plasmideos para cada gene, foi realizada a expressao das proteinas de Lblr e de
Lb2r, pela indu¢cdo com 1 mM de IPTG por 3 h. Como controle da nao inducéo, uma
colénia de cada alvo foi cultivada nas mesmas condi¢cdes que as col6nias induzidas,
mas sem a adicdo de IPTG. Os resultados da expressao de cada proteina foram
analisados por meio de SDS-PAGE 12%, como pode ser visualizado na figura 4.1A
e B. As proteinas recombinantes foram identificadas pela coincidéncia das bandas
observadas com as massas moleculares preditas de aproximadamente 23 kDa para
Lblr e 19 kDa para Lb2r. Apesar das proteinas terem sido identificadas neste
trabalho manteremos a nomenclatura Lbl e Lb2 por questdes de propriedade
intelectual que poderdo ocorrer a partir deste estudo. Observa-se uma nitida
superexpressao das proteinas heterdlogas, quando comparadas com o controle ndo
induzido. Lb1lr foi expressa em maior quantidade de maneira soltuvel (Figura 4.1A)
enquanto Lb2r foi similarmente expressa nas fragfes solluvel e insoluvel (Figura
4.1B).
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Figura 4.1: Andlise da expresséao e solubilidade das proteinas recombinantes Lb1lr e Lb2r. SDS-
PAGE 12%. (A) Lblr. Poco M — padrdo de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Life
technologies); Poco NI amostra ndo induzida; Poco 1 — fragédo soluvel; Pogo 2 — fracao insolavel. (B)
Lb2r. Pogco M — padréo de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder
(Thermo Scientific); Pogo NI - amostra ndo induzida; Pogco 1 — lisado total das células bacterianas;

Poco 2 — fragao insoluvel; Pogo 3 — fragdo soluvel.
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As fracdes sollveis das duas proteinas recombinantes foram aplicadas em
colunas HisTrap HP (GE), carregadas com ions de niquel e submetidas a purificacéo
por cromatografia de afinidade com aumento gradativo da concentracéo de imidazol
até atingir 1 M. Foram recolhidas fracdes a cada diferente concentracéo do eluente e
analisadas por SDS-PAGE 12% para a deteccdo de Lblr (Figura 4.2A) e Lb2r
(Figura 4.2B) purificadas. Apo6s serem reunidas em pool e dialisadas, as proteinas
foram submetidas a remocdo de LPS bacteriano e consideradas virtualmente livres
de endotoxina (>10 Unidades de endotoxina por mg de proteina) e quantificadas em
Qubit®.
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Figura 4.2: Andlise da purificacdo por cromatografia de afinidade das proteinas recombinantes
Lblr e Lb2r. SDS-PAGE 12%. (A) Proteina Lblr. Pogo M — padr@o de peso molecular BenchMark™
Protein Ladder (Life technologies); po¢co FT — flow through, eluato referente as proteinas que néo se
ligaram na coluna; pogos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 — fracdes onde se obteve a proteina eluida. (B)
Proteina Lb2r. Poco M — padrdo de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo
Scientific); pocos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8 — fragbes onde se obteve a proteina eluida.
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4.2 Obtencao de anticorpos policlonais anti-Lb1r e anti-Lb2r

Dez camundongos BALB/c foram imunizados com as proteinas recombinantes,
sendo 5 animais com Lblr e 5 com Lb2r. Apds a imunizacdo, a analise dos
anticorpos policlonais anti-Lb1r e anti-Lb2r foi realizada por meio de western blotting
contra as respectivas proteinas recombinantes (Figuras 4.3A e C) e contra antigeno
soltuvel de Leishmania (SLA) (Figuras 4.3B e D). Os anticorpos especificos para
cada proteina revelaram bandas Unicas com o0s pesos moleculares esperados. Os

soros foram titulados e armazenados para experimentos posteriores.
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Figura 4.3; Titulacdo dos anticorpos policlonais anti-Lb1r e anti-Lb2r. Andlise da titulagdo dos
anticorpos policlonais anti-Lb1r e anti-Lb2r por western blotting. As diluicées estdo descritas acima de
cada poc¢o em todos os painéis. O padrdo de peso molecular foi o PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific) (A) Titulagdo do anticorpo policlonal anti-Lblr contra a proteina
recombinante Lblr. (B) Titulagdo do anticorpo policlonal anti-Lblr contra o antigeno solavel de
Leishmania. (C) Titulagdo do anticorpo policlonal anti-Lb2r contra a proteina recombinante Lb2r. (D)

Titulagao do anticorpo policlonal anti-Lb2r contra o antigeno sollvel de Leishmania.

31



4.3 Imunizacdo e avaliacdo da protecdo contra a infeccdo com L. (V.
braziliensis em camundongos BALB/c e hamsters dourados

Neste estudo, 40 camundongos BALB/c e 15 hamsters dourados foram
imunizados com a formulacdo vacinal conforme o grupo pertencente, de acordo com
o desenho experimental descrito na secdo de material e métodos. Apds a
imunizagdo, 15 camundongos foram eutanasiados para ensaios de
imunogenicidade. Os 25 animais restantes, bem como todos os hamsters, foram
inoculados com 10° promastigotas infectantes de L. (V.) braziliensis e o curso da
infeccdo nos animais foi acompanhado por 8 semanas (Figura 4.4). Todos o0s
animais, incluindo camundongos e hamsters, apresentaram lesées mensuraveis que
surgiram a partir da 32 semana pos-infeccdo. Os camundongos apresentaram lesédo
primaria de natureza papulo-eritematosa que evoluiu para uma nodulacdo ulcerada
entre 5 e 7 semanas poés-infeccdo. As lesbes dos camundongos foram classificadas
por score de 0.0 a 8.0, de acordo com o grau de gravidade (Figura 4.5A e B),
conforme descrito por Schuster e colaboradores (2014) e representado na Tabela
4.1. Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada entre os grupos,
mas 0 grupo que recebeu as duas proteinas mais CpG exibiram lesdes menores
(Figura 4.4) e menos graves (Figura 4.5) no tempo de 7 semanas apoés a infecgéo.
As lesbes dos hamsters evoluiram com aumento do inchago, gradativamente, até a
82 semana pos-infeccdo (Figura 4.6A). Os valores de inchago foram calculados
subtraindo a medida da pata traseira direita de cada animal, utilizada como controle.
Os animais apresentaram lesdo necrotica no sitio de inoculacdo (Figura 4.6B) e
visceralizagdo dos parasitas (Figura 4.6C), que foram isolados em cultura a partir do

baco dos animais.

