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RESUMO

A Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) é o principal agente etioldgico da
leishmaniose visceral nas Américas, sendo 0s cdes reservatorios do parasita. Como casos
caninos, geralmente, precedem casos humanos, é importante o controle da doenca na populagéo
canina. Considerando que ha poucas op¢des de controle, tanto por via terapéutica quanto por
medidas sanitarias (combate ao vetor ou populacdo canina afetada), € importante o
desenvolvimento de novas drogas ou vacinas para um controle efetivo dessa parasitose. Duas
proteinas hipotéticas de L. infantum, denominadas LC36 e LCO06, anteriormente caracterizadas
quanto as suas propriedades antigénicas pelo nosso grupo de pesquisa, foram alvos de estudo
deste trabalho. Inicialmente, investiu-se na tentativa de producdo destas proteinas nos sistemas
de expressdo heterologos Bacillus subtilis ou Escherichia coli. Para isso, realizou-se a clonagem
da ORF Ic36 em vetores de expressdo adequados, como pBSOEXyIRPxulA_V2-[RFP] para
inducdo da expressdo em B. subtilis (KO7 ¢ A6) e pMAL-p5x para expressdo, em E. coli, da
proteina fusionada a "Proteina ligadora de maltose", com o intuito de diminuir problemas de
solubilizacdo. Devido as dificuldades experimentais, partiu-se para a sintese de peptideos. Para
LC36, ap6s mapeamento in silico visando a predi¢do de epitopos ligantes para linfécitos B,
sintetizou-se com sucesso o peptideo WC2025 e, para LCO6, investiu-se na sintese do peptideo
EV0410, previamente caracterizado quanto as suas propriedades antigénicas. Estes peptideos
foram analisados em relacdo a sua capacidade de elicitar uma resposta humoral e protecdo em
camundongos BALB/c desafiados com o parasita L. infantum. Os peptideos foram
administrados por via subcutanea com trés doses (dias 0, 14 e 21) da formulacéo vacinal, tendo
como adjuvante a saponina. No 28° dia, metade dos animais foram eutanasiados para as analises
de resposta humoral e o restante, infectados com L. infantum. Quinze dias apés a infecgéo,
determinou-se a carga parasitéria destes animais. Verificou-se a presenca, predominantemente,
de IgG1 e, também, de IgG2a em menor nivel. A carga parasitaria nos animais que receberam
a vacina foi, significativamente, menor que nos grupos controle, com reducdo de 37,8 % no
figado e 27,6 % no bago. Paralelamente, avaliou-se, em um ensaio de desafio, o potencial
protetor do soro dos animais imunizados com 0s peptideos (imunizacdo passiva), sendo
observada reducédo de ~40% na carga parasitaria no figado e no baco dos animais que receberam
este soro. Esses resultados sdo promissores e abrem novas perspectivas de investigacdo destes
peptideos em outras formulagdes e a possibilidade de se explorar a via da imunoterapia.
Palavras Chave: Leishmaniose visceral; Peptideos imunolégicos; Vacina; Peptideos sintéticos;
Vacina peptidica.



