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Resumo

As Leishmanioses séo consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude como
uma das seis doencas tropicais mais importantes. A auséncia de uma forma eficaz de
controle e contencdo da doenga justifica o desenvolvimento de uma vacina mais eficaz.
Por sua vez, o antigeno A2, exclusivamente expresso nas formas amastigotas de
Leishmania tem sido considerado um excelente alvo no desenvolvimento de
formulagbes vacinais em fase experimental. Esse trabalho visou a caracterizagdo da
resposta imune induzida por diferentes protocolos de vacinacao dose e refor¢co usando,
além do MVA-A2, o Adenovirus-A2, AdA2. O MVA é um virus atenuado, derivado do
Virus Vaccinia Ankara, ndo replicativo em células de mamiferos. Assim, foram
avaliadas as respostas celular, por ensaios de ELISPOT e citotoxicidade in vivo,
mediante estimulacao dos esplendcitos com peptideos correspondentes aos epitopos
para células TCD4" e TCD8" na proteina A2 e a resposta humoral, por ELISA. Apenas
0s animais vacinados com AdA2 + MVAA2 apresentaram niveis elevados de células
produtoras de IFNy e niveis de baixos IL-10 e IL-4, sob estimulacdo com ambos os
peptideos, nos ensaios de ELISPOT. Da mesma forma, alta porcentagem de lise foi
observada apenas nesse grupo de animais, indicando que esse esquema vacinal foi
capaz de induzir a resposta de células T CD8" e TCD4". A resposta imune induzida
nesse grupo, considerada do tipo Th1, tem sido relacionada a protegdo contra a
infeccao desafio por diferentes espécies de Leishmania. Nos testes de ELISA, nao foi
identificada producao de anticorpos contra o Antigeno Soluvel de Leishmania, SLA, da
forma promastigota, em quaisquer grupos vacinais, o que os diferenciou dos animais
infectados, nos quais a producédo foi observada. Isso € importante no diagndstico dos
caes domésticos, uma vez que a vacina atual ndo possibilita essa diferenciagdo. Nos
outros grupos vacinados, a resposta imune celular sera investigada contra a forma
integra da proteina A2 e SLA da forma amastigota.
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Abstract

Leishmaniasis are being considered by the World Health Organization as one of
the six most important tropical diseases. They are caused by several species of the
genus Leishmania. The lack of an effective way to control and containment of the
disease justifies the development of a more effective vaccine formulation. Thus, A2
antigen, exclusively expressed in the amastigote form of Leishmania has been
considered an excellent target for a vaccine development in the experimental stage.
Thus, this work aimed the characterization of the immune response induced by different
prime-boost vaccination protocols applying, in addition to MVA-A2, Adenovirus-A2,
AdA2. MVA is a virus derived from the Vaccinia Virus Ankara and has been attenuated
in chicken embryo fibroblasts. The humoral immune response was evaluated by ELISA
and cellular response, by ELISPOT and in vivo cytotoxicity. Splenocytes were stimulated
with peptides corresponding to CD8" and CD4" T cell epitopes of A2 protein. As results,
only animals vaccinated with AdA2 + MVAA2 showed high levels of IFNy producing cells
as well as low levels of IL-10 and IL-4, when stimulated with both peptides, in ELISPOT
assays. Similarly, high percentage of lysis was observed exclusively in this group,
indicating that this immunization protocol was able to induce both CD8" T and CD4™ T
cellular response. The induced cellular immune response, considered being type Th1,
has been correlated to protection against challenge infection in many other studies. Anti
A2-antibody production was not detected in sera of vaccinated animals, against
promastigote Soluble Leishmania Antigen, SLA, which differentiated them from infected
animals, in which this production was observed. It is especially important considering
Leishmaniasis diagnostic in domestic dogs, once the current vaccine does not allow
such differentiation. In other vaccinated groups, cellular immune response will be

investigated against whole A2 protein and amastigote SLA.
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1 Introducao:

As Leishmanioses sdo causadas por varias espécies de protozoarios do género
Leishmania e podem apresentar diferentes formas clinicas. Estas formas constituem
graves problemas de saude publica, sendo consideradas pela Organizagdo Mundial de
Saude como uma das seis doengas tropicais mais importantes de paises em
desenvolvimento (WHO, 2007). A incidéncia anual das leishmanioses € de
aproximadamente 2 milhdes de casos, sendo que destes, 500 mil correspondem a
casos de leishmaniose visceral [1]. Cerca de 90% destes casos se concentram em
apenas 5 paises: Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Sudao [2].

A forma mucocutdnea da leishmaniose (LMC) é caracterizada por graves
mutilagdes faciais, que ocorrem principalmente nas regides nasal e oral. Na
leishmaniose cutdneo-difusa (LCD) os pacientes apresentam lesées nao ulceradas
distribuidas por todo o corpo. Ja a forma cutanea (LC) é considerada mais branda,
responsavel por causar lesées nos locais de inoculagdao do parasita pelo vetor, mas
também pode evoluir para uma forma mais grave, incapacitante [3].

A forma visceral da Leishmaniose (LV) é considerada a mais grave, podendo
causar febre crénica, hepatosplenomegalia, pancitopenia, anemia e caquexia profunda.
Cerca de 90% dos casos nao tratados evoluem a o6bito [4]. Contudo, os individuos
infectados podem permanecer assintomaticos, embora aproximadamente 20% dos
individuos em regiées endémicas desenvolvam a forma classica da doenga [5].

As diversas formas da doenca sado causadas por diferentes espécies de
Leishmania. Sabe-se também que varios genes do hospedeiro podem influenciar a
forma e a gravidade da doencga [6]. A leishmaniose visceral € causada por parasitas do
complexo Leishmania donovani, cada espécie apresenta uma distribuicdo geografica
propria, sendo L. donovani encontrada no sub-continente indiano, L. infantum se
distribui pelo sul da Europa e L. chagasi (L. infantum chagasi) encontra-se presente nas
Américas Central e Sul [7].

O ciclo de transmissao da doenca se inicia quando fémeas infectadas de
flebotominios dos géneros Lutzomya e Phlebotomus, realizam o repasto sangliineo no

hospedeiro mamifero. Enquanto se alimentam, as fémeas inoculam as formas
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promastigotas metaciclicas, as quais sdo fagocitadas por macréfagos teciduais do
hospedeiro (WHO, 2004). Ainda dentro dessas células, as Leishmanias conseguem
evadir da destruigao intracelular nos lisossomos, 0 que resulta em sua sobrevivéncia e
sua posterior transformacédo na forma amastigota. Essa forma é entdo capaz de se
reproduzir assexuadamente, até que o macréfago se rompa, liberando-as no tecido. As
formas liberadas podem ser opsonizadas por anticorpos do hospedeiro, retornando aos
macrofagos através do reconhecimento da por¢do Fc das imunoglobulinas por
receptores celulares. Em um novo repasto sanguineo, o flebotomineo ingere
macrofagos infectados com amastigotas, que, no intestino do inseto, transformar-se-ao
novamente em formas infectantes, promastigotas metaciclicas, completando o ciclo de
vida do parasita [8].

No Brasil, o cao doméstico é considerado o principal reservatério de L. chagasi,
devido ao fato de apresentar alta suscetibilidade a infecgédo e relagdo préxima com o
homem, tanto em areas urbanas, como rurais. Assim, a presenca de caes soro positivos
em residéncias é vista como um fator de risco a infecgdo por L. chagasi. Animais
silvestres, como raposas do mato, gambas e roedores, também sdo considerados
reservatorios importantes da leishmaniose visceral [9].

Na auséncia de uma vacina com eficacia comprovada para evitar a transmisséo do
parasita e/ou a evolucédo e progressdo da doenca, o controle da leishmaniose se faz
através da identificagdo e eliminagdo dos reservatérios da doenca (caes infectados),
controle das populagbes de vetor (principalmente Lutzomyia longipalpis), quando
possivel, e diagnédstico e tratamento dos casos humanos [10].

O diagnostico mais comum da Leishmaniose visceral se faz através dos testes
sorolégicos e parasitolégicos em aspirados de bago, medula éssea (mais comum em
nosso pais) e linfonodos (WHO, 2007). Os farmacos comumente utilizados no
tratamento da doengca sdo os antimoniais pentavalentes e, em casos de contra
indicagdo destes, anfotericina B. Esses medicamentos sédo cardio, hepato, ou mesmo
nefrotoxicos, podendo causar uma série de efeitos colaterais adversos e incémodos,
como dores abdominais, nauseas, vomitos e diarréia [2]. Devido ao carater zoonotico
da doenga, o diagnostico e tratamento de pacientes tém pouco impacto sobre o controle
da doenga em nosso meio [3].

Uma vez que existem reservatérios domeésticos e silvestres de dificil eliminacao,

torna-se praticamente impossivel a erradicacdo da doenca o que justifica o
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desenvolvimento de medidas para o controle e contencdo da doenca, como o
desenvolvimento de vacinas. Para tanto, varios grupos de pesquisa em todo o mundo
tém se empenhado em desenvolver formulagdes vacinais seguras e eficazes que sejam
capazes de impedir a infecgdo do flebotomineo vetor, dessa forma, bloqueando o ciclo
de vida da Leishmania. Muitas das prepara¢des vacinais desenvolvidas e testadas
experimentalmente contra a leishmaniose visceral utilizam formas atenuadas dos
parasitas, subunidades protéicas definidas, proteinas recombinantes, ou extratos totais
[11]. Vacinas de DNA codificando varios antigenos de Leishmania e virus
recombinantes também resultaram em protecdo contra leishmaniose visceral em
modelos experimentais [12].

Varios modelos animais podem ser usados para o estudo das diferentes formas de
leishmaniose e avaliagdo de preparagdes vacinais. A infecgéo por L. major e a resposta
imune relacionada ao desenvolvimento de resisténcia ou susceptibilidade em
camundongos BALB/c é um dos modelos de leishmaniose cutanea mais bem
estudados. Nele, observa-se uma clara dicotomia da resposta celular, em que a
resposta Th1, com produgéao de citocinas como IL12, TNFa e IFNy, levam a protegéao e
a resposta Th2, com producéo de citocinas IL-4 e IL-10, levam ao desenvolvimento de
les6es. Contudo, apesar de estabelecido que a resposta celular do tipo Th1 seja
responsavel pela protecao dos animais e que a constituicao de forte resposta humoral,
na auséncia de resposta celular, sejam responsaveis pelo desenvolvimento da doenca,
nas leishmanioses viscerais, o papel das citocinas e das células T CD8" ainda nao
estdo totalmente esclarecidos [13].

A linhagem de camundongos BALB/c constitui um bom modelo para o estudo da
leishmaniose visceral assintomatica causada por L. chagasi, uma vez que sdo animais
susceptiveis a infec¢do pelo parasita, mas ndo apresentam sintomas da doenca [14].
Quando camundongos BALB/c sédo infectados por espécies de Leishmania causadoras
da forma visceral, como L. chagasi, o figado € o primeiro 6rgdo de multiplicacdo do
parasita, onde, na quarta semana de infec¢do, a proliferacdo atinge niveis maximos.
Muitas vezes, 0s animais conseguem resolver completamente a infec¢do no figado,
apbés um determinado periodo de tempo. No ba¢o e medula 6ssea, também ocorre
proliferagao dos parasitas, contudo, a menor taxa, nesses 6érgaos reservatérios os

parasitas conseguem permanecer, muitas vezes, por toda a vida do animal [15].
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O controle da infeccdo no figado parece se dar a partir da formacédo de
granulomas e eliminagdo dos parasitas por macrofagos ativados [16]. A expressao de
citocinas Th1, como IL-12 por células apresentadoras de antigeno e IFNy por células
NK, TCD4" e TCD8" que induz a expressao da enzima 6xido nitrico sintase e produgédo
de éxido nitrico pelos macréfagos, é importante, pois leva a progressiva regressao dos
niveis de parasitas e controle da doenca no decorrer de oito semanas [17]. A formacéao
de granulomas no figado e a atividade leishmanicida dos macréfagos ativados parecem
ser, portanto, reguladas por mecanismos dependentes de IFNy e nesses casos, IL-12
atua como estimulo primario a producado deste e, consequentemente, regularia os
processos nos quais IFNy participa para levar ao controle da infecg¢éao [18].

Murray e colaboradores realizaram, em 2000, um estudo utilizando animais
nocautes para TNFa, e demonstraram que, apés duas semanas da infeccdo por L.
donovani, esses animais apresentavam cerca de 3 vezes mais parasitas no figado,
porém a formagéao de granulomas era semelhante, em comparagao aos camundongos
controle. Apds quatro semanas de infec¢gdo, 0s animais nocautes apresentavam
resposta inflamatéria local exagerada, o que levou a necrose hepatica disseminada e
morte de 50% dos animais, apds 6 semanas de infecgdo. Esses resultados sugerem a
participacdao de TNFa no controle da infecgdo e sobrevivéncia dos animais infectados
por L. donovani [19].

As primeiras quatro semanas de infeccdo no figado s&do similares em
camundongos C57BL/6 e nocautes para IL12 p-40, sugerindo que a resposta imune
mediada por IL-12 ndo tem influéncia na progressédo da doenga até momentos tardios
[20]. Contrariamente, no bago, onde os parasitas sdo capazes de permanecer por
longos periodos, até mesmo durante toda a vida do hospedeiro, citocinas do tipo Th1,
como IFNy sdo produzidas mesmo nos momentos de maior parasitemia em animais
infectados por L. chagasi [21].