32



6.00+

—— | blr+ CpG

5.004 —&— | b2r+ CpG
A

4.00- Lblr + Lb2r + CpG
-~ CpG

3.001 - PBS

2.00+

1.004

Tamanho da lesdo (mm)

0.00-

Semanas pos infeccédo

Figura 4.4: Decurso da infec¢cdo dérmica pela L. (V.) braziliensis em camundongos BALB/c,
ap6s a imunizacéo. Os animais foram inoculados com 10° promastigotas de culturas in vitro. Média

do tamanho da leséo dos animais de cada grupo (x SEM).

Tabela 4.1: Classificacdo por score das lesdes dos camundongos

Medida da lesdo e caracteristica da lesdo Score atribuido

Eritema 0.5
Papula 1.0
Lesado de 2,00 a 2,49 mm 2.0
Lesé&o de 2,50 a 2,99 mm 25
Lesé&o de 3,00 até 5,50 mm aumenta 0.5 acompanhando o

tamanho da lesdo até 5.5

Primeiro sinal de necrose 6.0
Necrose severa 7.0
Necrose com perda de tecido 8.0
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Figura 4.5: Gravidade das les6es dérmicas dos camundongos BALB/c desafiados com L. (V.)
braziliensis, no decorrer da infeccdo. (A) A gravidade das lesbes apresentadas foi classificada
conforme score, durante o curso da infeccdo. Média dos scores das lesbes dos animais de cada
grupo (x SEM). (B) Fotografias ilustrando o aspecto de classificacdo da leséo: score 1.0 leséo sob a
forma de papula; score 6.0 lesdo com a primeira evidéncia de necrose; score 7.0 lesdo necrética

severa,; e score 8.0 lesdo necroética severa com perda de tecido.
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Figura 4.6: Avaliacdo do curso clinico e patolégico das lesGes de pele de hamsters dourados
desafiados com L. (V.) braziliensis. Os animais foram inoculados com 10° promastigotas de
culturas in vitro. (A) Decurso da infecgdo durante 8 semanas. Média + SEM sé&o representados. (B)
Aspecto macroscoépico da pata infectada na 82 semana. Imagem representativa da lesé@o localizada
no sitio de inoculagdo dos parasitas (face dorsal da pata traseira esquerda). (C) Fotografia
representativa do bago de animal infectado. As setas brancas indicam alguns dos diversos nédulos

encontrados no bago infectado.

4.4 Avaliacdo da imunogenicidade das formula¢des vacinais utilizadas

Placas de ELISA sensibilizadas com Lblr, Lb2r ou SLA foram incubadas com
os soros de 3 camundongos de cada grupo experimental, antes do desafio, para
analise dos niveis de anticorpos subclasses IgGl e IgG2a gerados pelas

imunizacgodes.
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Os animais dos trés grupos imunizados (G1, G2 e G3) apresentaram niveis
aumentados de IgGl e IgG2a contra Lblr (Figura 4.7A), enquanto somente 0s
grupos que receberam Lb2r na formulagédo vacinal apresentaram aumento no nivel
das imunoglobulinas especificas para esse antigeno, em comparacéo ao G4 (Figura
4.7B). A resposta de anticorpos contra SLA foi predominantemente do isotipo IgG2a
para os animais dos trés grupos imunizados (Figura 4.7C). A tabela 4.2 apresenta 0s
valores de p dos niveis de imunoglobulinas dos grupos em relacdo ao G4. Os grupos
que receberam as formulagdes contendo antigeno Unico apresentaram resposta
humoral especifica (Figura 4.8A e B). Ja& o0 grupo que recebeu a formulacéo
contendo os dois antigenos recombinantes exibiu niveis aumentados de anticorpos
para ambos os antigenos (Figura 4.8A e B). Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre as subclasses nos grupos. Porém, quando em placa sensibilizada
com SLA, todos os grupos que receberam as formulacdes vacinais apresentaram
resposta humoral predominante do isotipo IgG2a (p < 0.001 comparados com IgG1

do mesmo grupo) (Figura 4.8C).

Tabela 4.2: Valores de p nos niveis de imunoglobulinas dos animais, conforme antigeno utilizado, em

comparacao aos animais do grupo G4.

IgG1 IgG2a
Grupos Lblr Lb2r SLA Lblr Lb2r SLA
Gl p <0.001 p <0.001 p <0.001
G2 p <0.05 p < 0.001 p<0.01 p<0.001 p<0.001
G3 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
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Figura 4.7: Resposta imune humoral elicitada nos grupos de camundongos BALB/c
imunizados, antes do desafio. Foram utilizados 3 animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2=
Lb2r + CpG; G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). (A) Anticorpos anti-Lb1r. Dilui¢do de 1:80.
(B) Anticorpos anti-Lb2r. Diluicdo de 1:80. (C) Anticorpos contra SLA. Diluigdo de 1:40. *** p < 0.001;
**p < 0.01; * p < 0.05; aumento significativo na densidade Optica nos niveis de IgG1 e IgG2a entre os

grupos vacinados e o grupo G4 (controle CpG).

