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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) representa um grave desafio de saude publica,
principalmente em regides endémicas da América Latina e outras areas afetadas. Esta
doenca, causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, € transmitida principalmente por
insetos vetores popularmente conhecidos como barbeiros, mas também pode ocorrer
por via oral, transfusfes sanguineas, transplante de 6rgao e transmissdo congénita.
A DC é caracterizada por uma fase aguda, que pode ser assintomética ou apresentar
sintomas leves e inespecificos, seguida de uma fase crénica, que afeta principalmente
0 coracao e o sistema digestivo. O tratamento eficaz para a doenca de Chagas € um
desafio, ja que as opcdes disponiveis sédo limitadas e frequentemente associadas a
efeitos colaterais. Além disso, o diagnéstico precoce € fundamental, pois muitos
pacientes ndo apresentam sintomas na fase inicial. A falta de tratamentos eficazes e
a necessidade de prevencado tém estimulado esforcos para o desenvolvimento de
vacinas capazes de proteger contra o parasito. Neste estudo, concentramos nossos
esforcos na investigacdo de duas proteases do T. cruzi, Prolyl Oligopeptidase
(POPTc80) e Thimet Oligopeptidase (TOP), que desempenham um papel no ciclo de
vida do parasito e representam alvos potenciais para vacinas. Exploramos trés
abordagens distintas para o desenvolvimento dos protétipos vacinais: proteinas
recombinantes, vacinas de DNA e vacinas de mRNA. As proteinas recombinantes
foram produzidas em Escherichia coli, e desenvolvemos um vetor otimizado para a
producdo de mRNA, que se mostrou eficaz na expressdo de antigenos em
camundongos. Além disso, avaliamos diferentes vias de inoculagéo, destacando a via
intramuscular como a mais adequada devido a sua capacidade de manter a expressao
do antigeno por um periodo prolongado. No entanto, nossos esforcos para
desenvolver formulacbes de imunizacdo oral com alginato de sddio ndo obtiveram
sucesso, destacando os desafios especificos associados a essa via de administracao.
Em resumo, a DC é uma enfermidade desafiadora que carece de tratamentos eficazes
e diagndstico precoce. Nossos esfor¢os de pesquisa buscam abordagens inovadoras
para o desenvolvimento de vacinas visando prevenir a infeccdo por Trypanosoma
cruzi. A compreensdao dos mecanismos de resposta imune desencadeados pelas
proteases estudadas € essencial para avancar em direcdo a vacinas mais eficazes
contra essa doenca negligenciada.

Palavras — chave: Doenca de Chagas; Vacinas; mMRNA; DNA; Proteases; Thimet
Oligopeptidase; Prolil Oligopeptidase.



ABSTRACT

Chagas Disease (CD) poses a significant public health challenge, primarily in endemic
regions of Latin America and other affected areas. This disease, caused by the parasite
Trypanosoma cruzi, is primarily transmitted by vector insects commonly known as
"kissing bugs." However, transmission can also occur through oral ingestion, blood
transfusions, organ transplantation, and congenital transmission. CD is characterized
by an acute phase, which can be asymptomatic or present mild and nonspecific
symptoms, followed by a chronic phase that primarily affects the heart and digestive
system. Effective treatment for Chagas Disease is a challenge because available
options are limited and often associated with side effects. Moreover, early diagnosis is
crucial, as many patients do not exhibit symptoms in the initial phase. The lack of
effective treatments and the need for prevention have spurred efforts to develop
vaccines capable of protecting against the parasite. In this study, we focused our
efforts on investigating two T. cruzi proteases, Prolyl Oligopeptidase (POPTc80) and
Thimet Oligopeptidase (TOP), which play a role in the parasite's life cycle and
represent potential vaccine targets. We explored three distinct approaches for
developing vaccine prototypes: recombinant proteins, DNA vaccines, and mRNA
vaccines. Recombinant proteins were produced in Escherichia coli, and we developed
an optimized vector for mRNA production, which proved effective in expressing
antigens in mice. Furthermore, we evaluated different routes of administration, with the
intramuscular route being the most suitable due to its ability to maintain antigen
expression over an extended period. However, our efforts to develop oral immunization
formulations using sodium alginate were unsuccessful, highlighting the specific
challenges associated with this administration route. In summary, CD is a challenging
illness that lacks effective treatments and early diagnosis. Our research efforts seek
innovative approaches to develop vaccines aimed at preventing Trypanosoma cruzi
infection. Understanding the immune response mechanisms triggered by the studied
proteases is essential to advance toward more effective vaccines against this
neglected disease.

Keywords: Chagas Disease; Vaccines; mRNA; DNA; Proteases; Thimet
Oligopeptidase; Prolyl Oligopeptidase.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Numero estimado atual de imigrantes com infeccdo por T. cruzi em
PAISES NAO ENAEIMICOS. . ...eeeiiiiiie ittt e e et e e e e e e s et e e e e e e e e e e bbb e eeeaaaeas 20
Figura 2. Distribuicdo dos subindices e indice de vulnerabilidade para doenca
de Chagas Cronica, por Unidade Federativa e Distrito Federal. ................ccocevvvnnnnn. 21
Figura 3. Formas morfologicas do TrypanoSoma CruzZi..........ccceeeeeeveevvvvnnnnnn. 22
Figura 4. Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi no hospedeiro vertebrado e
1Y =T o] = o [0 J PP 24
Figura 5. Representacdo esquematica da resposta imunoldgica durante a
gy (=ToTor=To T o 1= (o TN I o) U .4 PSS 31
Figura 6. Visdo geral dos principais mecanismos na fase inicial da infeccéo
POF T CIUZEL et 33
Figura 7. Esquema da estratégia de imunizacdo com vacinas de
nanoparticulas de aCido NUCIEICO.. ........oovvviiiiiii e e 40
Figura 8. Possiveis efeitos da atividade da POP de tripanossoma no
hospedeiro. A degradacao do colageno por POPTc80 pode facilitar a migracéo do T.
cruzi através da matriz extracelular. ... 45
Figura 9. Analise da purificacdo da POPTc80 recombinante expressa na
fracdo soluvel por cromatografia de afinidade em niquel. ...........coovvvvvvviviviiiieieiennnn.. 64
Figura 10. Analise da purificacdo da TOPTc recombinante expressa na fracao
soltvel por cromatografia de afinidade em niquel.. ... 65
Figura 11. Confirmacéo da expressao das proteinas rPOPTc80 e rTOPTc. 66
Figura 12. Fluxograma de imunizagcdo com as proteinas recombinantes TOP
B POPTCBO0. ettt et e et e e e et e e e e e e era e aaee 67
Figura 13. Analise da producéo de soro anti-POPTc80 em extratos proteicos
de epimastigotas € POP recombinante.. .............cooiiiiiiiiiiiiiii e 68
Figura 14. Analise da producao de soro anti-TOPTc em extratos proteicos de
epimastigotas € TOP recombinante. ..........ooooveiiii i 68
Figura 15. Analise da digest&o dos insertos e pcDNA3/vazio. ..................... 70

Figura 16. Analise das col6nias positivas para POPTCc80. ............ccccevvvvnnenn. 71


https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594444
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594445
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594445
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594447
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594447
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594448
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594448
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594453
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594453

Figura 17. Analise das coldnias para a presenca do gene da TOPTc. Gel de

agarose 1% da PCR das colbnias obtidas a partir da transformacdo com a reacéo da

clonagem do inserto da TOP NO PCDNAS ... 71
Figura 18. Confirmagdo da clonagem pcDNA3/POPtc80 por andlise de
FESEIIGAIO . . 72
Figura 19. Transcricao in vitro pPCDNA3_POP. ..o, 73
Figura 20. Analise purificacdo TIV com kit MEGAclear™ Transcription Clean-
UP K. oottt ettt e et e et e s ee et et e e es et et et et e e s et et et e et et et e s et eereen e, 74
Figura 21. Andlise do processo de nanoencapsulagGao. .........ccccceeerrriinnnen. 75

Figura 22. Representacdo do vetor de expressdo eucariotica

PCDNA3.1 _Neon/Luc SEQUENCIATO .........ccvvuiiiiieeeeeeeeiiie e e e e e e e e e 76
Figura 23. Digestdo pcDNA_Neon_Luc e insetos TOP e POP.............c....... 79
Figura 24. PCR para a verificagdo da clonagem do gene TOP no pcDNA3.1..
.................................................................................................................................. 80
Figura 25. PCR para a verificacdo da clonagem do gene POP no pcDNAS.1..
.................................................................................................................................. 80
Figura 26. Confirmacéo da integridade dos plasmideos..........ccccccccovviuunnnee. 81
Figura 27. Controle de qualidade das vacinas...........cccceevvvviieiiieeeeeeeeeiiiinnn, 82

Figura 29. Verificacdo da funcionalidade do plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc.
Resultado da transfeccdo das células HEK293 com o plasmideo
PCDNASB.L INEON/LUC. ...ttt 83

Figura 30. Transcricao in vitro pcDNA3.1_Neon _LucC........ccccoevviieiiiiiiinnnnnnnn. 85

Figura 31. Infeccdo com Trypanosoma cruzi CL Brenner red-shifted luciferase

Figura 32. Camundongo infectado com Trypanosoma cruzi CL Brenner red-
Shifted [UCITEIASE. .....cooeeieieeeeeeeee e 87
Figura 33. Cinética de atividade da D-luciferina em camundongos infectados
com Trypanosoma cruzi CL Brenner red-shifted luciferase............ccccooveeeeviiiiiinnnnnnnn. 87
Figura 34. Andlise da biodistribuicdo do camundongo infectado com
Trypanosoma cruzi CL Brenner red-shifted luciferase. ........ccccccceeeviiiiiviiiiiccinnieee, 88
Figura 35. Camundongos Balb/c imunizados com pdDNA3.1/Neon_Luc i.m.
2 £ ] £ T SRR 89
Figura 36. Dias ap0s a imunizagédo de camundongos Balb/c imunizados com
PADNAS.L/NEON_LUC 1M ittt 90


https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594460
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594461
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594461
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594464
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594467
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594470
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594474
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594474

Figura 37. Teste de vias 24 horas e 7 dias pds imunizacgao.. ..............ccc..ue. 91
Figura 38. Formulacédo de esferas de alginato de s6dio com DNA vacinal...92
Figura 39. Imunizacéo oral com formulacdes de alginato de sédio.. ............ 93
Figura 40. Fluxograma imunizagbes com plasmideos pcDNA vazio e
[oTod ]\ N A\ C=To o T 0 T TR PR 94
Figura 41. Analise da producéo de anticorpos especificos para Red-shifted

luciferase em extratos proteicos de epimastigotas CL Brener-LUC.. ...........cccc..ueee.. 95

Figura 42. Esquema sistematizando as principais realizacdes e conclusdes do
L0221 0= 1] (o TSRS 103


https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594478
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594480
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594480
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594481
https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594481

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para PCR..........ccccceevviieiiineenn. 58
Tabela 2 Desenho de sequéncias pcDNA3.1_Neon/LuC..........ccccevveeeeeeeennns 77

Tabela 3 Controle de qualidade das doses de vacinas produzidas. ............. 82


https://d.docs.live.net/d6ed4f75f706cf3b/Área%20de%20Trabalho/Dissertacao%20Karen_versao%20final_CORRIGIDO%20PÓS%20BANCA.docx#_Toc152594419

LNP
mA

MHC
mL
mM
MRNA

Mg

MM
Mm
NaCl

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

Antigen Presenting Cells
Citosina-fosfato-Guanina
Densidade optica
4’6-diamidino-2-phenilyndole
Células Dendriticas

Acido desoxirribonucleico
Doencas Tropicais Negligenciadas
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Forca Gravitacional

Fosfolipidio Glicoinositol
Glicosilfosfatidilinositol

Acido cloridrico

Interferon-gamma

Imunoglobulina G

Interleucina
Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
Kilobase

Kilodalton

Meio de cultura Luria-Bertani
Nanoparticula lipidica

Miliampere

Molar

Major Histocompatibility Complex
Mililitro

Milimolar

RNA mensageiro

Micrograma

Microlitro

Micromolar

Micrémetro

Cloreto de sodio



NK

oD

PAMP
PBS

PCR

pH

PR

gPCR
rdEpi
rPOPTc80
rTOP

rpm

SFB
SDS/PAGE
de sadio
Thl

Th2

TLR
TNF-a
UTR

viv
WHO/OMS

Natural killer

Densidade optica

Padrao molecular associado a patégeno

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Potencial hidrogenibnico

Receptor de reconhecimento de padréao

PCR quantitativa

Epimastigotas recentemente diferenciados

Prolil oligopeptidase recombinante de Trypanosoma cruzi
Thimet oligopeptidase recombinante de Trypanosoma cruzi
Rotagbes por minuto

Soro fetal bovino

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Dodecil sulfato

Resposta auxiliadora do tipo 1
Resposta auxiliadora do tipo 2
Toll-like receptor

Tumor necrosis factor alpha
Untranslated region
volume/volume

Organizacdo Mundial de Saude



SUMARIO

15

1 INTRODUCAO 18
1.1 O Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS 18
1.2 EPIDEMIOLOGIA 19
1.3 O CICLO DE VIDA DO T. cruzi 22
1.4 ASPECTOS CLINICOS E DE DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS
HUMANA 25
14.1 Fase Aguda 25
1.4.2 Fase Cronica 26
1.4.3 Diagnéstico 27
1.5 RESPOSTA IMUNE DESENCADEADA PELA INFECC}AO 28
1.5.1 Respostaimune inata 28
1.5.2 Resposta adquirida 30
1.6 PERSISTENCIA DO T. cruzi NO ORGANISMO 33
1.7 TRATAMENTOS DISPONIVEIS PARA A DOENCA 35
1.8 VACINA COMO POTENCIAL ESTRATEGIA PARA DC 36
1.9 VACINAS DE DNA E MRNA 39
1.10 PROTEASES COMO ANTIGENOS VACINAIS 43
1.11 PROLIL OLIGOPEPTIDADE DE Trypanosoma cruzi (POPTC80) 44
1.12 THIMET OLIGOPEPTIDADE DE Trypanosoma cruzi (TOP) 46
2 JUSTIFICATIVA 48
3 OBJETIVO 49
3.1 OBJETIVO GERAL 49
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 49
4 METODOLOGIA 50
4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO 50
4.2 CULTIVO CELULAR 50
4.3 CULTURA DE PARASITOS 51
4.3.1 Epimastigotas 51
4.3.2 Obtencdao de tripomastigotas e tripomastigotas infectivos 51
4.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES 52
4.4.1 Expressdo da POPTc80 em sistema de expressao procarioto 52



4.4.2
4.4.3
4.5
4.6
4.7
4.8
4.8.1
4.9
4.10
4.11
411.1
4.11.2
4.11.3
412
4.13
4.14
4.14.1
4.14.2
4.15
4.15.1
4.15.2
4.16
5

5.1
5.2

5.3
54
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10

Expressdo da TOPTc em sistema de expressao procarioto
Purificacdo das proteinas recombinantes.

QUANTIFICACAO DAS FRACOES DE PROTEINA PURIFICADAS
ANALISE DE PROTEINAS EM SDS-PAGE

PRODUCAO DE SORO ANTI-RPOPTCS80 E ANTI-RTOP
ANALISES POR WESTERN BLOT.

Andlise expressao de anticorpos especificos.

DESENHO DO PLASMIDEO PCDNA3.1_NEON/LUC
TRANSFECCAO CELULAR

CLONAGEM DAS PROTEINAS NO VETOR DE EXPRESSAO
Amplificacdo dos genes de interesse

Clonagem dos genes de interesse nos vetores de expressao
Transformacédo de células competentes

TRANSCRICAO IN VITRO E PURIFICACAO DO MRNA

16

52
53
54
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59

FORMULACAO DOS RNAM EM NANOPARTICULAS LIPIDICAS (LNPS)60

PRODUQAO DAS VACINAS DE DNA

Purificacdo do DNA

Formulacado das doses oral

PROTOCOLO DE IMUNIZACAO

Teste de vias

Imunizagdo com vacinas de DNA

ANALISE DE BIOLUMINESCENCIA IN VIVO
RESULTADOS

PURIFICAQAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

60
60
61
61
61
62
62
64
64

IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGO COM AS PROTEINAS
RECOMBINANTES

CLONAGEM DO GENE DA POPTC80 NO VETOR PCDNA3
TRANSCRICAO IN VITRO

NANOECAPSULAMENTO MRNA PURIFICADOS
OTIMIZACAO DA SEQUENCIA DE MRNA

CLONAGEM DOS GENES NO VETOR PCDNA3.1_NEON/LUC
PRODUCAO DAS VACINAS DE DNA

TRANSFECCAO DE CELULAS HEK293 COM PCDNA3.1_NEON/LUC
TRANSCRICAO IN VITRO DO PLASMIDEO PCDNA3.1_NEON/LUC

67
69
73
74
76
78



17

5.11 ENSAIOS DE INFECCAO CL-BRENER-LUC 85
512 VERIFICACAO DA FUNCIONALIDADE DO VETOR PCDNA3.1_NEON/LUC

89
5.13 TESTE DE VIAS 91
5.13.1 Formulacéo oral com alginato de sédio 92
5.14 IMUNIZACOES COM PCDNA3.1_NEON/LUC 94
6 DISCUSSAO 96
7 CONCLUSOES 103
8 PERSPECTIVAS 104

REFERENCIAS 106



18

1 INTRODUCAO

1.1 O TRYPANOSOMA CRUZ| E A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) foi nomeada em homenagem ao médico e cientista
brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, que em 1909 descobriu e caracterizou o
agente etiologico além de descrever os diferentes estagios da doenca e suas
manifestacbes (Chagas, 1909). Também conhecida como Tripanossomiase
Americana, a doenca € causada pelo protozoério intracelular Trypanosoma cruzi,
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. O protozoario possui
um taxon altamente diverso e um ciclo de vida complexo, envolvendo hospedeiros
vertebrados e insetos vetores hematéfagos pertencentes a subfamilia Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae), popularmente conhecidos como barbeiros (Coura 2014).

Atualmente, sabe-se que a DC €& uma zoonose complexa que pode ser
transmitida por mais de 100 espécies de triatomineos a mais de 150 espécies de
mamiferos, incluindo animais domésticos (Cées, gatos, porcos) e selvagens
(Marsupiais, morcegos, macacos, tatus). A transmissdo vetorial ocorre quando o
inseto triatomineo elimina as formas infectivas do parasito em suas fezes durante o
repasto sanguineo, e essas fezes contaminadas entram em contato com a ferida na
pele ou mucosas do hospedeiro (Rassi et al. 2010).

Apesar da transmisséo vetorial ainda ser considerada uma das formas de
transmissdo de maior importancia aos humanos, existem outras vias de
contaminagdo, como a transmissao congénita (de mae para filho durante a gravidez
ou parto), transfusdes de sangue com sangue contaminado, transplantes de érgéos
de doadores infectados, acidentes de laboratério envolvendo o parasito e por meio da
ingestao de alimentos, bebidas e leite materno contaminados (via oral) (Wendel 1998,
Herwaldt 2001, Bern et al. 2011, Hughes et al. 2012, Nunes et al. 2013).

Nas ultimas décadas a transmissdo pela via oral vem ampliando a sua
relevancia epidemiologica como uma importante forma de transmisséao da doenca aos
seres humanos, sendo responsavel por surtos regionais de infeccdo aguda
registrados em areas rurais e periurbanas ndo endémicas na América do Sul (Hughes
et al. 2012, Coura 2014). Nos anos entre 2005 e 2013 o Ministério da Saude do Brasil
contabilizou 112 surtos no territorio que se focam principalmente na regido

Amazonica. No Brasil, esses surtos geralmente envolvem alimentos e bebidas como
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caldo de cana, agua, ou frutas regionais (acai; bacaba) contaminada com triatomineos
infectados e/ou suas fezes ou contaminados com secrecdes infectadas das glandulas

anais de marsupiais (Consenso, 2016).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Tem ocorrido uma reducéo nos casos de DC desde a década de 90, devido ao
sucesso dos programas de controle vetorial e a triagem obrigatéria em bancos de
sangue (Teixeira et al. 2006, Nunes et al. 2013). Entretanto, estima-se que a doenca
continua afetando cerca de 7 milhées de pessoas em todo o mundo, resultando em
aproximadamente 12.000 mortes a cada ano e deixando por volta de 75 milhdes de
pessoas em risco de infec¢cdo. Possui uma incidéncia anual de 30,000 - 40,000 casos,
e ainda é uma enfermidade subdiagnosticada em muitos paises (menos de 10% e
frequentemente menos de 1%) sendo assim, considerada um dos problemas de saude
publica mais prevalentes na América Latina (WHO 2023).

Desse modo, a DC continua a se destacar como doenca parasitaria mais
importante no Hemisfério Ocidental, sendo sua carga, medida em anos de vida
ajustados para a incapacidade (DALYSs), 7,5 vezes maior do que a da maléaria (Bern
2015). Isso coloca a doenca de Chagas como uma das principais Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), um grupo diversificado de 20 condi¢cbes que afetam,
principalmente areas tropicais, e impacta de forma desproporcional comunidades
empobrecidas, mulheres e criancas. Essas doencas causam consequéncias
sanitarias, sociais e econémicas devastadoras para mais de um bilhdo de pessoas
(WHO 2017).

Apesar de ser endémica na América Latina, o perfil epidemiolégico da doenca
tem mudado nos ultimos anos devido aos movimentos migratérios, 0 que aumentou
0S casos nos centros urbanos e contribuiu para a globalizagdo da doenca. Embora
relativamente limitados, os dados apontam que esse fenbmeno em outras partes do
mundo, como na Europa, onde estima-se que aproximadamente 59.000-108.000
casos de doenca de Chagas, com uma maior incidéncia na Espanha e Italia
(Angheben et al. 2011). O pais com mais pessoas infectadas fora da américa Latina
€ 0os EUA com cerca de 300.000 casos, incluindo 30 a 40 mil casos de cardiopatia
chagasica (Coura and Vifias 2010, Andrade et al. 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Numero estimado atual de imigrantes com infec¢éo por T. cruzi em paises ndo endémicos.
Estimativa baseada em dados para os Estados Unidos (2007) e Canada (2006) , Europa (2008—2011),
Japdo  (2007) , Austrdlia (20 e Nova Zelandia  (2006). Disponivel em:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpubh.2019.00166/full. (Acessado em 16/09/2023).