Estudos com camundongos nocautes para IL-4 s&o controversos em demonstrar a
influéncia desta citocina no desenvolvimento da forma crénica da leishmaniose visceral
[13]. Nos casos em que IL-4 estimula o desenvolvimento da forma visceral, foi mostrado
que IL-4 ndo apenas inibe a produgao de IL-12 por células apresentadoras de antigeno,
e a expressao de IL-12RB2 como também regula negativamente a produgéo e atividade
de IFNy[22, 23].
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Em 2001, Murphy e colaboradores realizaram estudo em que se demonstrou que
camundongos BALB/c, nocautes para o gene de IL-10, tornavam-se resistentes a
infeccdo por L. donovani e produziram mais IL-12 e IFNy quando comparados aos
camundongos normais, inicialmente suscetiveis a infeccao [24]. Além disso, em 2002,
Murray demonstrou que camundongos BALB/c transgénicos, capazes de expressar
altas concentragdes de IL-10 apresentavam cerca de 3 vezes mais parasitas no figado
que os animais controle, e, mesmo apés 8 semanas de infec¢do, esses animais ainda
apresentavam altos niveis de parasitas, enquanto os animais controle ja haviam
resolvido a infecgdo [25]. Esses dados, tomados em conjunto, sugerem que durante a
infeccdo por L. donovani, IL-10 poderia ter um papel importante na supressao e
regulacdo da resposta do tipo Th1. A supressao das células Th1 levaria a proliferagdo
exagerada dos parasitas no figado impedindo, ou retardando o controle da doenca [26].

Varios antigenos de Leishmania tém sido descritos como candidatos a composicao
de uma vacina contra a doenga, como A2, LACK, gp63, GP46/M2, Lcr1 e rGRP78 [27].
Os antigenos da familia A2 sdo especialmente interessantes por serem expressos
exclusivamente nas formas amastigotas, encontradas nos macrofagos do hospedeiro
vertebrado [28, 29]) e terem papel importante na visceralizagdo da doenca, sendo,
portanto, considerados fatores de viruléncia das espécies causadoras de leishmaniose
visceral [29].

As proteinas A2 foram primeiramente descritas por Charest e Matlashewski, em
1994, como uma proteina citoplasmatica especificamente expressa no estagio
amastigota de desenvolvimento da Leishmania donovani. Em 1997, Zhang e
Matlashewski demonstraram a perda de viruléncia da L. donovani quando a expressao
dos genes de A2 fora silenciada pela técnica de RNA antisenso. Apesar das
amastigotas silenciadas serem capazes de infectar macréfagos em cultura, sua
replicacdo se mostrou retardada, quando comparada a do tipo selvagem. Nos testes in
vivo, utilizando-se BALB/c, animais infectados com as amastigotas silenciadas
apresentavam uma contagem menor de parasitas no figado, quando comparados aos
infectados pelo tipo selvagem. Quando a expressdo de A2 era restabelecida, a
capacidade de proliferacao das leishmanias se normalizava [30].

Outro indicativo da participacao da proteina na visceralizagdo da doenca ficou
evidente quando L. major, transformadas para expressar a proteina A2 de L. donovani,
passaram a apresentar maior tropismo pelas visceras, principalmente baco,
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sobrevivéncia reduzida do parasita nos tecidos epiteliais. Isso indica que a perda ou
ganho da proteina A2, ao longo do desenvolvimento das diferentes espécies de
Leishmania, pode ter sido um dos fatores responsavel pelo desenvolvimento do
“tropismo” espécie especifico. Apesar das indicagdes de envolvimento na visceralizacdo
da doenca, a funcdo de A2 ainda ndo foi identificada e pode envolver a participacédo de
outras proteinas especificas do estégio de desenvolvimento [31].

Através de analises de cariétipo, os genes A2 foram também identificados nas
espécies L.donovani, L.chagasi, L. mexicana e L. amazonensis (espécies do Novo
Mundo), mas nao nas espécies L. tropica, L.aethiopica e L. major, (no Velho mundo) e
L.braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis (do Novo Mundo), responsaveis pela
forma cuténea da doencga [32]. Atualmente, sabe-se que existe uma familia de genes
A2, composta por pelo menos sete deles, responsaveis pela codificagdo de uma familia
de proteinas com tamanho variando entre 45 e 100 kDa, devido ao numero variavel de
repeticdes de 10 aminoacidos, ilustrada na figura 1 [31].

Em 2005, estudo realizado por Garin e colaboradores, utilizando as ja citadas
espécies de Leishmania causadoras da forma cutanea no Velho Mundo, demonstrou
que essas espécies possuem o gene de A2, porém, nestas, ele é de copia Unica, com
apenas 153pb, de seqliéncia extremamente conservada, codificando uma proteina de
apenas 51 aminoacidos, sendo funcionalmente transcrito em ambos os estagios de
desenvolvimento. Essas caracteristicas sdo muito diferentes do gene A2 das espécies
causadoras de leishmaniose visceral, uma vez que nessas, 0 gene A2 se apresenta em
varias coépias, podendo ter tamanho variado e expresséo preferencial ou exclusiva no
estagio de amastigota [31].

Em 2006, o grupo de pesquisa liderado por Wilson, M.E. realizou a comparagao
das sequéncias dos genes das proteina A2 de L. donovani e L. chagasi e encontrou
97% de identidade (Figura 1). Os polimorfismos encontrados estavam localizados
principalmente nas regides N e C terminais da proteina ndo havendo variabilidade
significativa nas sequiéncias repetitivas [33].
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Figura 1: Comparacao das seqiiéncias de aminoacidos da proteina A2 de L.

donovani e L. chagasi. As sequéncias repetidas de 10 aminoacidos, VGPLSVGPQS.

As sequéncias hachuradas em verde e laranja sdo reconhecidas pelo anticorpo

monoclonal utilizado nesse trabalho como controle positivo da presenca de A2. As

sequiéncias sublinhadas em laranja e verde representam, respectivamente, os epitopos

CD4-2 e CD8, mapeados por Resende, et al. 2008 [34]. Figura modificada e retirada de

[33].
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Em 2001, Ghosh e colaboradores realizaram um estudo de imunizagdo em
camundongos BALB/c com o DNA da proteina A2 inserido no plasmideo pcDNA3.1-A2,
e observaram que 0s animais imunizados apresentavam uma protecdo substancial,
representada pela queda em 65% do numero de LDU (Leishman Donovan Units),
contra o desafio com L. donovani. No mesmo ano, o grupo realizou novo estudo de
imunizacdo em camundongos com a proteina A2 recombinante e obtiveram um misto
de resposta imune entre Th1 e Th2 e uma resposta humoral que conferia prote¢cdo aos
animais desafiados com L.donovani [11].

Coelho e colaboradores, em 2003, demonstraram que a proteina A2 recombinante
foi capaz de induzir protecdo significativa, contra a infeccdo desafio por L.
amazonensis, em camundongos BALB/c. A protecao foi avaliada através do tamanho e
namero de parasitas na lesdo cutdnea. O grupo imunizado apresentava perfil de
citocinas do tipo Th1, e, mesmo apds o desafio com L. amazonensis, 0s animais
permaneciam com producao elevada de IFNy e baixa de IL-4 e IL-10 [35].

Além da escolha do antigeno, para o desenvolvimento de vacinas torna-se
importante a escolha de adjuvantes adequados. Com intuito de melhorar a resposta
imune induzida por diferentes antigenos protéicos ou por DNA, virus atenuados, como
os adenovirus e o Virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA), tém sido utilizados em
ensaios experimentais como vetores vacinais recombinantes. Os vetores virais
carregam genes codificadores de antigenos, provenientes de diferentes patdgenos, ao
interior das células infectadas, onde as proteinas podem ser produzidas, processadas e
apresentadas ao sistema imune. Dessa forma, a apresentacdo de antigenos se da via
MHC de classes | e Il levando a ativacdo de células T CD4" e T CD8" de perfil Thi,
produtoras de IFNy, e ativacdo de células T CD8" com atividade citotdxica, o que torna
o emprego de vetores virais importante na elaboracdo de vacinas contra parasitas
intracelulares, como Plasmodium falciparum [36] e espécies do género Leishmania
contra 0s quais essa resposta é necessaria para o controle e eliminacao do parasita
[12].

A imunizacdo com DNA é conhecida por induzir a resposta de células T CD4",
estimulando a producdo de anticorpos e de células T CD8" via MHC classe |, com

producdo pronunciada de citocinas como IFNy. A utilizagdo de protocolos de dose
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reforco em que se utilizam DNA como dose inicial e o MVA no refor¢co estdo sendo
amplamente utilizados, principalmente porque sabe-se que o MVA é potencializador da
resposta gerada inicialmente pela imunizagdo com o DNA [37].

Poxvirus recombinantes expressando genes exdégenos sdo importantes
ferramentas no desenvolvimento de vacinas. Por apresentarem genoma de grande
tamanho, comparativamente ao de outros virus, 0s poxvirus sdo capazes de acomodar
grandes fragmentos de DNA exdgeno. Além disso, sdo capazes de controlar
precisamente sua expressao génica, nao se integram ao genoma da célula hospedeira
e apresentam alta imunogenicidade, pois ativam o sistema imune celular e humoral do
hospedeiro [38].

Os virus vaccinia recombinantes podem ser utilizados em protocolos de vacinacao
animal, mas a utilizacdo destes em humanos ndo é recomendada, uma vez que nao
sao virus completamente atenuados e seu uso € desaconselhado em individuos
imunocomprometidos. Virus recombinantes gerados a partir de poxvirus incapazes de
se replicar em células de mamiferos, como o Virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA)
tém sido desenvolvidos com o propésito de imunizacao humana [39].

O MVA ¢é um virus vaccinia altamente atenuado, nao replicativo em células de
mamiferos, obtido por Mayr e colaboradores, em 1974, a partir de um virus vaccinia
isolado na cidade de Ankara (virus Ankara), através de 574 passagens sucessivas em
ovos embrionados. Analises genéticas em que foram comparados o virus selvagem
CVA e o MVA, originado a partir do CVA, mostraram que durante o processo de
atenuacéo, genes virais abrangendo 15% do genoma parental foram perdidos. A perda
gerou seis grandes regides de delecdo, numeradas de | a VI [40]. As delegdes | e IV
estao localizadas nas extremidades direita e esquerda do genoma viral, enquanto que a
delecao Il afetou dois tergos do gene K1L, responsavel pela capacidade viral de infectar
células de mamiferos. Por sua vez, a delecdo lll levou a perda de um fragmento de
3,5kb que incluia um sitio Unico de restricdo da enzima Smal. Somadas, as delegcbes V
e VI representam a perda de 8,5kb do genoma viral. Apds as sucessivas perdas
genéticas, o genoma do MVA foi reduzido de 208kb para 177kb [41].

Estudos de microscopia eletrbnica indicam que o processo de atenuacao
prejudicou os passos finais de morfogénese viral. O processo de morfogénese dos virus
vaccinia ocorre no citoplasma das células e € bastante complexo. Brevemente, nele ha
formacao de duas formas infectantes principais os IMVs (Virus Intracelular Maduro) e os
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EEVs (Virus Envelopado Extracelular) e varias outras formas intermediarias, entre elas,
os IV (Virus Imaturos) gerados no inicio da replicagao. Uma pequena parte dos IMVs se
transforma nos EEV, passando por processos de adicdo de duas membranas,
provenientes de vesiculas intermediarias entre o reticulo endoplasmatico e o aparato de
Golgi. Por fim os virions envelopados sao liberados da célula através da fusdo de seu
envelope mais externo a, membrana citoplasmatica. A comparagdo da infeccdo de
células humanas da linhagem Hela infectadas pelos virus vaccinia Ankara selvagem
ou modificado (MVA), mostrou que apesar de apresentarem proporgdes semelhantes
de particulas na forma de IV, a forma IMV era menos frequente na infecgéo por MVA,
enquanto que a forma IMV atipicos (ndo infectantes) eram mais abundante na infecgao
pelo MVA [42]. Assim, isso indica que, apesar de genes importantes no ciclo de
replicacdo viral terem sido perdidos, as alteracées no processo de morfogénese viral
nos MVAs prejudicam, apenas, os passos finais da morfogénese viral, comprometendo
a formagcdo de particulas infectantes. Contudo, ndo houve alteragbes nas etapas
precoces e tardias da expressao de genes virais ou nos niveis de expressdao de
proteinas exdgenas [38].

Durante os estégios finais do programa de erradicagdo de smallpox na Alemanha
e Turquia o MVA foi inoculado em cerca de 120.000 pessoas sem nenhum efeito
colateral notificado. Mesmo em experimentos utilizando animais imunossuprimidos e
humanos constituintes de grupos de risco, o MVA se mostrou avirulento e incapaz de
produzir particulas virais infectantes [38].

Por sua seguranga comprovada, o MVA € um dos virus de escolha para ensaios
de imunizagdo pré-clinicos e clinicos, podendo ser utilizado tanto em animais
previamente imunizados contra o virus, quanto em animais que nunca entraram em
contato com o agente. No primeiro caso, apenas uma dose vacinal pode ser
administrada, uma vez que a resposta gerada contra o préprio vetor viral dificulta a
geragao da resposta imunolégica contra o patégeno de interesse. No segundo caso,
duas doses vacinais podem ser administradas (dose-reforco homdlogo) sendo que,
apenas a partir da terceira dose, seria observada queda significativa da resposta imune
contra o patégeno [43]. Assim sendo, faz-se necessaria a utilizagdo de protocolos de
imunizagado dose-reforco heterdlogo, em que se utilizam dois ou mais veiculos

diferentes para carrear construgdes do mesmo antigeno ou a ele relacionadas [44].
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A construcdo de MVA recombinante para uso vacinal tem sido proposta em
modelos experimentais para varias doengas, codificando diversos antigenos, como:
TEMPK de Mycobacterium causador de tuberculose murina [45], gag, env e protease de
HIV [46], a sequéncia mel3 codificadora de antigenos de melanoma [47], ME-TRAP [48]
e RTS de P. falciparum [36], proteina spike do coronavirus SARS [49], 0 antigeno LACK
de Leishmania [12] entre muitos outros. Nesses modelos, o MVA ¢ utilizado para
reforgar a resposta imune inicial gerada pela imunizagdo normalmente com DNA ou
MVA [44].