37



5.001 5.00- . Gl
2 lgG2a
_ 4.001 __4.001
£ E
o 3.00-1 o 3.001
Ty) Ty)
N N#
O: 2.00+ O 2.00+
[a)] @]

1.001 1.00+

5.00- . (oGl

D.O. (450 nm)
N w >
o o o
A

1.00+

O O O

O O

Figura 4.8: Subclasses de imunoglobulinas G geradas pela imunizagcdo de camundongos
BALB/c com as diferentes formulagdes vacinais, antes do desafio. Foram utilizados 3 animais de
cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). (A)
Niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a contra Lblr. Diluicdo de 1:80. (B) Niveis de anticorpos IgG1l e
IgG2a contra Lb2r. Diluicdo de 1:80. (C) Niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a contra SLA. Diluicdo de
1:40. As amostras foram obtidas duas semanas apds a 32 imunizagéo e individualmente testadas por
ELISA. Média + SEM sdo mostrados. *** p < 0.001; aumento significativo na densidade 6ptica entre

os niveis de IgG1 e IgG2a dentro do grupo.

4.5 Perfil fenotipico de linfécitos e frequéncia de células produtoras de
citocinas em camundongos BALB/c imunizados

As células do baco dos camundongos BALB/c foram utilizadas para a
avaliacdo da resposta imune celular gerada pelas formulacdes vacinais. O perfil
fenotipico das células e a produc¢édo de citocinas intracelular foram analisados apds o
estimulo das células em cultura (antigeno especifico de imunizacdo, SLA ou
mitdgeno) ou das células sem estimulo. A frequéncia da populacdo de linfécitos T
(CD3") tipo CD4" foi de aproximadamente 80% ao passo que a frequéncia de células

T tipo CD8" foi 15% em todos os grupos experimentais (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Perfil fenotipico da resposta imune celular de camundongos BALB/c imunizados,
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antes do desafio com L. (V.) braziliensis. Foram utilizadas a células do ba¢o de 3 animais em cada
grupo. Frequéncia de células CD4" e CD8" dos animais dos grupos experimentais (G1= Lblr + CpG;
G2=Lb2r + CpG; G3=Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS).

A avaliagcdo das citocinas produzidas pelos linfocitos T CD4" mostrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa nas células com estimulo antigénico
especifico ou com SLA para a producéo de IFN-y, TNF, IL-4, IL-10 e IL-13, em todos
0s grupos. Observamos diferenca na producdo de TNF somente nas células
estimuladas com mitégenos comparadas com as células sem estimulo (Figuras
4.10A-E). Ndo houve diferenca na frequéncia de linfocitos T CD8" produtores de
citocinas, com estimulo antigénico especifico ou com SLA em todos os grupos. As
células estimuladas com mitégenos apresentaram diferenca estatistica na producéo
de IFN-y nos grupos G1 e G3 (p < 0.001 e p < 0.05 respectivamente) e IFN-y (p <
0.001) e TNF (p < 0.05) nos grupos G2, G4 e G5, comparados com as células sem
estimulo (Figuras 4.11A-E). A andlise da razéo entre a frequéncia de células T IFN-
v' / IL-4%, entre células T IFN-y* / IL-10" e entre as células T IFN-y* / IL-13, com
estimulo antigénico especifico, também néo evidenciou diferenca entre elas (Figuras
4.12A-C). Porém, quando estimuladas com SLA (Figuras 4.12D-F), houve um
aumento na razdo IFN-y / IL-10 no grupo G3 em comparacédo ao G4 (p < 0.05)
(Figura 4.12E).
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Figura 4.10: Producéo de citocinas pelos linfécitos T CD4" do bago dos camundongos BALB/c
imunizados, antes do desafio com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 3 animais de cada grupo
(G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). (A) Frequéncia
dos linfécitos T CD4" e citocinas produzidas nas células dos animais do grupo G1, com estimulo
antigeno-especifico por Lblr; (B) nas células dos animais do grupo G2, com estimulo antigeno-
especifico por Lb2r; (C) nas células dos animais do grupo G3, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r; (D) nas células dos animais do grupo G4, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r; (E) e nas células dos animais do grupo G5, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r. Média + SEM sdo mostrados. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05; aumento significativo
na frequéncia dos linfocitos T CD4".
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Figura 4.11: Produc&o de citocinas pelos linfécitos T CD8" do baco dos camundongos BALB/c
imunizados, antes do desafio com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 3 animais de cada grupo
(G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). (A) Frequéncia
dos linfécitos T CD8" e citocinas produzidas nas células dos animais do grupo G1, com estimulo
antigeno-especifico por Lblr; (B) nas células dos animais do grupo G2, com estimulo antigeno-
especifico por Lb2r; (C) nas células dos animais do grupo G3, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r; (D) nas células dos animais do grupo G4, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r; (E) e nas células dos animais do grupo G5, com estimulo antigeno-especifico por
Lblr+Lb2r. Média + SEM sdo mostrados. *** p < 0.001; * p < 0.05; aumento significativo na frequéncia
dos linfécitos T CD8".
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Figura 4.12: Raz&do entre a porcentagem de linfécitos T IFN-y" e as citocinas IL-4", IL-10" e IL-
13", do bago dos camundongos BALB/c imunizados, antes do desafio com L. (V.) braziliensis.
Foram utilizados 3 animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3=Lb1l + Lb2 + CpG;
G4 = CpG; G5= PBS). (A-C) Frequéncia dos linfécitos T estimulados com antigeno-especifico; (D-F)
ou estimulados com SLA. As barras representam valores minimos e maximos. * p < 0.05; aumento

significativo na raz&o entre as frequéncias dos linfécitos T no grupo G3 em comparacédo ao G4.