ABSTRACT

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) is the etiological agent of visceral
leishmaniasis in the Americas, and dogs are reservoirs of the parasite. Since canine cases often
precede human cases, it is important to control the disease in the canine population. Considering
that there are few control options, either therapeutically or by sanitary and phytosanitary
measures (vector’s elimination or control of infected canine population), it is important to
develop new drugs and vaccines for an effective control of this parasitic disease. Two L.
infantum hypothetical proteins, LC36 and LC06, which were previously evaluated regarding
their antigenicity properties were investigated about their potential immunogenicity. Initially,
due to experimental difficulties to produce these two proteins using the heterologous expression
systems Bacillus subtilis and Escherichia coli, the strategy of peptide chemical synthesis was
adopted. After in silico mapping of LC36 epitopes for B cells, a peptide, the WC2025, was
successfully synthesized as well as the peptide EV0410 derived from LCO06 that has its
Immunoreactivity against sera from L. infantum - infected dogs successfully demonstrated, was
also synthesized. These peptides were investigated for their ability to elicit a humoral response
and protection in BALB/c immunized mice, soon after challenged with L. infantum parasites.
A combination of WC2025 and EV0410, and saponin as adjuvant, were subcutaneously
administered (Days 0, 14 and 21). At day 28 post immunization, half of mice were euthanized
and the collected sera analyzed for humoral response development, which was observed
predominantly the presence of high levels IgG1 and low levels of 1gG2a. The other group of
animals were challenged with L. infantum. promastigotes and after fifteen days post-infection,
parasite load determination in the liver and the spleen showed a significant parasite reduction
in the immunized animal for both liver (37.8%) and spleen (27.6%). At the same time, the
vaccinated animals’ serum was inoculated in healthy mice and 48hs later, infected with L.
infantum. It was observed a ~40% reduction in the parasite load in both liver and spleen. The
results herein presented are original and open up new perspectives for the evaluation of new
formulations containing these peptides combined or not with other epitopes as well as the use
of other adjuvants to burst the immune response. It is also important to emphasize the new
perspective to gain the path of immunotherapy considering the success of the passive
immunization herein obtained.

Keywords: Visceral leishmaniasis; Immune peptides; Vaccine; Synthetic peptides; Peptide-based

vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

Endémica em 98 paises, sobretudo, nas regides tropicais e subtropicais
do globo, as leishmanioses sdo um conjunto de doengas parasitarias causadas por pelo menos
vinte espécies diferentes de Leishmania (ALVAR; VELEZ; BERN; HERRERO et al., 2012;
ORGANIZATION, 2010). Por afetar, principalmente, pessoas de baixo nivel socioeconémico
e consequentemente, atrair poucos investimentos do setor farmacéutico, além de ndo ser
politicamente reconhecida e priorizada, essa parasitose tornou-se um fardo para a saude
mundial (JAIN; JAIN, 2015; MONGUI; PEREZ-LLANOS; YAMAMOTO; LOZANO et al.,
2015).

A disseminacdo da doenca ocorre durante o repasto sanguineo da fémea
do flebotomineo, popularmente conhecido como mosquito palha, para o desenvolvimento dos
ovos (KILLICK-KENDRICK, 1999). Neste processo, formas promastigotas presentes no tubo
digestivo do inseto sdo inoculadas no local da picada. Estes parasitas sdo fagocitados por células
do sistema fagocitico mononuclear, especialmente os macrofagos, onde ocorre a diferenciacéo
em amastigotas (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; SRIVASTAVA; SHANKAR; MISHRA;
SINGH, 2016).

O tipo de manifestacdo clinica € consequéncia de diferentes fatores,
como o grau de patogenicidade e infectividade da espécie; e genética, idade e resposta imune
do hospedeiro mamifero (MURRAY; BERMAN; DAVIES; SARAVIA, 2005). Por outro lado,
existem individuos que, naturalmente, apresentam resisténcia a infec¢do por Leishmania spp. e
ndo apresentam sintomas (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). H& trés formas
predominantes da doenca: a mais comum ¢é a leishmaniose cutanea (LC), manifestada pela
formacdo de lesdes na pele; a leishmaniose mucocutanea (LMC), que afeta as regides de
mucosa; e a leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da doenca, caracterizada por febre,
anemia e hepatoesplenomegalia (aumento demasiado do figado e bacgo), que pode ser fatal se
ndo tratada (HAILU; DAGNE; BOELAERT, 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2021a), estima-se que
0 namero de novos casos da LV esteja entre 50.000 e 90.000 por ano. A baixa disponibilidade
de farmacos, elevada toxicidade e eficacia reduzida, torna o tratamento longe de ser o ideal
(LAMOTTE; SPATH; RACHIDI; PRINA, 2017). Em 2019, 90% dos casos de LV relatados
no mundo ocorreram em dez paises, incluindo o Brasil (ORGANIZATION, 2021b). Além
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disso,, Segundo o Informe Epidemioldgico das Américas (2020), de todos os casos relatados na
América Latina, 97 % deles ocorreram no Brasil. A doenca, anteriormente considerada como
tipicamente rural, agora passa por um processo de urbanizacdo causado por grandes
desmatamentos e migracdes humanas (CARNEIRO CASTRO COSTA; MORALEJO
BERMUDI; COLEBRUSCO RODAS; NUNES et al., 2018).