No Brasil, o Boletim Epidemiol6gico da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude (SVS/MS) de 2022 revelou a ocorréncia de em média 4.000 Obitos
a cada ano no Pais tendo como causa béasica a DC nos ultimos 10 anos, colocando-a
como uma das quatro principais causas de morte por doencas infecciosas e
parasitarias no pais (Secretaria de Vigilancia em Saude; 2022). Durante o periodo de
2007 a 2017, o estado de Minas Gerais registrou o maior numero de o6bitos pela
doenca, enquanto os maiores coeficientes médios de mortalidade foram em Goias e
Distrito Federal (Secretaria de Vigilancia em Saude; 2020). Esses trés estados
também apresentam os maiores valores de indice de vulnerabilidade (0-1) (Figura 2)
para a doenca de Chagas Crbnica, sendo ele 0,739 para o estado do Goiés, 0,494
para o Distrito Federal e 0,523 para Minas Gerais (Secretaria de Vigilancia em Saude;
2022).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpubh.2019.00166/full
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Figura 2. Distribuicdo dos subindices e indice de vulnerabilidade para doenca de Chagas Crénica, por
Unidade Federativa e Distrito Federal. Modificado de (Secretaria de Vigilancia em Saude; 2022).
Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2022/boletim-especial-de-doenca-de-
chagas-numero-especial-abril-de-2022/view. (Acessado em 16/09/2023).

Esses dados destacam a importancia de abordagens integradas para enfrentar
a doenca de Chagas, visando a prevencdo, diagndstico precoce e tratamento
adequado, para reduzir seu impacto devastador nas populagdes afetadas em toda a
América Latina e em outras regifes onde a doenca também representa um desafio de

saude publica.


https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2022/boletim-especial-de-doenca-de-chagas-numero-especial-abril-de-2022/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2022/boletim-especial-de-doenca-de-chagas-numero-especial-abril-de-2022/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2022/boletim-especial-de-doenca-de-chagas-numero-especial-abril-de-2022/view
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1.3 O CICLO DE VIDADO T. CRUZI

A versao classica do ciclo de vida do T. cruzi envolve o hospedeiro mamifero e
o invertebrado e quatro estagios bem elucidados, os quais sao divididos em formas
replicativas e infectivas que possuem variagdes morfolégicas e funcionais. Sendo elas
as formam Tripomatigota Metaciclico (TM), Tripomastigota Sanguineo (TS)

consideradas infectivas e as formas Epimastigota e Amastigota séo tradicionalmente

consideradas replicativas (Figura 3).

A) -

S

10 micrometers 5 micrometers

Figura 3. Formas morfoldgicas do Trypanosoma cruzi. (A) Epimastigota, formas replicantes em cultura
(coloragdo de Giemsa). (B) Forma infectiva Tripomastigota Sanguineo em esfregaco de sangue
periférico de paciente com doen¢a de Chagas aguda (coloragdo do Giemsa). (C) Ninho das formas
replicativas amastigotas dentro de um midcito cardiaco em um paciente com doenca de Chagas crbénica
(coloragd@o de hematoxilina e eosina). Cortesia da Divisdo de Doencas Parasitarias e Maléria, Centros
de Controle e Prevencéo de Doencas dos EUA. Disponivel em:
https://journals.asm.org/doi/10.1128/cmr.00023-19

Contudo, varios estudos tém indicado que essa concepc¢ao convencional do
ciclo de vida do Trypanosoma cruzi ndo compreende toda a complexidade desse
processo, tanto nos hospedeiros mamiferos quanto nos vetores triatomineos. A partir
dos cuidadosos desenhos encontrados nos manuscritos de Carlos Chagas, ja é
possivel observar uma vasta gama de formas intermediarias e populagbes
pleomdrficas no ciclo do parasito. Descobertas recentes fortalecem essas evidéncias
e proporcionam novas perspectivas para a compreensao da biologia do T. cruzi e da
patogénese da doenca (Almeida-de-Faria et al. 1999, Tyler and Engman 2001, De
Souza and Barrias 2020, Martin-Escolano et al. 2022).

Para fins didaticos, podemos dizer que a infeccdo no hospedeiro invertebrado
se inicia com as formas os Tripomastigotas Sanguineos, formas intermediarias e

amastigotas (em menor quantidade) que circulam na corrente sanguinea do


https://journals.asm.org/doi/10.1128/cmr.00023-19
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hospedeiro mamifero e podem ser ingeridos pelo barbeiro. No Intestino Anterior
(estdbmago) do inseto parte dessas formas, que sobrevierem a esse ambiente inospito,
vao passar por um processo de epimastigogénese e se diferenciarem em uma forma
intermediaria semelhante a amastigota e subsequentemente nas formas
epimastigotas, que se replicam por fissdo binaria, quando atingem o Intestino Médio
(Intestino) do inseto. Esses epimastigotas continuam a se multiplicar e migrar pelo
Intestino Médio & medida que os nutrientes do repasto sanguineo se esgotam (De
Souza 1984, Souza et al. 2020, De Souza and Barrias 2020).

Ao chegar na porcéo final do intestino, denominado de Intestino Anterior (Reto),
a privacao nutricional e estresse metabdlico induzem uma porcao dos epimastigotas
a se atracarem a cuticula cerosa do intestino com seus flagelos e convertem-se
novamente para a forma infectiva, agora designadas de tripomastigotas metaciclicas
(TM), na qual o posicionamento do flagelo, do cinetoplasto e do nucleo séo
rearranjados. Curiosamente, de acordo com um minucioso estudo realizado por
Kessler e colaboradores (2017) foi observado que nessa etapa os parasitos podem
transitar entre uma forma e outra, 0 que significa que formas secundérias de
epimastigotas podem se desenvolver no reto do inseto dependendo do estado
nutricional que se encontra 0 ambiente, processo denominado de epimastigogénese
secundaria (Kessler et al. 2017).

Outra descoberta intrigante foi que esses epimastigotas recentemente
diferenciados (rdEpi) (até pelo menos 4 ciclos de divisdo) possuem capacidade
infectiva tanto in vitro (cultura celular) quanto in vivo (camundongo), mesmo com esses
rdEpi possuindo o mesmo padrdo antigénico e protedmico global intimamente
relacionado aos epimastigotas cultivados a longo prazo, que ndo sao infectivos. Além
disso, foi observado que esses rdEpi sao resistentes a lise mediada pelo
complemento, ao adentrarem o organismo do hospedeiro vertebrado. Esses dados
desafiam o paradigma de que os epimastigotas ndo sao infecciosos para o hospedeiro
mamifero e reforcam a ideia de que tanto TMs quanto epimastigotas e rdEpi estao
presentes no barbeiro e/ou em suas fezes, podendo invadir o organismo do
hospedeiro através de feridas abertas geradas durante o repasto sanguineo ou
através de varias membranas de mucosas, como a conjuntiva e a mucosa bucal
(Coura 2014, Kessler et al. 2017, De Souza and Barrias 2020).
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Figura 4. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Além da
epimastigogénese primaria no intestino médio do hospedeiro invertebrado apés o repasto sanguineo,
sugerimos a possibilidade de ocorrer uma epimastigogénese secundéaria no reto do inseto vetor
(intestino posterior), dependendo das condigBes nutricionais dessa parte intestinal. Também
enfatizamos a resisténcia do rdEpi ao sistema complemento de mamiferos e sua capacidade de infectar
células fagociticas (possivelmente células cardiacas), revelando um padréo de replicacdo intracelular
distinto. Os pontos verdes na superficie do rdEpi representam o padrdo de expressédo de proteinas,
usados para distingui-los dos epimastigotas. MAC refere-se ao complexo de ataque a membrana.
Modificado de (Kessler et al. 2017). Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.13653. (Acessado em 22/10/2023).
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ApoOs adentrar o organismo do hospedeiro vertebrado, as formas nao
suscetiveis ao complemento e sistema imune do hospedeiro podem infectar células
hospedeiras, incluindo células fagociticas e ndo fagociticas mediante ligagdo com
receptores de membrana e recrutamento lisossomal, formando o vacuolo parasitorofo
(VP). Dentro do VP o TM recebe sinais moleculares que iniciam a sua transformacao
para amastigotas, formas pequenas e arredondadas que possuem o flagelo atrofiado
e capacidade replicativa. Os parasitos sdo capazes destruir o VP e escapar para o
citoplasma, onde completam a sua diferenciagdo em amastigotas e se replicam,
preenchendo a célula hospedeira (Figura 4) (Martin-Escolano et al. 2022).

Posteriormente, os amastigotas se alongam e readquirem os flagelos, passam
pela forma de rdEpi antes de completar a transformagdo em tripomastigotas
sanguineos (TS) que possuem alta mobilidade e sdo capazes de lisar a célula
hospedeira e liberar na corrente sanguinea parasitos em diferentes estagios celulares,
permitindo a disseminacéo e a infeccdo de novas células.

No que diz respeito a infecgéo por rdEpi, foi verificado que o rdEpi apresenta
seletividade para infeccdo de células fagociticas e cardiacas. Nessas células eles
adentram de maneira semelhante aos tripomastigotas, entretanto, os rdEpi nao
descartam seus flagelos e passam pelo estagio de amastigota. Eles mantém a sua
estrutura flagelar apés a invasédo celular e se replica dentro da célula na forma de
epimastigotas. Quando a célula hospedeira se encontra cheia de epimastigotas, eles
se diferenciaram em tripomastigotas e eclodem da célula em tempo e em numero
semelhantes a infeccdo com tripomastigotas (Kessler et al. 2017).

Apos a ecloséo, uma populacao pleomorfica de parasitos € liberada na corrente
sanguinea e podem ser ingeridos pelo barbeiro reiniciando o ciclo (Figura 4) (Tyler
and Engman 2001, Bern 2015).

1.4  ASPECTOS CLINICOS E DE DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS
HUMANA

1.4.1 Fase Aguda
A doenca apresenta uma evolugdo clinica que se desdobra em duas fases
distintas, a fase aguda e a cronica. A fase aguda, que é a fase inicial da doenca, se

estende de um a quatro meses apoOs a infeccado e se caracteriza por uma elevada
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parasitemia no sangue, variando de quatro a dez dias quando a transmissao ocorre
por meio de vetores (Andrade et al. 2014).

Nos casos sintomaticos, podem se fazer presentes sinais indicativos da
entrada do parasito no organismo, como o sinal de Romafia e o chagoma de
inoculacao (Carvalheiro et al. 2009), bem como o desenvolvimento da doenca aguda
grave que ocorre em <1% dos pacientes e as manifestacdes clinicas incluem
miocardite aguda, derrame pericardico, meningoencefalite, hepatomegalia,
esplenomegalia, edema e comprometimento nervoso e cardiaco (Nunes et al. 2013,
Bern 2015). No entanto, em grande parte dos individuos, os sintomas da fase aguda
sdo inespecificos, como febre, cefaleia e mal estar, ou até mesmo auséncia de
manifestacdes clinicas que ocorre em 95% dos pacientes, o que dificulta a detec¢éo
da doenca nessa fase e a busca pelo tratamento (Teixeira et al. 1978, 2006).

Os sinais e sintomas clinicos da doenca de Chagas aguda, quando
transmitida por via oral, embora semelhantes aos da doenca de Chagas aguda
transmitida por vetores, tendem a apresentar um periodo de incubagcdo mais
prolongado, variando de 3 a 22 dias para a transmiss&o oral, em contraste com os 4
a 15 dias da transmisséao vetorial. Além disso, frequentemente manifestam uma maior
taxa de mortalidade ocasionada por sintomas mais graves, como febre elevada,
eritema nodoso e complicacBes cardiacas, tais como derrame pericardico, derrame
pleural, ictericia, choque séptico e choque cardiogénico (Bern et al. 2011, Hughes et
al. 2012, Souza et al. 2016, Franco-Paredes et al. 2020).

1.4.2 Fase CrOnica

Se a infeccdo nédo for curada, o quadro dos individuos evolui para a fase
cronica da doenca, que se inicia aproximadamente de dois a quatro meses apos 0
término da fase aguda. Nesse periodo, os niveis de parasitemia diminuem
consideravelmente, devido a resposta humoral e celular produzida pelo organismo.
Contudo, os parasitos deslocam-se para os tecidos onde permanecem latentes, o que
0s torna menos acessiveis a resposta imunologica. Desse modo, a doenca progride
para a fase crbnica indeterminada que pode durar décadas ou mesmo a vida toda,
sem desenvolver quaisquer sintomas ou sinais clinicos. A maior parte das pessoas
infectadas em regibes endémicas esta neste estagio da doenca, e cerca de 40%
desses pacientes podem permanecer nessa condi¢éo clinica por varios anos (Teixeira
et al. 2006, Nunes et al. 2013, Gomez et al. 2021).
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No entanto, alguns casos progridem a ponto de haver destruicdo do coracao
e/ou do trato gastrointestinal. Cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem a
cardiomiopatia chagéasica nessa fase, que é caracterizada por uma miocardite crénica
que envolve todas as camaras cardiacas e danos ao sistema de (Benvenuti et al.
2008, Ribeiro et al. 2012). Pacientes com comprometimento cardiaco podem
manifestar uma variedade de sintomas, que incluem arritmias, sincope, palpitacdes,
dor toracica decorrente de disfuncdo microvascular, bem como da insuficiéncia
cardiaca (Healy et al. 2015). Tal comprometimento causam uma elevada morbidade
nos individuos e em muitos casos pode levar a morte, estima-se que morte subita
cardiaca € umas das principais causas de morte, responsavel por aproximadamente
55% a 65% dos o6bitos na doenca de Chagas, enquanto a insuficiéncia cardiaca
representa de 25% a 30% e eventos tromboembdlicos respondem pelos restantes
10% a 15% (Rassi Jr et al. 2001).

Além disso, aproximadamente 10% dos infectados apresentam a forma
digestiva da doenca, que podem resultar em megassindromes, uma doenca que
envolve o eséfago (megaeséfago) e o colon (megacdlon) (Teixeira et al. 2006).
Adicionalmente, pessoas acometidas com a DC com manifestacbes cardiacas ou
gastrointestinais da doenca também podem apresentar lesbes generalizadas
envolvendo os sistemas nervosos periféricos simpético e parassimpatico. Essas
lesbes do sistema nervoso chagéasico explicam especificamente o quadro
fisiopatolégico do coracao e as megassindromes observadas a beira do leito. (Teixeira
et al. 2006, Hughes et al. 2012, Bern 2015, Rassi Jr et al. 2017).

1.4.3 Diagnadstico

Devido a natureza variavel e complexa da doenca, é essencial adotar uma
abordagem ampla e meticulosa para obter um diagnéstico preciso. Durante a fase
aguda da doenca, quando a quantidade de parasitos no sangue € elevada, € possivel
realizar a deteccdo direta do parasito por meio de exames microscopicos
(xenodiagnoéstico) ou por meio de técnicas de biologia molecular, tais como a Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e a PCR em Tempo Real (QPCR), além do Ensaio
de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) (Junqueira et al. 2010, Candia-Puma et al.
2022)

No entanto, a medida que a doenca progride para a fase cronica, a

parasitemia diminui, tornando a deteccdo direta do parasito no sangue menos
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sensivel. Nesse estagio, os métodos soroldégicos desempenham um papel
fundamental no diagnéstico. Ensaios como a Hemaglutinacdo Indireta (HAI), a
Imunofluorescéncia Indireta (IFA) e o ensaio de ELISA sdo empregados para
identificar a presenca de anticorpos especificos contra o T. cruzi no sangue do
paciente (Camargo et al. 1911, Fife and Muschel 1959, Santos et al. 2009, Gomez et
al. 2021). E importante destacar que o diagndstico precoce e preciso é fundamental
para direcionar o tratamento apropriado e para prevenir complicacdes graves
associadas a doenca de Chagas (Ribeiro et al. 2012).

1.5 RESPOSTA IMUNE DESENCADEADA PELA INFECCAO

A resposta imune contra patégenos intracelulares como T. cruzi, pode operar
em diferentes niveis que visam o controle do parasito e da infeccéo, sendo eles: (1) a
deteccdo e destruicdo direta de parasitos por células do sistema imune inato, em
particular macrofagos, células dendriticas e sistema complemento (2) a ativacao de
células dendriticas (DCs) e macrofagos para se tornarem células apresentadoras de
antigenos (APCs) que ativam a resposta imunes adaptativa e (3) a deteccao e
destruicdo de células infectadas, principalmente as células primarias alvos da invasao
do T. cruzi (Gil-Jaramillo et al. 2016, Macaluso et al. 2023).

1.5.1 Respostaimune inata

Antes da imunidade adquirida entrar em acdo, a imunidade inata apresenta um
papel importante tanto no controle da propagacéo da parasitemia quanto na reacao
inflamatoria dos tecidos infectados (Macaluso et al. 2023).

Ao entrar em contato com o patdgeno, o reconhecimento imunolégico inato de
células do sistema imune, também conhecido como receptores de reconhecimento
padrdo (PRR) reconhece padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS)
presentes na superficie do parasito, tais como proteinas trans-sialidases;
glicoinositolfosfolipidios (GIPLs) e ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI); e
glicolipidios dominantes da superficie celular de tripomastigotas. Esses PAMPs séo
reconhecidos por varios receptores de células hospedeiras de mamiferos,
principalmente por receptores do tipo Toll (Toll-like receptors (TLRS)) e por receptores
do tipo NOD (Nod-like receptors (NLRs)). Esses PRR ativam o fator nuclear kB (NFkB)
e o fator regulatério do interferon (IRF), sendo essa producao de interferon importante
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na geracédo e direcionamento de respostas imunes adaptativas a jusante durante a
infeccéo in vivo (Tarleton 2007).

Além disso, TLRs endossomais, também sdo capazes de reconhecer
componentes do T. cruzi, tais como ilhas CpG ndo metilada presentes no DNA que é
reconhecido pelo TLR9 e o RNA do parasito que € reconhecido pelo receptor TLR7.
A ativacdo desses receptores, e também de outras vias independente de TLR, leva a
producdo de Oxido Nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatérias promovendo uma
resposta antiparasitaria polarizada para o tipo Th1l (Junqueira et al. 2010).

As células do sistema imunoldgico, como macréfagos, mondcitos e células
dendriticas, desempenham papéis cruciais no reconhecimento de antigenos e,
posteriormente, na polarizagcdo da resposta linfocitaria, principalmente através da
producdo de IL-12 para promover um ambiente pro-inflamatério que estimula a
polarizacdo de linfocitos T. Ademais, essas células tém a funcdo de fagocitar e
eliminar o parasito, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas
de nitrogénio (RNI) no interior do vacuolo parasitéforo (Segura and Amigorena 2015,
Gil-Jaramillo et al. 2016, Gutierrez et al. 2020).

As células dendriticas se destacam como as primeiras células a interagir com
o0 parasito, devido a sua ampla distribuicio em todos os tecidos. Elas sao
reconhecidas como células apresentadoras de antigenos profissionais devido a sua
alta capacidade de detectar e internalizar antigenos no local da infeccdo. Essas
células também podem migram dos tecidos periféricos para os 6rgaos e tecidos
linfoides, onde apresentam o0s antigenos processados através dos complexos de
histocompatibilidade (MHC) para os linfécitos T (Neefjes et al. 2011, Segura and
Amigorena 2015)

Outro componente importante da resposta inata na infeccdo pelo T. cruzi é o
sistema complemento, um conjunto de mais de 35 proteinas plasmaticas do sangue
gue desempenham um papel importante na defesa do organismo contra patégenos
(Cestari et al. 2013). Ja nos primeiros estagios da infeccdo o complemento pode ser
ativado pelas vias alternativas e das lectinas, tendo em vista quem ambas as vias ndo
dependem de uma resposta especifica de anticorpos (Lidani et al. 2017). A partir disso

o complemento vai ajudar na eliminacdo do T. cruzi por meio da lise direta do patégeno
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e da opsonizacao do parasito, que facilita a fagocitose pelos macréfagos (Lidani et al.
2017, Macaluso et al. 2023).

Entretanto, vale ressaltar que o parasito coevoluiu de forma a conter varios
mecanismos de evasao, 0s quais serao discutidos mais adiante, que permite a sua
sobrevivéncia e escape do VP. Desse modo, as células fagociticas comecam a
funcionar como receptaculo para o parasito completar o seu ciclo de vida. Para uma
eliminacdo mais eficiente do parasito é necessério células fagociticas especializadas,
ativadas pela imunidade adquirida (Cardoso et al. 2016).

1.5.2 Resposta adquirida

Uma vez ativadas, os fagdcitos migram via Receptor de quimiocina CC tipo 7
(CCR7) para 6rgaos/tecidos linfoides secundarios, onde apresentam os antigenos as
células T e produzem citocinas como IL-12, IL-10, TNF-a e IL-6, que contribuem para
a ativacao e diferenciacao de linfocitos T antigeno-especificos (Lipscomb and Masten
2002).

A patrtir disso, a imunidade adquirida mediada pela resposta das células T
auxiliares do tipo 1 (do inglés, T-helper 1 - Thl) torna-se crucial no controle da
parasitemia e na sobrevivéncia do hospedeiro (Martin and Tarleton 2004, Andrade et
al. 2014). Resumidamente, a ativacao das células dendriticas pelos PAMPs do T.
cruzi, principalmente DNA e RNA, leva a maturacdo das células dendriticas e a
producdo de IL-12, o que favorece a diferenciacdo de células T precursoras para o
fenétipo Thl protetor e a consequente producao de IFN-y. Isso leva a ativagdo dos
linfocitos T CD4* e T CD8*, que se dividem e se diferenciam em células T efetoras e
células T de memdria. As células T efetoras ajudam a eliminar o patdégeno, enquanto
as células T de memoéria permanecem no organismo para fornecer protecao
imunoldgica a longo prazo (Figura 5) (Andrade et al. 2014).