4.6 Avaliacdo da resposta imune humoral e celular ap6s desafio com L. (V.)
braziliensis

Amostras de soro de camundongos BALB/c imunizados e desafiados com L.
(V.) braziliensis foram testadas por ELISA para resposta humoral especifica de
subclasses de IgG1 e IgG2a anti-Lb1r, anti-Lb2r e contra SLA.

Em comparacdo ao grupo controle G4, todos 0s grupos imunizados com as
diferentes formulacdes vacinais apresentaram niveis superiores de lgG2a anti-Lb1r
(p < 0.001 para G1 e G3; p < 0.05 para G2) (Figura 4.13A). Enquanto os grupos G2
e G3 exibiram aumento tanto de IgGl quanto de IgG2a anti-Lb2r (p < 0.001
comparado com G4) (Figura 4.13B). Os niveis de IgG2a no grupo G1 foram menores
em comparacdo ao G4 (p < 0.05) e elevados em G4 em relagédo ao G5 (p < 0.05)
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(Figura 4.13C). Todos o0s grupos apresentaram producdo de IgGl e IgG2a
especifica para Lblr, contudo os grupos controle G4 e G5 exibiram um predominio
do isotipo 1gG1 (p < 0.01 para G4 e p < 0.05 para G5, comparados com IgG2a do
respectivo grupo) (Figura 4.14A). Os niveis de anticorpos anti-Lb2r foram
aumentados nos grupos G2 e G3, com G3 apresentando predominantemente o
isotipo 1gG2a (p < 0.01 comparado com IgG1l do mesmo grupo) (Figura 4.14B).
Todos os grupos também tiveram anticorpos contra SLA, porém sem diferenca

estatistica entre as subclasses (Figura 4.14C).
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Figura 4.13: Representacdo gréfica dos niveis das subclasses de IgGl e IgG2a em

camundongos BALB/c imunizados com as diferentes formulagdes vacinais apds desafio com
L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 5 animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG;
G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). (A) Anticorpos anti-Lb1r. Diluicdo de 1:80. (B)
Anticorpos anti-Lb2r. Dilui¢do de 1:80. (C) Anticorpos contra SLA. Dilui¢cdo de 1:80. *** p < 0.001; * p
< 0.05; aumento significativo na densidade optica nos niveis de IgGl e IgG2a entre 0s grupos

vacinados e o grupo G4 (controle).
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Figura 4.14: Resposta humoral gerada em camundongos BALB/c imunizados com as
diferentes formula¢cBes vacinais, apds desafio com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 5
animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3=Lb1l + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5=
PBS). (A) Anticorpos IgG1 e IgG2a contra Lb1r. Diluicdo de 1:80. (B) Anticorpos IgG1 e IgG2a contra
Lb2r. Diluicdo de 1:80. (C) Anticorpos 1gG1 e IgG2a contra SLA. Diluicdo de 1:80. As amostras foram
obtidas nove semanas apoOs desafio e individualmente testadas por ELISA. Média + SEM sé&o
mostrados. ** p < 0.01; * p < 0.05; aumento significativo na densidade éptica entre os niveis de IgG1

e lgG2a dentro do grupo.

A andlise da frequéncia de linfécitos T no baco dos camundongos BALB/c
desafiados com L. (V. braziliensis revelou uma populacido CD4" de

aproximadamente 80% e uma de CD8" de 15% (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Perfil fenotipico da resposta imune celular de camundongos BALB/c imunizados

Freguéncia de células CD3" (%)

com as diferentes formulagdes vacinais, apés o desafio com L. (V.) braziliensis. Foram
utilizadas as células do baco de 5 animais em cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3=
Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5= PBS). Frequéncia de células CD4" e CD8" dos animais dos grupos

experimentais.

Assim como os animais que foram eutanasiados antes do desafio, A
frequéncia das células T CD4" produtoras de IFN-y, TNF, IL-4, IL-10 e IL-13 nos
animais desafiados nao foi diferente nas culturas com estimulo antigénico especifico
ou com SLA em todos o0s grupos. As células estimuladas com mitégenos
apresentaram diferenca nos niveis de TNF em comparacédo as células em estimulo,
dos quais G1, G3 e G4 p < 0.001, G2 p < 0.05 e G5 p < 0.01. Houve também o
aumento dos niveis de IFN-y nas células do controle positivo de estimulo nos grupos
G3 e G4 (p < 0.05), em relagéo ao controle negativo (Figuras 4.16A-E) e de IL-10 no
G3 (p < 0.05). A frequéncia das células T CD8" produtoras de citocinas foi diferente
somente nas células estimuladas por mitbgenos em todos os grupos, quando
comparada com o controle negativo. Contudo, em G1, assim como em G5, 0s niveis
de IFN-y (p < 0.01), TNF (p < 0.01) e IL-10 (p < 0.05) foram aumentados (Figuras
4.17A-E). A razdo entre a frequéncia de células T IFN-y* / IL-4", entre células T IFN-
vy /IL-10" e entre as células T IFN-y* / IL-13" foi estatisticamente similar em todos os