Além dos MVAs, os adenovirus também tém sido utilizados para transferir
seqlUéncias codificadoras de epitopos imunogénicos ou antigenos de varios agentes
infecciosos e também de tumores. Varios adenovirus recombinantes foram gerados em
todo o mundo, como os que codificam os antigenos estruturais do virus da hepatite C
[50], os antigenos env, e tat do HIV, [51], glicoproteinas do virus da raiva [52], gp55 do
virus da peste suina classica [53], proteina CS do Plasmodium yoelii [54], os adenovirus
recombinantes expressando as proteinas SAG1, SAG2 e SAG3 de Toxoplasma gondii
[55] e a proteina A2 de L. donovani, construidos em nosso laboratério por Resende et
al. 2008 [34].

Adenovirus modificados utilizados como vetores em vacinagdo e terapia génica
sao obtidos por meio de delecdes de partes especificas do genoma, o que permite a
insercdo dos transgenes sem aumento excessivo do tamanho do genoma viral,
mantendo-o dentro do limite de empacotamento do capsideo [56]. Os vetores de
primeira geragdo passaram por delecdao das regibes E1 e/ou E3, o que permite
insercbes transgénicas de até 7 kilobases. Como os produtos de E1 sdo essenciais
para a ativagdo da transcricdo de E2 e producdo das proteinas responsaveis pela
replicacdo do genoma, a delegcdo resulta num adenovirus ndo replicativo. A
multiplicacdo dos vetores E1A é feita in vitro, em células transgénicas para E1, que
oferecem seus produtos de maneira complementar. Os adenovirus deficientes em
replicagdo podem expressar o transgene e induzir a resposta imune no organismo
hospedeiro, mas ndo podem ser transmitidos de um individuo a outro. Isso torna segura
a utilizacao dos vetores, eliminando o risco de propagacdo ambiental de um organismo
geneticamente modificado [57].
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Poucos trabalhos descrevem a utilizacdo de adenovirus e poxvirus em protocolos
heter6logos de imunizagao. Bruna-Romero, em 2001, descreveu protocolos heterdlogos
de imunizagdo com diferentes intervalos entre as imunizagdes. No trabalho, a
imunizag&o inicial dos camundongos foi realizada com adenovirus recombinantes
contendo o gene da proteina CS e os virus vaccinia recombinantes, contendo 0 mesmo
gene, foram utilizados no reforgo. Apds quatro semanas foi realizado o desafio contra
Plasmodium yoelii. A protecdo observada nos animais que receberam os dois virus,
com intervalo de oito semanas foi de 100%, e ndo houve protecdo quando os animais
foram imunizados apenas uma vez, com quaisquer dos dois virus recombinantes. Isso
indica a importancia da utilizacao de protocolos de imunizagao heteréloga em que se
utilizam virus diferentes expressando o mesmo antigeno, na inducao de protegao contra
a infecgcao por um parasita intracelular.

Recentemente foi publicado um trabalho descrevendo a utilizagdo do MVA em
protocolo heterdlogo de imunizagao juntamente com o Adenovirus. A vacinagao dos
animais C57BL/6 foi feita usando, na dose inicial, DNA ou adenovirus e dose de reforco
o MVA. As doses de 10° pfu dos virus MVA e Adenovirus por animal, sendo o MVA
administrado via intravenosa e adenovirus, intramuscular. Todos os vetores
apresentavam a mesma constru¢do de antigenos provenientes de Mycobacterium
avium. A resposta imune gerada nesses protocolos foi caracterizada pela alta
estimulacao de células produtoras de IFNy e producédo de anticorpos significativa. Essa
resposta foi capaz de conferir protecdo aos animais vacinados perante o desafio com
M. avium [58].
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2 Justificativa:

Considerando diferentes fatores como: (1) a gravidade das formas de
leishmaniose, (2) as inumeras limitagdes das acbes profilaticas existente, como a
impossibilidade de se eliminar os hospedeiros naturais das leishmanioses, e por outro
lado, (3) a eficiéncia dos virus MVA e adenovirus como vetores vacinais, (4) além das
propriedades do antigeno A2, acreditamos ser de extrema importancia a avaliagéo de
protocolos heterélogos de imunizagéo dose-reforgo, utilizando o gene da proteina A2,
os virus MVA e adenovirus recombinantes para A2 em modelo animal, camundongos
BALB/c. A partir da avaliagdo desse modelo, espera-se contribuir de maneira
significativa para o desenvolvimento de uma vacina mais eficiente no combate a

infec¢ao por Leishmania.
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3 Objetivos do Projeto:

2.1 - Construir um vetor MVA recombinante que expresse a proteina A2 de L.
donovani (MVA-A2).

2.2 — Testar as diferentes vias de imunizagdo com MVA-A2, em protocolo
heter6logo de imunizagéo, utilizando o AdA2 como primeira dose.

2.3 - Imunizar camundongos BALB/c, em diferentes protocolos de imunizagao
dose-reforco, empregando como vetores, além do MVA-A2, o Adenovirus-A2 (AdA2) e
o plasmideo pcDNAS.1-A2 (pA2).

2.4 - Caracterizar a resposta imune celular, por meio de ensaios de ELISPOT e

de citotoxicidade in vivo, e humoral, por ELISA, induzidas pelos diferentes protocolos de

imunizagao dose-reforgo.
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4 Metodologia:

4.1 Linhagens celulares:
Nos experimentos de geracéo, selecao e amplificacdo dos MVAs, bem como nos

testes de expressao do gene recombinante, foram empregados fibroblastos de embriao
de galinha (CEF) em cultivo primario (Earl, Moss et al. 2002). Para tanto, as células
foram extraidas de embrides de galinha com quatro dias. Apds a retirada das células
diferenciadas, como as constituintes da cabeca, patas, coragcédo e figado, as células
embrionarias foram individualizadas por tripsinizagao dos tecidos. Todo o procedimento
e manuseio dos embrides foram realizados em local estéril. Apdés sua obtencao, as
células foram mantidas em meio D-MEM suplementado com 10% SFB (Soro Fetal
Bovino) a 37°C para realizacao dos experimentos.

Para a amplificagdo dos adenovirus recombinantes, foram empregadas células
HEK293. Essa linhagem é composta de células de rim embrionario humano, as quais
foram transformadas com fragmentos de DNA derivados da regido E1 do genoma de
adenovirus humano tipo 5. Essas células expressam fatores de transcricdo E1 e séo
permissivas a replicacdo de adenovirus E1A de primeira geragao [59, 60]. Todo o
procedimento de geragao dos adenovirus recombinantes foi realizado pela doutoranda
Daniela Melo [34].

4.2 Plasmideos utilizados para geracdo do MVA-A2 e vacinagdo dos animais:
O fragmento de DNA contendo o gene codificador da proteina A2 foi retirado do

plasmideo pcDNA3.1-A2 (pA2), gentilmente cedido por Greg Matlashewski (McGill
University, Quebec). O plasmideo pLW44 [49] apresentado na figura 3A, gentilmente
cedido por Dr. Bernard Moss, (Laboratory of Viral Diseases, NIH - Bethesda, EUA), foi
usado para promover a recombinacdo homéloga com o genoma do virus MVA
selvagem. Esse plasmideo, de 5028pb, apresenta um cassete de expressao,
representado na figura 3B constituido das sequéncias flanqueadoras, denominadas
flancos 1 e 2, homdlogas a regido de delecéo Ill do genoma do virus MVA, o gene
codificador da Green Flourescent Protein (GFP), sob dominio do promotor p11 e o
promotor mH5, seguido pelo sitio multiplo de clonagem que apresenta os sitios de
restricdo das enzimas Smal e Xbal.
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1 gagctccece agecgacccte tcggcaacge gagcegecccea gtecceececac gecacaacttt
61  gaccgagcac aatgaagatc cgcagcgtgce gtcegettgt ggtgttgetg gtgtgegteg
121  cggeggtget cgeactcage gecteegetg agececgcacaa ggeggecgtt gacgtecggec
181 cgctcteegt tggeecgeag teegteggee cgcetcetetgt tggececgeag getgttggec

241 cgcteteegt tggeecgeag teegteggec cgetetetgt tggeececgeag getgttggee

301 cgctctetgt tggeccgeag teegttggec cgceteteegt tggeccgctce teegtiggee

361 cgcagtctgt tggccegcete teegttgget cgeagteegt cggeccgcete tetgttggte

421 cgcagtcegt cggeecgcte teegttggee cgeaggetgt tggeccgcete teegttggee
481 cgcagtcegt cggeccegctc tetgtiggee cgecaggctgt tggeccgcete tetgttggee

541 cgcagtcegt tggeecgcete teegttggee cgeagtetgt tggecegcete tecgttgget

601 cgcagiccgt cggceccgctce tetgtiggte cgcagteegt cggeccgcte teegtiggec

661 cgcagtctgt cggcccgcete teegttggee cgeagteegt cggeccegcte teegttggte

721 cgcagteegt tggeccgcete teegttggee cgeagteegt tgacgtttct ccggtgtett

781 aaggctcggc gtcegcetttc cggtgtgegt aaagtatatg ccatgaggca tggtgacgag
841 gcaaaccttg tcagcaatgt ggcattatcg tacccgtgca agagcaacag cagagctgag
901 tgttcaggtg gccacagceac cacgctectg tgacactceg tggggtgtgt gtgaccttgg
961 ctgctgttge caggeggatg aactgcgagg gecacageag cgcaagtgec gettccaace
1021 ttgcgacttt cacgccacag acgcatagca gcgcecctgec tgicgecggeg catgecgggcea
1081 agccatctag atgcgectct ccacgacatg gccggaggeg gecagatgaag gcagcgacce
1141 ctittccceg gecacgacgce cgegetgagg cgggecccac agcgcagaac tgcgagegeg
1201 gtgcgegggce getgtgacge acagecggea cgcagegtac cgcacgcaga cagtgcatgg
1261 ggaggccgga ggagcaagag cggtggacgg gaacggcegceg aageatgegg cacgeccteg
1321 atgtgcctgt gtgggcetgat gaggcgegga tgeccggaage gtggecgaggg catcccgagt
1381 tgcaccgtcg agtcctccag geccgaatgt ggcgagcectg cggggagceag attatgggat
1441 gcggcetgcte gaagcgaccg agggegcetga ccggaaggtg geccacttee tectcgggece
1501 tgtgcggcat ccgecctega tcgggagece gaatggtgge cgegegggtg aaggegtgee
1561 gcccacccegce gictcegigt ggegecgcetg ggggcaggtg cgcetgtggcet gigtatgtge

Figura 2: Sequéncia do fragmento de DNA codificador da proteina A2. O
gene apresenta uma seqiéncia inicial que codifica um peptideo sinal seguida por um e
0 numero variavel de repeticbes dos nucleotideos: CGCTCTCCGT TGGCCCGCAG
TCCGTCGGCC. Alguns polimorfismos podem estar presentes na seqiéncia.
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4.3 Construcéo do plasmideo recombinante:
O gene codificador de A2 foi retirado do plasmideo pcDNA3.1-A2 pelas enzimas

Xbal e Hindlll e inserido no plasmideo vetor pLW44 no sitio de Smal. Todas as enzimas
utilizadas foram fornecidas pelo fabricante Invitrogen®.

O pLW44 foi digerido pela enzima Smal, expondo um sitio com extremidades
cegas. Em seguida, o gene codificador de A2 foi retirado pelas enzimas de restricao
Xbal e Hindlll, gerando extremidades coesivas. Esse fragmento foi tratado com T4 DNA
polimerase. Para a ligacdo foi utilizada a enzima T4 DNA ligase. Todas as reacoes
foram realizadas de acordo com as indicagdes do fabricante.

Para transformagao das bactérias e amplificagdo do DNA plasmidial, foram
utilizadas bactérias competentes E.coli XL1-blue. A purificacdo do DNA foi realizada
com os seguintes kits: QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick PCR Purification Kit,
QlAfilter Plasmid Maxi e Giga Endofree Kit. Todos esses kits foram obtidos do
fabricante Quiagen®.

O produto da ligacao foi utilizado para transformar as bactérias e a triagem dos
clones foi feita em duas etapas. Primeiramente, para caracterizar presenga/auséncia do
inserto, cada clone gerado teve seu DNA extraido e entdo foram triados de acordo com
0 padréo de fragmentos obtido pela digestdo com a enzima Xbal. Em seguida, para
caracterizar as construgcdes capazes de expressar A2, foi realizado Western Blot de

células transfectadas com as diferentes construcoes.
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Figura 3: Esquema representativo do pLW44. A - plasmideo pLW44 em que
estdo mostrados os sitios de restricdo das enzimas Xbal e Smal presentes no sitio
multiplo de clonagem. B — Esquema representando o cassete de expressao contendo o
gene da proteina A2 inserido no sitio de restrigdo da enzima Smal. No esquema, as
regides de homologia da regido de delecdo Ill do genoma viral, flancos 1 e 2, estdo
representadas em azul, o gene da GFP est4d apresentado em verde e 0 gene da
proteina A2, em vermelho, as seqUéncias dos promotores p11 e mH5 estao
representadas de laranja. Os sitios de restricio da enzima Xbal também estao
identificados.
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4.4 Producao e triagem do MVA-A2:
Os virus MVA foram produzidos em duas etapas. Para a primeira, uma

monocamada de CEFs, com 90% de confluéncia, foi infectada com 0,5 M.O.l.. As
células foram mantidas a 37°C e 5% de CO,, por 2 horas. Decorrido o tempo, a
monocamada foi transfectada com o pLW44-A2 utilizando-se o reagente lipofectamina
2000 (Invitrogen), de acordo com as indicagdes do fabricante. As células infectadas e
transfectadas foram incubadas por um periodo de 48 horas a 37°C e 5% de CO,, ap06s
o qual, as células foram coletadas.