As células T CD8* efetoras podem detectar e destruir células hospedeiras
infectadas pelo parasito enquanto as células T CD4* desempenham um papel
importante orquestrando a resposta imune através da producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IFN-y e TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B) (Guedes et al. 2010,
Dutra et al. 2014). A auséncia de qualquer um destes mecanismos efetores,

anticorpos, ceélulas T CD4* ou células T CD8* resulta em uma infeccdo aguda
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descontrolada e letal. Assim como, uma resposta Th1 excessiva e/ou prolongada pode

contribuir para a patogénese da doenca (Martin and Tarleton 2004).
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Figura 5. Representacdo esquematica da resposta imunoldgica durante a infeccdo pelo T. cruzi. A
imunidade inata desempenha um papel crucial na resisténcia do hospedeiro a infeccdo, com
macraéfagos, células NK e células dendriticas produzindo citocinas e moléculas efetoras que controlam
0 parasito. As células dendriticas conectam a imunidade inata e adquirida, estimulando células T Thl
e a producgdo de anticorpos. O IFN-y ativa mecanismos para destruir o parasito, enquanto anticorpos
produzidos pelas células B lisam formas do parasito ou facilitam a fagocitose. Abreviacdes: IFN,
interferon; IL, interleucina; NK, células NK; Thp, célula Th precursora; TNF, fator de necrose tumoral.
Adaptado de (Junqueira et al. 2010). Disponivel em: https://www.cambridge.org/core/journals/expert-
reviews-in-molecular-medicine/article/abs/endless-race-between-trypanosoma-cruzi-and-host-
immunity-lessons-for-and-beyond-chagas-disease/BA3C95388A7908FF5D9CE48C9C1916CA
(Acessado em 11/10/2023)

Entretanto, apesar da resposta desencadeada pelo sistema imune adaptativo
contra o parasito T. cruzi ser uma resposta potente, ela ocorre de forma tardia, com o
pico do nivel de células T CD8*, especificas para o T. cruzi, podendo ocorrer cerca de

3 semanas apos a infeccao inicial, dependendo da cepa do parasito, dose e via de
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infeccdo. Esse retardo da resposta das células T CD8* contrasta fortemente com o
tempo de inducdo em outras infeccbes, tais como virais, bacterianas e até
protozoarias e sugere um mecanismo de evasdo imune (Tarleton 1990, 2001, 2007,
Martin and Tarleton 2004, Padilla et al. 2009).

Os linfocitos B também séo fundamentais para o estabelecimento da resposta
imune adaptativa, pois medeiam a imunidade humoral, caracterizada pela producéo
de anticorpos que podem reconhecer e neutralizar antigenos especificos. Os linfocitos
B também sao estimulados pelos linfécitos Thl a produzir anticorpos especificos para
o T. cruzi. A liberacdo de IFN-y por células CD4* induz a ativacdo de células
fagociticas que promove a morte do parasito e também auxiliam na producéo
adequada de anticorpos IgG e IgM, que também séo responsaveis pela ativacdo do
complemento pela via classica nessa fase (Dutra et al. 2014, Lidani et al. 2017).

A transicdo da fase aguda para a crénica € acompanhada pela diminuicdo da
parasitemia tecidual e sanguinea, bem como pelo controle da resposta inflamatéria
observada na fase aguda. Esta bem estabelecido que as citocinas anti-inflamatorias
desempenham um papel fundamental no controle da produgdo de citocinas
inflamatorias tendo em vista que equilibrio entre os mecanismos efetores e
reguladores parecem ser determinantes na progressdo dos sintomas clinicos da
doenca (Dutra et al. 2014, Gil-Jaramillo et al. 2016).

A resposta adaptativa € de crucial importancia para o controle da parasitemia e
sobrevivéncia do hospedeiro, como foi confirmado em varios estudos, a auséncia
genética, ou o bloqueio experimental, de qualquer uma dessas respostas adaptativas
resulta em altos niveis de parasitemia e frequentemente a morte do hospedeiro
(Rodrigues et al. 2012). Contudo, ela néo é suficiente para ndo consegue eliminar
completamente o parasito e a persisténcia de uma resposta inflamatdria excessiva
e/ou prolongada de qualquer pode contribuir para a patogénese da doenca (Dutra et
al. 2014).
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1.6 PERSISTENCIA DO T. CRUZI NO ORGANISMO

O Trypanosoma cruzi tem coevoluido com humanos por pelo menos 9.000
anos, sendo encontrado presenca do DNA do cinetoplasto do T. cruzi em mumias
exumadas dos primeiros humanos que povoaram pela primeira vez a América Andina
no Peru e no Chile (Aufderheide et al. 2004). Desse modo, esse parasito desenvolveu
varios mecanismos de evasao do sistema imunolégico do hospedeiro ao mesmo
tempo que reduz danos ao hospedeiro a fim de completar o seu ciclo de vida.
Inativacdo do complemento, escape do fagolisossomo, anticorpos sem especificidade
para T. cruzi, resposta imune retardada, e manipulacdo das funcdes de células do
sistema imune sdo alguns exemplos dessas estratégias Figura 6 (Revisado por
Cardoso et al. 2016)
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Figura 6. Viséo geral dos principais mecanismos na fase inicial da infeccdo por T. cruzi. Destaques em
verde representam mecanismos relacionados ao controle da carga parasitaria, enquanto destaques em
vermelho indicam mecanismos ligados a influéncia do parasito. Adaptado de (Cardoso et al. 2016).
Disponivel em: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2015.00659/full. Acessado
(23/10/2023)

Portanto, apesar de desencadear um potente controle imunolégico, que reduz

0s niveis de parasito e previne a reinfeccdo na maioria dos tecidos, o protozoario
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persiste no organismo em alguns tecidos-alvo, tais como tecido muscular cardiaco,
muscular liso, tecido adiposo e sistema nervoso (Padilla et al. 2009, Ward et al. 2020).

Provavelmente essa persisténcia ocorre por conta da entrada furtiva do T. cruzi
nos hospedeiros, além do consequente atraso na geracao de respostas de células T
gque €& um importante fator para o estabelecimento da infeccédo inicial e, mais
importante, permite que os parasitos alcancem locais onde conseguem formar focos
de parasitos persistentes, como no trato gastrointestinal (Gl), particularmente o c6lon
e/ou estbmago, antes de que uma forte a resposta imune adaptativa seja montada
(Padilla et al. 2009, Lewis et al. 2014).

Adicionalmente, o protozoario € capaz de modular a funcdo das DCs
interferindo no reconhecimento, migracdo, maturacdo e apresentacdo de antigenos
dessas células (Gil-Jaramillo et al. 2016). Estudos recentes mostraram que a infeccao
por T. cruzi leva a uma reducéo na expressao de moléculas do MHC classe | e Il (Alba
Soto et al. 2003), bem como de moléculas coestimuladoras em células dendriticas
murinas e humanas (CD80, CD86, CD83 e CD40). Além disso, o parasito pode induzir
a expressdo de moléculas co-inibitérias, como PD-L1 e seu ligante, PD-1. Essas
moléculas podem desencadear sinais inibitérios para as células T, que culminam em
menos ativacao e mais apoptose dos linfocitos T (Gutierrez et al. 2011).

Em relacdo a producdo de citocinas, ha um aumento nas citocinas anti-
inflamatérias (IL-10, TGF-B e IL-4) e uma diminui¢cdo nas citocinas protetoras contra o
parasito (IL-12 e TNF-a), tornando o hospedeiro mais suscetivel a infeccado (Van
Overtvelt et al. 1999).

Com a persisténcia do parasito e o estabelecimento da infeccdo cronica, o T.
cruzi pode persistir no organismo do hospedeiro por décadas, evadindo a resposta
imune e causando danos teciduais que podem levar a complicacbes graves, como
faléncia cardiaca progressiva que pode levar o paciente a 6bito (Gomes et al. 2003,
Tanowitz et al. 2015).
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1.7 TRATAMENTOS DISPONIVEIS PARA A DOENCA

No que diz respeito ao tratamento desses individuos infectados, ha apenas
duas opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento da doenca, que sdo o
benzonidazol e o nifurtimox. Esses medicamentos foram desenvolvidos na década de
1960, sendo o benzonidazol o unico medicamento atualmente utilizado no Brasil e
aprovado pela Food and Drug Administration-EUA para tratar a infeccdo por T. cruzi
(Losada Galvan et al. 2021).

O benzonidazol age interferindo com as atividades metabdlicas do
Trypanosoma cruzi, o que leva a reducdo da carga parasitaria no organismo do
paciente, prevenindo o estabelecimento ou progressdo de danos viscerais,
principalmente cardiacos e/ou digestivos. O benzonidazol € um farmaco nitro-
heterociclico utilizado no tratamento da tripanossomiase americana e africana (Muller
Kratz et al. 2018). Seu mecanismo de acéo se baseia na ativacdo por enzimas nitro-
redutases tipo 1 (NTR), as quais sdo encontradas em diversos protozoarios e
compartilham semelhancas com enzimas bacterianas, ndo possuindo homoélogos em
seres humanos (Patterson and Wyllie 2014). As enzimas NTR podem ser classificadas
em tipo 1 (insensiveis ao oxigénio) e tipo 2 (sensiveis ao oxigénio). Através da acao
das enzimas NTR tipo 1, o benzonidazol € reduzido a hidroxilamina, que
posteriormente, por meio de rea¢fes ndo enzimaticas, se converte em di-hidro-
diidroxi-imidazol. Essa substancia coexiste em equilibrio com o glioxal e um produto
com uma guanidina adicionada (Patterson and Wyllie 2014). E importante ressaltar
gue o glioxal € conhecido por sua alta toxicidade e reatividade, podendo modificar
proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Hall and Wilkinson 2012). Sua capacidade
mutagénica é aproximadamente 10 vezes maior em comparacao a outros farmacos
com propriedades antiparasitarias, como o nifurtimox (Buschini et al. 2009).

Entretanto, a eficicia do tratamento € mais evidente quanto mais cedo for
administrado no curso da doenca e preferencialmente em criancas, com drastica
diminuicdo da sua efichcia na fase crbnica, onde a maioria dos casos sao
diagnosticados. Quando administrado de forma tardia, além de ndo promover a cura
definitiva, possui uma alta frequéncia de reacdes adversas, tais como anorexia e
perda de peso; nauseas e vOmitos; excitacdo nervosa; insbnia; depressbes e
confusdes mentais; convulsdes; dor de cabeca; sonoléncia; mialgias; artralgias; perda

de equilibrio; intolerancia hepatica; manifestacdes cutaneas; dentre outros, que levam
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a interrupcao do tratamento em 5 a 31% dos casos (Castro and Diaz de Toranzo 1988,
Buschini et al. 2009, Losada Galvan et al. 2021).

Além disso, estudos apontam uma alta genotoxicidade desses medicamentos,
eficicia variavel e uma fraca atividade em pacientes imunocomprometidos, além de
requerem longos tratamentos e alto custo nos sistema de saude publico, que gira em
torno de US$ 1.000 por ano por paciente (Castillo-Riquelme et al. 2008, Buschini et
al. 2009, Crespillo-Andujar et al. 2018).

A falta de vacinas e tratamentos eficazes contra DTNs é um Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel do novo roteiro da Organizacdo Mundial da Saude para
doencas tropicais negligenciadas (2021-2030) (OMS 2021). Existem diversos
desafios no processo de desenvolvimento de novas vacinas, sendo algumas delas o
baixo investimento em pesquisa, a falta de interesse da industria e o complexo ciclo
de vida de alguns dos patogenos (Vuitika et al. 2022). A doenca de Chagas € uma
doenca infecciosa negligenciada e emergente que apesar de ter sido descoberta a
mais de 100 anos ainda permanece sem tratamentos eficazes para a fase crbnica e
sem uma vacina profilatica, eficaz e licenciada.

Tendo isso em vista, € evidente a necessidade de desenvolver novas
estratégias terapéuticas, como novos medicamentos e vacinas. A producdo de uma
vacina que estimulasse o sistema imune inato e adaptativo, evitaria a o atraso na
resposta das células do sistema imune, que poderia ser eficaz em controlar a infec¢éao
e impedir que os parasitos atinjam tecidos-alvo onde sao capazes de formar focos de

persisténcia do parasito.

1.8 VACINA COMO POTENCIAL ESTRATEGIA PARA DC

Espera-se que as vacinas impecam o0 estabelecimento de doenca,
estimulando o organismo vacinado no reconhecimento antigénico e induzindo
resposta imune com producdo de anticorpos e resposta celular, gerando memaria
imunologica, facilitando o reconhecimento do patdégeno de forma especifica e mais
rapida em contatos futuros. Apesar de desafiador, varios estudos apontam que o
desenvolvimento de uma vacina profilatica para a doenca de Chagas € um caminho

promissor.
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Diferentes abordagens vacinais, como proteinas recombinantes, DNA e
vetores virais, assim como estratégias combinadas prime-boost, demonstraram
imunogenicidade e eficacia protetora em modelos de camundongos. A primeira
tentativa de imunizacdo foi realizada pelo parasitologista frances, Emilé Brumpt (1913)
(Brumpt 1913), apenas 4 anos apo0s a descoberta da Doenca por Carlos Chagas.
Brumpt mostrou que uma imunizacao com cepas atenuadas protegia contra o desafio
letal de uma cepa virulenta, mas ndo impedia a infeccdo, o que ele chamou de
‘imunidade parcial”.

Nas décadas de 1950 e 1960, foram exploradas estratégias para criar vacinas
usando parasitos nao virulentos tratados com agentes quimicos, radiacdo ou
passagens em cultivo. O objetivo era preservar a capacidade da vacina de induzir uma
resposta imune, eficacia e seguranca. No entanto, as vacinas com parasitos
atenuados ou mortos nao ofereceram uma protecéo significativamente melhor do que
as formas vivas do parasito (Basombrio et al. 1982, Basombrio and Arredes 1987,
Paiva et al. 1999b).

Nos anos 1990, a linhagem né&o patogénica, CL-14 do T. cruzi (clone da cepa
CL Brener), foi utilizada para estudar a resposta imune do hospedeiro. Descobriu-se
gue essa linhagem prevenia a esplenomegalia e a ativacdo excessiva de células T,
gue sao caracteristicas da infeccdo pelo T. cruzi associadas a doenca. Além disso, a
exposicdo ao CL-14 induziu uma resposta imune protetora, com reducédo da
parasitemia e aumento da sobrevida dos animais, especialmente dependente das
células T CD8+. A vacinacdo com CL-14 também reduziu a ativacao excessiva das
células T CD4+ e CD8+ apds o desafio. Os resultados sugerem que uma resposta
imune regulada e dependente de células T CD8+ esté associada a protecao contra a
doenca na infeccdo pelo T. cruzi (Paiva et al. 1999a, 1999b). No entanto, ainda é uma
preocupacdao o fato de uma vacina viva atenuada poder desencadear uma infecgéo e
doenca completas em individuos imunocomprometidos, sendo mais recomendado
para o uso veterinario (Sanchez-Valdeéz et al. 2015).

Avancos em técnicas bioquimicas e moleculares permitiram a selecdo de
proteinas e epitopos imunogénicos do Trypanosoma cruzi para testar sua capacidade
de induzir resposta imune protetora (Cazorla et al. 2009). Nas ultimas décadas, muitos
estudos tém explorado o uso de proteinas recombinantes, vacinas de DNA e virus
recombinantes como vetores para expressar proteinas do T. cruzi, visando obter uma

resposta imune protetora contra a infeccéo (Garg and Tarleton 2002, Boscardin et al.
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2003, Vasconcelos et al. 2004, Machado et al. 2006, Cazorla et al. 2009, de Alencar
et al. 2009, Rios et al. 2019).

Adicionalmente, estudos de modelagem computacional reforcam que o
desenvolvimento de uma vacina contra o T. cruzi seria economicamente viavel e traria
consigo vantagens significativas em termos de custos. Conforme evidenciado por Lee
et al. em 2010, mesmo sob parametros rigorosos de simulacéo, incluindo um risco de
infeccdo de apenas 1%, uma eficicia de tratamento de 25% e um custo de $20 por
dose, a viabilidade econdmica da vacina € relevante (Lee et al., 2010; Lee et al., 2013).

Esses resultados fortalecem a perspectiva de que uma vacina preventiva ou
terapéutica poderia possibilitar o controle da infeccdo e a prevencao da progressao
da doenca para sua forma sintomatica. Além disso, indicam que o investimento em
uma vacina contra o T. cruzi poderia acarretar vantagens econdémicas e sociais
consideraveis a longo prazo (Vazquez-Chagoyan et al. 2011, Quijano-Hernandez and
Dumonteil 2011, Rios et al. 2019, Ramponi et al. 2023b).

No contexto do desenvolvimento de uma vacina para a doenca de Chagas,
um candidato ideal de vacina deveria ser capaz de estimular a resposta dos linfécitos
CD4+ Th1l, um fator crucial na resposta imunoldgica contra o T. cruzi. Esse tipo de
resposta, desempenha um papel importante na promoc¢ao da producéo de anticorpos
protetores, como as subclasses IgG1 e IgG3 em humanos. Somado a isso, a vacina
também deve ser capaz de ativar as células T citotéxicas T CD8*, que tém a
capacidade de eliminar células infectadas. Paralelamente, seria interessante que a
vacina seja capaz de induzir uma meméria imunoldgica duradoura. Isso ndo somente
€ crucial para a protecdo continua do hospedeiro, mas também reduz a necessidade
de doses mudltiplas da vacina (Rios et al. 2019, Camargo et al. 2022, Vuitika et al.
2022).
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1.9 VACINAS DE DNA E mRNA

As vacinas de acidos nucleicos sdo uma modalidade promissora de vacinas
que utilizam material genético, como RNA (&cido ribonucleico) ou DNA (&cido
desoxirribonucleico), para estimular uma resposta imunologica no corpo humano.
Essas vacinas foram desenvolvidas para combater doencas infecciosas e, mais
recentemente, ganharam destaque devido a sua rapida aplicagdo no combate a
pandemia de COVID-19 (Wang et al. 2021). O mecanismo de a¢éo das abordagens
das vacinas convencionais constitui em inserir conjuntos de antigenos naturais ou
recombinantes isolados para induzir uma resposta imune. Por outro lado, as vacinas
de acidos nucleicos sdo simplesmente sequéncias de DNAs plasmidiais ou mRNAs
que codificam o antigeno de interesse sob o controle de um promotor de mamiferos e
programam as células para expressar um fragmento ou uma proteina para
desencadear a resposta imunoldgica (Liu et al. 2008, Wang et al. 2021, Gote et al.
2023).

A ideia inovadora de utilizar DNA como agente imunizante ganhou destaque
em 1990, quando pela primeira vez, foi demonstrado de que o "DNA nu", ou seja, DNA
plasmidial desprovido de agentes transfectantes, era capaz de induzir a expressao de
proteinas ao ser injetado no musculo de camundongos (Wolff et al. 1990). Ja em 1993,
demonstrou-se que a imunizacdo com um DNA plasmidial codificando uma proteina
da gripe poderia proporcionar protecdo em um modelo pré-clinico de camundongo
contra o desafio da gripe (Ulmer et al. 1993). Com base nisso, diversos grupos
comecaram a desenvolver o uso de DNA plasmidial para vacinas, imunoterapias
contra o cancer e intervencdes imunolégicas em doencas autoimunes e alérgicas
(Revisado por Liu 2019).
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A partir disso, os estudos com vacinas de DNA demonstraram seguranca e
eficacia convincentes em estudos pré-clinicos. Atualmente, nos Estados Unidos,
vérias vacinas de DNA estéo licenciadas para uso veterinario em animais de grande
porte, como cavalos, bem como em animais menores, como gatos e galinhas. Essas
vacinas nao apenas contribuem para a reducao dos custos relacionados a vacinacéo
de animais, mas também simplificam o transporte e a administracdo em comparacao

com as vacinas e tratamentos convencionais (Redding and Weiner 2009).
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Figura 7. Esquema da estratégia de imunizagdo com vacinas de nanoparticulas de &cido nucleico.
Apb6s a administracdo das nanoparticulas contendo pDNA/MRNA, elas sdo absorvidas por células
locais ou células apresentadoras de antigenos (APCs). O &cido nucleico € liberado e processado para
criar antigenos, que sao apresentados por meio do sistema de complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHCI) e classe Il (MHCII). Isso leva a ativacdo de células T
citotoxicas CD8+ e células T auxiliares CD4+, promovendo a imunidade mediada por células. Além
disso, ocorre a ativagdo de células B, contribuindo para a imunidade humoral. DC refere-se a células
dendriticas, e TCR a receptores de célula T. Retirado de (Ho et al. 2021). Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/adhm.202001812. Acessado em (23/10/2023).
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Além disso ja existem varias vacinas baseada em DNA em estudos clinicos
de fase Il e Il em humanos para véarias doencas, tais como: zika (NCT03110770); HIV
(NCT04826094); hepatite B (NCT01487876); hantavirose e febre hemorragica
(NCT02116205); covid-19 (NCT05102643), (NCT04655625); gripe (NCT01498718);
herpes simplex (NCT02837575); alergias (NCT00346086); e varios tipos de canceres
(NCT04090528), (NCT01304524), (NCT00807781).

As vacinas de DNA sao veiculos de DNA, como plasmideos bacterianos ou

DNA de minicirculo, que podem ou ndo estarem associados a um carreador lipidico,
e que contém pelo menos um cassete de expressao eucaridtica que codifica o
antigeno de interesse. Os cassetes de expressao geralmente consistem em um
promotor eucariotico, o gene do antigeno e uma sequéncia sinal poli (A), que séo
essenciais para a expressdo do antigeno em células eucaridticas (por exemplo,
células musculares) (Shafaati et al. 2022).

Diferentemente das vacinas de DNA, nas vacinas de mRNA as sequéncias nao
precisam entrar no nlcleo para produzir proteina de antigeno, sendo a introducéo de
MRNA no citoplasma celular suficiente para submeté-lo a traducdo ribossomal e
producao de antigenos. Desse modo, as vacinas de mRNA possuem uma barreira de
imunidade a menos para atravessar, 0 que aumenta a eficacia por dose (Liu et al.
2021). Apesar da molécula de mRNA ser mais instavel que a molécula de DNA, as
tecnologias recentes, como as nanoparticulas lipidicas e adicdo da cauda poly(A) séo
responsaveis pelo sucesso das vacinas de mRNA recentemente aprovadas (Liu 2019,
Liu et al. 2021).