grupos e estimulos antigénicos (Figura 4.18A-F).
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Figura 4.16: Representacéo gréafica das citocinas produzidas pelos linfécitos T CD4" do bago
dos camundongos BALB/c imunizados e desafiados com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 5
animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lbl + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5=
PBS). (A) Frequéncia dos linfécitos T CD4" e citocinas produzidas nas células dos animais do grupo
G1, com estimulo antigeno-especifico por Lblr; (B) grupo G2, com estimulo antigeno-especifico por
Lb2r; (C) grupo G3, com estimulo antigeno-especifico por Lblr+Lb2r; (D) grupo G4, com estimulo
antigeno-especifico por Lblr+Lb2r; (E) e nas células dos animais do grupo G5, com estimulo
antigeno-especifico por Lb1r+Lb2r. Média + SEM sdo mostrados. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05;
aumento significativo na frequéncia dos linfocitos T CD4".
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Figura 4.17: Representacgéo gréafica das citocinas produzidas pelos linfocitos T CD8" do bago
dos camundongos BALB/c imunizados e desafiados com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados 5
animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lb1l + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5=
PBS). (A) Frequéncia dos linfécitos T CD8" e citocinas produzidas nas células dos animais do grupo
G1, com estimulo antigeno-especifico por Lblr; (B) grupo G2, com estimulo antigeno-especifico por
Lb2r; (C) grupo G3, com estimulo antigeno-especifico por Lblr+Lb2r; (D) grupo G4, com estimulo
antigeno-especifico por Lblr+Lb2r; (E) e nas células dos animais do grupo G5, com estimulo
antigeno-especifico por Lb1r+Lb2r. Média + SEM s&o mostrados. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05;

aumento significativo na frequéncia dos linfécitos T CD8".
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Figura 4.18: Razdo entre a porcentagem de linfécitos T IFN-y" e as citocinas IL-4", IL-10" e IL-
13", do bago dos camundongos BALB/c ap6s o desafio com L. (V.) braziliensis. Foram utilizados
5 animais de cada grupo(G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3= Lb1l + Lb2 + CpG; G4 = CpG; G5=
PBS). (A-C) Frequéncia dos linfécitos T estimulados com antigeno-especifico; (D-F) e estimulados
com SLA. A barra representa valores minimos e maximos.

A andlise comparativa entre 0s grupos antes e ap0s o desafio com L. (V.)
braziliensis, exibiu um aumento significativo na frequéncia de linfocitos T CD4"
produtores de IFN-y no grupo G1 (p < 0.01), ap0s a inoculacdo dos parasitos (Figura
4.19). Nos demais grupos ndo houve diferenca estatistica na frequéncia dessas
células apos o desafio dos animais. Assim como a frequéncia de linfécitos T CD4"
produtores de TNF, IL-4, IL-10 e IL-13 e de linfécitos T CD8" produtores IFN-y, TNF,

IL-4, IL-10 e IL-13 se mantiveram estatisticamente similares (dados ndo mostrados).
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Figura 4.19: Representac&o gréafica da frequéncia de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y do
baco dos camundongos BALB/c antes e ap6s o desafio com L. (V.) braziliensis. Foram
utilizados 5 animais de cada grupo (G1= Lblr + CpG; G2= Lb2r + CpG; G3=Lbl + Lb2 + CpG; G4 =
CpG; G5= PBS). Média + SEM sdo mostrados. ** p < 0.01; * p < 0.05; aumento significativo na

frequéncia dos linfécitos T CD4" IFN™.
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5 DISCUSSAO

A vacinacdo é considerada uma forma de controle de doencas com efetiva
reducdo da mortalidade e da morbidade (Kedzierski, 2011; Mutiso et al., 2013). A
informacédo a respeito dos antigenos imunogénicos de Leishmania é importante
devido & complexidade do parasita e a identificacdo de antigenos patogénicos
permite o melhor entendimento do processo patolégico e a criagcdo de estratégias
para torna-los nao-patogénicos (The Working Group on Research Priorities for
Development of Leishmaniasis Vaccines, 2011). A pesquisa para o desenvolvimento
de vacinas para as diferentes formas de leishmaniose compreende diversos
antigenos utilizados em diferentes modelos experimentais (Coler & Reed, 2005; The
Working Group on Research Priorities for Development of Leishmaniasis Vaccines,
2011). Formulagdes vacinais poliproteicas como a Leish-111f, sGo promissoras por
terem a capacidade de conferir um alto grau de protecdo em modelos animais
experimentais da doenca.

Com base em estudos anteriores do nosso grupo e nos estudos para o
desenvolvimento de vacinas de segunda geragcdo, nesta dissertacdo foram
expressas duas proteinas recombinantes (Lblr e Lb2r) de L. (V.) braziliensis e
posteriormente avaliadas em separado e em conjunto, quanto ao seu potencial
imunomodulador e sua capacidade de induzir protecdo contra a leishmaniose
cutanea, quando associadas a um adjuvante.

Os genes das duas proteinas selecionadas foram clonados a partir do DNA
gendmico de L. (V.) braziliensis e a expressdo das proteinas recombinantes foi
realizada em um sistema heterélogo utilizando bactérias E. coli, transformadas com
plasmideos do tipo pET. Em vetores do tipo pET, a expressado do gene de interesse
é controlada pela atividade da RNA polimerase do bacteriéfago T7, o qual é
codificado cromossomalmente na bactéria modificada e estd sob o controle do
operador lac. Dessa maneira, a expressao dos genes de interesse é controlada pela
adicao de IPTG, um agente indutor da expressao do promotor lac (Jonasson et al.,
2002).

Clones bacterianos positivos para os insertos de interesse foram crescidos
em cultura e submetidos a inducdo com IPTG para identificar os clones capazes de
expressar as proteinas recombinantes. As indugfes foram realizadas por um periodo
de 3 horas, com a obtencdo das proteinas ao final desse periodo. Kumar e
colaboradores (2004) observaram que o acumulo de proteina recombinante ocorre
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apos 2 horas de inducéao e permanece constante até 4 horas. Porém, apos 3 horas a
cultura atinge o ponto de saturacao, favorecendo o tempo de 3 horas como o
periodo de escolha para a indugao.

Quanto a solubilidade, a proteina recombinante Lblr se apresentou altamente
soluvel, ao passo que a proteina heteréloga Lb2r se apresentou significativamente
insolavel. Contudo, optou-se por trabalhar com a frag@o sollvel desta ultima visto as
vantagens que esta fragdo oferece em termos de purificagdo da proteina.