A triagem dos MVA-A2 foi realizada em células permissivas, CEFs. A partir do
lisado de CEFs transfectadas e infectadas, foi realizada a infecgdo de uma nova
monocamada adicionando-se 1mL do lisado em diferentes diluicdes (de 10" a 10™).
Apobs essa adicdo, as células foram mantidas por um periodo de 2 horas a 37°C e 5%
de CO,, apdés o qual, o lisado foi retirado. Entdo, a monocamada infectada, foi
acrescentado 1mL de solucao de agarose 2% e 1mL de meio D-MEM 2x, suplementado
com 5% de SFB. As células foram mantidas por dois dias a 37°C em ambiente com 5%
de CO.. Apébs o periodo de incubacao, a monocamada foi observada em microscoépio
de fluorescéncia invertido para observagéo dos clones de células infectadas por MVA-
A2, expressando GFP. Os clones bem individualizados foram coletados e as células
foram lisadas por choque térmico, para liberagdo dos virus recombinantes. Para cada
clone isolado foram preparadas diluicbes de 10 a 10, posteriormente utilizadas na
infeccdo de novas monocamadas de CEFs em placas de 6 pogos. Apds dois dias de
incubagcédo a 37°C em ambiente com 5% de CO;, novos clones foram coletados. O
processo de selecdo foi repetido por, no minimo 3, vezes para assegurar a selegao
apenas dos virus recombinantes.

4.5 Purificacéo e titulacdo do MVA-A2:
A purificagdo dos MVA foi feita por gradiente de sacarose. Para tanto, o

contelido de 30 frascos de 175 cm? de cultura de CEFs infectadas com MVA-A2 foi
centrifugado, para retirada do meio de cultura, e sonicado (Ultrasonic processor, model
GEX600), para que houvesse o rompimento da membrana celular e liberagéo dos virus
intracitoplasmaticos. O extrato foi homogeneizado em Doucer de vidro e posteriormente
colocado sobre uma solugéo de sacarose a 36% em um tubo de ultracentrifuga estéril.
Em seguida, a amostra foi centrifugada por 2 horas a uma rotagdo de 13,500rpm (rotor
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SW 27) e o sobrenadante descartado. O precipitado contendo o virus foi suspenso em
trisHCI, pH 8,0 e sonicado por um minuto a poténcia maxima.

O gradiente de 24% a 40% de sacarose foi preparado no tubo de ultracentrifuga
através da adicdo cuidadosa de 6,8mL de cada uma das solugcdes de sacarose a
diferentes concentragdes: 40%, 36%,32%, 28% e 24%. O precipitado viral sonicado foi
entdo adicionado ao gradiente e centrifugado por 90 minutos a 12,000rpm (rotor SW
27). A suspensao leitosa contendo o virus na regidao central foi coletada e centrifugada
por 1 hora a 12,000rpm (rotor SW 27). Apds a centrifugacéo, o precipitado contendo o
virus foi suspenso em trisHCI, pH 8,0, dividido em aliquotas de 10 pL e armazenado a
temperatura de -80°C.

A titulacdo dos virus foi realizada em placas de 6 pogos contendo uma
monocamada de CEFs 90% confluente. Para tanto, em 1mL de meio DMEM adicionou-
se 1uL de MVA-A2 purificado e a partir dessa solucdo estoque realizou-se diluicdoes
seriadas de 10 a 10"°. Em cada poco, foram adicionados 500uL de cada diluicdo e
apds 2 horas de adsorgao, adicionou-se 1,5mL de DMEM 2,5% em cada poco. Apos
48h de incubagdo a 37°C em ambiente com 5% de CO,, ao microscopio de
fluorescéncia invertido, cada aglomerado de células fluorescentes, que expressava
GFP, foi contada como uma unidade formadora de placa (p.f.u.). Assim, o ttulo foi

definido na diluicdo que apresentou 30 a 300 placas.

4.6 Analise da expressao da proteina A2 pelos MVA-A2:
A produgdo da proteina A2 por células infectadas pelo MVA-A2 ou pelas

construgées pLW44-A2 indicou a clonagem correta dos vetores. Esse aspecto foi
avaliado por Western Blot em condi¢des desnaturantes, da seguinte forma:

Extratos de CEFs transfectadas com o plasmideo pLW44 e/ou infectadas com o
MVA selvagem ou MVA-A2 foram suspensos em tampao de amostra contendo
BMércaptoetanol 6X. As amostras foram aplicadas em SDS-PAGE a 12% e, em
sequéncia, transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad). As membranas
foram blogueadas durante a noite em tampao de bloqueio (PBS contendo 0,01% de
Tween 20 e 5% de leite desnatado). No dia seguinte, as membranas foram incubadas
com anticorpo monoclonal C9 especifico para a proteina A2, gentilmente cedido por
Greg Matlashewski (McGill University, Quebec), diluido 1:3.000 em tamp&o de bloqueio,
durante 60 minutos, a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 3 vezes por
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5 minutos, em tampéao de bloqueio e incubadas com IgG de cabra anti-IgG de coelho
(Sigma) diluido 1:5.000 em tampéao de bloqueio, durante 60 minutos, a temperatura
ambiente. Apds a adicdo do anticorpo secundario, as membranas foram lavadas 5
vezes em PBS com 0,01% de Tween e 2 vezes em PBS puro. A revelacao foi realizada
através da incubacédo das membranas no reagente quimioluminescente ECL Western-

Blot Analysis System(Amershan Biosciences) e exposicdo em filme fotogréfico.

4.7 Animais:
Em todos os experimentos de imunizacdao foram utilizadas fémeas de

camundongos BALB/c, com 6 a 8 semanas de idade, obtidas no CEBIO, UFMG.

4.8 Preparacdo dos antigenos de L. chagasi:
Para avaliagdo da imunidade humoral, foram utilizados antigenos soluveis de

Leishmania nas fases promastigota e amastigota e a proteina A2 recombinante. Para a
obtengdo do SLA de promastigotas, um cultivo de L. chagasi com aproximadamente
1x10® promastigotas/mL foi centrifugado a 3300rpm e lavado 3 vezes com 10mL de
PBS 1x. Em seguida, o sedimento contendo as leishmanias foi suspenso em 2mL de
PBS e reservado a temperatura de -20°C.

Para a inducdo das amastigotas e produgdo do SLA, um cultivo com
aproximadamente 1x10® promastigotas/mL foi centrifugado e suspenso em 100% de
SFB e incubado a 37°C por 48h. Decorrido esse tempo, as formas amastigotas foram
centrifugadas a 3300 rpm e o precipitado foi lavado com 10mL de PBS por trés vezes.
O sedimento foi entdo suspenso em 2mL de PBS 1x e congelados a -20°C. As
leishmanias foram entao lisadas por 3 ciclos de choque térmico. Para lisar as células
mais resistentes, as leishmanias foram sonicadas em banho de gelo durante 3 ciclos de
30 segundos de sonicacao (Ultrasonic processor, model GEX600) a amplitude de 30%
e 30 segundos de banho de gelo.

A proteina A2 recombinante foi produzida, purificada e gentilmente cedida pela
empresa Hertape. A proteina A2 é expressa em fusao com seis residuos de histidina
aminoterminal. A purificagcéo foi feita através da cromatografia de afinidade em coluna
contendo resina com ions niquel [61]. No final do processo de purificagao, as proteinas
sao separadas da resina por competicao com imidazol (Qiagen, The QIA expressionist,
2003).
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Brevemente, as bactérias contendo o plasmideo A2-pET16b foram plaqueadas
em meio LB-agar (NaCl 1,25¢q, triptona 2,509, extrato de levedura 1,25g e ampicilina
100pg/mL) e as placas foram incubadas em estufa a 37°C. Uma colbnia isolada foi
extraida e acrescentada a 10mL do meio LB liquido (NaCl 5,0g, triptona 10,09 e extrato
de levedura 5,0g9) acrescido de ampicilina (100ug/mL). Esse cultivo foi deixado sob
agitacao constante por 16 horas, a 37°C. Em seguida, foi feito o indculo a partir desse
cultivo (diluicao de 1:100) em 250 mL de meio LB com ampicilina. O cultivo foi deixado
sob agitacdo, a 32°C, até atingir a densidade ética de aproximadamente 0,5 a 600nm, o
que corresponde a uma concentracdo de bactérias de aproximadamente 2 X 10%/mL.
Em seguida foi feita a indugdo da expressdo das proteinas pela adicdo de 1mM de
IPTG (lsopropil B-D-tiogalactopiranosideo, Invitrogen). Os cultivos foram mantidos sob
agitagao constante, a 32°C, durante 2 horas. Ao final, as células foram separadas por
centrifugacao e o sedimento foi congelado a -20°C.

Para lise das bactérias, as células foram submetidas a cinco ciclos de choques
térmicos e finalmente, as suspensdes foram submetidas a seis ciclos de 30 segundos
de ultrasonicagao (Ultrasonic processor, model GEX600), seguido por intervalos de
mesmo tempo, a amplitude de 35 Mhz. A purificacao foi feita através de cromatografia
de afinidade em colunas contendo resina com ions niquel. A porgao purificada foi
dialisada em membranas (Spectra por 12-14000, 25mm) em PBS 0,1X, pH 7,2 por 48
horas, a 4°C e sob agitacao constante.

4.9 Protocolos de imunizacéo:

4.9.1 Andlise comparativa das vias de imunizagao:
Para o teste das diferentes vias de imunizagdo com MVA-A2, grupos de 5

animais foram submetidos as diferentes vias de imunizacao discriminadas na Tabela 1:
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G Primeira dose Intervalo Segunda dose
rupos
Vetores Doses | Vias | (semanas) Vetores Doses | Vias
AdA2 AdA2 1x10%pfu | s.c 6 -
AdMVAA2 ° 5
. AdA2 1x10°pfu | s.c 6 MVAA2 1x10'pfu | i.m
im
AdMVAA2 9 ;
d AdA2 1x10%pfu | s.c 6 MVAA2 1x10°pfu | i.d
i
AdMVAA2 ° 5
AdA2 1x10°pfu | s.c 6 MVAA2 1x10'pfu | s.c
e

Tabela 1: Analise comparativa das vias de imunizacdo. Vias de imunizagao -

i.d: intradérmica, i.m: intramuscular e s.c: subcutanea.

O adenovirus recombinante, AdA2, foi diluido em meio DMEM estéril e
administrado por via subcutanea, na base da cauda, num volume final de 100uL em
todos os grupos de animais. A dose do MVA recombinante, MVA-A2, foi diluida em PBS
1x para volumes diferentes, dependendo da via de imunizagdo, sendo: intramuscular -
20uL acrescidos de 20uL solugdo de sacarose 50% e administrado no quadriceps
esquerdo, intradérmica - 10uL administrados na orelha esquerda e subcuténea - 100uL,
administrados na base da cauda.

Os animais que receberam doses vacinais pelas vias intradérmica e ou
intramuscular foram previamente anestesiados, com 60uL de uma solucéo de ketamina
20mg/mL e xilasina 1,3mg/mL.

Quinze dias ap6s as imunizagdes, os animais foram sacrificados para extragao
do bago para experimentos de citotoxicidade in vivo e estimulagdo in vitro dos
esplenécitos para analise da resposta imune celular por ELISPOT.

4.9.2 Vacinagao dos animais:
Os camundongos BALB/c foram divididos em cinco grupos de 6 animais, de

acordo com a Tabela 2:
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Grupos Primeira dose Intervalo Segunda dose
Vetores Doses | Vias | (semanas) Vetores Doses | Vias
PBS PBS 100uL id 4 PBS 100uL id
AdMVACtrl | AdASP 1x10%fu | s.c 6 MVAGFP | 1x107pfu | i.d
AdMVAA2 AdA2 1x10%fu | s.c 6 MVAA2 | 1x10°pfu | id
pA2 pcDNA3.1A2 | 100ug i.m 4 pcDNA3.1A2 | 100ug i.m
PMVAA2 | pcDNA3.1A2 | 100ug i.m 4 MVAA2 1x10’pfu | id

Tabela 2: Grupos de vacinacao dose-reforco heterélogo. Vias de imunizacao
- i.d: intradérmica, i.m: intramuscular e s.c: subcutanea.

Os adenovirus recombinantes, AdA2 e AdASP (controle), foram diluidos em meio
DMEM estéril e administrados por via subcutanea num volume final de 100uL. A dose
dos MVAs recombinantes, MVA-A2 e MVA-GFP (controle), foi diluida em 10uL de PBS
1x estéril e administrada via intradérmica na orelha esquerda. O plasmideo pcDNA3.1-
A2 foi diluido em PBS 1x para volume de 20uL acrescidos de 20uL solu¢do de sacarose
50% e administrado via intramuscular, no quadriceps esquerdo.

Os animais que receberam doses vacinais pelas vias intradérmica e/ou
intramuscular foram previamente anestesiados, com 60uL de uma solu¢ao de ketamina
20mg/mL e xilasina 1,3mg/mL. Apds o procedimento de vacinagdo, os animais foram
acompanhados até que seu comportamento normal fosse restabelecido.