Além das contribuices humanas para a propaga¢do e urbanizacdo da
doenca, ainda é importante considerar o papel epidemioldgico dos cdes na cadeia de transmissédo
da LV, em que os cdes domésticos apresentam-se como reservatérios do parasita, tanto nas
areas urbanas como nas periurbanas (SOLANO-GALLEGO; CARDOSO; PENNISI;
PETERSEN et al., 2017). Assim como em humanos, a infeccdo em cdes por Leishmania nao
obrigatoriamente levara ao aparecimento de sintomas, pois esses animais podem permanecer
assintomaticos por longos periodos de tempo ou nunca apresentar sinais clinicos (SOLANO-
GALLEGO; MIRO; KOUTINAS; CARDOSO et al., 2011). Segundo Esteva et al. (2017), um
em cada cinco cées infectados, nas regiGes endémicas, ndo manifestam a doenca, além de
existirem coinfecgbes que mascaram 0s sintomas da LV nesses animais, dificultando o
diagnostico (CHIN, 2000) e, consequentemente, o controle da doenca. Desta forma, a OMS,
entre outas agdes, preconiza o uso de profilaxia nos animais como medida de protecdo contra a
doenca. (ORGANIZATION, 1982).

Como medidas de controle, no Brasil, 0 Ministério da Salde destaca o
diagnostico, o tratamento precoce dos individuos doentes, bem como o uso de coleiras
impregnadas com inseticidas em cdes e, finalmente, o combate ao vetor. Entretanto a
efetividade destas acBes € ainda limitada (CARNEIRO CASTRO COSTA; MORALEJO
BERMUDI; COLEBRUSCO RODAS; NUNES et al., 2018). Para o tratamento de cées no
Brasil, apenas em 2016 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento autorizou o uso
da miltefosina, algo que ja é feito na Europa desde 2002. O uso da eutanasia, porém, ainda é
recomendado, principalmente, para os animais de rua, pelo bem estar do animal, e dependendo
das condicdes financeiras do dono para a realizacdo do tratamento (BRASIL, 2016; COSTA,
CODECO; BERMUDI; RODAS et al., 2020; DOS SANTOS NOGUEIRA; AVINO; GALVIS-
OVALLOS; PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2019), o qual apresenta custo elevado, podendo
alcancar o valor médio de R$ 2000,00 (tratamento completo), considerando um animal de
médio porte (30 a 40kg).

Desta forma, tendo em mente que a doenca acomete, principalmente,

pessoas de baixa renda e as dificuldades inerentes ao proprio tratamento, a vacinagao torna-se
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mais uma alternativa essencial para o combate a doenca, 0 que pode ser estendido aos caes
como uma forma mais econdmica de controle da infeccdo na populagdo canina,
consequentemente, diminuindo a dispersdo da doenca na populacdo humana. Para isso, é

importante conhecer os aspectos imunoldgicos da infeccéo para o desenvolvimento de vacinas.

1.2 A resposta imune nas leishmanioses

Em infeccOes causadas por Leishmania, para que um hospedeiro seja
capaz de resolver a infeccdo, é necessario que ele consiga ativar tanto o sistema imune inato
quanto o adquirido. Embora o primeiro seja o agente efetor da acdo leishmanicida, € por meio
do estimulo do segundo que ele consegue ser ativado (SHARMA; SINGH, 2009; TSAGOZIS;
KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005). A resposta imune baseada em linfocitos Thl é considerada
necessaria para se combater as leishmanioses, pois essas células produzem IFN-y, TNF-a e IL-
12 que auxiliam na ativacdo de macrdfagos. Belosevic et al. (1989) conseguiram transformar
camundongos, inicialmente resistentes a infec¢do, em animais susceptiveis pela neutralizacéo
do IFN-y com anticorpos. O mesmo foi observado ao inativar o gene codificador do IFN-y,
favorecendo o desenvolvimento de resposta Th2 em camundongos (WANG; REINER;
ZHENG; DALTON et al., 1994), tornando-os susceptiveis a infeccdo via producdo de citocinas
IL-4, IL-5e IL-13 (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