Muitas proteinas recombinantes eucarioticas expressas em E. coli séo obtidas
de maneira insolivel e perdem modificacfes pos-traducionais essenciais (Quartley
et al., 2009; Khow & Suntrarachun, 2012). Durante a expressdao em sistemas
heterdlogos as proteinas recombinantes podem se apresentar inativas, agregadas
em corpos de inclusdo (Rudolph & Lilie, 1996; Villaverde & Carrio, 2003; Hoffmann
et al., 2004). A agregacédo de proteinas recombinantes superexpressas em bactérias
pode ser resultado do acumulo de altas concentragdes ou do processamento
ineficiente por chaperonas moleculares (Sorensen & Mortensen, 2005). No ambiente
sobrecarregado do citosol as interacdes intermoleculares sdo favorecidas, com
geracado de proteinas inativas pela associacéo de polipeptideos ndo-enovelados com
moléculas tais como DNA e RNA (Young et al.,, 2004). Diversos métodos de
redirecionamento de proteinas de corpos de inclusdo para fracdes sollveis séo
descritos na literatura (Pérez-Pertejo et al.,, 2003; Quartley et al., 2009; Khow &
Suntrarachun, 2012). Porém o rendimento pobre atingido nesses métodos, a
possibilidade do procedimento afetar a integridade da proteina, o baixo custo e
relativamente menor consumo de tempo da purificagcdo das proteinas solUveis em
relacdo a insolavel, incentivam a preferéncia pela utilizacdo das fracbes sollveis
(Sorensen & Mortensen, 2005).

A utilizacdo de vetores contendo sequéncias para a sintese de uma cauda de
poli-histidina permitiu a purificagdo de Lblr e de Lb2r por cromatografia de afinidade
em coluna de Ni?*, em alto grau de pureza. Conforme Li (2010), uma das vantagens
da utilizacdo da cauda de histidinas para a purificacdo de proteinas heterdlogas é
gue seu pequeno tamanho néo interfere na estrutura ou atividade da proteina alvo.
As proteinas Lbrl e Lb2r também foram submetidas a remogéao do LPS de maneira
a prevenir a ocorréncia de efeitos adversos e possivel influéncia na resposta
imunoldégica. A remocdo da endotoxina proveniente do sistema de expressédo

empregado na producdo das proteinas recombinantes € de extrema importancia,
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uma vez que essa molécula é altamente toxica in vivo e in vitro, podendo causar
efeitos adversos, como injuria tecidual e até mesmo a morte (Magalhaes et al., 2007;
Serdakowski London et al., 2012).

Uma potente resposta humoral foi induzida pela imunizacdo dos camundogos
BALB/c, o que reflete a imunogenicidade dos antigenos recombinantes e seu
potencial em promover resposta imunoldgica tanto do tipo Thl quanto Th2, uma vez
que a subclasse de imunoglobulinas IgG2a est4 relacionada a uma resposta celular
Thl e IgG1l a um resposta do tipo Th2 em camundongos (Coffman, 1993; Liew,
2002). Na literatura, antigenos de L. major associados a adjuvantes que
promoveram um aumento dos niveis de 1gG2a apés as imunizacdes foram eficazes
na protecdo de camundongos BALB/c contra a infec¢cao por L. major (Badiee et al.,
2007; Ramirez et al., 2013; Bayih et al., 2014). Assim sendo, a capacidade de
promocado de uma resposta imunoldgica inicial predominantemente do tipo Thl pode
estar relacionada com o potencial protetor da formulag&o vacinal.

Os anticorpos produzidos pelos animais do grupo que recebeu somente a
formulacdo com a proteina Lblr apresentaram pouca ou nenhuma reatividade
cruzada com o antigeno Lb2r, enquanto os anticorpos anti-Lb2r reconheceram Lb1r.
Esse resultado ressalta a importancia da utilizacdo de formulagbes vacinais
poliproteicas para a obtencédo de uma protecéo eficiente contra a infec¢cao por micro-
organismos complexos como Leishmania. De forma curiosa mas relevante, os
grupos vacinais (G1, G2 e G3) tiveram titulos elevados de IgG2a contra SLA. Porém,
pés-desafio, parece ter favorecido uma resposta imune principalmente Th2, sugerido
pelos niveis aumentados de IgG1 contra SLA. A administracdo da proteina Lb2r
associada ao CpG ODN promoveu o aumento dos niveis tanto de IgG1l quanto
IgG2a apds a imunizacdo. Entretanto, o grupo 3, aquele que recebeu os dois
antigenos mais CpG ODN teve um ligeiro aumento de IgG2a contra o antigeno Lb2r.
Este grupo foi aquele que consistentemente apresentou as menores lesbes. Mais
estudos sdo necessarios para caracterizar a imunogenicidade desse antigeno uma
vez que, embora o0s anticorpos ndo desempenhem um papel ativo na eliminacéo da
infecgdo, algumas caracteristicas podem ser de interesse para uma vacina
terapéutica. Na leishmaniose tegumentar provocada por L. (V.) braziliensis, o IFN-y e
TNF-a sao as principais citocinas envolvidas no dano tecidual, enquanto a IL-10 atua
na modulacdo da resposta Thl (Bacellar et al., 2002; Oliveira et al., 2014). Na fase

tardia da doenca, a IL-10 pode ser importante na limitacdo do dano provocado no
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tecido (Faria et al., 2005; Bonfim et al., 2007). De acordo com a abordagem vacinal
empregada, a produgédo de IL-10 influencia diferencialmente nessa modulacdo da
resposta Thl (Darrah et al.,, 2010). A capacidade dos anticorpos IgG de induzir a
producdo de IL-10 por macréfagos (Miles et al., 2005), pode contribuir para a
modulacdo de uma resposta imune Thl exacerbada, quando a infeccdo ja esta
estabelecida.