Doze dias apés as imunizagdes, foram coletadas amostras de soro dos animais
de cada grupo. As amostras foram mantidas a -20°C até o momento dos testes de
ELISA. Quinze dias ap6s as imunizacdes, trés animais de cada grupo foram
sacrificados para extracao do bago e estimulagao in vitro dos esplendcitos para analise
da resposta imune celular por ELISPOT e os demais animais foram sacrificados para
extracdo de baco para os experimentos de citotoxicidade in vivo.

4.10 Avaliacdo da Resposta imune humoral e celular:

4.10.1 Resposta Humoral:
Para verificar a produc&do de anticorpos nos animais vacinados, as amostras de

soro foram submetidas a reagdo imunoenzimatica (ELISA) contra SLA de amastigota e
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promastigota de L. chagasi e proteina recombinante A2 (rA2). Soros de animais
infectados com L. chagasi, usados como controle positivo, foram gentilmente cedidos
pela Profa. Simone Aparecida Rezende do Departamento de Analises Clinicas, Escola
de Farmécia, Universidade Federal de Ouro Preto.

O reconhecimento de rA2, e dos SLA’s pelos soros de animais imunizados,
infectados ou pelo anticorpo monoclonal C9 para a proteina A2 foi identificado da
seguinte forma: placas MaxisorpD(Nunc) foram sensibilizadas com 500ng de rA2, SLA
de promastigota e de amastigota diluidos em tampao carbonato (15mM de carbonato
de sodio e 34mM de bicarbonato de sédio, pH=9,6) e aplicados nas placas
(100uL/pogo) para sensibilizagdo durante a noite, a 4°C. No dia seguinte, as placas
foram bloqueadas com 100uL/pogo tampao de bloqueio (PBS acrescido de 2% de leite
desnatado), durante 60 minutos, a 37°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20 e incubadas com o0s soros dos camundongos
imunizados diluidos 1:100 em tampdao de incubacao (PBS acrescido de 0,25% de leite
desnatado e 0,05% de Tween 20), durante 60 minutos, a 37°C. Apds trés lavagens, as
placas foram incubadas com IgG de cabra anti-lgG total de camundongo conjugada
com peroxidase (Sigma) diluida 1:2000, durante 60 minutos, a 37°C. Apds seis
lavagens as reacdes de reconhecimento foram reveladas com 100uL por poco de
solugdo comercial de TMB (3,3’,5,5-tetrametilbenzidina, Sigma) e interrompida com
50uL por poco de H.SO4 diluido 1:20 em agua deionizada. A leitura da absorbancia das
reagdes foi realizada a 450nm.

4.10.2 Resposta celular:
A técnica de ELISPOT foi adaptada do protocolo anteriormente descrito [62]. Os

ensaios foram realizados em placas de 96 poc¢os com fundo de nitrocelulose (Millipore)
previamente incubadas durante a noite, a 4°C, com 50uL por poco de anticorpo
monoclonal anti IFN-y (Pharmingen) diluido a 5ug/mL em PBS estéril. Antes da adigao
das células, as placas foram bloqueadas durante 2 horas, a 37°C, com 200uL por pogco
de DMEM completo.

Os bagos de cada animal de cada grupo foram macerados separadamente, com
lamina de vidro de borda fosca, em 5mL de DMEM completo. Os extratos totais de bago
foram centrifugados a 1500rpm, por 10 minutos, suspensos em tampao de lise de
hemacias (ACK), composto de 150mM de NH4Cl, 1mM de KHCO3; e 100pM de Na-
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EDTA, e incubados durante 5 minutos em banho de gelo. Apdés o periodo, os
esplendcitos foram lavados 3 vezes em DMEM completo a 1500rpm, por 5 minutos, e
suspensos no meio contendo IL-2r.

Os esplendcitos foram plaqueados a 1x10° células por poco, no volume de
100uL por pocgo. A re-estimulagdo dos esplendcitos foi realizada por 20h a 37°C e 5%
de CO., por diferentes estimulos, os peptideos referentes aos epitopos CD4 e CD8 da
proteina A2 recombinante (figura 1) descritos anteriormente [34], nas concentragdes de
0,6mM e 1,2mM, respectivamente, Concanavalina A (ConA) controle positivo, na
concentracdo de 10ug/mL, e meio RPMI suplementado com 5% de SFB inativado,
como controle negativo. Foi utilizado o volume de 100uL de cada estimulo por poco.
Apoés a re-estimulagao, as células foram descartadas e as placas lavadas quatro vezes
com PBS acrescido de 0,01% de Tween 20 (PBS/T20). A deteccéo do IFNy foi feita com
anticorpo monoclonal anti-IFN-y conjugado com biotina (Pharmingen), o qual foi diluido
a 2ug/mL em PBS/T20, adicionado as placas a 50uL por pogo e incubado por 2 horas
em temperatura ambiente. A deteccdo do complexo IFN-y/anticorpo especifico foi feita
com conjugado de estreptoavidina-peroxidase (Pharmingen), diluida 1:2000 em
PBS/T20 e incubada nas placas a 50uL por pogo, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Os spots foram revelados com 10mg de DAB (Sigma) diluido em tampao tris
0,1M, pH=7,4, acrescido de 0,001% de peroxido de hidrogénio. A reagédo foi
interrompida com agua corrente.

4.10.3 Citotoxicidade in vivo:
Bacos obtidos de animais livres de infeccdo e ndo vacinados (naive) foram

mantidos em 5mL de meio DMEM completo e macerados com laminas de vidro foscas
em grupos de 5 bagos. As células foram lavadas e suspensas em 7mL de tampao de
lise ACK e mantidas em banho de gelo por 5 minutos. Apés a lise das heméacias, as
células foram lavadas trés vezes em DMEM completo, centrifugando a 1500rpm. Apés a
altima lavagem, as células foram suspensas em PBS 1x.

As células foram entdo contadas e seu volume foi ajustado para uma
concentracdo de 1 x 10® células/mL. Entdo, as células foram divididas em duas
metades. A primeira metade foi marcada com uma solucédo de baixa marcagao: solu¢ao
de CFSE (Carboxi Fluorosceina Succinimidil Ester) a 1uM em PBS 1x a outra metade
recebeu solucdo de alta marcacdo: solucdo de CFSE a 20uM em PBS 1x. As
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marcacgoes foram feitas misturando-se volumes iguais da suspensao de esplendcitos
(10® células/mL) e solugdo de 2 ou 40uM de CFSE, para baixa e alta marcacao,
respectivamente. As reacdes de marcacao foram incubadas durante 15 minutos a 37° C
no escuro. Apds esse periodo, as células foram lavadas duas vezes em DMEM
completo e as de baixa marcacao foram mantidas em banho de gelo, enquanto as
células de alta marcacao foram incubadas por 30 minutos a 37°C no escuro, com 0
peptideo CD8 MHCI-ligante (alvo do reconhecimento por CTL) ou CD4, descritos
anteriormente por [34]. ApGs esse periodo, as células de ambas as marcagdes foram
lavadas 4 vezes em DMEM completo, por centrifugacdo a 1500rpm, a 4°C por 5
minutos. Na ultima lavagem, as células foram suspensas em DMEM sem soro.

A concentragdo das células foi ajustada para 2 x 10’/mL para que as células de
alta e baixa marcacédo fossem misturadas numa mesma solugcdo em concentragbes
iguais. Dessa mistura, 200uL/animal foi injetado pela veia lateral da calda de 3
camundongos de cada grupo vacinado.

Ap6s 20-24 horas da inoculacdo das células alvo os bagos desses animais foram
recuperados e os esplendcitos foram separados, segundo a metodologia utilizada na
preparacdo das células para ELISPOT. Porém, as células encaminhadas para a leitura
no citbmetro (FACScan) ndo foram suspensas em solu¢des contendo os diferentes
estimulos, mas foram fixadas em 1mL de solu¢do de formaldeido 2% em tampéo de
FAC’s (0,25% BSA 1mM de azida sodica em PBS 1x). A aquisicdo das células no
citbmetro foi feita apos 24h de fixagcdo. Até o momento da aquisi¢cdo, as células foram
mantidas a 4°C em ambiente escuro.

O célculo da porcentagem de lise especifica foi feito de acordo com a seguinte
formula: 100 — porcentagem de CFSEaita obs/ CFSEaita esp X 100. Na formula, os termos
CFSE ata obs representa o valor de células de alta marcagcao observado dentro do gate
de linfécitos totais e CFSE ata esp representa o valor esperado de células de alta
marcagdo na amostra, caso nao haja lise especifica dessas células, calculado por:
(CFSE paixa X CFSE 412 N0 grupo nao vacinado / CFSE paxa NO grupo nao vacinado)
x100.

4.11 Andlise estatistica:
Os dados foram submetidos a analise de comparagdo entre dois grupos,

preferencialmente por teste t ou por teste de Mann-Witney. Todas as analises foram
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feitas no programa SigmaStat. As amostras foram consideradas diferentes
estatisticamente quando o valor de p encontrado foi menor que 0,05, no intervalo de
confianga assumido de 95%.
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5 Resultados:

5.1 Obtencéo do MVA-A2:
Para a construgao do plasmideo recombinante, o fragmento de DNA contendo o

gene da proteina A2 foi retirado do plasmideo pcDNA3.1-A2, pela utilizagdo das
enzimas Xbal e Hindlll e inserido no sitio de Smal, presente no plasmideo pLW44.

A confirmagao da construcao correta do pLW44-A2 foi conduzida primeiramente
pela andlise do padrdao de fragmentos gerados pela digestdo com a enzima Xbal, que
indica presenca / auséncia de inserto e, posteriormente, pela deteccdo da proteina em
extratos de células transfectadas com o pLW44-A2, que indica o sentido da clonagem
do fragmento. Esse passo foi necessario, uma vez que a clonagem no sitio de Smal foi
realizada por meio de extremidades cegas e, portanto, existem chances iguais do
inserto ser ligado no sentido correto e no sentido contrario.

Na Figura 4, em A e B, estdo esquematizados os plasmideos pLW44 e pLW44-
A2. A digestdo de pLW44 com a enzima Xbal, resulta em um fragmento de
aproximadamente 3800pb e um fragmento menor de 1200pb correspondente a regido
contendo parte do cassete de expressao vazio. Na digestdo do pLW44-A2 encontra-se
um fragmento de 3800pb e outro contendo o cassete de expressédo e o gene de A2,
somando 2800pb. Na Figuras 4C e 4D sao apresentados dados relativos a avaliagéo de
treze clones testados de pLW44-A2 correspondentes aos numeros 1,4, 10a 12, 15, 17,
18 e 20 a 24. Todos os clones foram positivos para a presenca do inserto. O pLW44
vazio foi usado como controle negativo.

Também foram realizadas tentativas de amplificacao e seqlienciamento do gene
codificador da proteina A2, porém, sem sucesso. Tal fato estd relacionado a
caracteristica do fragmento que contém o gene de A2. Como indicado na figura 2, este
gene de aproximadamente 1600bp é constituido por uma seqiiéncia inicial que codifica
um peptideo sinal, seguida por uma seqiéncia de nucleotideos que se repete diversas
vezes e se estende até o final do fragmento. Essas repeticdbes e o tamanho do
fragmento dificultam reag¢des que dependem de anelamento dos iniciadores, como PCR

e sequlienciamento.
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Figura 4: Clonagem do gene A2 no vetor pLW44. A: esquema do pLW44
antes da insergao do fragmento génico da proteina A, onde estdo mostrados os sitios
de restricao das enzimas Xbal e Smal. B: esquema do vetor apds inser¢cao do gene A2,
mostrando os sitios de clivagem da enzima Xbal, os promotores, mH5 e p11 que
compdem o cassete de expressdo e os genes das proteinas GFP e A2. C e D:
Eletroforese em gel de agarose mostrando a digestao dos clones de pLW44-A2 com a
enzima Xbal. A primeira coluna dos géis contém o pLW44, controle negativo, onde
estdo evidentes dois fragmentos de 1200pb e 3800pb. Nas quatro colunas seguintes,
sempre aos pares (digerido e ndo digerido) estdo as treze construcdes testadas.
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As construcbes dos plasmideos positivos para a presenca do inserto foram
posteriormente testadas para a capacidade de expressao da proteina em CEFs. Para
tanto, as células foram infectadas por virus MVA selvagem e transfectadas com cada
uma das construcdes positivas para a presenca do gene.

Na Figura 5, a expressao da proteina A2 pode ser evidenciada pela presenca de
um sinal correspondendo a uma proteina de aproximadamente 58 kDa. O extrato de
células infectadas com AdA2 foi utilizado como controle positivo. Os clones 4, 11, 15,
17 e 18 expressaram a proteina A2, enquanto os clones 1, 10, 12, 20 a 24 n&do foram
capazes de expressa-la em quantidade detectavel. Os clones 11 e 18 foram escolhidos
para os experimentos de recombinagao homdloga e geragao MVA-A2.
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Figura 5: Analise de expressao da proteina A2. Infecgdo das CEFs com MVA
selvagem seguida pela transfeccdo com as diferentes construgcbes de pLW44-A2.
Extratos de células transfectadas com os plasmideos recombinantes foram testados
contra anticorpo monoclonal C9 especifico para proteina A2.
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Os processos de producéo e triagem dos MVA-A2 foram realizados com os virus
recombinantes provenientes da recombinagdo homodloga entre os dois plasmideos
escolhidos, pLW44-A2 clones 11 e 18. Porém, por conveniéncia, foi escolhido apenas o
MVA-A2, proveniente da recombinacdo homologa com o clone 18, para dar segmento
aos processos de amplificagdo, confirmacao da expressao da proteina A2 e purificagéo.