Os avancos recentes na tecnologia, juntamente com a disseminacao global do
coronavirus pandémico, desempenharam um papel crucial no desenvolvimento da
tecnologia de vacinas de mRNA. Essa abordagem inovadora permitiu a aprovacao e
uso de imunizantes estaveis e altamente eficazes. Um exemplo notavel sdo as vacinas
de mMRNA desenvolvidas para combater a pandemia da COVID-19, as quais utilizam
sequéncias de mRNA para codificar epitopos imunogénicos da proteina spike (S) do
virus SARS-CoV-2 (Chu et al. 2021).

Ademais, o grande investimento em vacinas de mRNA na pandemia do
coronavirus resultou em diversos estudos clinicos de phase Il e Ill que estdo em
andamento. Contudo, outros estudos também estdo sendo realizados em humanos

para outros virus e doencas, incluindo: influenza (NCT05624606); virus nipah (NiV)
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(NCT05398796); raiva (NCT03713086); canceres (NCT06019702), (NCT04163094),
(NCT00831467); varicela zoster (NCT05703607); resfriado, causado pelo virus
sincicial respiratorio (RSV) (NCT05330975); zika (NCT04917861); doencas causadas
por citomegalovirus (CMV) (NCT05575492) e tuberculose (NCT01669096).

Nessa plataforma de vacina o material genético de mRNA é transportado para

as células por meio de veiculos como nanoparticulas a base de polimeros ou lipidios,
que sdo responsaveis por proteger o material da degradagdo. Uma vez dentro das
células, o mMRNA é liberado no citoplasma celular onde ira instruir a producédo da
proteina (Chu et al. 2021). Os estudos mostram que as vacinas para COVID-19 tém a
capacidade de estimular tanto a resposta imune humoral quanto a resposta imune
celular. Resultando em uma resposta robusta do tipo Th1l mediada por linfocitos CD4+
e uma resposta citotoxica mediada por linfécitos T CD8+ (Sahin et al. 2020). A
producdo elevada de interferon-gama e interleucina-2 é observada como resultado
desse processo (Sahin et al. 2020, Ganneru et al. 2021).

Esses sucessos abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de vacinas,
inclusive para outras doencas infecciosas. No caso da doenca de Chagas, por
exemplo, novos caminhos estdo sendo explorados, incluindo o uso de métodos
promissores como as vacinas de DNA e mRNA (Versteeg et al. 2019, Maldonado et
al. 2022). Tendo em vista que estas abordagens tém o potencial de estimular uma
resposta imune celular eficaz.

Além disso, as vacinas baseadas em acido nucleico apresentam diversas
vantagens em relacdo as vacinas de proteinas ou organismos vivos. Por exemplo,
elas contornam questdes associadas as vacinas de proteinas recombinantes, como
problemas de dobramento incorreto das proteinas ou altos custos de purificacdo e nao
apresentam o0s riscos inerentes de infeccdo associados a vacinas atenuadas ou
inativadas que sao produzidas a partir de microrganismos patogénicos vivos (Ho et al.
2021).

Adicionalmente, as vacinas de acido nucleico, em alguns casos, dispensam
adjuvantes tendo em vista que acidos nucleicos exdgenos tém a capacidade de
estimular tanto a resposta imune humoral quanto a resposta imune celular e elicitar
uma resposta Thl (Acharya et al. 2020, Polack et al. 2020, Szabo et al. 2022). Outra
vantagem adicional dessa categoria de vacinas € que modificacdes quimicas podem
ser feitas mais facilmente no DNA e no mRNA para melhorar a transfeccdo e a

estabilidade, incluindo otimizagdo do cédon e/ou mutagdes pontuais (Ho et al. 2021).
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1.10 PROTEASES COMO ANTIGENOS VACINAIS

Nas ultimas duas décadas, um melhor conhecimento da biologia e da
bioguimica do T. cruzi permitiu a identificagcdo de multiplos alvos quimioterapicos para
doenca de Chagas. Dentre eles estdo as proteases constituem os principais alvos
promissores para agentes antiparasitarios. As proteases desempenham multiplos
papéis tanto na biologia do parasito quanto na patogénese da doenca, incluindo
regulando as interagbes com o hospedeiro, tornando-as alvos potenciais atraentes
para o desenvolvimento de novos medicamentos e vacinas contra a DC (Duschak and
Couto 2009). Algumas proteinas, como a cruzipaina, proteina de superficie de
amastigota (ASP)-2, trans-sialidase e proteina rod paraflagelar, mucinas, GP90 (90
kDa) e GP82 (82 kDa), proteina reguladora do complemento (CRP), proteina flagelar
de ligacao ao calcio (FCaBP) e proteina de membrana cinetoplastidica (KMP) tém se
destacado nesse contexto (Garg and Tarleton 2002, Boscardin et al. 2003,
Vasconcelos et al. 2004, Machado et al. 2006, Cazorla et al. 2009, de Alencar et al.
2009, Rios et al. 2019).

A administracao profilatica de preparagdes vacinais contendo ASP2 e trans-
sialidase suscitou resposta imune humoral e celular, além de reduzir a parasitemia e
aumentar a sobrevivéncia dos camundongos vacinados e desafiados com a cepa Y —
do T. cruzi, com reducdo no percentual de animais com alteracdes elétricas em fase
cronica de infeccdo (Machado et al. 2006, Haolla et al. 2009, de Alencar et al. 2009,
Barbosa et al. 2013). Além disso, a vacina¢do com a estratégia do protocolo homadlogo
prime-boost com o rAd5 carreando sequéncias codificadoras de ASP2 e trans-
sialidase do T. cruzi (rAdVax) reverteu as alteracfes elétricas, reduziu as alteracdes
histopatologicas, como a fibrose cardiaca, e aumentou a sobrevida dos animais
infectados por diferentes cepas do T. cruzi (Pereira et al. 2015).

Nesse contexto, as proteases se evidenciam como moléculas de grande
interesse na busca por novos medicamentos e vacinas para a DC. A caracterizacao
funcional e molecular das proteases, bem como a investigacédo de sua capacidade de
elicitar uma resposta imune protetora, as validam como alvos moleculares importantes
para o desenvolvimento de novos farmacos, com implica¢cdes significativas no

combate a doenca.
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1.11 PROLIL OLIGOPEPTIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI (POPTCB80)

A Prolil oligopeptidase (POPTc80) é uma serino protease (familia S9) que
cliva peptideos na regido C-terminal apos residuos de prolina e de forma menos
eficiente apds alanina. O estudo dessa proteina, realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, mostrou que essa protease cliva o substrato fluorogénico N-Succinyl-Gly-
Pro-Leu-Gly-Pro-AMC, o qual representa uma sequéncia conservada de colageno,
além de ser secretada principalmente por tripomastigotas, formas infectivas do
parasito (SANTANA et al. 1997, Grellier et al. 2001b).

A partir de outro estudo foi demonstrado que inibidores especificos e seletivos
da POPTc80 desenvolvidos pelo nosso grupo bloqueiam a entrada dos parasitos nas
células ndo fagociticas hospedeiras de mamiferos, sugerindo que a POPTc80 é um
fator de viruléncia que facilita a entrada do parasito nas células hospedeiras, através
da destruicdo de fibras coldgenas presentes na matriz extracelular e na membrana
basal (Santana et al. 1997, Vendeville et al. 1999, 2002, Grellier et al. 2001a, Bastos
et al. 2005, de Almeida et al. 2016, Lasse et al. 2020). Adicionalmente, um estudo
recente corroborou com esse achado a partir de um nocaute génico no T. cruzi, onde
observou-se uma reducado drastica na capacidade infectiva dos parasitos mutantes
(Lasse et al. 2020).
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Figura 8. Possiveis efeitos da atividade da POP de tripanossoma no hospedeiro. A degradacado do
coldgeno por POPTc80 pode facilitar a migragdo do T. cruzi através da matriz extracelular. Células
imunes ativadas liberam MMPs que amplificam a degradacédo do colageno e, juntamente com a POP,
geram peptideos quimiotaticos, aumentando o recrutamento de leucécitos. Além disso, POPTc80 pode
hidrolisar o coldgeno presente na lamina basal, contribuindo para a dissemina¢éo dos tripomastigotas
no sangue e no sistema linfatico. Suspeita-se que POPTc80 também desempenhe um papel na
sinalizacao celular que promove a invaséo do T. cruzi nas células do hospedeiro. Retirado de (Bastos
et al. 2013) Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3778648/. Acessado em
(23/10/2023).

Além disso, alguns estudos apontam que essa proteina tem uma alta
homologia entre diferentes cepas, incluindo CL Brener, Tulahuen, SylvioX10/1 e
Dm28c (Vendeville 2002, de Almeida et al. 2016, Bivona et al. 2018) um fator
importante para o desenvolvimento de vacinas.

A literatura cientifica atual também demonstra que a vacinacdo com a
POPTc80 recombinante é capaz de conferir uma resposta imune robusta e especifica

durante a fase aguda, com a proliferacéo de células T CD4+ polifuncionais especificas
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para Tc80 e atividade linfocitaria citotoxica contra um peptideo Tc80 ligado a MHC-I,
além da producéo de citocinas Thl (IL -2, IFN-y e TNF-a) que sao cruciais para o
controle do parasito na fase cronica. Adicionalmente, todos 0s grupos imunizados com
POPTc80 apresentaram menores taxas de parasitemia em comparagao ao grupo
controle e foram capazes de conferir protecdo contra um desafio letal aos
camundongos (Bivona et al. 2018). Todos esses achados apontam a POPTc80 como
um bom candidato universal para uma vacina mono ou multicompetente. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de uma vacina que forneca

imunidade esterilizante contra o parasito.

1.12 THIMET OLIGOPEPTIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI (TOP)

A Thimet oligopeptidase (TOP) é uma protease com aproximadamente 78.5
kDA, pertencente a classe das metalo-proteases por possuir um cation bivalente no
sitio ativo que direciona a clivagem da ligacdo peptidica como também estabiliza a
propria proteina. Em alguns estudos ja foi descrita a atividade de quebra de
oligopeptideos no citoplasma que vieram da degradacao de proteinas no proteossoma
(Silva et al. 1999). Varios estudos de protedmica tém mostrado que essa enzima se
encontra sistematicamente em fracdes extracelulares do parasito, mesmo sem a
presenca de um peptideo sinal, sugerindo que essa protease poderia estar envolvida
em processos direto com a célula hospedeira (Cardoso 2021).

No que se refere a infeccdo causada pelo T. cruzi, as investigacfes sobre a
funcdo da TOP permanecem escassas, embora a sua caracterizacdo bioquimica
tenha sido realizada em um trabalho anterior (Cardoso 2021). Um aspecto conhecido,
contudo, é que, durante a infeccdo pelo T. cruzi, as formas tripomastigotas liberam
bradicinina, sendo principal substrato da TOP in vivo. Isso resulta na maturacédo de
células dendriticas e no desencadeamento de uma resposta Th1l (Monteiro et al. 2007,
Cardoso 2021). Adicionalmente, alguns estudos apontam a presenca dessa proteina
em secretomas ou na superficie do parasito, em varias fases distintas do seu ciclo de
vida, mas principalmente na superficie de amastigotas (Bayer-Santos et al. 2013,
Queiroz et al. 2014, Mandacaru et al. 2019). Sendo um candidato interessante para
estudos de desenvolvimento de vacina, tendo em vista que € necessario a ativagao

de uma resposta especifica para todas as morfologias do ciclo de vida do parasito. No
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entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais para aprofundar a compreensao das

funcdes e propriedades dessa proteina.
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2 JUSTIFICATIVA

Até o0 momento presente, as estratégias de controle da doenca de Chagas se
limitam ao controle do vetor e ao tratamento dos pacientes infectados. Embora essas
abordagens tenham contribuido para reduzir a transmisséo do patégeno, a presenca
de uma variedade de espécies relacionadas ao ciclo silvestre representa um risco
constante para a transmissao da doenca, tornando a eliminagdo completa da
enfermidade praticamente impossivel baseando-se somente nessas estratégias.
Desse modo, novos medicamento e vacinas sdo necessarios como estratégias
alternativas que vise a cura e/ou prevenir a progressao dos sintomas.

Neste seguimento, essas informac¢des somadas a falta de um tratamento eficaz
para a doenca de Chagas, justificam o objetivo central deste projeto. Nossa proposta
€ a criacdo de diferentes prototipos vacinais (Proteinas recombinantes, DNA e
MRNA), usando as enzimas proteases Prolil oligopeptidase (POPTc80) e Thimet
oligopeptidase (TOP) do T. cruzi como alvos. A escolha dessas enzimas se baseia na
sélida experiéncia do nosso grupo de pesquisa no seu estudo. Além disso, entre o
conjunto de moléculas com potencial para o desenvolvimento de vacinas para a
doenca de Chagas, essas proteases se destacam devido as caracteristicas
fundamentais que as tornam promissoras como alvos terapéuticos. Um entendimento
mais aprofundado da resposta desencadeada por essas enzimas fortaleceria ainda
mais sua validacdo como alvos de vacinas para a doenca de Chagas, dado o papel
crucial que desempenham no processo de infeccao, na interagcdo com o hospedeiro e

na sobrevivéncia dos parasitos.
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30BJETIVO

3.1

OBJETIVO GERAL

Produzir diferentes prototipos de vacinas profilaticas para a doencga de Chagas,

visando a realizacdo de prova de conceito e avaliacdo das proteases Prolil
Oligopeptidade (POPTc80) e Thimet Oligopeptidade (TOP) de T. cruzi como

antigenos vacinais.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Produzir as proteases recombinantes da TOP e POP;

Imunizar camundongos e verificar a indugdo de anticorpos especificos

para as proteinas;

Verificar a capacidade de producdo de transcricdo da POP a partir do
plasmideo pcDNA3_POP;

Nanoencapsular o mRNA transcrito, analisar as formulacées e imunizar
camundongos e verificar a inducdo de anticorpos especificos para as
proteinas;

Otimizar o vetor para a transcrigao in vitro;

Verificar a funcionalidade do plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc em células

eucarioticas, in vitro, e em camundongos in Vvivo;

Clonar as proteinas de interesse no vetor pcDNA3.1_Neon/Luc para a
transcricdo da vacina de mRNA;

Verificar a capacidade de producdo de proteina a partir do vetor

pcDNA1.1_Neon_Luc in vivo em diferentes vias de administracao;

Aumentar a infectividade da cepa infectante de CL Brener-LUC e analisar

in vivo;

10. Imunizar os camundongos com os plasmideos e verificar a inducao de

anticorpos especificos para as proteinas;
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Camundongos da linhagem BALB/c, fémeas (2-3 meses de idade) foram
adquiridas do Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas (UNB) e foram mantidos sob
condi¢cbes especificas em gaiolas contendo maravalha, racdo e agua fornecidas ad
libitum. Os animais permaneceram acondicionados de forma a manter no méaximo 5
animais por gaiolas de dimenséao 300 x 200 x 130mm ou 10 animais em gaiolas de
414 x 344 x 174 mm. Eles foram mantidos em condicdes laboratoriais padrdo em um
ciclo claro/escuro de 12 horas de luz constante com a temperatura controlada (22 *
2°C). Para o enriquecimento ambiental, as gaiolas foram abastecidas com materiais
limpos, como rolos de papeléo ou PVC; algodao; papel picado; ou caixinhas de papel
cartdo; os materiais eram trocados e alternados a cada semana. Os procedimentos
experimentais e de eutanasia foram realizados de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA) e os camundongos foram manuseados de acordo com as politicas locais,
estaduais e federais para o uso de animais em pesquisas. O projeto consta com a
aprovacado da Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia
(SEl n.° 23106.015294/2021-24).

4.2 CULTIVO CELULAR

As células de rim de embrido Humano (HEK 293) e células HelLa foram obtidas
do banco de células do Laboratorio de Interacdo Patégeno Hospedeiro (LIPH) e
mantidas em frascos de cultura adequados para cada experimento. Para o cultivo de
ambas as linhagens celulares, foi utilizado meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium) (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de SFB. Além disso, foi adicionado
antibiotico penicilina/estreptomicina 1% (v/v) ao meio de cultivo para prevenir a
contaminacao bacteriana e fungica. Quando necesséario, as culturas de células que
atingia confluéncia proximas de 100% eram subcultivadas. Para isso, era feito
lavagens com PBS para retirada do meio contendo o SFB e seguida de adi¢céo de
solucdo Tripsina-EDTA (0,25%) (Gibco) para o desprendimento das células. As

células eram contadas e plaqueadas novamente.
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4.3 CULTURA DE PARASITOS

4.3.1 Epimastigotas

Para o cultivo de epimastigotas de T. cruzi das cepas CL-Brener, Tulahuen e
CL-Brener-LUC (Taylor and Kelly 2014) foi utilizado meio Liver Infusion Triptose (LIT)
suplementado com Soro Fetal Bovino inativado (SFB) e antibidtico
penicilina/estreptomicina 1% (v/v) em uma temperatura de cultivo de 28°C. Para o
descongelamento dos epimastigotas, a concentragdo de SFB na cultura do parasito
foi inicialmente mantida em soro suplementado com 20% (v/v) de SFB e, a medida
gue a cultura se estabelecia, essa concentracao foi gradualmente reduzida para 5%.
Além da penicilina e estreptomicina, para as cepas mutantes de CL-Brenner
expressando a red shifted luciferase, foi adicionado o antibiotico de selecdo G418 a

uma concentracao de 200 pg/mL.

4.3.2 Obtencdao de tripomastigotas e tripomastigotas infectivos

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir da incubacao de células HeLa
com cultura de epimastigotas na propor¢cdo de 10-100 parasitos para 1 célula. Apés
aproximadamente cinco a sete dias de incubacdo em 37 °C com uma atmosfera de
5% de CO?, os primeiros tripomastigotas eclodiram das células hospedeiras e estes
eram recolhidos, centrifugados a 2.000 g por 10 min e congelados em soro fetal bovino
contendo 10% (v/v) de DMSO a -80°C. Uma parte dos tripomastigotas era utilizada
para reinfectar novas células, enquanto outra parte era destinada a infeccao de
camundongos e as passagens subsequentes em camundongos nao infectados. As
passagens eram realizadas por meio da inoculacdo subcutanea de 100-200 uL de
sangue contaminado na regido dorsal dos animais. Apos 14 dias, correspondendo ao
pico da parasitemia, o sangue era analisado quanto a presenca de tripomastigotas, e
em seguida, retirado por puncdo cardiaca para dar continuidade as passagens e
obtencéo de parasitos infectivos. Esse processo era repetido até obtermos o numero

total de parasitos necessario para a execucao dos experimentos.
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4.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
4.4.1 Expressao da POPTc80 em sistema de expressédo procarioto

A proteina POPTc80 (GenelD:3552984) recombinante foi obtida a partir de
expressdo e purificagcdo, seguindo um protocolo previamente estabelecido em um
estudo anterior (BASTOS et al. 2005). Uma col6nia derivada da transformacao de E.
coli da cepa BL21 DE3™ com o vetor pET15b/POPTc80 foi cultivada inicialmente em
5 mL de meio Luria-Bertani (LB) a 37°C, contendo ampicilina a uma concentracao de
100 pg/mL, por aproximadamente 1 hr sob rotagdo de 220 rpm. Apds o crescimento
da colbnia, 5 mL do pré-indculo foi transferido para um Erlenmeyer de 500-1000 mL
até atingir uma densidade o6ptica (O.D) de 0,4 - 0.6 no comprimento de onda de
600nm. Em seguida, a cultura foi induzida com 0,5 mM de IPTG durante a noite a uma
temperatura de 18°C. Apos a inducéo, a cultura foi coletada por centrifugacéo a 2.000

X g por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado e o pellet congelado.

4.4.2 Expressao da TOPTc em sistema de expressao procarioto

Em um estudo prévio, a sequéncia da TOPTc (BCY84 _06545) foi sintetizada e
clonada no vetor pET100/DTOPO, além de que foi feito uma padronizacdo da
expressao e purificacdo dessa proteina . De forma anéloga a purificacdo da POPTc80,
trés colbnias de E. coli da cepa BL21-Al ™ transformadas com o plasmideo derivado
da midipreparagéo foram cultivadas em 5 mL de meio Luria-Bertani (LB) contendo 100
ug/mL de ampicilina, a 37°C, com agitacdo a 220 rpm, por 1 hora. O pré-in6culo foi
entdo transferido para um Erlenmeyer contendo 500 mL de meio LB e cultivado nas
mesmas condi¢cdes mencionadas anteriormente até atingir uma densidade 6ptica (OD)
de 0,4 - 0,6 a 600 nm. Em seguida, a cultura foi induzida com 0,5 mM de IPTG e 0,2%
(v/v) de arabinose, por 16 horas, a uma temperatura de 20°C. Apés 0s respectivos
tempos de inducdo da expressao, as bactérias foram centrifugadas a 2.000 x g em
centrifuga 5810 (Eppendorf) por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet

congelado a -20°C.
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4.4.3 Purificacdo das proteinas recombinantes.

Os precipitados resultantes da centrifugacéo da inducéao foram ressuspendidos
em um tampao de ligagéo (Tris 50 mM e NaCl 400 mM, pH 8,0) e lisados usando 6
mL reagente BugBuster Protein Extraction Reagent ® (Novagen), ao qual foi
adicionado o coquetel de inibidores de protease Complete Protease Inhibitor Cocktalil
(Roche) 1X e Benzonase (Sigma) a uma concentracao de 25 unidades/pL, agitando a
amostra por 20 minutos. Os lisados obtidos foram centrifugados a 20.000 x g por 15
minutos a 4°C para a separacao das fracdes soluvel e insolavel.

Apos a lise, os sobrenadantes contendo as fragdes soluvel foram coletados e
aplicados em colunas contendo matrizes de niquel-agarose Ni Sepharose™ High
Performance (GE Healthcare Life Sciences), que possuem a capacidade de
seletivamente reter proteinas marcadas com histidina através da cromatografia de
afinidade de ions metalicos imobilizados (IMAC). As colunas foram previamente
equilibradas com 3 volumes de tampdes de ligacdo (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 5
mM imidazol, pH 7.9), e a taxa de fluxo foi ajustada para 0,4 mL/min. Apés a passagem
das amostras, os extratos foram submetidos a lavagens utilizando 6 volumes de
tampdes de lavagem sem imidazol (0,5 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.9), seguidos
por 10 volumes de tampdes de lavagem contendo 5 mM de imidazol e 6 volumes de
tampdes de lavagem com 15 mM de imidazol.