Analisando a progresséao da infeccdo por L. major em BALB/c, Locksley
et al. (1987) observaram a producdo de IL-4, enquanto C57BL/6 apresentou producédo de INF-
v, mas ndo IL-4, 0 que segundo o0s autores justificaria a resisténcia a infeccao por esse animal.
Outros autores demonstraram que a diferenca de susceptibilidade entre estas duas linhagens de
camundongos estdo ligadas a producdo de IL-12 pelas células dendriticas e a reatividade das
células T & essa citocina. Enquanto em BALB/c a producdo de IL-12 é menor, além de
apresentar linfocitos T pouco responsivos a ela, 0 oposto é observado na linhagem resistente
C57BL/6 (HIMMELRICH; PARRA-LOPEZ; TACCHINI-COTTIER; LOUIS et al., 1998;
LOUIS; HIMMELRICH; PARRA-LOPEZ; TACCHINI-COTTIER et al., 1998; LOUIS;
CONCEICAO-SILVA; HIMMELRICH; TACCHINI-COTTIER et al., 1998).

A citocina IL-10, identificada em amostras de pacientes com LV ativa
(BELKAID; HOFFMANN; MENDEZ; KAMHAWI et al., 2001; GOTO; LINDOSO, 2004;
MURPHY; WILLE; VILLEGAS; HUNTER et al., 2001), apresenta como mecanismo de acdo

a supresséo da producédo de IFN-y, favorecendo a resposta Th2 e, consequentemente, 0 parasita
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numa batalha injusta (GHALIB; WHITTLE; KUBIN; HASHIM et al., 1995; NYLEN;
MAURYA,; EIDSMO; MANANDHAR et al., 2007).

Apesar de o curso da infeccdo, geralmente, recair sobre os linfécitos T
auxiliares (CD4+), os linfocitos T citotoxicos (CD8+) também podem ter participacdo neste
processo (HOLADAY; SADICK; WANG; REINER et al., 1991; NYLEN; GAUTAM, 2010),
como descrito por Belkaid et al. (2002) e Stern et al. (1988), que também demonstraram a
participacdo de células CD8+ no controle tanto da LC quanto da LV. Tsagozis et al. (2003)
identificaram uma ac¢do dual dos linfocitos CD8+ em modelo experimental de camundongos
BALB/c infectados com Leishmania infantum, os quais atuaram tanto produzindo citocinas
IFN-y ¢ TNF-a quanto elevando a atividade citotdxica.

Quanto aos linfocitos B, sua atuacdo esta ligada a interagdo com 0s
linfécitos T auxiliares, agindo como células apresentadoras de antigeno nos estagios iniciais da
resposta imune, como mecanismo facilitador da sua prépria ativacdo e diferenciagdo. Dessa
forma, essa interagdo contribui para a producéo de citocinas e outros fatores que facilitam a
polarizacdo para a resposta Thl ou Th2 (CRAWFORD; MACLEOD; SCHUMACHER,;
CORLETT et al., 2006; RODRIGUEZ-PINTO, 2005). No entanto, apesar de alguns autores
afirmarem que o papel dos anticorpos na protecdo contra leishmaniose ainda ndo é certo
(BROWN; REINER, 1999; CALDAS; FAVALI; AQUINO; VINHAS et al., 2005; DEAK;
JAYAKUMAR; CHO; GOLDSMITH-PESTANA et al., 2010), sua participagdo na protecédo
ndo pode ser excluida, ja que pessoas soropositivas e moradoras de areas endémicas sdo mais
resistentes para desenvolver a doenca novamente (COSTA; STEWART; GOMES; GARCEZ
et al., 2002). De fato, em um estudo desenvolvido em Bihar, na india, de um grupo de 33% de
pessoas soropositivas para LV, apenas 3,5% desenvolveram a doenca (OSTYN; GIDWANI;
KHANAL; PICADO et al., 2011). Além disso, Scott (1986) e Woelbing (2006) observaram o
favorecimento da leishmaniose cutanea, causada por L. major, ao tratar animais resistentes
C3H/HeN e C57BL/6 com anticorpos anti-IgM e pela delecdo do gene para cadeia pesada dos
anticorpos. Ambos observaram a dependéncia dos linfocitos T das células B para ativagéo,

havendo, inclusive, reducdo na produgéo de IFN-y.