5.2 Andlise da expressdo da proteina A2 pelo MVA-A2:
A construgdo do MVA recombinante com o gene de A2 (MVA-A2) foi realizada

por meio da recombinagdo homéloga entre o plasmideo pLW44-A2, que apresenta
duas regides de homologia com regides que flanqueiam a regido de delecéo Ill do
genoma do MVA selvagem, chamadas, flanco 1 e flanco 2 e o MVA selvagem (Figura 6,
A).

A inducdo da expressao de A2 pelo MVA-A2 foi confirmada em Western blot em
que o extrato de células permissivas (CEF’s) infectadas pelo MVA-A2 foi incubado com
anticorpo monoclonal C9 (Figura 6, B). Nesse ensaio, o extrato de células nao
infectadas foi usado como controle negativo e o extrato de células infectadas com
AdA2, foi usado como controle positivo. A presenca de uma proteina de
aproximadamente 60kda confirma a expressdo de A2 no extrato de células infectadas
pelo MVA recombinante. Nenhuma outra forma da proteina foi reconhecida pelo
anticorpo monoclonal anti-A2.

A expressao da proteina A2 pelo MVA-A2 também foi testada em células de
mamiferos, ndo permissivas, nas quais o virus nao se replica. Apesar de nao se replicar
nessas células, o MVA também foi capaz de expressar a proteina A2, porém em
menores niveis (dado ndo mostrado).
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Figura 6: Geracao do MVA recombinante contendo o gene A2 de
Leishmania. A: esquema representando o MVA-A2, em que os genes das proteinas
GFP e A2 foram inseridos na regidao de delegéao lll, no genoma viral. B: Extratos de
células infectadas com os virus AdA2, MVA-A2 ou ndo infectadas foram testados em

Western-blot contra anticorpo monoclonal especifico para proteina A2.
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5.3 Analise comparativa das vias de imunizacao:
Para identificar qual seria a via de imunizacado capaz de induzir a maior resposta

celular para a producao de IFNy e de células T CD8" citotéxicas, foi necessario realizar
o teste das diferentes vias de imunizagao para o MVA-A2.

O esquema de imunizagdo dos animais esta detalhado na tabela 1. Portanto,
apenas brevemente, os animais foram vacinados com uma dose de AdA2 e, apds 6
semanas, receberam a dose de MVAA2. O grupo de animais controle recebeu apenas
uma dose de AdA2. Assim, 3 semanas ap6s as Ultimas imunizagcdes os bagos dos
animais foram coletados para separagdao dos esplendcitos e avaliagdo da resposta
imune por ELISPOT e citotoxicidade in vivo. Os animais que receberam a dose de
MVAA2 via intradérmica apresentaram o dobro de células produtoras de I|FNy
estimuladas com os peptideos CD4-2 e CD8 (dados ndao mostrados) e o percentual de
lise especifica duas vezes maior que a obtida no grupo controle. No entanto, nos grupos
de animais que receberam a dose de MVAA2 pelas vias intramuscular ou subcutédnea
nao houve diferenga significativa na indugdo de células TCD8" citotéxicas por esses
protocolos de vacinagdo, em comparagdo com o grupo imunizado apenas com AdA2.

Dessa forma, a via intradérmica foi escolhida para imunizagédo dos animais com
MVAA2.
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Figura 7: Citotoxicidade in vivo induzida pela vacinacao com MVAA2 por
diferentes vias de imunizacao. Trés semanas apés a ultima imunizacao, esplendcitos
de animais naive foram marcados com duas concentracbes de CFSE (alta e baixa
marcagdo). As células de alta marcagao foram incubadas com peptideo que representa
um epitopo CD8 da proteina A2, as células de baixa marcagdo nao receberam o
peptideo e serviram como controle interno. O grafico mostra a porcentagem de lise das
células marcadas com peptideo CD8 em cada grupo de animais.
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5.4 Avaliacdo da resposta imune celular:
Para a avaliagdo da resposta imune celular gerada apdés as doses de

imunizagao, quinze dias apds a ultima imunizagao, dois ou trés animais de cada grupo
foram sacrificados e esplenectomizados. Os esplendcitos foram purificados e re-
estimulados com os peptideos CD4 e CD8 de A2 em placas de ELISPOT para deteccao
de células produtoras de IFNy, IL-10 e IL-4.

A figura 7 mostra os resultados dos ensaios de ELISPOT para avaliagdo das
células produtoras de IFNy. Pode-se observar que os animais do grupo AdMVAA2
apresentaram maior numero de células produtoras de IFNy especificas para os
peptideos CD4 e CD8. Nao foi identificada a producao de IFNy em ambos os grupos
pA2 e pMVAA2. Nos grupos controle (AdMVACtrl e PBS) também n&o foi possivel
detectar a inducéo da resposta imune celular contra os peptideos.

Nos ensaios de ELISPOT nao foram detectadas células produtoras de IL-10 e IL-
4 especificas para os epitopos testados, em quaisquer dos grupos avaliados. Contudo,
nos controles positivos, em que as células foram estimuladas com ConA, houve
proliferagcédo de células produtoras de IL-4 e de IL-10, indicando a viabilidade celular
(dado n&o mostrado).
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Figura 8: ELISPOT apods dose de reforco. Avaliagcao de estimulacao de células
produtoras de IFNy em animais vacinados nos diferentes protocolos de imunizagcao. Os
esplendcitos foram re-estimulados in vitro com os peptideos representativos de
epitopos CD4 e CD8 da proteina A2 e meio RPMI, como controle negativo. Esse

resultado € representativo de dois experimentos realizados independentemente.
p<0,05 quando se comparou o grupo AdMVAA2 com os grupos PBS e AdMVACtrl.

50




Para avaliar capacidade das células T CD8" induzidas pela vacinacdo de
reconhecer e lisar células especificas que estivessem apresentando o peptideo CD8, foi
realizado o ensaio de citotoxicidade in vivo, em que células alvo estimuladas
previamente com o peptideo CD8 ou CD4 e marcadas com CFSE, foram injetadas em
camundongos normais. Assim, caso este animal apresentasse células T CD8" ativadas,
essas seriam capazes de promover a lise especifica de células estimuladas
previamente com os peptideos.

Os histogramas gerados pela analise das células na citometria, apresentados na
figura 8A apresentam dois picos, o primeiro deles (M1) € constituido de células que
receberam baixa marcacdo de CFSE e nao foram, posteriormente, incubadas com
peptideos sintéticos. Por isso, elas representam o controle interno de cada amostra. O
segundo pico (M2) é formado por células que receberam alta marcacdo de CFSE e
foram posteriormente incubadas com os peptideos CD8 ou CD4. Estas células, quando
injetadas no animal vacinado, seriam potenciais alvos de lise especifica. A diferenga
entre a area do M2 esperado e o M2 observado resulta na porcentagem de lise de cada
grupo de animais vacinados.

O histograma da esquerda da figura 8A ilustra o resultado de um animal do
grupo PBS e o histograma da direita apresenta o resultado de um animal do grupo
AdMVAA2, em ambos, as células alvo foram incubadas com o peptideo CD8. Pode-se
perceber a reducdo nitida da area do pico M2. A porcentagem de lise especifica de
células incubadas com os peptideos CD4 e CD8 foi representada na figura 8B. Apenas
no grupo AdMVAA2 houve uma redugdo significativa do numero de células alvo: em
torno de 60%. Nos demais grupos vacinados, pMVAA2 e pA2, ndo foram identificados
niveis de lise considerados significativos para o peptideo CD8, uma vez que ndo houve
diferenga estatisticamente significativa comparando-se com o controle AMVACtrl. Nos
animais do grupo pA2 foi detectada uma porcentagem de lise irrelevante, cerca de 10%,
quando as células foram estimuladas com o peptideo CD4. Portanto, apenas o peptideo

CD8 foi capaz de ser reconhecido pelos linfécitos citotdxicos.
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Figura 9: Citotoxicidade apo6s a dose de reforco: As células de alta marcagéao
foram incubadas com peptideo que representa um epitopo CD8 ou CD4 da proteina A2,
as células de baixa marcacdo nédo receberam o peptideo e serviram como controle
interno. As células foram inoculadas por via intravenosa na veia da cauda de dois
animais de cada grupo vacinal. A - Histograma apresentando a aquisi¢cdo de células de
animal vacinado com PBS, a esquerda e AMVAAZ2, a direita, mostrando os picos M1,
baixa marcacdo, e M2, alta marcacdo. B — Porcentagem de lise especifica para cada

grupo vacinal, avaliada ap6s 20h de inoculagdo. Esse resultado € representativo de
dois experimentos realizados separadamente.
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5.5 Avaliacdo da resposta imune humoral:
Amostras de soro foram coletadas dos animais, duas semanas apds as

imunizagbes. A reatividade do grupo PBS foi usada para estabelecer os pontos de corte
(“cut off”), acima dos quais os soros dos animais foram considerados positivos. A figura
9 mostra os niveis de anticorpos produzidos contra SLA de promastigota, apods a
vacinagao.

De maneira geral, em todos os animais vacinados, a indugcdo de anticorpos
contra o SLA de promastigota foi muito baixa. Isso era esperado, uma vez que a
proteina A2 € expressa apenas pelas formas amastigotas. Contudo, quando se avaliam
0s niveis de anticorpos em soros de camundongos infectados por L. chagasi, observa-

se diferenga significativa, em comparag¢ao com os animais vacinados.
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Figura 10: ELISA de soros de animais vacinados contra SLA de
promastigota. As placas de ELISA foram estimuladas com 500ng de SLA de
promastigota e os soros de animais de cada grupo vacinal foram testados para a
produgca@o de anticorpos, na diluicdo de 1:50. A linha continua indica o ponto de corte
(0,057), acima do qual os soros foram considerados positivos. Os soros dos animais
foram coletados 12 dias apd6s a segunda dose vacinal. Como controle positivo, foi

utilizado soro de animal infectado por L. chagasi.
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A produgéao de anticorpos contra SLA de amastigota também foi avaliada. Assim,
o soro dos animais coletados no 12° dia apds a segunda dose vacinal foi submetido a
ELISA para SLA da forma amastigota (figura 10). Apesar dos animais do grupo
pMVAA2 apresentarem um pequeno aumento na producdo de anticorpos, em relagédo
aos outros grupos, o nivel total de producdo ainda pode ser considerado baixo. De
maneira geral, pode-se observar que nao houve alta producdo de anticorpos tanto nos
animais vacinados com os diferentes protocolos, como nos animais infectados com L.
chagasi.

Também foi testada a resposta humoral contra a proteina A2 purificada, nao
tendo sido observados niveis de produgdo de anticorpos em nenhum dos grupos de
animais vacinados ou nos animais infectados, apesar de ter sido detectada alta
reatividade em presenca de anticorpo monoclonal anti-A2 (dados nao mostrados).
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Figura 11: ELISA de soro de animais vacinados contra SLA de amastigota.
As placas de ELISA foram estimuladas com 500ng de SLA de amastigota e os soros de
cinco animais de cada grupo vacinal foram testados para a producao de anticorpos na
diluicdo de 1:50. A linha continua indica o ponto de corte (0,057), acima do qual os

soros foram considerados positivos.
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6 Discussao:

O virus MVA-A2 construido foi capaz de expressar a proteina A2 em sua forma
nativa in vitro tanto em células permissivas e ndo permissivas a multiplicagéo viral. No
genoma do MVA selvagem foi inserido um fragmento de gene, indicado na figura 2, que
apresenta aproximadamente 1600pb, e é constituido por uma sequéncia inicial que
codifica um peptideo sinal seguida por uma sequéncia de nucleotideos CGCTCTCCGT
TGGCCCGCAG TCCGTCGGCC que se repete um numero variavel de vezes e se
estende até o final do fragmento.

Nos experimentos de confirmagao da expressao de A2, foram usados extratos de
células infectadas com o MVA-A2 e com AdA2, como controle, o anticorpo monoclonal
C9 foi capaz de identificar duas seqliéncias localizadas no inicio da regiao de repeticao
da proteina, apés a seqiéncia do peptideo sinal: PHKAAVDVGPLSVGPQS e
VGPQSVGPLSVGPQSVGPLS, visualizadas na figura 1 e descritas anteriormente por
[34]. Nesse experimento ndo foi usado extrato de células infectadas com MVA
selvagem, uma vez que para avaliar a correta orientacdo do plasmideo, o MVA foi
usado para infectar as células e, nesse ensaio, ndo houve o reconhecimento de
fragmentos inespecificos. Esse resultado sugere que o MVA-A2 seria capaz de produzir
a proteina A2 in vivo nos animais vacinados.

Vérias caracteristicas da vacinagéo utilizando MVAs recombinantes como: vias
de imunizacao; dose; numero de doses; tipo de reagente utilizado nas primeiras doses
e intervalo entre as doses variam muito dependendo do grupo de pesquisas envolvido
no trabalho [48, 63]. Seria importante realizar o teste de algumas delas, em
experimentos pilotos antes de experimentos de imunizagdo propriamente ditos terem
inicio. No entanto, considerando o tempo disponivel para a execucao deste trabalho,
nao seria viavel o teste de todas as variaveis envolvidas na imunizacao dos animais.