Por fim, as proteinas foram eluidas utilizando os mesmos tampdes de ligacao,
porém com duas diferentes concentracdes de imidazol: 80 mM e 250 mM. As eluicdes
foram coletadas em volumes de 500 pL, resultando na obtencdo das proteinas
purificadas, as quais foram posteriormente submetidas a didlise e concentracédo
utilizando unidades de filtro centrifugo Amicon® Ultra-4 (Millipore) em centrifuga
refrigerada Sorvall ST40 R (Thermo Scientific), operando a 4000 rpm, 4°C, até que o
volume da amostra reduzisse para 200-500 pL.

Este processo foi repetido até a obtencdo da quantidade total de proteina

necessaria para a execucao dos experimentos subsequentes.
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4.5 QUANTIFICACAO DAS FRACOES DE PROTEINA PURIFICADAS

A concentracdo das fracbes purificadas de TOPTc e POPTc80 foram
quantificadas com o uso do equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer Quantitation
(Invitrogen) e do o kit Qubit™ Protein and Protein Broad Range (BR) Assay Kits
(Invitrogen), seguindo as recomendacfes do fabricante. Esse método emprega um
fluoréforo especifico para proteinas, que se liga aos aminoacidos e emite
fluorescéncia. Essa fluorescéncia é detectada pelo aparelho e calculada
automaticamente com base em curvas padrdo pré-programadas no Qubit,

determinando assim a concentracdo da amostra.

46 ANALISE DE PROTEINAS EM SDS-PAGE

A fim de analisar a expressdo das proteinas e os extratos proteicos do lisado
de parasitos, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de soédio (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis - SDS-PAGE).

Inicialmente, as amostras sao aquecidas a 95 °C por 5 minutos em tampao de
amostra Laemmli buffer 5X (2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) 2-
mercaptoetanol, 0,002% (w/v) azul de bromofenol, 125mM Tris HCI, pH 6,8) na
proporcao 4:1. Em seguida, as amostras foram carregadas nos pocos dos géis de
poliacrilamida 10-12% e a eletroforese foi realizada em células de eletroforese vertical
(Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis) (Bio-Rad), aplicando uma corrente de
120-140 V. Um gel foi produzido para analise por Western Blot (ver Seccéo 4.8) e o
outro gel é corados com uma solucdo de coloracdo Coomassie Brilliant Blue R-250
0,2% (w/v), metanol 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v) por 1h e descorado com
solucdo contendo metanol 45% (v/v) e acido acético 10% (v/v), até a visualizacao das
bandas proteicas. O peso molecular das proteinas analisada foram estimadas por
comparagcdo com o padrao de massas moleculares BenchMark™ Protein Ladder

(Invitrogen™) ou BlueClassic Prestained Protein Marker (Jena Bioscience).

4.7 PRODUCAO DE SORO ANTI-RPOPTCS80 E ANTI-RTOP

Trés camundongos da linhagem BALB/C foram submetidos a um processo de

imunizacao intraperitoneal, recebendo quatro doses de 10 g da proteina purificada e
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concentrada, respeitando um intervalo de 15 dias entre cada aplicacdo. A primeira
imunizacao foi realizada utilizando o adjuvante completo de Freund (Sigma), enquanto
as duas imunizacdes subsequentes foram administradas com o adjuvante incompleto
de Freund (Sigma), e por fim, foi inoculado 10 pg da proteina sem adjuvante. Sete
dias apos a ultima imunizacdo, o soro dos camundongos foi coletado por puncao
cardiaca e incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. Em seguida, foi realizada
uma centrifugacdo a 3000 g por 15 minutos para separar o soro do restante dos
componentes. Para preservacéo adequada, foi adicionado um volume igual de glicerol

ao soro, que foi armazenado a -20°C.

4.8 ANALISES POR WESTERN BLOT.

4.8.1 Analise expresséo de anticorpos especificos.

Para avaliar a producao de anticorpos especificos nos soros dos camundongos
imunizados com proteina ou DNA plasmidial, foram obtidos extratos proteicos solluveis
e insollveis de epimastigotas em uma concentracdo de 1x108 células/mL. Esses
extratos foram adquiridos apés trés ciclos de congelamento/descongelamento, na
presenca do um comprimido de coquetel de inibidor de protease (Complete Protease
Inhibitor Cocktail (Roche). Em seguida, os extratos foram centrifugados a 16.000 x g
por 30 minutos em microcentrifuga Heraeus Fresco (Thermo Fisher) para separar as
fracOes soluvel e insoluvel. Ambas as frac6es foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10% conforme descrito acima (ver Secc¢éo 4.6.)

Apds a separacdo das proteinas por SDS-PAGE, foi realizado uma
transferéncia das bandas para membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran®
Supported 0,45 pum, GE Healthcare) utilizando um Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (Bio-Rad) e tampé&o de transferéncia Townbin (contendo 25 mM de Tris, 192
mM de glicina, 20% (v/v) de metanol e 0,1% (w/v) de SDS). A membrana foi
previamente umedecida no tampao durante 5 minutos e a transferéncia foi realizada
com uma corrente constante de 14 mA por 30 minutos.

Consecutivamente, a membrana foi corada com solugao Ponceau (Ponceau-S
0,2% wl/v; &cido acético 1%) por 1 min para a visualiza¢do das bandas transferidas.
Apos a certificagdo da transferéncia, a membrana foi bloqueada com Tris Buffered
Saline (TBS — Tris 50 mM pH 7.5; e NaCl 150 mM) contendo 5% (w/v) de leite
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desnatado por 1h temperatura ambiente ou 16h a 4°C. Em seguida, as membranas
foram lavadas com TBS brevemente para retirada do excesso de leite e incubada com
0 soro dos camundongos na diluicdo de 1:100 em TBS contendo 0,1% de Tween 20
(v/v) (TBS-T) e 1% de leite desnatado (w/v) por 1h a temperatura ambiente sob
agitacao leve. Em seguida, realizou-se a lavagem da membrana com TBS-T, 7 vezes
por 1 minuto cada lavagem. E por fim, a membrana foi incubada com o segundo
anticorpo anti-mouse/peroxidase (Goat Anti-Mouse 1gG horseradish peroxidase
conjugated — GAM) (Thermo Fisher Scientific) na diluicdo de 1:10.000 em TBS-T e
leite desnatado 1% (w/v) por 1 h, sob agitacdo leve. A membrana foi novamente
lavada nas mesmas condi¢des descritas anteriormente e incorporou-se o substrato
peroxidase AmershamTM ECLTM Prime Western Bloting Detection Reagent (GE
Healthcare Life Sciences) para a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo, com a
revelacdo por quimioluminescéncia no fotodocumentador ImageQuant (GE

Healthcare Life Sciences).

4.9 DESENHO DO PLASMIDEO PCDNA3.1_NEON/LUC

O desenho do plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc foi cuidadosamente planejado,
com o objetivo de criar um vetor de expressao eficiente tanto para a producao da
proteina desejada em células eucaridticas e modelos in vivo quanto para a producao
do mRNA in vitro. Primeiramente, o plasmideo pcDNA3.1 foi selecionado como o
esqueleto basico e foi desenhado para conter as sequéncias de duas proteinas
repérteres, PpyRE9h (red-shifted humanised luciferase) e mNeonGreen (GenBank:
AGG56535.1), interligadas por um linker.

Por fim, o desenho final da sequéncia de interesse foi enviado para a sintese

in vitro na empresa especializada GenScript Biotech e apds confirmacgéo de todos os
elementos por sequenciamento, o plasmideo foi entregue liofilizado pela distribuidora

de servigos FastBio.

410 TRANSFECCAO CELULAR

A transfecgdo das células HEK 293 foi realizada para introduzir DNA plasmidial
exdgeno a fim de verificar se a proteinas estava sendo expressa corretamente. Para
esse experimento os plasmideos (plasmideo tati), que ja é usado rotineiramente no

laboratorio, foi utilizado como controle positivo. As células foram mantidas em placas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGG56535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGG56535
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de cultura de 96 pocos até alcancarem uma confluéncia de aproximadamente 70-80%.
A Lipofectamina 3000 Transfection Reagent (Invitrogen™) foi utilizada como reagente
lipidico para a transfecgéo das células HEK 293, seguindo as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, em um tubo de microcentrifuga, 720 ng de plasmideo
pcDNA3.1_Neon/Luc ou do plasmideo controle foi misturado com reagente diluido em
meio de cultura sem SFB. A mistura foi incubada em temperatura ambiente por 5-10
minutos para permitir a formacdo do complexo lipidico-plasmideo e em seguida foi
adicionada suavemente nos respectivos pog¢os contendo as células plaqueadas. As
células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 48 hrs e apds o periodo
de incubacao, a eficiéncia de transfeccao foi avaliada por meio de microscopia de

fluorescéncia em um microscépio de confocal (nome).

411 CLONAGEM DAS PROTEINAS NO VETOR DE EXPRESSAO

4.11.1 Amplificacdo dos genes de interesse

As amplificagdes, por PCR (Polymerase Chain Reaction), dos fragmentos de
DNA de aproximadamente 2000 pb, contendo as sequéncias codificadora dos genes
da POP e TOP, foram realizadas a partir do DNA gendmico de parasito da cepa CL-
Bener de T. cruzi extraido utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN),
seguindo as recomendac¢fes do fabricante. Para isto, oligonucleotideos iniciadores
(primers) foram desenhados de forma complementar a sequéncia codificadora dos
genes, contendo ainda um sitio artificial de restricdo em cada extremidade (Hindlll e
Xhol) conforme apresentado na Tabela 1. As reacbes de PCR foram realizadas
utilizando o reagente Phusion™ Plus PCR Master Mix (Thermo Scientific) seguindo
as concentracdes recomendadas pelo fabricante e foram realizadas sob as seguintes
condi¢bes: primeira fase desnaturagédo a 94°C durante 5 minutos, seguida por 29
ciclos de desnaturacao a 94°C durante 30 segundos; fase de anelamento dos primers
a 62°C por 30 segundos; fase de extenséo a 68°C durante 1 minuto; e extensao final
por 7 minutos a 68°C em um aparelho termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad).

Para confirmar a se a amplificacdo dos fragmentos foi bem sucedida, foi
realizado uma eletroforese em gel de agarose 1% (w/v) em tampéao TBE (89 mM Tris,
89 mM acido borico, 2 mM EDTA, pH ~8.3) contendo 500 mg/mL de brometo de etidio.
Ao término da eletroforese, as bandas de DNA correspondentes ao padrédo de
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migracao dos insertos da POPTc80 (2094 bp) e TOPTc (2061 bp), foram purificados
com o Kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de acordo com as especificacdes do
fabricante. A concentracdo e a pureza do DNA purificado foi entdo estimada através
do Espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e em gel de agarose a
0.8% (W/v).

Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para PCR

Genes Primer  Sequéncia

POPTCc80 Foward 5'-ccaacaAAGCTTATGCGCAGCGTTTACCCGTT-3'
Reverse 5-ctatgaaCTCGAGTTACTCTTTCCACGAAGCATTG-3'

TOPTC Foward 5-attctaAAGCTTATGAGGATGGCCCTGCGTATC-3'
Reverse 5'-attctaCTCGAGCTAGACACCAATAGTTTTCAAGA-3

4.11.2 Clonagem dos genes de interesse nos vetores de expressao

O inserto resultante da PCR foi digerido overnight com as enzimas de digestéao
Hind IIl e Xhol para a formacé&o dos overhangs e purificado com o kit ReliaPrep™ DNA
Clean-Up and Concentration System (Promega®). O plasmideo pcDNA3/vazio ou
pcDNA3.1 _Neon/Luc também foi digerido com as mesmas enzimas ON e no dia
seguinte todo o contetido da digestao foi corrido em gel de agarose 0,8% (w/v) para a
separacdo da sequéncia contendo as proteinas e o plasmideo. A banda
correspondente ao plasmideo foi purificada do gel usando o Kit QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) de acordo com as especificacfes do fabricante. Por fim, o
plasmideo purificado foi incubado com o inserto na propor¢céo de 3 insertos pra cada
plasmideo na presenca da T4 ligase (Promega) a 37°C durante a noite.

4.11.3 Transformacéao de células competentes

Para a producao de proteinas recombinantes as bactérias competentes E. coli
das linhagens BL21(DE3) ou BL21-Al foram incubadas com 20 ng/uL do vetor
petl5b/POP e pET100/D-TOPO/TOP respectivamente. Enquanto para a obtencao de
DNA plasmidial foram utilizadas as linhagens DH5alpha e/ou TOP10. Sucintamente,

as bactérias competentes foram descongeladas no gelo por 30 min. Em seguida,
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foram submetidas a um choque térmico a 42°C, por 45 s e imediatamente incubadas
no gelo por 2 min. Em sequéncia, as bactérias cresceram em 900 pL de meio SOC a
37°C por 1h sob agitagdo constante de 250 rpm. As culturas foram plagueadas em
meio LB &gar contendo 100 pg/mL de ampicilina. Depois de finalizadas placas foram

identificadas e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, por 16 h.

4,12 TRANSCRICAO IN VITRO E PURIFICACAO DO MRNA

Inicialmente o plasmideo pcDNA3/POPTc80 foi utilizado para a transcricéo in
vitro do mRNA. Posteriormente foi utilizado o pcDNA3.1_Neon/Luc que contém 5’ e
3'UTRs e regides de caudas poliA otimizadas para tradug¢ao da proteina de interesse.
Para o processo de TIV, o plasmideo foi linearizado com a enzima de restricdo Xhol
para o pcDNA3/POP e Xbal para o plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc. A reacédo foi
incubada a 37° C durante a noite. No dia seguinte, a reacao da digestao foi purificada
para a remocao das enzimas de digestdo com o kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and
Concentration System (Promega®) e analisada em gel de agarose 1%, a fim de
analisar se o0 DNA havia sido digerido por completo. Essa etapa é importante tendo
em vista que uma digestdo incompleta pode gerar produtos de extensao
desproporcional.

O mRNA foi transcrito a partir dos plasmideos linearizados utilizando o kit
MEGAscript™ T7 Transcription Kit (Invitrogen™). O kit fornece um plasmideo modelo,
pTRI-Xef, que além de ser um plasmideo TRIPLESscript, ou seja, permite a transcri¢cao
de uma fita de DNA por qualguer uma das trés RNA polimerases), vem linearizado e
contém o gene de 1,85 kb do fator de elongacédo 1a de Xenopus. Tendo isso vista, 0
plasmideo molde foi usado como controle da reagéo.

Os mRNAs foram purificados usando o Kit MEGACIear (Sigma-Aldrich) para
remover contaminantes e RNAs de fita dupla, conforme as instru¢des do fabricante.
Para andalise dos mRNAs, toda agua utilizada foi tratada com 0.1% (v/v) de
Dicarbonato de dietila (Diethyl pyrocarbonate - DEPC) (Sigma) durante 40 minutos
sob rotacdo e posteriormente foi autoclavada. Além disso, todo o local e material
ultizados foram previamente descontaminados com a solugdo RNaseZap™ RNase
Decontamination Solution (Invitrogen) e lavados com agua tratada. Vale ressaltar que

também foram utilizadas ponteiras com filtro e microtubos RNAses free. Por fim, todos
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0os mMRNAs foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% (w/v) e foram

armazenados em freezer a -20 °C.

413 FORMULACAO DOS MRNA EM NANOPARTICULAS LIPIDICAS (LNPS)

As LNPs sdo compostas por combinacéo de lipideos estruturais e catidnicos
(colesterol, DPPC, DOTAP, polietilenoglicol), de acordo a preparacdo previamente
descritas (Jayaraman et al. 2012, Maier et al. 2013). Os RNAm foram encapsulados
usando um processo de automontagem no qual uma solugdo aquosa do mRNA
proveniente da transcricdo do pcDNA3/POP e do plasmideo molde controle pTRI-Xef,
em pH acido, foi misturada com a solucéo lipidica dissolvida em etanol. As particulas
carregadas com RNAm foram caracterizadas por tamanho, carga e potencial zeta e,
subsequentemente, armazenadas a -80 °C. O processo de analise do
encapsulamento foi realizado no laboratério de Genética e Morfologia em parceria

com o professor Jodo Paulo Longo, colaborador do projeto.

4,14 PRODUCAO DAS VACINAS DE DNA

4.14.1 Purificacdo do DNA

Para a producdo das vacinas de DNA os plasmideos pcDNA3.1 Neon/Luc,
pcDNA3.1/POP e pcDNA3/vazio foram transformados em bactérias competente de E.
coli da linhagem One Shot ToplO (Invitrogen) e purificados pela técnica de
midipreparacao utilizando Plasmid Midi Kit (QIAGEN). Apos o processo de purificacao,
os DNAs foram quantificados no espectofotometro NanoDrop™ OneC Microvolume
UV-Vis (Thermo Scientific™) e a doses foram ajustadas para conter 100 pg/dose em
diferentes eppendorfs. Os eppendorfs contendo as doses foram secados a vacuo no
Thermo Speedvac Concentrator (Savant) por aproximadamente 1 hora ou até estarem
completamente secos. Ao final do processo de secagem, as doses foram identificadas

e armazenadas em local seco e a temperatura ambiente.
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4.14.2 Formulacao das doses oral

Neste estudo, foram realizados testes para avaliar a formulacdo de doses de
vacina oral. Trés formulagbes diferentes foram investigadas, cada uma delas
utilizando abordagens distintas na tentativa de aprimorar a entrega e a eficacia da
vacina de DNA. Foi realizada uma emulsao de 100 pug do pcDNA3.1_Neon/Luc ou do
plasmideo controle, pcDNA3/vazio, com o agente de entrega lipidico Lipofectamina
3000 Transfection Reagent (Invitrogen™).

Outras abordagens testadas foram baseadas conforme as metodologias
descritas na literatura (de las Heras et al. 2009, Ballesteros et al. 2015).
Resumidamente, foi realizada uma emulsdo de 50 pL da vacina (100 pg) com 50 ul
da suspenssdao oral 100 mg/mL alginato de sédio e 20 mg/mL bicarbonato de potassio
Lufta Gastropro (Reckitt Benckiser Healthcare). Na terceira formulacdo, a vacina foi
encapsulada em microesferas feitas de alginato de sédio. Sucintamente, uma dose de
100 pg de DNA foram ressupendidos em 20 pL de agua ultrapura autoclavada, em
seguida misturadas em 70 pl de solugdo de alginato de sodio 2% (w/v). Com uma
micropipeta microesferas de aproximadamente 0,5 ul foram dispostas na parede de
um eppendorf de 1,5 mL. Ao final da montagem das microesferas, foi adicionado 500
ul de solucédo gelada CaCl 3% (w/v), previamente filtrada em membrana 0,22 um, para
a solidificacdo das esferas. As microesferas foram precipitadas por centrifugacao a
3000 x g em centrifuga Z 326 K (Hermle Labortechnik) e lavadas em PBS. Ao final da
lavagem as microesferas foram ressuspendidas em 100 uL de PBS estéril, testadas

para a canula de gavagem e armazenadas em geladeira a 4° C.

415 PROTOCOLO DE IMUNIZACAO

4.15.1 Teste de vias

Para analisar qual seria a melhor via de expresséo da vacina foi realizado um
teste de vias, o qual os camundongos foram imunizados com 100 ug de DNA
purificado em diferentes vias de inoculagcdo sendo elas: Intramuscular (i.m.),
Intraperitoneal (i.p.), Intradérmica (i.d.), subcutanea (s.c.) e oral. Para os
camundongos imunizados via intramuscular (i.m.) foram aplicados 100 pl do

plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc no musculo tibial anterior em um volume de 50 pL
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por pata. Enquanto para a via oral as vacinas foram inoculadas por meia gavagem
para evitar a expectoracdo da formulacdo. A inoculacdo intradérmica consistiu na
aplicacao de 100 L rente a pele do abdémen dos camundongos. Enquanto para a via
intraperitoneal, a agulha foi inserida no quadrante inferior direito do abdémen do
animal, com um angulo de aproximadamente 30 graus em relac&o ao corpo do animal,
até sentir que a agulha ultrapassou a parede abdominal. Por fim, a aplicacdo
subcutanea foi aplicada na regido dorsal do pescogco, com angulo de
aproximadamente 45 graus em relagéo ao corpo do animal;

4.15.2 Imunizacdo com vacinas de DNA

Os camundongos foram imunizados com trés a quatro doses de 100 pg dos
plasmideos pcDNA3.1/POP ou pcDNA3.1/TOP que codificam as proteinas. O DNA foi
diluido em um total de 100 pl de PBS e inoculados por via intramuscular (i.m.)
conforme descrito no item 4.15.1. Camundongos do grupo piloto foram inoculados de
igual modo com os plasmideos pcDNA3.1_Neon/Luc ou pcDNA3/vazio (controle
negativo). Os grupos controles foram analisados quanto a bioluminescéncia emitida
24hr, 7 dias e 14 dias ap0s cada imunizacdo. Por volta de 24h antes das analises,
aproximadamente 100-200 pl de sangue de cada camundongo foi coletado pela veia
submandibular. Basicamente, um pequeno furo é feito na bochecha do animal com a
agulha hipodérmica 21G e o sangue é puncionado. Ao final da coleta, a hemostasia
foi realizada aplicando pressédo com algodao no local da coleta.

Terminada as imunizacdes, 0os animais foram anestesiados com de 15 mg/kg
Xilasina e 150 mg/kg Ketamina e eutanasiados por puncdo cardiaca, onde
aproximadamente 1 mL de sangue foi coletado de cada animal. Todos os sangues
foram incubados a temperatura ambiente por 1 hora e centrifugado a 2000 x g por 10
minutos para a separacdo do competentes sanguineos e coleta do soro. O soro

coletado foi congelado a -80 até a sua utilizagéo.