1.3 Vacinas e leishmaniose

A vacinacdo visa a reducdo da morbimortalidade de doencas e ajuda na
diminuicdo da circulacdo de patdgenos, consequentemente, € uma ferramenta muito eficaz para
o controle de doengas (BARBIERI; COUTO; AITH, 2017). Ao se tratar das leishmanioses, as
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pesquisas com vacinas se fundamentam na protecéo contra a reinfec¢do apos a resolucéo da
infeccdo (ALVAR; CROFT; KAYE; KHAMESIPOUR et al., 2013; BEAUMIER; GILLESPIE;
HOTEZ; BOTTAZZI, 2013). Desta forma, por anos, diversas pesquisas foram conduzidas com
0 propésito de desenvolver uma vacina capaz de apresentar protecdo contra a infeccdo por
Leishmania.

A primeira geragdo de vacinas envolveu o uso de Leishmania viva e
virulenta na formulacdo. Essas metodologias, conhecidas como leishmunizacdo, sdo datadas
desde 1911 e foram utilizadas por mais de 60 anos (SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI,
2014). A leishmunizacdo foi abandonada ao longo dos anos para dar espaco a outras formas de
imunizacdo mais seguras. O uso de patdgenos atenuados foi, a seguir, outra estratégia adotada.
Essa atenuacdo pode ser realizada via acdo fisica (temperatura e irradiacdo), quimica
(compostos mutagénicos, antibiotico) ou genética (cultivo por longas passagens ou
manipulacdo genética), enquanto a obtencdo do patdégeno morto, por autoclavagem,
pasteurizacdo ou rompimento por merthiolate ou fenol (NAGILL; KAUR, 2011;
SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI, 2014).

Bruhn et al. (2012) utilizaram L. infantum atenuada por processos fisicos
para imunizar camundongos, 0s quais mostraram-se parcialmente protegidos contra posterior
desafio. Resultado semelhante foi observado por Anand & Madhubada (2015) ao modificar,
geneticamente, L. donovani, tornando-a deficiente para a enzima arabino-1,4-lactone oxidase
ligada a sintese de acido ascérbico. Os animais imunizados e, posteriormente, desafiados,
apresentaram reducdo significativa na carga parasitaria (90%) e produziram uma resposta Th1l.

Fiuza et al. (2015) ), por uma abordagem genética, deletou o gene da
centrina de L. donovani e demonstrou as propriedades imunogénicas desta cepa em Beagles, 0s
quais produziram citocinas IL-12 e IFN-y associadas a elevados niveis de 1gG2a. E interessante
destacar que Zhang e colaboradores (2020) geraram uma linhagem de L. major também
geneticamente modificada para o gene da centrina, porém, utilizando a ferramenta de edicao
génica CRISPR-CAS9 para produzir células nocauteadas sem carregar marcadores de
resisténcia a drogas comuns neste tipo de abordagem, possibilitando a aplicacdo futura desta
estratégia de leishmanizacdo em ensaios clinicos em humanos.

Ja as vacinas de segunda geracdo, compreendem fracdes purificadas de
extrato de Leishmania ou subunidades do parasita, podendo ser peptideos/proteinas
recombinantes ou sintéticos (DAS; ALI, 2012). A aplicacdo da tecnologia do DNA

recombinante permitiu superar problemas de seguranca relacionados as vacinas de primeira
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geracgdo (viruléncia em hospedeiros susceptiveis e a reversdo da atenuacdo) (NASCIMENTO;
LEITE, 2012), assim como a possibilidade de trabalhar com uma ou mais proteinas expressas
nos estagios dos patdgenos relevantes para o desenvolvimento da infeccdo (JOSHI; RAWAT,;
YADAV; KUMAR et al., 2014).