Em diversos trabalhos, foi demonstrado que a rota de vacinacao poderia alterar
de forma significativa a amplitude da resposta imune induzidas, principalmente a
inducdo de células T citotdxicas e os niveis de protegao induzidos pelas vacinagdes
utilizando virus recombinantes [63, 64]. Na literatura encontram-se descritas duas vias
principais de administragcdo dos MVA recombinantes, intradérmica e intramuscular,
apesar de também serem descritas outras vias, como subcuténea, intraperitoneal e
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intravenosa [65, 66]. Considerando as vias intraperitoneal e intravenosa pouco
aplicaveis futuramente, em termos de vacinagao de animais de maior porte, como caes
e primatas ndo humanos, foram testadas as vias intradérmica, intramuscular e
subcuténea.

A imunizacdo do MVA-A2 por via intradérmica foi capaz de gerar uma maior
quantidade de células produtoras de IFNy (dados ndo mostrados) e, da mesma forma,
induziu um maior percentual de lise especifica in vivo mediante estimulo prévio das
células alvo com o peptideo CD8 da proteina A2, previamente descrito [34]. A via
intradérmica foi entdo escolhida para a administracdo dos MVA aos animais.

Uma vez escolhida a via de imunizacado que aperfeicoasse a inducéo de células
T CD8" citotéxicas, os animais foram imunizados de acordo com o protocolo de
vacinagdo descritos na tabela 2. Apesar de bem relatado na literatura, que a
imunizag&o heterdloga utilizando MVA como reforgo de uma dose inicial de DNA tem
um efeito potencializador da inducdo de células produtoras de IFNy, em comparagao
com a vacinagdo com duas doses de DNA [66], em nossos dados de ELSIPOT ou de
citotoxicidade in vivo esse efeito nao foi observado quando foram testados os peptideos
CD4 e CD8 especificos de A2. E importante ressaltar que a resposta induzida contra os
peptideos testados poderia avaliar apenas parcialmente a resposta imune e seria
interessante avaliar a resposta contra a proteina total. E possivel, portanto, que haja
resposta imune contra outros epitopos do antigeno A2 que néo tenham sido testados.

Protocolos de vacinagdo com DNA-MVA foram descritos para véarios antigenos
de Leishmania, incluindo LACK e TRYP. Nesses estudos, a resposta imune induzida
pelas imunizagdes foi capaz de gerar protecao contra infec¢ao desafio com L. infantum
e L. major, respectivamente [67, 68].

Em 2005, Dondji e colaboradores descreveram a utilizagdo do MVA-LACK,
sendo empregadas duas doses de MVA-LACK, por via intraperitoneal reforco da
vacinagao por DNA codificador de LACK administrado via intradérmica. Como resultado
das imunizagbes foi induzida alta producdo de IFNy e IL-10 nos animais imunizados
com DNA e MVA LACK na maior dose, porém proporcionalmente, a producao de IFNy
foi cerca de 4 vezes maior que a de IL-10[EContudo, ndo foi encontrada producéo
significativa de TNFa. O grupo de animais imunizados por este protocolo heter6logo

apresentou a maior protecdo dos animais, uma vez que houve reducédo de quase 100x
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(10%) no nimero de parasitas no baco. Essa protecdo parecia estar correlacionada com
os altos niveis de IFNy, uma vez que no grupo de animais imunizados apenas com DNA
LACK, a produgao de IFNy foi consideravelmente mais baixa e nao foi encontrada
protecao perante a infeccao desafio [68].

Nos esquemas de vacinacdo com o antigeno TRYP, animais BALB/c foram
vacinados com DNA TRYP via subcutanea e apés cinco semanas foi administrada uma
dose intravenosa de MVA TRYP. O desafio com L. major foi feito 2 semanas apés as
altimas imunizacbes com promastigotas. Os resultados encontrados para o0 grupo
vacinado com DNA-TRYP e MVA-TRYP foram alta produgdo de anticorpos e
semelhante produgao de IFNy na 22 e 162 semanas apds o desafio, indicando que a
producdo dessas citocinas, foi sustentavel nesse grupo, diferentemente do encontrado
para o grupo de animais imunizados apenas com uma dose de DNA. Essa resposta
estava relacionada aos niveis de protecdo, uma vez que os animais submetidos ao
protocolo heter6logo apresentaram a maior reducdo da carga parasitaria. Contudo,
nesse estudo ndo foi avaliada a importancia das células T CD8" no modelo de
vacinagao proposto [67].

Até o momento, poucos trabalhos descrevem a utilizagdo conjunta dos virus
MVA e adenovirus em protocolos heterélogos, como adjuvantes e vetores vacinais
contra a infecgdo por diferentes patdgenos, incluindo as espécies de Leishmania.
Recentemente, foi publicado um estudo em que foram utilizados esses dois vetores em
conjunto, no modelo de infecgdo por Mycobacterium avium [58]. Com isso, nosso
trabalho tem o mérito de ser o primeiro a avaliar a utilizacao desses virus no modelo de
leishmanioses.

Na avaliacdo da resposta imune celular de uma forma geral, o protocolo de
vacinagdo em que houve maiores niveis de células produtoras de IFNy e citotoxicidade
peptideo-especifica in vivo, foi a vacinagdo com uma dose inicial de AdA2 e reforco com
MVAA2. Nesse grupo, 0s animais apresentaram células produtoras de IFNy sob
estimulo dos dois peptideos descritos, tanto para células CD4 quanto CD8. Com
relagéo a caracterizagao da resposta imune, esse foi considerado o melhor protocolo de
vacinagao, ja que fora capaz de induzir a proliferagéo tanto de células T CD8" como de

células T CD4" produtoras de IFNy.
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Com relacao a produgéao de citocinas de tipo Th2 como IL-4 e IL-10, em nenhum
dos grupos testados houve deteccdo de células capazes de produzi-las mediante
estimulo com os peptideos de A2 (dados ndo mostrados). Embora IL-4 tenha o papel
classico de promover a diferenciacdo das células TCD4" em células Th2 e ativar células
B para produgéo de anticorpos neutralizantes e IL-10 de inibir a produg&o de citocinas
pelos macréfagos, tendo um papel regulatério da resposta imune, a forma com que
esses mecanismos influenciam o desenvolvimento da leishmaniose visceral ainda é
controversa, principalmente, quando diferentes espécies de Leishmania e linhagens de
camundongos sao utilizadas. Contudo, parece ser evidente, na maioria dos modelos
experimentais de leishmaniose visceral, que altos niveis dessas citocinas acarretam
desenvolvimento acelerado da doencga. Portanto, a indugao dessas citocinas, nao seria
interessante do ponto de vista da geragcao de uma vacina.

Esses resultados corroboram o que ja foi previamente demonstrado, que a
imunizagdo com proteina A2 induz a alta producdo de IFNy, mas nao € eficaz em
estimular a producao de elevada de IL-4 e IL-10, em comparagao com outras proteinas
também descritas na literatura, como LACK e NH [35, 69]. No entanto, é importante
mencionar que seria interessante avaliar a resposta contra a proteina A2 total, pois,
apesar de ter sido mostrado que a imunizagdo com a proteina ou o DNA codificador da
mesma nao induzem alta produgéo de IL-4 e IL-10, a imunizagdo com virus poderia
induzir a apresentacao de epitopos diferentes dos descritos. Isso pode ocorrer, porque
0s virus sao capazes de induzir a expressao de IFNy e outras citocinas, que, por sua
vez poderia criar um ambiente imunolégico totalmente diferente para a apresentagao de
antigenos. Além disso, essas citocinas podem atuar na expressdo de genes
codificadores de proteinas que atuam no processamento de antigenos e formagao do
complexo chamado de imunoproteassoma. Esse processamento diferencial poderia,
portanto, levar a apresentacao de peptideos ao sistema imune diferentes dos que foram
testados e conferir um padrdo de produgao de citocinas diferenciado [70, 71].

Uma vez que foram identificados altos niveis de células produtoras de IFNy
especificas para os peptideos e nao foram identificadas células produtoras de IL-4 e IL-
10, considera-se que a resposta imune induzida pela vacinagao no grupo AAMVAA2
tenha sido do tipo Th1. Esta € uma caracteristica extremamente importante quando se
avalia a possibilidade de utilizacdo desse modelo de vacinacédo contra o desafio com
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espécies de Leishmania, uma vez que a resposta Th1 é indicativa de protegcédo e
controle da proliferagéo dos parasitas pelo hospedeiro.

Adicionalmente, em trabalho recente, Darrah e colaboradores descreveram que a
protecdo contra a infeccdo por parasitas L. major estava relacionada a estimulagao
especifica de células Th1 multifuncionais, capazes de produzir concomitantemente
IFNy, TNFa e IL-2. No trabalho foram testados varios protocolos de vacinagao utilizando
adenovirus recombinante e CpG, entre outros, e, apesar de alguns deles estimularem
alta resposta de células CD4" produtoras apenas de IFNy, nem sempre altos niveis
dessa citocina se relacionava a protecao contra infecgao desafio por L. major. Porém
havia correlagdo entre os niveis de protecdo e a presenga de células produtoras das
trés citocinas. Assim, apds as imunizacdes, apesar de necessaria, a producao apenas
de IFNy nédo seria preditiva de protecao [72]. Esses dados indicam a importancia de se
realizar uma avaliacdo mais detalhada das citocinas produzidas nos esquemas de
vacinacao e de se correlacionar a producao destas com protegao.

Além da resposta T CD4*, também foi identificada a indugédo de células T CD8". As
células T CD8" podem agir pela producédo de citocinas, como IFNy e TNFa e/ou por
mecanismos citotoxicos [73]. A producdo de citocinas tem consequéncias locais e
sistémicas, enquanto que a atividade citotoxica é direcionada as células infectadas, que
estdo em contato com as células efetoras. Os dados de citotoxicidade in vivo mostram
que apenas as células que apresentaram o peptideo CD8 foram alvo de lise especifica,
somente no grupo de animais imunizados com adenovirus e MVA. Isso indica que o
peptideo CD4 induz a produgdo de IFNy por células TCD4" mas nao induz
citotoxicidade por células CD8". Ou seja, o peptideo CD4 nio é reconhecido pela
molécula CD8. Além disso, as células T CD8" estimuladas pela vacinagdo poderiam
atuar como efetoras nao apenas produzindo IFNy, como também reconhecendo, lisando
células especificas e regulando a resposta imune.

Até o presente momento, o papel das células T CD8" na resposta imune contra
parasitas parece ser devido a produgéo de citocinas ativadoras da agcao microbicida dos
macréfagos, porém, neste estudo, além da producdo de IFNy pelas células T CD8,
também foi identificada a indugdo de células TCD8* com acao citotdxica, responsaveis
pela lise especifica de células que apresentem peptideos derivados do antigeno A2
(figura 7 e 9).
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O papel das células T CD8" citotdxicas na infecgdo por Leishmania ainda néo foi
bem caracterizado. Em 2003, Tsagozis e colaboradores demonstraram em estudos in
vitro, que durante a infeccdo de macréfagos em cultura por L. infantum ocorre
estimulagdo de células T CD8" citotéxicas especificas contra antigenos do parasita. A
atividade citotdxica dessas células parece ocorrer através de secregcédo de perforina e
inducao de apoptose pela via Fas/FasL [74].

Ainda nado se sabe como os antigenos presentes no vacuolo fagocitico deixam
esse local para serem processados e apresentados as células T CD8" via MHC de
classe I. Foi demonstrado que os antigenos intracelulares de Leishmania ndo seriam
processados por macrofagos infectados pelas vias classicas de processamento de
antigeno via MHC classe |, mas seriam apresentados via “cross-presentation”, pelas
células dendriticas. Os antigenos secretados e de superficie poderiam ser processados
pelas vias dependentes de endossomos, como aquela utilizada para a apresentagao de
antigenos via MHC classe Il [75]. A proteina A2, por ser um antigeno intracelular de
Leishmania poderia também ser apresentada via “cross-presentation” e talvez a
resposta contra essa proteina especifica ocorra em momentos mais tardios da infeccao.

Em 2005, o mesmo autor realizou testes de citotoxicidade in vivo, nos animais
C57BL/6, nos quais foram identificadas células T CD8" citotdéxicas capazes de lisar
células que apresentassem um antigeno CD8 associado as moléculas de MHC |
apenas nos animais infectados. No entanto, o papel dessa resposta na redugédo de
carga parasitaria ou contengdo da infecgdo ainda permanece sob investigacdo [76].
Aparentemente, a lise dos macrofagos infectados induzida por células citotéxicas
ativadas néo inviabilizaria a sobrevivéncia das Leishmanias liberadas [77]. Contudo, a
lise das células poderia ser importante no controle da infeccdo, quando houvesse a
producdo concomitante de IFNy, principalmente pelas células CD8, ap6s o
reconhecimento especifico do antigeno. Assim, o IFNy, juntamente com o TNFa,
atuariam como importantes ativadores dos macréfagos adjacentes as células lisadas,
pela a indugcdo de NO, o que proporcionaria a atividade microbicida dessas células,
possibilitando a eliminacdo de grande parte das leishmanias liberadas pela lise das
células alvo [76].

Ainda com objetivo de desvendar o papel das células T CD8" na infecgédo por
leishmanias, Colmenares, et. al. realizaram um experimento, no qual animais nocautes
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para o gene de B.-microglobulina, em que a resposta de células T CD8" é deficiente,
foram utilizados na vacinacdo com o antigeno P-8. Os animais vacinados ndo foram
capazes de controlar a infec¢do por L. amazonensis. Contudo, de uma forma geral, os
animais infectados e vacinados, nocautes para esse gene apresentavam menor numero
de parasitas e menores lesdes [78]. O nivel de infec¢do pode ter sido influenciado por
baixos niveis de anticorpos identificados nesses animais, uma vez que 0s anticorpos
parecem ser crucias para o desenvolvimento de L. amanzonensis no modelo animal de
C57BL/6 [79]. Assim, seria possivel que nos primordios da infecgdo, os baixos niveis de
anticorpos nos animais nocautes teriam contribuido para o menor tamanho das lesées
[78].