4.16 ANALISE DE BIOLUMINESCENCIA IN VIVO

Os camundongos inoculados com 1x10° de tripomastigotas da cepa Cl Brener-
LUC obtidos conforme descrito no item 4.3.2 ou com o plasmideo
pcDNA3.1_Neon/Luc (100 pyg/camundongo) para os ensaios de expressao de Luc in
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vivo, foram avaliados quanto a emissédo de bioluminescéncia in vivo. Para isso, 0s
animais foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 200 pL de D-luciferina
(Thermo Scientific) a uma concentracdo de 150 mg/kg, e a bioluminescéncia foi
avaliada usando o sistema de imagem IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences). Os
camundongos foram anestesiados em camara de anestesia ventilada com 3% de
isoflurano em oxigénio, e as imagens foram adquiridas 5 min apds a injecao de D-
luciferina ou durante 20 minutos apds a injecao. A bioluminescéncia foi quantificada
na regido de interesse para obter os valores de fluxo total expressos em fétons por
segundo (f/s) usando o software Living IMAGE (Caliper Life Sciences)

(https://www.perkinelmer.com/lab-products-and-services/resources/in-vivo-imaging-

software-downloads.html#Livinglmage). Os dados foram analisados por meio do

software Prism GrahPad 8 (https://www.graphpad.com/features).



https://www.perkinelmer.com/lab-products-and-services/resources/in-vivo-imaging-software-downloads.html#LivingImage
https://www.perkinelmer.com/lab-products-and-services/resources/in-vivo-imaging-software-downloads.html#LivingImage
https://www.graphpad.com/features
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5 RESULTADOS

5.1 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Os genes responséveis pela codificacdo das proteinas Prolil oligopeptidase
(POPTc80) e Thimet oligopeptidase (TOPTc) do Trypanosoma cruzi foram clonados
previamente em vetores pET100 D-TOPO (Silva 2018, Cardoso 2021). Neste estudo,
seguimos os protocolos previamente estabelecidos para expressao e purificacdo
dessas proteinas. ApoOs obter os plasmideos POPTc80/pET100/D-TOPO e
TOPTc/pET100 D-TOPO por meio da técnica de midipreparacdo. A partir disso, a
proteina recombinante POP foi expressa na fracdo solluvel da linhagem bacteriana E.
coli BL21(DE3), enquanto a proteina rTOP foi expressa na linhagem BL21-Al (DE3).

Ambas as proteinas foram purificadas utilizando cromatografia de afinidade em
coluna de niquel, sendo eluidas com concentragdes de imidazol entre 20 mM e 250
mM, a fim de obter uma purificacdo otimizada. As eluicdes foram coletadas em frac6es
de aproximadamente 250 ul, e um total de 10 yL de cada fracdo foram coletados e
aguecidos a 95° C com tampao de amostra Laemmli por 5 minutos e separados em
gel de poliacrilamida. A partir da analise do gel obteve-se bandas no padrdo de
migracao aproximada de 80 kDa e 77 kDa, confirmado que ambas as proteinas foram

purificadas de maneira satisfatéria (Figura 9 e Figura 10).

MW NL1NL2 L1 L2 20mM 80mM MW 250mM ™M

A A A A

L IR

Figura 9. Analise da purificacdo da POPTc80 recombinante expressa na fragdo sollUvel por
cromatografia de afinidade em niquel. SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie. NL1 — Nao
ligado primeira coleta; NL2 — N&o ligado coleta final; L1 — Primeira lavagem 5 mM; L2 — Lavagem 5 mM
final; 20 mM — Eluic&o: imidazol 20 mM; 80 mM — Elui¢&o: imidazol 80 mM; 250 mM — Elui¢c&o: imidazol
250 mM; 1M — Lavagem coluna imidazol 1M; MW — Marcador de peso molecular PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Invitrogen™ (kDa).
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Figura 10. Analise da purificacdo da TOPTc recombinante expressa na fragéo sollvel por cromatografia
de afinidade em niquel. SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie. NL1 — N&o ligado coleta final;
L1 — Primeira lavagem 5 mM; L2 — Lavagem 5 mM final; 80 mM — Elui¢do: imidazol 80 mM; 250 mM —
Eluicdo: imidazol 250 mM; 1M — Lavagem coluna imidazol 1M; MW — Marcador de peso molecular EZ-
Run Prestained Protein Ladder, Fisher BioReagents™ (kDa).

Para confirmar que as bandas purificadas correspondiam realmente as
proteinas de interesse, 10 uL da eluicdo foram analisados por Western Blot utilizando
um anticorpo Anti-His especifico para as caudas de histidinas presentes nas
proteinas. A partir da analise, confirmou-se que as proteinas foram expressas
corretamente (Figura 11). No entanto, é possivel notar algumas bandas relativas a
degradacéo da rPOPTc80 (Figura 11A) na faixa de tamanho entre 25-10 kDa. Vale
ressaltar que todas as fracdes contendo a proteina purificada foram submetidas a
dialise e concentragdo utilizando unidades de filtro centrifugo Amicon® Ultra-4, que
removem produtos com peso molecular inferior a 30 kDa, resultando em uma fracao
mais pura da amostra.

No que diz respeito ao rendimento das proteinas, foi feita uma quantificagéo do
concentrado fazendo o uso do QUBIT e obteve-se um total de 332 ug de POP
purificada e 120 yg de TOP, as proteinas foram armazenadas em 4 °C até as

subsequentes imunizacoes.
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Figura 11. Confirmagédo da expressdo das proteinas rPOPTc80 e rTOPTc. (A) Western blot da
expressdo da POPTc80 utilizando o anticorpo anti-His na dilui¢do 1:2.000. Indu¢do com IPTG 0,5 mM,
18°C por 16h em E. coli BL21(DE3). FS — Fracéo soltvel; FI — Frag&o insoluvel; MW — Marcador de
peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Invitrogen™ (kDa). (B) Western blot da
expressdo da TOPTc utilizando o anticorpo anti-His na diluicdo 1:2.000. Inducdo com IPTG 0,5 mM,
0,2% (v/v) de arabinose, 20°C por 16h em E. coli BL21-Al(DE3). FS — Fragéo soluvel; FI — Fracao
insolavel; MW — Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Invitrogen™
(kDa).
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5.2  IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGO COM AS PROTEINAS RECOMBINANTES

dias  Q 15 30 45 52

Adjuvante Adjuvante Adjuvante Somente Coleta
completo incompleto  incompleto proteina soro

10 pg 10 ug 10 pg 10 pg

Figura 12. Fluxograma de imuniza¢cdo com as proteinas recombinantes TOP e POPTc80.

Grupos de 6 e 3 camundongos BALB/C foram imunizados com quatro doses
de 10 ug da proteina POP e TOP, respectivamente, com intervalos de 15 dias entre
cada dose. A primeira dose utilizou o adjuvante completo de Freund, seguido por duas
doses com o adjuvante incompleto de Freund, e a Ultima dose foi apenas a proteina,
sem adjuvante. Sete dias apds a ultima dose, o soro dos camundongos foi coletado e
analisado. Os sangues dos camundongos imunizados foram coletados por meio de
puncao cardiaca, sete dias ap0s a Ultima dose de imunizacéo. Os soros obtidos foram
testados para verificar a presenca de anticorpos que reconhecem as proteinas
utilizadas nas imunizacfes. Para isso, realizamos um Western Blot apds separacao
das amostras de proteina recombinante e frac6es sollveis e insolaveis do extrato de
parasito da cepa CL Brener.

Um total de 6 soros foram obtidos das imunizagdes com a rPOP dentre eles,
dois soros apresentaram expressao satisfatoria de anticorpos especificos, sendo eles

osoro4eo6 (Figural3DekE).
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Figura 13. Analise da producéo de soro anti-POPTc80 em extratos proteicos de epimastigotas e POP
recombinante. Western blot soros dos camundongos imunizados com rPOP; FS — Fracdo solavel
extrato epimastigota Cl Brener; FI — Fracdo insoluvel extrato epimastigota Cl Brener; rPOP — POPTc80
recombinante purificada; (A) Soro camundongo 1; (B) Soro camundongo 2; (C) Soro camundongo 3;
(D) Soro camundongo 4; (E) Soro camundongo 5 ; (F) Soro camundongo 6.

No que diz respeito aos soros provenientes dos camundongos imunizados com
a proteina rTOP, todos eles apresentaram anticorpos especificos anti-TOP capazes
de detectar a proteina de interesse. No entanto, os soros 2 e 3 demonstraram uma
maior afinidade com a proteina recombinante e a proteina nativa dos extratos de
parasito, conforme pode ser deduzido a partir da analise (Figura 14).

Curiosamente, na fracdo soluvel, observamos a presenca de duas bandas
evidentes, o que pode indicar a existéncia de diferentes is6tipos da proteina expressa

no parasito. Entretanto, € importante ressaltar que sdo necessarias investigacdes
adicionais para obter um melhor entendimento desses resultados (Figura 14).

A B Cc
Soro 1 Soro 2 Soro 3
MW MW MW
(kDa) FS Fl rTOP (kDa) FS Fl rTOP (kDa) FS Fl rTOP
77 kDa - a 77 kDa - 77 kDa - —
. -

Figura 14. Andlise da producéo de soro anti-TOPTc em extratos proteicos de epimastigotas e TOP
recombinante. Western blot soros dos camundongos imunizados com rTOP; FS — Fragdo soltvel
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extrato epimastigota Cl Brener; FI — Fracao insollvel extrato epimastigota Cl Brener; rTOP — TOPTc80
recombinante purificada; (A) Soro camundongo 1; (B) Soro camundongo 2; (C) Soro camundongo 3.

Em conjunto esses resultados apontam que as proteinas de interesse sao
capazes de induzir uma resposta adaptativa e anticorpos especificos para as
proteases. Entretanto mais estudos devem ser conduzidos a fim de investigar mais a
fundo o tipo de resposta induzida e a sua capacidade de fornecer protecao contra uma

infeccdo contra o T. cruzi.

5.3 CLONAGEM DO GENE DA POPTC80 NO VETOR PCDNAS3

Inicialmente, o vetor de expressdo pcDNA3 foi utilizado para avaliar a
capacidade de transcricdo do mRNA da proteina. Foi empregada uma estratégia de
clonagem direta, na qual foram utilizados primers contendo, em suas extremidades,
as sequéncias de enzimas de restricdo Hindlll e Xhol. Os fragmentos de insergéo
foram gerados por PCR utilizando a DNA Polimerase Phusion Plus o qual possui uma
taxa de fidelidade por volta de 100X maior que a enzima Taqg convencional.

Tanto o produto da PCR quanto o vetor foram digeridos com as enzimas de
restricdo Hindlll e Xhol durante a noite. A digestédo e purificagdo foram confirmadas
por meio de eletroforese em gel de agarose (Figura 15). Posteriormente, ambos 0s
produtos foram incubados na presenca da T4 ligase a 4°C durante a noite. No dia
seguinte 5 pL do produto da reacao foi utilizado para transformar ambas as linhagens
de E. coli, Dh5a e TOP10.
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Figura 15. Andlise da digestéo dos insertos e pcDNA3/vazio. Gel de agarose 0,8% (A) produto
da PCR do DNA gendmico de Cl Brener com os primers da TOPTc e POPTc80 apoés digestdo com
enzimas Hindlll e Xhol, 37°C, 16h (B) Digestdo pcDNA3/vazio; 1 — pcDNA3 nao digerido; 2 — digestéo
com enzima Hindlll; 3 — digestdo com Xhol; 4 — digestdo com enzimas Hindlll e Xhol; MW — Marcador
de Peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ (bp).

Um total de 8 colbnias da linhagem TOP10 resultaram desse processo de
transformacdo com o produto da reacdo pcDNA3/POP, todas as 8 coldnias foram
subplaqueadas em uma nova placa e testadas para a presenca do gene da POP por
PCR. A partir das andalises da PCR em gel de agarose todas as colbnias se revelaram
positivas para o gene de interesse (Figura 16). Contudo, a placa da linhagem
DHb5alpha transformadas com o produto da reacdo TOP/pcDNA3/vazio apresentou 6
colénias no total, porém nenhuma se apresentou positiva (Figura 17). Esses dados
revelam uma clonagem bem sucedida para o gene da POPTc80 no vetor de expressao
eucariotica, pcDNA3, entretanto depois de varias tentativas para a clonagem do gene
da TOP no mesmo vetor, ndo foi possivel obter uma clonagem bem sucedida deste

gene.
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Figura 16. Analise das col6nias positivas para POPTc80. Gel de agarose 1% da PCR das
coldnias obtidas a partir da transformacé@o com a reagéo da clonagem do inserto da POPTc80 no
pcDNA3; 1 — 8: colbnias enumeradas; MW — Marcador De Peso Molecular 1 kb, K9-1000L,
KASVI™ (bp).

2000 bp -

Figura 17. Andlise das col6nias para a presenca do gene da TOPTc. Gel de agarose 1%
da PCR das col6nias obtidas a partir da transformacao com a reac¢éo da clonagem do inserto da
TOP no pcDNAS; 1 — 6: coldnias enumeradas; MW — Marcador De Peso Molecular 1 kb, K9-1000L,
KASVI™ (bp).
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Desse modo foi utilizado a clonagem bem sucedida do gene da POPTc80 para
a continuidade dos experimentos. Na data posterior a colonia 4 (Figura 16) da placa
subplaqueada com as colbnias positivas para pcDNA3/POP foi selecionada e
cultivada em meio LB contendo o antibiético de selecdo. No dia seguinte as bactérias
foram coletadas por centrifugacao e foi feita uma extracdo do DNA plasmidial por
midipreparacao.

Para a confirmagéo da clonagem, foi feita uma anélise de restri¢cdo utilizando
as enzimas Hindlll e Xhol. Como pode ser visto na Figura 18, a clonagem foi bem
sucedida tendo em vista que a analise de restricdo liberou o inserto no padrao de
migracao de 2000 bp que equivale ao tamanho esperando do inserto (2094 bp). Tendo
isso em vista, o plasmideo foi quantificado e armazenado em -20 °C até as futuras
aplicacoes. Outras tentativas de clonagem foram realizadas para o inserto da TOP no
pcDNA3, entretanto nenhuma obteve colbnias positivas para a amplificacdo do

inserto.

MW

1
-
-

10000 bp -

2000 bp -

Figura 18. Confirmacao da clonagem pcDNA3/POPtc80 por andlise de restricdo. Gel de
agarose 1% da digestéo do plasmideo pcDNA3/POPTc80 obtido da midipreparagéo da col6nia 4;
1 - plasmideo nao digerido; 2 - plasmideo digerido com endonucleases Hindlll e Xhol, ON, 37 °C;
MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb, K9-1000L, KASVI™ (bp).
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5.4  TRANSCRICAO IN VITRO

Em todas as etapas de producédo e manipulacdo de RNA foi tomado o cuidado
para evitar contaminagcdo com RNAses conforme descrito no item 4.12. Para a
producdo dos RNAs mensageiros a transcri¢do in vitro foi realizada a partir do DNA
linearizado apos o final da sequéncia de interesse. O pcDNA3/POP foi linearizado com
a enzima Xhol logo apés a terminacdo da sequéncia da proteina. A TIV foi performada
utilizando o kit MEGAscript™ T7 Transcription Kit seguindo as recomendag¢des do

fabricante. A reagéo foi incubada em banho maria a 37 °C por 18 horas.

MW 1 2 3
(bp)

1850 -

Figura 19. Transcricdo in vitro pcDNA3_POP. Gel de agarose 0,8% (m/v) da TIV, ON, 37 °C; 1 —
pTri-Xef (controle positivo fornecido no KIT); 2 — TIV pcDNA3_POP; 3 — confirmacéo da linearizacdo
do pcDNA3_POP com a enzima Xhol; MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb, KASVI™ (bp).

Apbs a producgédo, os RNAs foram analisados em gel de agarose 0,8% (w/v).
Embora tenha sido utilizado marcador de peso molecular (MW) para DNA, para
averiguar o padréo de migracdo dos mRNAs transcritos, também se utilizou o padréo
de migracdo do transcrito controle fornecido no KIT, que contém 1850 bp. Conforme
nota-se nas analises a transcricdo resultou em uma banda o padrdo de migracao
aproximado de >1850 bp o que era esperado tendo em vista que a transcricdo do gene
da POP resultaria em um transcrito de um tamanho aproximado de 2000bp (Figura
19).
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Apos a transcricio do mRNA foi realizado uma purificagdo com kit
MEGAclear™ Transcription Clean-Up Kit. Essa purificacdo consiste na retirada de
proteinas, DNAs e de RNA de fita dupla (dsRNA) que sdo comuns em processos de
TIV. A partir da andlise do gel pode se ver uma diminuicdo expressiva da banda
intermediaria correspondente a RNA de fita dupla o padrdo de migragcdo maiores que
1850 bp (Figura 21).

TIV pTri-Xef TIV pcDNA3_POP

S o L o
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Figura 20. Analise purificacdo TIV com kit MEGAclear™ Transcription Clean-Up Kit. (A) Purificagdo TIV
pTri-Xef. 1 — Eluicdo 1; 2 — Eluigdo 2. (B) Purificagdo TIV pcDNA3_POP, 1 — Eluicdo coluna 1; 2 —
Eluicdo coluna 2; 3 — Eluicdo coluna 3.

5.5 NANOECAPSULAMENTO MRNA PURIFICADOS

Os mRNAs transcritos foram encapsulados em um processo de
automontagem, no qual uma combinacdo de lipideos estruturais e catibnicos
(colesterol, DPPC, DOTAP, polietilenoglicol) e o mRNAs foram misturados em
elenmeyers de 20 mL enquanto rotacionavam com micros barras magnéticas.

Com as nanoparticulas em nossa posse, a etapa de analise foi iniciada. O
potencial zeta é uma medida que indica a carga elétrica e tamanho de particulas em
suspensdes coloidais, como nanocapsulas lipidicas. Ele é crucial para compreender
a estabilidade das particulas na solucdo, sendo uma medida da interacdo elétrica
entre elas. Um alto potencial zeta positivo ou negativo resulta em repulsdo entre as
particulas, evitando aglomeracdo e sedimentacdo. No caso das nanocdpsulas

lipidicas, o potencial zeta influencia sua disperséo e estabilidade, sendo fundamental
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na otimizacdo de formulacdes para aplicacbes como entrega de medicamentos e
nanotecnologia farmacéutica.

As analises do potencial zeta das nanoparticulas mostram que o processo de
confeccdo das nanocapsulas resultou em particulas com tamanhos maiores que o
esperado (100 nm), com tamanho aproximado de 200 nm quando dissolvidas em
fracOes etanol/agua, o que pode ser resultado de uma ndo evaporacdo adequada do
alcool (Figura 21). Em relacdo a carga das nanocépsulas, estas apresentaram cargas
entre 40 a 100 mV que condizem com os resultados encontrados na literatura, sendo
o suficiente para manter a repulsdo interparticulas e suspensbes de particulas

estaveis (Tenchov et al. 2021) (Figura 21).
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Figura 21. Andlise do processo de nanoencapsulacdo. A) Diametro hidrodindmico das nanocapsulas
lipidicas. B) Potencial zeta das nanocapsulas lipidicas. Analises realizadas coma técnica de
Espalhamento dindmico de luz ou (Dynamic light scattering) (Malvem Zeta Sizer).
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5.6 OTIMIZACAO DA SEQUENCIA DE MRNA

Tendo em vista que as vacinas de mRNA, possuem algumas estruturas que
sdo necessarias para garantir que o mMRNA funcione como uma plataforma de vacinas
(Yilmaz 2021), analisamos vetores e desenhamos uma sequéncia propria para
funcionar como vacinas de DNA e mRNA. Para garantir a correta transcricdo e
estabilidade das sequéncias transcritas, a sequéncia das proteinas foram flanqueadas
com UTRs (Untranslated Regions) de acordo com a sequéncia da vacina
BNT162b2/BioNTech disponibilizada publicamente (WHO 2020). Sumariamente, um
seguimento de RNA de alfa-globina humana com uma sequéncia de Kozak otimizada
foi colocada a montante das sequéncias das proteinas, enquanto na regidao 5’UTR foi

colocada uma sequéncia heterogénea dos genes intensificador amino-terminal da
divisdo (AES) e dos genes mitocondriais 12S RNA (Tabela 2).
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Figura 22. Representacéo do vetor de expressao eucariotica pcDNA3.1_Neon/Luc sequenciado — Os
principais sitios de restricdo estéo indicados. CMV: promotor do citomegalovirus; bGH priming site e T7
priming site: primer para amplificacdo e/ou sequénciamento do inserto; polyA site: sequéncia sinal de
poliadenilagcdo; Ori: origem de replicacdo procariética; AmpR: gene de resisténcia a ampicilina;
NeoR/KanR: gene de resisténcia a Neomicina e Kanamicina. Mapa plasmideo gerado por SnapGene.
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Por fim, uma cauda de terminacéao poliadenilada (polyA) de 120A foi adicionada
apos a regidao 5’UTR a fim de auxiliar na estabilizagdo do RNA mensageiro e aumenta
a eficiéncia da traducdo do gene em proteina. Conforme descrito anteriormente, para
uma melhor visualiza¢do das funcionalidades do plasmideo, tanto in vivo quanto in
vitro, duas proteinas reporteres conectadas por um linker, foram acrescentadas ao
sitio de transcricdo, a mNeonGreen e redshifted luciferase. Além disso, sitios de
restricdo convenientes foram inseridos nas regides flanqueadoras de cada
sequéncias, conforme apresentado na

Figura 22, permitindo a clonagem das proteinas de interesse e manipulacéo
adequada da sequéncia.

Ao final do estudo, o desenho final da sequéncia de interesse foi enviado para
a sintese in vitro na empresa especializada GenScript Biotech e apés confirmacéo de
todos os elementos por sequenciamento, o plasmideo foi entregue liofilizado pela

distribuidora de servicos FastBio.

Tabela 2 Desenho de sequéncias pcDNA3.1_Neon/Luc.