O primeiro antigeno recombinante testado foi a glicoproteina GP63,
altamente conservada entre as diferentes espécies de Leishmania, a qual gerou um efeito
protetor tanto para LV quanto para LC quando utilizada em sua forma nativa. Entretanto, a sua
forma recombinante produzida em Escherichia coli ndo foi capaz de gerar a mesma resposta
(BHOWMICK; RAVINDRAN; ALI, 2008; HANDMAN; BUTTON; MCMASTER, 1990;
KAHL; LELCHUK; SCOTT; BEESLEY, 1990), embora estudos posteriores mostraram
resultados mais promissores com a forma recombinante da GP63, obtidos pela mudanca na via
de administracdo do antigeno e do adjuvante utilizado (ABDELHAK; LOUZIR; TIMM; BLEL
et al.,, 1995; JAAFARI; BADIEE; KHAMESIPOUR; SAMIEI et al.,, 2007; JAAFARI,
GHAFARIAN; FARROKH-GISOUR; SAMIEI et al., 2006; MAZUMDER; MAIJI; DAS; AL,
2011).

Kumar et al. (2010) testaram as proteinas KPM1l, A2, CPB,
K26/HASPB, NH e SMT de L. infantum como alvo vacinal. Das seis proteinas, apenas A2 e
KPM11 tiveram baixa eficiéncia na reducdo da carga parasitaria em camundongos, apesar de
aproteina A2 ter sido capaz de estimular a producdo de IFN-y. A proteina A2 presente no
reticulo endoplasmatico de vérias espécies de Leishmania é alvo de estudo desde o inicio dos
anos 2000 (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010). Oliveira et al (2011) também mostraram a
presenca de outros alelos deste gene. Ghosh et al. (2001) e Celho et al.(2003) demonstraram a
capacidade da A2 em induzir resposta Thl para o controle de infec¢Bes causadas por L.
donovani ou L. amazonensis, assim como a producdo de IFN-y e resposta humoral consistente.
No Brasil, estudos com a A2 foram realizados por Fernandes et al. (2008) ao investigar a
imunogenicidade desta proteina, usando saponina como adjuvante no controle da LV. Tal
trabalho resultou na vacina Leish-Tec®, que provou ter aumento na producao de IFN-y em cées
e reducdo de I1L-10 (FERNANDES; COELHO; MACHADO-COELHO; GRIMALDI et al.,
2012).