Em trabalho mais recente, a resposta de células TCD8" pareceu nao exercer
papel fundamental na protegéo contra a infecgdo por L. amazonensis, uma vez que
camundongos C57BL/6, vacinados com extrato total de L. amazonensis, deficientes em
IL-12 e depletados de células T CD8" apresentaram menores lesdes (provavelmente
devido ao menor infiltrado de linfocitos), apesar da carga parasitaria encontrada se
assemelhar a observada nos animais nao depletados. Além disso, 0s animais
depletados apresentavam baixa dosagem de IFNy e macréfagos pouco vacuolizados.
Contudo, nos animais deficientes em B>-microglobulina apresentaram maiores lesées e
nuamero de parasitas, comparados aos animais normais, diferentemente do resultado
descrito anteriormente por Colmenares e colaboradores, em 2003 [80].

Contudo, camundongos C57BL/6 sdo animais nos quais a infeccdo por L.
amazonensis apresenta uma evolugdo crbnica com controle parcial das lesdes
cuténeas pelo animal [81]. Neste modelo, é possivel que outros agentes da resposta
imune estejam atuando, promovendo uma resposta diferente da que ocorre nos animais
BALB/c perante a infecgdo visceral causada por L. chagasi, mais susceptiveis a
infeccao. Assim, ndo se pode descartar a possibilidade de que o controle dos parasitas
nos animais susceptiveis poderia ser realizado com a participagao de outras células,
incluindo as células T CD8".

Em 2003, Colmenares e colaboradores também avaliaram o papel das células T
CD8" em camundongos C57BL/6 vacinados com o antigeno P-8, na infecgéo de por L.
amazonensis, pela expressao de IFNy e perforina no local de infecgdo. Esse grupo

observou a produgao dessas duas moléculas nos animais com resposta protetora no
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sitio de infeccéo, sugerindo que essas células poderiam exercer agao citotdxica nos
animais vacinados. Além disso, durante o desenvolvimento das lesdes cutaneas nos
animais vacinados houve uma mudanga da dinamica da resposta celular envolvida no
controle da infecgdo. No local da infec¢do, enquanto no inicio houve predominancia de
células TCD8" produtoras de IFNy e perforina as células TCD4*, apesar de participarem
nos estagios iniciais, seriam cruciais ao final da infeccao. Ainda nesse trabalho, o papel
da perforina foi avaliado utilizando-se animais deficientes para a producdo dessa
molécula. Assim, 0s animais vacinados, deficientes na producao de perforina, foram
incapazes de controlar a infec¢do, apresentando, como consequiéncia, maiores lesdes e
maior numero de parasitas. Dessa forma, o desenvolvimento da resposta efetora, pela
producdo de perforina e IFNy pelas células T CD8" sdo claramente requeridos na
resposta protetora contra L. amazonensis nos animais vacinados. Contudo, nos animais
nocautes infectados ndo vacinados, nao foi encontrada maior susceptibilidade a
infeccao [78].

Em 2000, Gurunathan e colaboradores verificaram que em animais da linhagem
BALB/c, vacinados com o DNA antigeno LACK, mas ndo nos animais imunizados com a
proteina LACK, a protecédo era abolida e o nimero de células T CD4" era diminuido
quando os animais eram tratados com anticorpo anti-CD8 in vivo, no momento da
infeccdo por L. major. A deplegcdo das células T CD8*, também no momento da
vacinagdo, limitou a geracdo de células T CD4" produtoras de IFNy. Assim, os
resultados do trabalho sugerem que, em adicdo ao papel efetor das células T CD8*,
estas também poderiam apresentar papel na imunoregulagdo, mantendo a freqtiéncia
de células T CD4" produtoras de IFNy antes ou ap6s a infeccdo. Em relacdo aos dados
clinicos, nos animais depletados de células CD8, o tamanho das lesdes estava
extremamente aumentado em comparagdo ao grupo vacinado ndo depletado. Apesar
de nao terem avaliado o papel das células T CD8" citotéxicas, os experimentos desse
grupo foram fundamentais em demonstrar que as células T CD8" podem exercer
funcdes tanto efetoras, como reguladoras da resposta imune mediada pelas células T
CD4" nos camundongos BALB/c [82].

Resende et al, 2008 verificou que, animais imunizados com unica dose de AdA2,
previamente depletados seletivamente com anti-CD8 tiveram apenas a resposta contra
o epitopo CD8 da proteina A2 abolida, enquanto que os animais depletados
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seletivamente com anti-CD4 tiveram as respostas a ambos os peptideos CD8 e CD4 da
proteina A2 diminuidas. Isso corrobora o fato de que a resposta das células T CD8"
seria dependente das células T CD4" [34].

A vacina contra leishmaniose visceral canina atualmente encontrada no
mercado, Leishmune®, licenciada pelo Ministério da Agricultura, desde junho de 2003, é
composta pelo antigeno FML (Fucose-Manose Ligante) de Leishmania donovani e vem
sendo utilizada como medida profilatica. Essa formulacao atua de forma a bloquear a
transmissao da leishmaniose visceral canina para o flebotomineo, dificultando, e, muitas
vezes, impedindo que o ciclo de vida das leishmanias se complete. A segunda vacina
disponivel no mercado, Leishvaccine é utilizada atualmente em associagdo com
farmacos como forma de tratamento para a leishmaniose, € composta por uma
preparacao de antigeno total de leishmania e é administrada com o adjuvante BGC,
proposta pelo Dr. Mayrink nas décadas de 1980 e 1990 [83]. Ambas as formulac¢des
tém eficacia comprovada e, apesar de apresentarem mecanismos de atuagao muito
diferente no sistema imune, apresentam a caracteristica em comum de estimular
mondcitos e linfécitos T CD8* [84]. A funcdo dos linfécitos T CD8+ ainda esta sob
investigagao.

Esses dados, tomados em conjunto, indicam que o papel das células T CD8" na
protecdo e contengdo do desenvolvimento da infecgdo pelas espécies de Leishmania
ainda é controverso. Varios fatores podem influenciar na avaliagdo do papel dessas
células, em animais vacinados, como os regimes de imunizagao estudados, o antigeno
utilizado e o modelo de infeccdo adotado, levando em consideracao tanto o hospedeiro
animal quanto a espécie de Leishmania utilizados.

Em 2005, o grupo liderado pelas Dras. Clarissa Palatnik-de-Sousa e Maria Cecilia
Luvizotto, responsaveis pela formulagcao vacinal existente hoje em comercializagao,
publicou um trabalho mostrando que os cdes imunizados com a vacina Leishmune® e
desafiados com L. chagasi apresentaram, apds onze meses de acompanhamento,
completa auséncia tanto de sinais clinicos da doenga como também auséncia de
parasitas na pele, no sangue e linfonodos, detectados por PCR. Neste mesmo trabalho,
0 grupo mostrou que 50% dos caes infectados apresentaram sorologia positiva para
FML assim como 100% dos caes vacinados [85].

Ja em 2006, o mesmo grupo de pesquisa publicou um trabalho mostrando que a
por¢do Fab anti FML, purificada de anticorpos IgG do soro de animais vacinados com
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Leishmune®, impede a ligacdo de L. chagasi e L. donovani ao epitélio intestinal do
flebotomineo transmissor Lutzomyia longipalpis. Nesse estudo foi observado ainda, que
flebotomineos que realizaram repasto sanguineo contendo soro de animais vacinados
apresentaram 79,30% de protegédo contra o desafio por L. chagasi [86]. Tomados em
conjunto, esses trabalhos demonstram que a vacinagdo com Leishmune® seria capaz
de bloquear a transmissao da leishmaniose, impedindo o fechamento do ciclo de vida
das leishmanias no vetor invertebrado.

A distingdo sorolégica entre os animais vacinados com Leishmune® e os animais
infectados é o ponto fraco da vacina. Como forma de minimizar esse problema, novas
metodologias capazes de realizar a distingdo dos animais vacinados e infectados foram
buscadas. Em 2007, foi publicado um trabalho coordenado pelo Dr. Martins-Filho em
que os animais vacinados com Leishmune® poderiam ser diferenciados dos animais
infectados por citometria de fluxo apresentando 100% de especificidade para ambos
lgG e 1gG2 e 97% e 93% de sensibilidade, respectivamente [87]. Apesar de nao ser
muito dispendiosa apds a obtencado do aparelho de FACS, para ser utilizada como
exame de rotina, a citometria de fluxo € uma técnica muito onerosa, uma vez que o
aparelho para realizar a aquisicdo e andlises das amostras € financeiramente
inacessivel para a prefeitura da maioria das cidades brasileiras.

Pensando nesse problema, seria importante desenvolver uma vacina que fosse ao
mesmo tempo eficiente em controlar os niveis de infec¢do no hospedeiro mamifero e
permitir a distincdo soroldgica em relagdo ao animal infectado. Assim, neste trabalho foi
avaliada a resposta imune humoral contra SLA das formas promastigota e amastigota
para verificar a distingdo soroldgica entre os animais vacinados e infectados.

Anticorpos anti-A2 foram detectados em soro de pacientes com leishmaniose
visceral crénica causada pelas espécies L. mexicana, L. donovani [32] e por espécies
do novo mundo [61]. A imunizacdo com a proteina recombinante A2 também induziu
producdo de anticorpos em camundongos BALB/c, quando se utilizou alimen, um
potente indutor de resposta humoral, como adjuvante [35], contudo a imunizagdo de
camundongos com virus recombinantes expressando A2 ou com DNA codificador de A2
ndo se mostraram eficientes na inducao da resposta humoral, uma vez que estes sao
potentes estimuladores de resposta celular. Esse é um aspecto interessante,
considerando-se uma formulagdo vacinal contra leishmaniose, uma vez que foi
observado que a producdo de altos niveis de anticorpos contra Leishmania ndo é
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indicativo de protecédo, e, pelo contrario, poderia conduzir a exacerbacdo da doenca
[88].

Com relagdo a resposta imune humoral nos animais vacinados neste estudo,
nenhum dos grupos vacinados foi considerado positivo para a producdo de anticorpos
utiizando o modelo de diagnéstico atualmente utilizado para a deteccdo de caes
soropositivos para leishmaniose, em que € utilizado SLA das formas promastigotas. Em
quaisquer dos protocolos testados, o0s animais vacinados foram facilmente
diferenciados pela sorologia dos animais infectados por L. chagasi. Ou seja, a
imunizagado com virus recombinantes expressando A2, ou mesmo DNA, ndo é capaz de
induzir anticorpos numa concentracao detectavel pelo ELISA de SLA de promastigota.
Isso poderia ser explicado em parte pelas caracteristicas dos adjuvantes utilizados nas
imunizagbes, capazes de estimular de grande forma a resposta celular e parte pelas
caracteristicas do antigeno A2 em si, ja& que se trata de uma proteina intracelular de
Leishmania. Também se deve levar em consideracao o fato da proteina A2 representar
apenas uma pequena fragdo do antigeno total de amastigota. Dessa forma, pode ser
que o aparecimento de anticorpos anti-A2 fosse mais evidente decorrido maior tempo
de infeccdo. De maneira muito importante, esse aspecto tem implicagdes valiosas para
o diagnéstico da infeccdo em animais vacinados, uma vez que o diagndstico soroldgico
utilizando SLA das formas promastigotas é o mais amplamente utilizado nos centros de
referéncia para evidenciar a infecgdo dos cdes domésticos e demais hospedeiros da

doenga.
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7 Conclusées e Perspectivas do trabalho:

Pelos dados apresentados nesse trabalho pode-se concluir que o MVA
recombinante obtido foi capaz de expressar a proteina A2 tanto in vitro, como in vivo,
em animais submetidos a vacinagao.

O protocolo de imunizagao dose-reforgo com AdA2, seguido de MVAAZ2 foi, entre
0s protocolos testados, 0 mais eficiente em induzir uma resposta imune celular do tipo
Th1, caracterizada pela alta producado de IFNy, e baixas produg¢des de IL-10 e IL-4
contra os peptideos CD4-2 e CD8 de A2, previamente mapeados, além de gerar altos
niveis de citotoxicidade contra células que apresentem o peptideo CD8 e baixos niveis
de anticorpos anti-A2.

Nos demais esquema de imunizacdo nao foi possivel identificar a inducédo de
células TCD4" produtoras de IL-4, IL-10 ou IFNy e células TCD8" produtoras e IFNy ou
com acgao citotéxica especifica para os peptideos de A2 testados.

A auséncia de reatividade do soro de animais vacinados com A2 com o extrato
total de formas promastigotas € uma caracteristica relevante, considerando o
desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose visceral canina.

Como perspectiva desse trabalho considera-se que seria importante realizar a
caracterizacao da resposta imune celular contra antigeno total de Leishmania e contra a
proteina recombinante A2 e ndo apenas aos peptideos CD4 e CD8 mapeados, para
identificar o nivel de resposta contra esses antigenos apds a vacinagao. Além disso, é
necessaria melhor caracterizagdo da resposta imune celular de forma geral, buscando
células produtoras de trés citocinas IL-2, IFNy e TNFa, uma vez ter sido demonstrado
que tais células podem estar relacionadas a maiores niveis de protecdo contra a
infeccdo no modelo de infeccdo por L. major. Seria também de grande importancia
realizar experimentos de desafio contra a infecgao por L. chagasi para avaliar tanto a
resposta imune nos grupos vacinados, apds o desafio como os niveis de protecao

induzidos nos diferentes esquemas de vacinagao testados.
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