Sitio Sequéncia

5" UTR: RNA de alfa-globina 25 GAATAAACTAGTATTTCTTCTGGTCCCCA

humana com uma sequéncia CAGACTCAGAGAGAACCCGCCACC 3 b¢

de Kozak otimizada

Linker 45 ACCGCGGGCCCGGGCAGCGCGACC ¥

3'UTR: O intensificador amino- €5 CTGGTACTGCATGCACGCAATGCTAGCT

terminal da divisdo (AES) GCCCCTTTCCCGTCCTGGGTACCCCGAGTCT

MRNA e o0 RNA ribossémico CCCCCGACCTCGGGTCCCAGGTATGCTCCCA

12S codificado mitocondrial CCTCCACCTGCCCCACTCACCACCTCTGCTA
GTTCCAGACACCTCCCAAGCACGCAGCAATG
CAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCCACACCCC
CACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCA
ATAAACGAAAGTTTAACTAAGCTATACTAACC
CCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACAC
CCTGGAGCTAGC 3 d
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PolyA 120 d 5 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AGCATATGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAA 3 df

a A letra minUscula indica a sequéncia do sitio de restricdo de Aflll.

b A letra minUscula indica a sequéncia do sitio de restricdo de BamHl.
¢ A letra minascula indica a sequéncia do sitio de restricao de HindlII.
d A letra mintscula indica a sequéncia do sitio de restricdo de Xhol.

¢ A letra mindscula indica a sequéncia do sitio de restricdo de EcoRI.
A letra mintscula indica a sequéncia do sitio de restricdo de Xbal.

57 CLONAGEM DOS GENES NO VETOR PCDNA3.1_NEON/LUC

O mesmo processo foi realizado para a clonagem das proteinas POP e TOP
no vetor de expressao pcDNA3.1, que contém as sequéncias 3’ e 5 UTR e os genes
codificadores das proteinas reporteres, mNeonGreen e redshifted luciferase.

Primeiramente o DNA foi digerido com as enzimas Hindlll e Xhol, corrido em
gel de agarose 0,8% (w/v) para a separagédo das bandas no padrédo de migragéo de
8000 bp e 2000 bp contendo o vetor digerido e o inserto respectivamente. Apos
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aproximadamente 1 hora de corrida a banda correspondente ao vetor pcDNA3.1 sem

as proteinas reporteres foi cortado do gel e purificada.

2000 bp -

Figura 23. Digestdo pcDNA_Neon_Luc e insetos TOP e POP. 1 — pcDNA_Neon_Luc digerido com enzimas de
restricdo Hindlll e Xhol, ON a 37 °C. 2 — Inserto TOP; 3 — Inserto POP. MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb,
K9-1000L, KASVI™ (bp).

Foi realizado a incubacédo com os produtos de PCR, que foi realizado com a
DNA Polimerase Phusion Plus, de cada proteina digeridos e realizada a
transformacdo em bactérias E. coli da linhagem NovaBlue Singles™ (Novagem) ou
One Shot ToplO (Invitrogen). Varias coldnias resultaram da transformacdo, 10
colonias de cada placa foram subplaqueadas e analisadas. Conforme pode ser visto
nas figuras abaixo um total de 5 colénias se apresentaram positivas para o plasmideo
pcDNA3.1/TOP e 10 coldnias para pcDNA3.1/POP. As colbnias 3 (TOP) e 4 (POP)
foram selecionadas e cultivadas, o plasmideo foi purificado e armazenado a -20°C.
Por fim, foi feita a confirmacdo da clonagem dos genes de interesses por

seguenciamento.
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2000 bp -

Figura 24. PCR para a verificacdo da clonagem do gene TOP no pcDNA3.1. Gel de agarose 1% da
PCR das col6nias obtidas a partir da transformacéo com a reagéo da clonagem do inserto da TOP no
pcDNAS3.1 otimizado para a TIV; 1 — 11: colénias enumeradas; MW — Marcador De Peso Molecular 1
Kb, K9-1000L, KASVI™ (bp).

AU ) e e S e e - -

Figura 25. PCR para a verificacdo da clonagem do gene POP no pcDNA3.1. Gel de agarose 1% da
PCR das colbnias obtidas a partir da transforma¢édo com a reacdo da clonagem do inserto da POP no
pcDNAS3.1 otimizado para a TIV; 1 — 10: colénias enumeradas; MW — Marcador De Peso Molecular 1
Kb, K9-1000L, KASVI™ (bp).
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5.8 PRODUCAO DAS VACINAS DE DNA

A purificacdo do DNA das as vacinas foram realizadas de acordo com o descrito
no item 4.14.1. Inicialmente, apenas as doses de pcDNA3.1_Neon/Luc foram
utilizadas a fim de verificar o se 0 DNA é capaz de produzir as proteinas reporteres
qgue foram incluidas na sua sequéncia, tanto in vitro quanto in vivo. A integridade dos
plasmideos foi analisada por gel de agarose (Figura 27) e sua pureza foi determinada
a partir de espectofotometria, a partir da razao entre as leituras A260/A280 (Sambrook
and Russell 2001). Todas as doses obtiveram uma razdo A260/A280 satisfatéria tendo

em vista que todos as doses ficaram acima de 1.90 (Tabela 3).

PcDNA3  pcDNA3.1 pcDNA3.1
MW  vazio Neon_Luc  POP

o
i
Y

-4

Figura 26. Confirmacéo da integridade dos plasmideos. Gel de agarose 1% de 200ng dos DNAs
purificados. MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb, K9-1000L, KASVI™ (bp).

Além disso, trés doses de cada DNA foram selecionadas aleatoriamente para
realizar um controle de qualidade com o intuito de verificar se haveria algum tipo de
contaminacdo cruzada entre as doses. Foi realizado uma PCR das doses
selecionadas com os primers da POP, e como pode ser visto na Figura 27 néo teve
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amplificacdo de DNA contaminante em nenhuma dose da vacina de

pcDNA_Neon_Luc e pcDNA_vazio, apena no controle positivo, pcDNA3.1/POP.

Mw  PCDNA3.1/POP pcDNA3.1/Neon_Luc pcDNA3 MW

2000 bp -

Figura 27. Controle de qualidade das vacinas. Gel de agarose 1% da PCR dos DNAs purificados
utilizando os primers da POP a fim de verificar se haveria algum tipo de contaminacao cruzada entre
as doses. MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb, K9-1000L, KASVI™ (bp).

Tabela 3 Controle de qualidade das doses de vacinas produzidas. Analise de 1 yL das doses
por espectrofotometria no Espectrofotbmetro UV-Vis NanoDrop™ One/One do rendimento e
pureza das doses.

ot oM s o Rl sgw s
08/03 Neon/Luc = 4 midis 464 ng 116 g 1.95 2.38
13/03 Neon/Luc | 3 midis 350 g 116 ug 1.90 2.29
15/03 Neon/Luc = 5 midis 560 pg 112 ug 1.91 2.31
16/03 Vazio 5 midis 618 ug 123 g 1.94 2.43
20/03 Neon/Luc = 2 midis 212 ug 106 ug 1.91 2.31
21/03 Neon/Luc = 4 mids 240 pg 120 pg 1.91 2.29
23/03 Neon/Luc = 4 midis 598 pg 149,5 ug 1.90 2.31
24/03 Neon/Luc = 2 midis 266 pg 133 yg 1.91 2.31
22/03 Vazio 4 mids 679 ug 169 pg 1.93 2.40
24/03 Vazio 2 midis 398 g 199 ug 1.94 2.44

24/03 Vazio 2 midis 289 g 144.5 yg 1.92 2.38
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59 TRANSFECCAO DE CELULAS HEK293 COM PCDNA3.1_NEON/LUC

A transfeccdo do vetor pcDNA3.1_Neon/Luc em células HEK293 foi realizada,
com o0 objetivo de introduzir o vetor construido contendo proteina reporter
mNeonGreen e analisar sua expressao por meio da luminescéncia. O agente
lisossomal Lipofectamina 3000 foi empregado como agente transfector que
permeabiliza a membrana celular e nuclear e permite uma eficiente entrega do vetor
as células. Apés a transfeccdo, as células transfectadas devem ser incubadas em
condicdes ideais, permitindo que o vetor seja assimilado e processado pelas células.
A partir das analises de microscopia, nota-se que a mNeonGreen presente no vetor
pcDNA3.1_Neon/Luc foi transcrito e traduzido pelas maquinarias celulares, resultando

na producédo de proteinas luminescentes.

Merge

d496sed

10x 40x
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-

Figura 28. Verificagdo da funcionalidade do plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc. Resultado da transfecgéo
das células HEK293 com o plasmideo pcDNA3.1_Neon/Luc. (A) Campo claro de células transfectadas
com pHR-scFv-GCN4-sfGFP-GB1-dWPRE (Addgene #60907) como controle positivo; B) Células
transfectadas, com 48h; C) Células transfectadas na proporgcéo de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3,
apos 24 horas da transfeccdo; D). Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 0X e filtro azul
(exceto campo claro) em microscaépio de fluorescéncia invertido
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Ao comparar as células transfectadas com o grupo controle, foi observado um
aumento significativo na intensidade da luminescéncia emitida pelas células que
receberam o vetor pcDNA3.1_Neon/Luc. Essa diferengca permitiu concluir que a
transfeccéo ocorreu de maneira satisfatoria, tendo em vista que a expressao do gene
alvo foi mais efetiva nesse grupo em particular.

Esses resultados promissores indicam a viabilidade e eficacia da técnica de
transfeccdo e confirmam a funcionalidade do vetor pcDNA3.1_Neon/Luc em células,
0 que abre portas para futuras investigacdes e estudos relacionados a funcéo e

regulacédo do gene alvo.

5.10 TRANSCRICAO IN VITRO DO PLASMIDEO PCDNA3.1_NEON/LUC

Com o plasmideo otimizado em maos, foi realizado uma linearizacdo do
pcDNA3.1_Neon/Luc ao final da sequéncia da cauda de poli(A) com a enzima Xbal e
realizado a transcricdo com o KIT de transcricao in vitro utilizado anteriormente na
transcricdo do pcDNA3_POP. E possivel ver uma banda de transcricdo préxima ao
padrdo de migracao do controle, entretanto € notavel o decaimento da eficiéncia do
KIT a partir do baixo rendimento da reagéo controle (Figura 29). Tendo isso em vista,
nao foi possivel completar as proximas etapas de nanoencapsulacédo e transcricao
dos demais vetores. Contudo, outras ferramentas ja estdo sendo estudadas para a

continuidade do desenvolvimento dessa plataforma de vacina.
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TIV TIV pTRI-
MW Neon_Luc Xef

10000 bp -

1500 bp -
- 1850 bp

Figura 29. Transcrig&o in vitro pcDNA3.1_Neon_Luc Gel de agarose 0,8% (m/V) da TIV, ON, 37 °C;
TIV pTRI-Xef — pTri-Xef (controle positivo fornecido no KIT); pcDNA Neon_Luc — TIV
pcDNA3.1_Neon_Luc Linearizado com enzima Xbal, MW — Marcador De Peso Molecular 1 Kb,
KASVI™ (bp)

5.11 ENSAIOS DE INFECCAO CL-BRENER-LUC

Concomitante a realizacdo dos experimentos in vitro, foi realizada a
padronizacdo da bioluminescéncia in vivo com Trypanosoma cruzi conforme descrito
no item 4.3.2 . Para obter uma cepa altamente infetante dos parasitos CL-Brener LUC,
foram performadas passagens de parasitos em células HelLa até a obtencédo
necessaria de tripomastigotas infectivos. ApOs esse processo foi realizadas
passagens em camundongos com sangue contaminado, para uma garantia de
infectividade em modelos in vivo. A infec¢ao foi realizada por via subcutanea com a
adicao do substrato na regido dorsal. A analise foi performada no Sistema de imagem
in vivo IVIS Lumina XRMS durante 20 minutos apos a aplicagdo do substrato.

Inicialmente, foi possivel observar uma concentragdo significativa de parasitos
em areas que incluiam os linfonodos das articulacdes inferiores, na regido anal e no
coracao. A infeccdo foi realizada por via subcutdanea até a terceira passagem

(conforme demonstrado na Figura 32A). A partir da 42 passagem, os camundongos
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foram infectados via injecdo intraperitoneal (IP). Observou-se que a administracéo de
luciferina diretamente no peritdnio dos camundongos causava um rapido consumo do
substrato, o que pode ser atribuido a alta concentracdo de parasitos (conforme
ilustrado na Figura 7B). Portanto, as demais avaliacbes de bioluminescéncia in vivo
foram realizadas com a administracdo do substrato por via subcutanea na regiao
dorsal, permitindo uma visualizacdo completa da distribuicdo do parasito no corpo do
animal (conforme representado na Figura 32C).

Além das analises visuais da parasitemia in vivo, realizou-se a cinética da D-
luciferina na décima terceira passagem onde atingimos uma alta capacidade infectiva
dos camundongos. Os animais foram administrados via subcutanea com o substrato
D-luciferina, e a bioluminescéncia foi analisada por 20 minutos (conforme mostrado
na Figura 8). Foi observado um plat6é de atividade, seguido de um declinio apés 20

minutos da administracéo.

Passagem n° 3 Passagem n° 9 Passagem n° 12

Luminescence

Fam

Figura 30. Infecgdo com Trypanosoma cruzi CL Brenner red-shifted luciferase. A — Infec¢do por via
subcuténea na regido dorsal Passagem n° 3. B — Infeccao por via intraperitoneal 9 © Passagem. C -
Infeccdo por via intraperitoneal 122 Passagem, 7 dias pés infeccdo. D-luciferina (150 mg/kg) via
intraperitoneal ou subcutanea.

Quando analisado em mesma escala (Figura 31A) nao é possivel verificar a
concentragcédo de parasito devido a essa alta taxa de bioluminescéncia. Entretanto,
regulando a escala € possivel verificar que hd uma concentracdo de parasitos na

regidao no abdémen/regido genital e na regido toraxica do animal (Figura 31B). Esses
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dados eram esperados tendo em vista que o T. cruzi apresenta um tropismo por
tecidos encontrados nessa regido, isso também ocorre devido ao intenso fluxo

sanguineo nessas regioes.

A partir das analises podemos notar que houve um grande aumento na taxa de
parasitos, atingindo um pico de parasitemia no décimo quarto dia. Esses dados

corroboram com os modelos experimentais de parasitos infectivos.
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Figura 31. Camundongo infectado com Trypanosoma cruzi CL Brenner red-shifted luciferase. (A)
camundongo 7 e 14 dias ap6s a infecgdo na mesma escala de visualizacédo. (B) camundongo ap6s 14
dias de infeccdo em uma escala menor de visualizagdo para a localizacdo dos focos de infecdo. 132
passagem. D-luciferina (150 mg/kg) via subcutanea.
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Figura 32. Cinética de atividade da D-luciferina em camundongos infectados com Trypanosoma cruzi
CL Brenner red-shifted luciferase. 132 passagem. D-luciferina (150 mg/kg) via subcutanea.
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A partir da andlise da cinética da leitura dos animais infectados € possivel ver
gue a luminescéncia se estabiliza apds aproximadamente 5 minutos de leitura e nao
h& picos consideraveis durante toda a leitura. O que serve de padronizacdo das
futuras leituras para os testes de protecao das vacinas.

Uma analise mais detalhada da biodistribuicdo do parasito no organismo do
animal confirma que no pico da parasitemia da cepa CL Brener (14 dias) € possivel
verificar uma concentracdo de parasitemia na regido abdominal e toracica, que deve
ser analisado nas analises futuras, para os demais ensaios de desafio letal com
animais imunizados, a fim de analisar se esse padrdo se altera com a imunizagéo dos

animais (Figura 35).
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Figura 33. Analise da biodistribuicdo do camundongo infectado com Trypanosoma cruzi CL
Brenner red-shifted luciferase. (A) camundongo 14 dias apés a infec¢do. O quadro vermelho
mostra a sele¢do de cada regido - Corpo inteiro; Cabega; Torax; Abdomen (B) Grafico mostrando
a cinética de cada regido durante 20 min de leitura. (C) gréfico mostrando o pico de fluorescéncia
de cada regido analisada.
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5.12 VERIFICACAO DA FUNCIONALIDADE DO VETOR PCDNA3.1_NEON/LUC

Para averiguar se o vetor pcDNA3.1 Neon/Luc seria capaz de induzir a
expressdo da proteina reporter Luciferase in vivo, foi feito um piloto utilizando 2
camundongos Balb/c, fémeas. Inicialmente os animais foram imunizados via i.m. As
analises da bioluminescéncia in vivo demonstraram que a vacina foi capaz de ter uma
expressado significativa da luciferase em comparacdo com o controle (Figura 34).
Outro dado obtido das andlises foi que o pico de emissao da luciferina € por volta de

4 a 5 minutos apos a aplicacao da luciferina (Figura 34B).
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Figura 34. Camundongos Balb/c imunizados com pdDNA3.1/Neon_Luc i.m. 24 hrs. (A) Camundongos
Balb/c fémeas imunizados i.m com 100 pg de pcDNA3_vazio (controle) ou pcDNA3.1_Neon/Luc. (B)
Cinética da leitura da bioluminescéncia; 20 minutos de leitura. (C) comparacgédo da taxa de emisséo de
luminescéncia ao longo de 20 minutos. (D) Comparagéo do pico de emissao em 5 minutos.

Infelizmente as taxas de emissdo dos dias 7 e 14 ap0s a imunizagdo ndo
puderam ser computados devido a problemas técnicos com o equipamento de leitura.

Entretanto foram obtidas imagens das leituras que podemos verificar que as analises
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a longo prazo mostraram que a proteina continua a ser expressa em pelo menos 7
dias apds imunizacdo. Contudo, com 14 dias apés a imuniza¢do ndo havia mais a

expressado da bioluminescéncia (Figura 35).

24 horas 7 dias
pcDNA3_vazio pcDNA3.1Neon_Luc pcDNA3_vazio pcDNA3.1Neon_Luc
A B
14 dias
(03 pcDNA3_vazio pcDNA3.1Neon_Luc pcDNA3_vazio pcDNA3.1Neon_Luc

Figura 35. Dias ap6s a imunizac¢éo de camundongos Balb/c imunizados com pdDNA3.1/Neon_Luc i.m.
(A) Camundongos Balb/c fémeas imunizados i.m com 100 pg de pcDNA3_vazio (controle) ou
pcDNA3.1_Neon/Luc 24 horas apés a imunizagdo. (B) 7 dias apds a imunizagdo. (C) 14 dias apds a
imunizacéo (dorsal e ventral).
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5.13 TESTE DE VIAS

Para analisar a expressao diferencial em diferentes vias, foi seleciona 5
camundongos e foram testados a expresséo da proteina luciferase pra diferentes vias.
A partir das andlises pode se notar que a via i.m foi a de maior expressao e também
a mais duradoura (Figura 38) tendo em vista que mesmo apés 7 dias pds imunizacao
0S a expressao da proteina continuava em alta. Esses dados corroboram com dados
da literatura e indicam a melhor via para a expressdo da proteina para os futuros
testes. O camundongo da via oral foi testado com uma emulséo de lipofectamina e
DNA e além de néao ter apresentado nenhuma emissdo o camundongo morreu logo

apos a primeira analise por razbes desconhecidas.
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Figura 36. Teste de vias 24 horas e 7 dias pds imunizacdo. Camundongos Balb/c imunizados com
100ug de pdDNA3.1/Neon_Luc por diferentes vias. (CRT) imunizados i.m com 100 pg de
pcDNAS3_vazio (controle) (i.m.) intramuscular; (i.d) intradérmico; (i.p) intraperitoneal (s.c.) subcutaneo.
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5.13.1 Formulacgéo oral com alginato de sodio

Tendo em vista que a leitura inicial da formulagdo oral n&o emitiu
luminescéncia e as leituras seguintes nao puderam ser realizadas, foram exploradas
outras estratégias de formulacdes de DNA com alginato de sédio. O alginato de sodio
€ um polissacarideo derivado de algas marinhas que possui propriedades gelificantes.
A utilizacdo do alginato de sédio na formulacdo da vacina oral tem como objetivo
aumentar a estabilidade e prolongar a liberagdo da vacina no trato gastrointestinal do
animal, melhorando assim sua absorcao e eficacia.

Foram testadas duas diferentes estratégias, sendo a primeira uma emulsao
do DNA com uma formulacdo comercial de alginato de sbédio e bicarbonato de
potédssio. Enquanto a segunda estratégia, o DNA foi encapsulado em microesferas de
alginato de sédio. Essas microesferas foram preparadas pela mistura do DNA da
vacina com uma solucédo de alginato de sédio e CaCl 3%, seguida pela centrifugacéo
e lavagem em PBS. As microesferas foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia utilizando o corante DAPI para verificar a presenca do DNA apdés a sua
preparacao (Figura 39). Resumidamente, uma solucédo de alginato 2%, foi preparada
utilizando agua milliQ autoclavada. A solucdo de alginato adicionou-se o DNA
plasmidial corado com DAPI. Em 100 pl de alginato 2% Adicionou-se 1 pg de DNA
corado com DAPI. Em um microtubo de 2 mL, micro esferas de alginato/DNA-DAPI
foram confeccionadas com o auxilio de uma ponteira de 10 ul acoplada a uma pipeta
(0.1-10 ul) em seguida adicionou-se agua milliQ autoclavada e as microesferas foram
suspensas. Para a confeccdo das laminas. As microesferas foram coletadas e

depositadas em uma lamina de vidro. Em seguida, as laminas foram analisadas em

Figura 37. Formulagdo de esferas de alginato de sddio com DNA vacinal. (A) esferas no microcubo. (B)
andlise das esferas com DAPI em microscépio invertido.

um microscépio invertido.
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Com as formulacfes prontas, 2 grupos de 2 camundongos foram imunizados
via oral com cada uma das formulacdes (emulsdo e esferas de alginato) com o
plasmideo expressando a Neon_Luc e outro com o plasmideo controle
pcDNA3_vazio, utilizando uma agulha de gavagem para evitar expectoragdo. No
entanto, nenhuma das tentativas realizadas resultou na expressao da proteina in vivo
guando administrada por essa via, seja no camundongo que recebeu a emulséo de
alginato oral (Figura 40A) ou no que foi tratado com as esferas de alginato (Figura
40B).