A frequéncia das populagbes de linfocitos tanto T CD4" quanto CD8" n&o
sofreu alteracdes antes ou apOs o desafio dos camundongos BALB/c. A razédo de
linfocitos IFN-y* / IL-10" foi significativamente maior no grupo 3 que recebeu Lblr +
Lb2r + CpG ODN ap06s a imunizacdo. Porém, quando analisadas as frequéncias das
populacdes CD4" e CD8" produtoras de citocinas, ndo houve diferenca significativa
na producdo dessas duas citocinas nem das demais analisadas entre 0s grupos.
N&o foi observada uma resposta imune protetora, expressa por uma reducao
significativa no tamanho ou na gravidade das lesbes, em todos 0s animais
imunizados comparados aos grupos de controle. Este achado foi compativel com os
resultados da citometria que ndo evidenciaram um perfil preferencialmente definido
de resposta imune celular efetora. Em diversos trabalhos nos quais os animais foram
protegidos contra a doenga cutanea, o efeito protetor foi associado a uma resposta
celular predominantemente do tipo Th1 e de células CD8", com producéo de IFN-y e
IgG2a e pouca IL-4 e IL-10 (Aebischer et al., 2000; Coler et al., 2002; Rhee et al.,
2002; Bertholet et al., 2009; Jayakumar et al., 2011; Carneiro et al.,2012; Ramirez et
al.,, 2013). Embora ndo seja estatisticamente significativo, foi observada uma
reducdo no tamanho e gravidade das lesbes apresentada pelo grupo de
camundongos BALB/c que recebeu os dois antigenos recombinantes associados ao
CpG ODN, sugerindo que a manipulacdo da formulacdo vacinal (adjuvacao), das
vias de administracao e/ou da estratégia de administracdo podera contribuir para a
obtencdo de uma vacina mais eficaz contra a infeccdo por L. (V.) braziliensis

No estudo realizado por Moura e colaboradores (2005) para o
desenvolvimento deste modelo de infeccdo com L. (V.) braziliensis, foi verificado que
a frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de citocinas é reduzida na oitava
semana poés-infecgdo. Uma vez que a infecgéo é auto-resolutiva no modelo BALB/c,
o fato de ndo termos encontrado diferencas na frequéncia de linfocitos T produtores
de citocinas entre os grupos vacinados e 0 grupo controle negativo pode estar

relacionado com o periodo escolhido para a coleta do material para analise, visto
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gue a mesma foi realizada no momento em que as lesdes ja apresentavam sinais de
resolucdo. Contudo, os animais que receberam a formulacdo com as duas proteinas
apresentaram lesdes menores e de menor gravidade em relagcdo aos animais dos
demais grupos, embora essa diferenca nao tenha sido estatisticamente significativa.

No trabalho de Jayakumar e colaboradores (2011), os camundongos BALB/c
infectados com L. (V.) panamensis, outra espécie do subgénero L. (Viannia) que
também pode provocar a forma mucosa da doenga, exibiram lesdes menores e
niveis de carga parasitaria reduzida quando foram submetidos a esquema de
vacinacdo heterdlogo prime-boost. A formulagdo vacinal dos animais que
apresentaram protecdo contra a infeccdo consistia de uma dose inicial contendo
uma sequéncia de DNA que codifica para uma proteina antigénica juntamente com
um adjuvante sintético e uma dose de reforco utilizando um vetor viral expressando
a sequéncia de DNA do antigeno de Leishmania. Quando somente o vetor viral foi
utilizado como adjuvante, os animais nao apresentaram protecdo contra a infecgao.
Cada vez mais, diferentes adjuvantes associados e estratégias de prime-boost
heter6logo estdo sendo empregados como esforcos para desenvolvimento de
vacinas contra protozoarios e doencas cuja resposta imune celular tem um papel de
destaque (Chinchilla et al., 2007; Arama et al., 2012; Das & Ali, 2014; Knudsen et al.,
2015). Uma vez que os antigenos que utilizamos nas imunizagbes se mostraram
imunogénicos através da producao de imunoglobulinas, uma das hip6teses para nao
termos observado protecdo tanto nos camundongos quanto nos hamsters, é de que
0 esquema de imunizacgao escolhido, tanto no que diz respeito a adjuvacdo quanto a
via de administracdo, ndo induziu uma amplificacdo da resposta imune celular
especifica que pudesse auxiliar no controle da doenca, sugerindo que altera¢des na
estratégia de vacinacdo podem auxiliar na obtencdo de um resultado positivo no
nosso estudo.

O adjuvante CpG ODN quando administrado isoladamente, proporcionou uma
reducdo na severidade da infeccdo por L. major em macacos rhesus, porém esse
efeito ndo foi diretamente correlacionado a frequéncia de células do sangue
periférico secretoras de IFN-y (Flynn et al. 2005). Ao associar esse adjuvante a
proteinas nativas (Iborra et al., 2008; Ramirez et al., 2010; Shargh et al., 2012) ou
proteinas recombinantes (Rhee et al., 2002; Ramirez et al., 2014), uma resposta
imune protetora também foi obtida em modelos murinos contra a infec¢cado por L.

major. Embora a associagdo do CpG ODN com proteinas ribossomais
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recombinantes de L. major tenha resultado numa formulagéo vacinal eficiente na
protecdo de camundongos BALB/c contra uma infeccdo realizada utilizando
promastigotas misturados a extrato de glandula salivar de flebotomineos (Ramirez et
al., 2013), em outro estudo a combinagdo de antigenos recombinantes de L. (V.)
braziliensis com hidroxido de aluminio, em estratégia prime-boost de administracao,
a formulacdo nao conferiu protecdo (Salay et al., 2007). Portanto, os antigenos
utilizados na formulagdo vacinal parecem influenciar a modulacdo da resposta
imunologica pelos adjuvantes, atuando de maneira sinérgica ou nao. Outro ponto
importante que ndo podemos deixar de citar € o modelo de escolha para infecgcéo
desafio. Diferentes espécies de Leishmania apresentam patogenicidade, viruléncia e
elicitam mecanismos imunopatoldgicos distintos.