CTR pcDNAS3.1/Neon_Luc CTR pcDNAS3.1/Neon_Luc

Figura 38. Imunizacao oral com formulac¢des de alginato de sédio. (A) Camundongos Balb/c imunizados
com 100 pg de pdDNA3.1/Neon_Luc ou pcDNA3_vazio meia gavagem com formulagcéo de emulsédo de
alginato de sdédio; (B) Camundongos Balb/c imunizados com 100 pg de pdDNAS3.1/Neon_Luc ou
pcDNAS3_vazio meia gavagem com formulacao de esferas de alginato de sodio.
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5.14 IMUNIZACOES COM PCDNA3.1_NEON/LUC

100 ug 100 ug 100 ug 100 ug Coleta
soro

Figura 39. Fluxograma imunizaces com plasmideos pcDNA_vazio e pcDNA_Neon_Luc. O sangue
pequeno representa a coleta de 100-200 pL de sangue, para as analises dos soros. O sangue grande
representa a coleta do sangue total por eutanasia (punc¢éo cardiaca).

Para verificar se as imunizaces com o pcDNA3.1_Neon/Luc era capaz de
induzir anticorpos especificos contra a protease repoérter, luciferase, 2 grupos de 5
camundongos foram imunizados com 100 pg de plasmideo codificante da proteina ou
100 pg de plasmideo vazio (pcDNA3 vazio). Foram aplicadas 4 doses via
intramuscular com intervalos de 15 dias entre as doses. A cada 14 dias apos a
aplicacao das doses, por volta de 100-200 pl de sangue eram coletados a partir da
veia submandibular dos camundongos. Os soros eram coletados e armazenados a -
80 °C. Um camundongo do grupo controle ndo pode ser imunizado pois ndo se
apresentava em boas condi¢cfes para os experimentos. Apos as coletas dos soros, foi
realizado um Western Blot do extrato de parasito Cl Brener-LUC para detectar se havia
a presenca de anticorpos especificos para a Red-shifted luciferase.

Como pode ser visto a partir das analises, ha um crescimento gradual na
expressao de anticorpos especificos ao decorrer da aplicagdo das doses com 0s soros
do grupo imunizado com pcDNA3.1_Neon/Luc (Figura 40), e conforme o esperado,
nao obtvivemos nenhuma deteccdo de anticorpos especificos no grupo controle que
foi imunizado com os plasmideos sem a sequéncia da proteina. Esses dados indicam

gue o vetor pcDNA3.1 _Neon/Luc pode ser utilizado como estratégia vacinal de DNA.
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Entretanto mais estudos devem ser conduzidos a fim de analisar quantitativamente e

qualitativamente a inducédo dessa resposta.

Imunizagées pcDNA3_vazio

Pré-imune 1 dose 2 dose

3 dose 4 dose

Imunizagdes pcDNA3.1_Neon_Luc

Pré-imune 1 dose 2 dose

3 4 1 2 3 4

g I RN

4 5 1 2 3 4 5

MW * 1 2 3 4 5 1 2 3
. .
80 kDa - - | «
|

- 70 kDa

Figura 40. Andlise da producdo de anticorpos especificos para Red-shifted luciferase em extratos
proteicos de epimastigotas CL Brener-LUC. Western blot soros dos camundongos imunizados com
100ug de pcDNA3.1_Neon_Luc ou pcDNA3_vazio; 1-5: soros dos camundongos; + controle positivos

rPOP analisado com Anti-His.
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6 DISCUSSAO

Diversas plataformas de vacinas contra a doenga de Chagas foram
submetidas a testes em modelos animais ao longo dos anos. Essas plataformas
abrangeram desde vacinas vivas atenuadas, até vacinas de DNA, virus ou bactérias
recombinantes, bem como proteinas recombinantes com diferentes formulaces e
adjuvantes (Cazorla et al. 2009). Recentemente, foi aprovado o primeiro estudo clinico
destinado a seres humanos da vacina CRUZIVAX. O consércio dessa vacina visa
executar estudos de fase 1 com uma vacina sem agulha (via intranasal), tendo em
vista que os resultados dos estudos pré-clinicos iniciais dos estudos laboratoriais sé&o
promissores (Ramponi et al. 2023). A vacina se baseia em um antigeno quimérico
baseado em 3 moléculas parasitarias, sendo elas: (1) o dominio N-terminal da
Cruzipaina (Cz) — a principal cisteino protease —, (2) a regido central da proteina de
superficie amastigota 2 (ASP2) — um antigeno expresso exclusivamente durante a
fase intracelular — (3) e uma transialidase inativa (iTS). — Um importante antigeno e
fator de viruléncia (Sanchez Alberti et al. 2017). Esse marco reforga que a pesquisa
continua no desenvolvimento de vacinas é vital para melhorar a saude publica,
enfrentar desafios emergentes, aprimorar a cobertura de imunizacao e garantir que as
vacinas continuem sendo uma ferramenta eficaz na prevencao de doencas.

As proteases sao enzimas que desempenham um papel crucial na biologia do
parasito e no desenvolvimento da doenca, tornando-as alvos promissores para o
desenvolvimento de farmacos e vacinas para a DC (Duschak and Couto 2009). O
presente trabalho, visou o desenvolvimento de proto6tipos vacinais que expressassem
0s antigenos das proteases POPTc80 e TOP do Trypanosoma cruzi. Para isso,
optamos por utilizar plataformas de proteinas recombinantes, DNA plasmadial
purificado e mRNA transcrito in vitro. Todas essas abordagens apresentam um grande
potencial para estimular a resposta imune e oferecer protecédo contra patégenos. Para
avaliar a eficacia dos prototipos, empregamos um método de imageamento in vivo
robusto e sensivel para analisar a expressao das proteinas in vivo e a progressao da
infeccdo causada pelo protozoario. Além disso, tomamos precaugdes rigorosas ao
produzir os parasitos, assegurando que sua capacidade de infectar fosse
cuidadosamente avaliada, a fim de obter uma futura representagdo confiavel da

eficacia da vacina.
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Com o intuito de avaliar a capacidade das proteinas em desencadear uma
resposta imune em modelos de camundongos, obtivemos a forma recombinante das
proteases POPTc80 e TOP de forma a preservar as propriedades da proteina nativa
do Trypanosoma cruzi. As proteinas foram expressadas em sistema de expressao
procarioto e purificada da fracdo solavel. A subsequente imunizacdo dos
camundongos demonstrou a capacidade de gerar anticorpos especificos para as
proteinas, indicando a presenca de epitopos imunodominantes que podem provocar
uma resposta imune especifica. Esses dados reforcam os achados de Bivona et al.
(2018) que observou que camundongos imunizados pelo menos duas vezes com a
proteina recombinante (rTc80im) provocaram titulos de anticorpos consideravelmente
superiores aos do grupo controle (Bivona et al. 2018). No entanto, € importante
ressaltar que futuros estudos sdo necessarios para uma analise mais aprofundada
dos tipos de respostas celulares e humorais desencadeadas por essa imunizacao.
Além disso, planejamos investigar a influéncia de diferentes veiculos e adjuvantes em
estudos futuros.

Conforme abordado anteriormente, as fases aguda e crénica da doenca de
Chagas requerem diferentes polarizacdes da resposta imune: o perfil Thl é protetor
no estado agudo e as respostas regulatérias sdo importantes na prevencédo da fase
cronica (Andrade et al. 2014, Dutra et al. 2014). Nessa fase, a resposta Thl, promove
a ativacdo das células T CD8+ e desencadeia a producdo de IFN-y, ativando
efetivamente os mecanismos microbicidas dos macréfagos, além de potencializar sua
atividade citotéxica. Essa dinamica € essencial para o controle da infeccdo nesse
estagio inicial da doenca (Junqueira et al. 2010). Contudo, geralmente, a imunizacao
com subunidades de proteina ndo estimula linfécitos T citotoxicos CD8+, uma vez que
0s antigenos exdgenos sao absorvidos por endocitose pelas APCs, gerando epitopos
gue sao processados e apresentados exclusivamente via MHC classe I, reconhecidos
apenas por células T CD4+. No entanto, algumas APCs em especial as DCs, séo
capazes de executar um processo alternativo de apresentacao cruzada de antigenos
exogenos via MHC classe | (Segura and Amigorena 2015). Dominguez et al. (2011)
sugeriram que em infec¢des parasitarias, como a doenca de Chagas, a indugéo de
uma resposta T CD8+ seria proveniente de peptideos imunodominantes que podem
ser favorecidos na apresentacédo cruzada em relacéo aos peptideos subdominantes

(Dominguez et al. 2011).
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Por esta razdo, as APCs sdo um grupo-chave de células na doenca de
Chagas, elas sao responsaveis pela captacao e apresentacao de antigenos de forma
a poder modular a resposta dependendo do tipo, nivel de maturagdo, meio de citocinas
e receptores envolvidos, tendo um papel fundamental no desenvolvimento das formas
clinicas da doenca, incluindo o estagio indeterminado. Dependendo de como essas
células sdo moduladas, a resposta imune protetora do hospedeiro muda
drasticamente (Gil-Jaramillo et al. 2016).

Tendo isso em vista, a escolha da via de imunizagcdo apresenta grande
importancia, especialmente no caso de vacinas baseadas em acidos nucleicos, que
estdo sujeitas a degradacéo, dependendo do local de administracdo. Diferentes vias
de injecdo sdo usadas na administracdo de vacinas, incluindo intradérmica (ID),
subcutanea (SC), intramuscular (IM). A escolha da via de administracao é crucial, uma
vez que as propriedades anatdmicas e fisiolégicas dos locais de vacinacdo podem
influenciar a eficacia e seguranca das vacinas. A injecao intradérmica (ID) administra
vacinas diretamente na derme, permitindo que células apresentadoras de antigenos
do tecido da derme processem 0 MRNA ou DNA e ativem as células T e B nos ganglios
linfaticos (Kashem et al. 2017).

A injecdo subcutanea (SC) administra vacinas na camada subcutanea abaixo
da epiderme e da derme. Esta regido é composta principalmente por tecido adiposo e
tem menos células imunolégicas em comparag¢do com a derme (lbrahim 2010). Em
comparacao com a injecao intradérmica (ID), a injecdo SC permite um volume de
injecdo maior, além de causar menos desconforto e efeitos adversos. No entanto, a
absorcdo é mais lenta na area subcutanea devido a baixa drenagem nesse local, o
gue pode resultar na degradacao da vacina de mRNA e consequentemente em uma
baixa resposta imunoldgica (Zeng et al. 2020).

A injecdo intramuscular (IM) administra a vacina nos musculos, uma camada
mais profunda, abaixo da derme e da camada subcutanea. Os musculos séo ricos em
vasos sanguineos, permitindo a recirculacédo de varias células imunoldgicas, incluindo
as apresentadoras de antigenos (APCs) (Moyer et al. 2016, Zeng et al. 2020). Um
estudo utilizando macacos rhesus demonstrou que o mRNA da vacina injetado por via
IM e ID permanece no local de inje¢éo e é detectado nos ganglios linfaticos por pelo
menos 28 horas, onde as APCs e células B contétm o mRNA (Liang et al. 2017).
Contudo outra vantagem da injecdo IM é de oferece um maior volume de

administragdo em comparag¢ao com as vias ID e SC, com efeitos colaterais locais mais
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leves. Essa via € amplamente utilizada no desenvolvimento de vacinas de mRNA e
DNA, uma vez que atinge eficazmente as células dendriticas estimulando uma
imunidade inata direcionada pelo IFN polarizando uma resposta do tipo | e, quando
combinadas com a apresentacdo de antigenos pelas células apresentadoras,
resultam em respostas vacinais altamente eficazes contra patdgenos (Liang et al.
2017).

A fim de verificar qual a melhor via de inoculagdo para nosso vetor de
expressao in vivo, realizamos um teste de vias em camundongos a fim de verificar
qual local de inoculacao iria produzir uma maior quantidade de proteina ao decorrer
do tempo. A partir dos resultados foi possivel verificar que a injecdo IM foi a que
resultou na expressdo mais duradoura da proteina (até 7 dias) (Figura 36). Isso
sugere que a injecdo intramuscular (IM) é a via mais eficaz para nossa estratégia de
vetor de expressao in vivo, proporcionando uma producéo prolongada de proteina ao
longo do tempo. Essa descoberta é fundamental para o desenvolvimento continuo de
nossa abordagem de imunizacdo e demonstra a importancia da escolha da via de
inoculagéo para otimizar a expresséo de antigenos em modelos animais.

Patdgenos que penetram no corpo ou infectam o hospedeiro diretamente
através das superficies mucosas, como as vias oral e/ou nasal, representam um
desafio no desenvolvimento de imunizantes eficazes. Para enfrentar essa questéo, é
de grande interesse desencadear uma resposta imunoldgica direcionada as
superficies mucosas. Tendo em vista que a administracdo intramuscular de vacinas
frequentemente resulta em respostas imunolégicas mucosas limitadas (Vujanic et al.
2012), uma das estratégias € a via oral e nasal de inoculacdo. Essas abordagens
podem estimular respostas mediadas por células, como as células T auxiliares CD4
positivas e os linfécitos T citotéxicos CD8 positivos (Russell-Jones 2000).

Neste estudo, foram exploradas diferentes estratégias de imunizagéo oral com
o objetivo de desenvolver um método capaz de induzir uma resposta imune especifica
na mucosa dessa regido. Contudo, a via de imunizacgao oral apresenta complexidades
especificas que demandam a implementacéo de estratégias adicionais para preservar
a integridade do DNA e mRNA. A exposicao ao ambiente digestivo e enzimas no trato
gastrointestinal pode resultar na degrada¢cédo do material genético, comprometendo a
eficacia do imunizante. Desse modo, nao foi possivel detectar a producéo do antigeno
nos modelos analisados in vivo imunizados com formulacdes de alginato de soédio

7

(Figura 38). Portanto, € essencial testar novos métodos que protejam o DNA da
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degradacdo durante a imunizagéo oral, visando assegurar 0 sucesso dessa via de
administracao, tais como estratégias aprimoradas de entrega por bactérias entéricas
atenuadas, nanoparticulas penetrantes de muco (NP), veiculos de entrega e
mucoadesivos (Zhang et al. 2021).

As vacinas de DNA plasmidial e mMRNA tém despertado interesse devido a sua
versatilidade e potencial em varias aplicacdes, desde profilaxia até terapia. Ambas as
tecnologias permitem a producao agil e direta de antigenos desejados, eliminando a
necessidade de trabalhar com patdgenos vivos. Essa rapidez de desenvolvimento
torna essas tecnologias cruciais no combate a doencas epidémicas ou emergentes.
No contexto do cancer e doencas infecciosas, essas tecnologias possibilitam a criagao
de vacinas altamente personalizadas, direcionadas aos antigenos especificos. No
entanto, para o progresso dessas estratégias vacinais é importante comparar ambas
as tecnologias, considerando questdes tedricas e dados experimentais.

No contexto das vacinas de DNA, estas consistem em DNA plasmidial que
contém informacg@es genéticas para o antigeno desejado, controlado por um promotor.
Sao facilmente produzidas em bactérias e apresentam um processo de producéo
relativamente simples e econdmico. Sua estabilidade a temperaturas de
armazenamento e transporte as torna ideais para producdo em larga escala e
distribuicdo tanto em nacdes industrializadas quanto em nacdes em desenvolvimento.
No entanto, é importante observar que, apesar da auséncia de risco de infec¢ao por
patébgenos, alguns estudos destacaram a preocupacdo potencial de integracdo
gendmica (Liu 2019).

As vacinas de mRNA, hoje amplamente adotadas em todo o mundo,
representam uma importante alternativa para protecao contra infecgdes, uma vez que
estimulam uma resposta imune celular altamente eficaz. Além disso, também
oferecem flexibilidade para otimizar sequéncias e podem codificar multiplos antigenos
em uma Unica formulagédo, fortalecendo a resposta imune contra patdgenos
resistentes. Algumas pesquisas mostraram que a imunizagdo com RNA foi capaz de
induzir uma resposta imune e fornecer protecao contra patdogenos intracelulares, como
Leishmania donovani (Duthie et al. 2018) e Plasmodium berghei (Mallory et al. 2021),
indicando seu potencial para doencas parasitarias.

No entanto, desenvolver uma vacina eficaz contra a doenca de Chagas, é
desafiador devido a diversidade genética do parasito e a variabilidade nos

hospedeiros. Novas abordagens, como a identificacdo de antigenos conservados, séo
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necessarias para criar vacinas universais (Camargo et al. 2022). O antigeno alvo e a
otimizacdo dos métodos de construcdo, formulacdo e distribuicdo parecem ser
elementos-chave na imunogenicidade das vacinas de mRNA. Neste estudo,
produzimos um vetor otimizado especificamente para a transcricio de mRNA
(pcDNA3.1_Neon/Luc), visando sua aplicacdo no desenvolvimento de vacinas
(Figura 20). Este vetor € altamente versatil, permitindo modulacdes e adaptacbes
para diversas estratégias e antigenos. Inicialmente, identificamos a capacidade do
vetor em transcrever o mRNA desejado (Figura 20 e 21). Contudo, devido a uma
diminuicdo na eficacia do kit adquirido, enfrentamos desafios em explorar a questao
de forma mais abrangente e na obtencédo da quantidade necessaria de material para
realizar as analises e repetir os testes relacionados com o mRNA, incluindo a
nanoencapsulacdo. Clonamos o0s genes das proteases de interesse no vetor
otimizado e futuramente pretendemos produzir formula¢des vacinais de DNA e mRNA
com uma ou mais proteases e/ou epitopos especificos da POPTc80 e TOP.

Esta fase do processo de desenvolvimento de vacinas de RNA é uma das
mais desafiadoras, sendo crucial para o sucesso da vacina. Pretendemos continuar
com essas etapas, avaliando a imunogenicidade em animais imunizados com
diferentes formulacfes lipidicas contendo o0 mRNA das proteases. Além disso,
enfrentamos atrasos na aquisicdo de insumos devido a pandemia, e uma mudanca
nas normativas federais impediu analises mais aprofundadas das imunizacdes em
modelos in vivo no biotério do Instituto de Biologia. Contudo, a partir das analises
iniciais dos soros dos camundongos vimos que tanto as nossas proteinas
recombinantes, quanto o vetor otimizado de expresséao in vivo podem desencadear
uma resposta imune em modelos de camundongo (Figura 13 e

Figura 28). Desse modo, planejamos avaliar a capacidade de protecao
dessas formulacbes quando os animais forem desafiados com a cepa infectiva
produzida neste estudo (Figura 30). Nossos resultados preliminares sugerem que as
proteases POPTc80 e TOP representam antigenos promissores no desenvolvimento
de uma vacina contra a doenga de Chagas.

Em suma, o entendimento da resposta desencadeada pelas proteases
POPTc80 e TOP oferece uma perspectiva valiosa para o desenvolvimento e
aprimoramento de vacinas eficazes. Ao compreendermos como essas proteinas
interagem com o sistema imunolégico e desencadeiam respostas especificas,

podemos projetar estratégias de imunizacdo mais direcionadas e eficazes. Essa
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compreensao aprofundada pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes contra o Trypanosoma cruzi e outras doencas parasitarias, proporcionando
uma abordagem mais precisa na busca por imunizacdes capazes de conferir protecao
duradoura. Além disso, a investigacdo das proteases POPTc80 e TOP pode abrir
caminho para novas terapias e estratégias de controle dessas infec¢des, oferecendo

esperanca na luta contra doencas parasitarias.
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7 CONCLUSOES

Este estudo abrangeu uma gama significativa de etapas cruciais no
desenvolvimento de vacinas baseadas em acidos nucleicos, resumidas abaixo e na
figura:
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Figura 41. Esquema sistematizando as principais realizacdes e conclusdes do trabalho.

e A prova de conceito do vetor pcDNA3.1_NeonLuc demonstrou sua aplicabilidade
tanto como vetor imunizante para vacinas de DNA quanto para a transcri¢cao in
vitro, especificamente voltada a producdo de imunizantes baseados em mRNA.

e Os antigenos POPTc80 e TOP revelaram-se promissores ao induzir respostas
imunes especificas em modelos in vivo, consolidando-se como candidatos viaveis
para o desenvolvimento de vacinas.

e O vetor otimizado para transcricdo de mRNA foi elaborado com sucesso,
permitindo a clonagem dos genes das proteases POPTc80 e TOP, que serao
utilizados posteriormente para a formulacao de vacinas.

e Os parasitos infectivos obtidos ap6s varias passagens em camundongos,
possibilitara ensaios de desafio letal, fundamentais para avaliar a eficacia dos

antigenos em induzir uma resposta imune protetora.
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e Adicionalmente, observamos que a via intramuscular € a mais adequada para a
imunizagcao com o vetor produzido.

e Em relacdo a expressao do antigeno in vivo, constatamos que 0 pico maximo nao
ultrapassa 14 dias ap6s a inoculacdo, sendo o sétimo dia o periodo de maior
expressao.

Esses resultados sdo essenciais para orientar futuras estratégias de
desenvolvimento de vacinas, fornecendo informagdes cruciais para decisdes

posteriores neste campo promissor da imunizacao.
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8 PERSPECTIVAS

¢ Investigar detalhadamente os diversos tipos de respostas imune, celulares e
humorais, desencadeadas pelos protétipos de imunizacdo, aprofundando a

compreensao sobre os mecanismos de defesa ativados.

e Desenvolver e avaliar novos métodos que visam proteger o DNA contra
degradacdo durante a imunizacdo oral, garantindo a integridade e eficacia do

material genético.

e Aprimorar a transcricdo in vitro e a nanoencapsulacdo dos mMRNAs,
incorporando a pseudouridina em substituicdo a uridina convencional, a fim de

otimizar a estabilidade e eficacia das formulacdes.

e Realizar a imunizacdo de camundongos com as formulacfes de vacinas de
MRNA desenvolvidas, avaliando a resposta imunolégica gerada e a seguranca

do processo.

e Conduzir estudos de imunoinformatica por meio de ferramentas
computacionais (in silico) para prever epitopos de células B e realizar a
modelagem de anticorpos, visando desenvolver e aperfeicoar uma vacina de

multiplos ou Unicos epitopos.

e Avaliar a capacidade das formulacées de DNA e mRNA em conferir protecao
contra infeccdo pelos parasitos infectivos aqui desenvolvidos, utilizando
técnicas de bioluminescéncia e desafio letal para uma analise abrangente dos

resultados.
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