A escolha do modelo hamster para ensaios de protecdo foi devida a alta
susceptibilidade desse animal a infec¢@o por espécies de Leishmania dermotrépicas,
incluindo as pertencentes ao subgénero L. Viannia, com lesdes que sao similares as
lesBes provocadas em humanos (Osorio et al., 2003; Gamboa et al., 2008; Espitia et
al., 2010; Gomes-Silva et al., 2013). Porém, a falta de reagentes especificos para
estudo imunolégico nesse género compromete a utilizacdo desse modelo em
ensaios para vacina (Espitia et al., 2010; Loria-Cervera & Andrade-Narvaéz, 2014).
Todos os hamsters utilizados nesse estudo, incluindo aqueles pertencentes ao grupo
controle, apresentaram lesdo severa na pata e visceralizacdo dos parasitas, embora
o inéculo utilizado (1x10° promastigotas) seja relativamente baixo. Conhecidamente,
diferentes isolados ou espécies de Leishmania ndo permitem a predicdo do
resultado da infeccéo. As espécies membros do subgénero L. (Viannia) apresentam
diferentes perfis de viruléncia (Rey et al., 1990; Gamboa et al., 2008). A infeccdo
com protozoarios da espécie L. (V.) panamensis, outra espécie das Américas que
pode provocar a leishmaniose mucosa (Figueroa et al., 2008; Osorio et al., 2014),
ndo promove a visceralizagdo dos parasitas, mesmo com um inéculo alto (1x10°
parasitas) (Gomez-Galindo & Delgado-Murcia, 2013). Além do mais, diferentes
in6culos e diferentes isolados de L. (V.) braziliensis apresentam diferencas na
infectividade in vitro e in vivo, com resultados que podem variar desde persisténcia
da lesé@o no sitio de indculo a metastase cutanea e disseminacéo sistémica nesse
modelo de experimentagdo animal (Sinagra et al., 1997; Gamboa et al., 2008;
Gomes-Silva et al., 2013; Ribeiro-Roméo et al., 2014). Da mesma maneira, 0 modelo

murino de infec¢do por Leishmania apresenta variacdo na lesao e na arquitetura dos
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orgdos viscerais quando infectados com diferentes isolados de L. (V.) braziliensis
(Pereira et al., 2009), assim como sédo encontradas distintas manifestacdes clinicas
provocadas por essas espécies de Leishmania. Tais aspectos clinicos sao fenoétipos
da doenca que podem estar associados a heterogeneidade genética dos parasitos
(Grimaldi & Tesh, 1993; Cupolillo et al., 1997; Cupolillo et al.,, 1998), onde
populacdes naturais de uma mesma espécie como L. (V.) braziliensis, apresentam
um polimorfismo que pode ser superior aquele observado em populacdes de
diferentes espécies (Cupolillo et al., 1994; Cupolillo et al., 1998; Brito et al., 2009).
Tendo em conta esses diversos perfis de viruléncia das cepas, acredita-se que para
o desenvolvimento de uma vacina contra L. (V.) braziliensis seja necessario a
utilizacdo de diferentes antigenos, abordagens e adjuvagéo para atingir a protecéo
dos modelos de experimentacdo animal e, posteriormente, uma formulacdo para uso
em humanos. Desta forma, os resultados obtidos neste estudo contribuem com dois
antigenos imunogénicos e capazes de modular a resposta imune. Porém, diferentes
formulacbes e estratégias de imunizacdo precisam ser empregadas para que

possamos atingir uma melhor eficacia com o uso destes antigenos.
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CONCLUSOES

As proteinas recombinantes Lbl e Lb2 foram eficientemente expressas em
sistema heterdlogo, apresentando pesos moleculares de 23 kDa e 19 kDa

respectivamente, semelhantes as proteinas nativas.

As proteinas recombinantes foram consideradas com alto grau de pureza uma
vez que o0 western blotting exibiu ligacdes antigeno-anticorpo altamente

especificas, inclusive contra SLA.

Os antigenos recombinantes Lblr e Lb2r foram considerados imunogénicos
através da promoc¢do da producdo de altos niveis de anticorpos especificos,
tanto do tipo IgGl quanto do tipo IgG2a. Os grupos que receberam as
formulacdes vacinais tiveram titulos mais elevados de IgG2a contra SLA, apos a
imunizacdo. Pés-imunizacdo, embora sem diferenca estatistica, todos os grupos

apresentaram maiores titulos de IgG1.

Os grupos nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa na
frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8" produtores de IFN-y, TNF, IL-4, IL-10 e

IL-13, apds a imunizacdo ou apds o desafio.

O grupo que recebeu somente o antigeno Lblr associado ao CpG ODN revelou
um aumento significativo na frequéncia de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y

apos desafio, em comparacao com o momento pés-imunizagao.

A raz&o de linfocitos IFN-y* / IL-10" foi significativamente maior no grupo 3 que
recebeu Lblr + Lb2r + CpG ODN apés a imunizacéo.

A utilizacdo dos antigenos Lblr e Lb2r associados de diferentes maneiras ao

adjuvante CpG ODN néo foi eficiente na promocao de protecédo contra o desafio

com L. (V.) braziliensis em camundongos BALB/c e em hamsters dourados.
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