Maroof et al. (2012) propuseram o desenvolvimento de uma vacina para
LV, usando com sucesso adenovirus como vetor para "delivery” de fragmentos das proteinas
KMP11 e HASPB, sendo esta ultima associada & producdo de IFN-y, IL-12 e IL-10.
Posteriormente, Cecilio et al. (2017) estimularam células da medula éssea de pacientes de
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regides endémicas para LV com infeccdo ativa ou curados com as proteinas KMP11 e LeishF3,
verificando maior producéo de IFN-y, TNF-a e IL-10 ap6s o estimulo com KMP11. Entretanto,
apos imunizacdo de BALB/c com essas proteinas, houve resposta imune apenas contra a
proteina LeishF3, ndo havendo producdo de anticorpos contra KMP11, demonstrando que,
apesar de ser reconhecida por células que ja estiveram em contato com Leishmania, a proteina
por si s ndo e capaz de elicitar uma resposta imunoldgica eficaz. Sendo assim, torna-se
importante buscar alternativas, como outros adjuvantes para impulsionar a resposta imune.
Ainda dentro da segunda geracdo de vacinas, ha a estratégia da
imunoprotedmica em identificar novas proteinas, cuja funcéo e caracteristicas ainda ndo foram
estudadas (proteinas hipotéticas), como possiveis antigenos vacinais (COELHO; OLIVEIRA,;
VALADARES; CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2012). Lage et al. (2016) utilizaram proteina
hipotética especifica de L. infantum (LiHyD) na imunizacdo de camundongos BALB/c tendo
como adjuvante saponina de Quillaja saponaria. Os animais imunizados apresentaram resposta
Th1, com aumento na produgdo de IFN-y e IL-12, mas baixos niveis de IL-4 e IL-10. Para a
avaliacdo daprotecdo cruzada, os animais foram desafiados com L. braziliensis e L. major,
apresentando reducdo significativa da carga parasitaria para as duas infeccdes, além de reducéo
no inchaco na pata destes. Curiosamente, Duarte et al. (2016) realizou o contrario e avaliou a
capacidade de protecdo cruzada das proteinas de L. brasiliensis contra a infecgdo por L.
infantum. A proteina EiF5a e a proteina hipotética de L. brasiliensis, LbHyp, foram expressas
purificadas e usadas como antigenos em BALB/c, tendo saponina como adjuvante.
Observaram-se a polarizacao da resposta para Th1l com producdo maior de 1gG2a que IgG1 e
aumento na expressao de IL-12 e IFN-y. Ainda, 0s grupos imunizados com a combinacédo das
proteinas apresentaram carga parasitaria menor que aqueles que receberam apenas uma proteina.
Martins et al. (2017) construiram uma proteina recombinante quimérica
a partir de epitopos de proteinas LiHypl, LiHyp6, HRF e LiHyV, anteriormente avaliadas
qguanto a imunogenicidade e que apresentaram capacidade protetora em camundongos. A
quimera causou redugdo na carga parasitaria dos animais imunizados, aumento das citocinas
Thl, IL-12, IFN-y, supressao de IL-4 e IL-10 e significativa presenca de IgG2a tanto antes

guanto apds o desafio.

1.4 Vacina de peptideos

A vacinologia reversa é uma técnica que associa biologia molecular e

bioinformatica para fazer predi¢cbes com modelos matematicos e computacionais, além de
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possibilitar o desenvolvimento mais estratégico de vacinas, pois a sele¢do in silico permite
identificar, diretamente, epitopos que sdo mais provaveis de desenvolver resposta protetora e
conseguinte exclusdo de sequéncias desnecessarias (MOXON; RECHE; RAPPUOLI, 2019).
As principais vantagens dessa estratégia sdo sensibilidade, ndo necessidade de cultivo do
patdgeno e identificacdo de qualquer antigeno independentemente da quantidade de material
para testes vacinais (DALSASS; BROZZI; MEDINI; RAPPUOLL, 2019).

Desta forma, a sintese quimica de peptideo torna-se uma ferramenta
facilitadora na producdo de porcdes proteicas minimas. Ela se baseia na formacéo da ligacéo
peptidica entre o grupo amino e carboxilico de dois aminoéacidos permitindo a extensdo da
sequéncia por processos repetitivos (MERRIFIELD, 1963). Relatada desde 1903 por Emil
Fischer, a sintese quimica de peptideo evoluiu, tornando-se vantajosa pelo baixo custo no
escalonamento da producéo, pela boa reprodutibilidade rapidez, principalmente, através da
técnica de sintese em fase sélida, e pela automatizacdo do processo (FISCHER; OTTO, 1903;
JOSHI; RAWAT; YADAV; KUMAR et al., 2014; MERRIFIELD, 1963; SKWARCZYNSKI,
TOTH, 2016).

Quanto as vacinas peptidicas, por serem quimicamente produzidas, o0s
peptideos podem ser totalmente caracterizados. Assim como uma droga quimica comum, s&o,
geralmente, sollUveis em &gua, estaveis em condicBes de armazenamento simples e a
estabilidade e pureza podem ser conferidas via técnicas analiticas. Além disso, problemas
associados a contaminantes biologicos sdo removidos, sdo menos provaveis a induzir respostas
alérgicas ou doencas autoimunes, assim como ndo ha risco de integracdo genética ou
recombinacdo (problema enfrentado por vacinas de DNA) (PURCELL; MCCLUSKEY;
ROSSJOHN, 2007; SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016).

Vijayamahantesh et al. (2017) investigaram a producédo de IL-12, IL-2,
IFN-y e IL-10 por PBMC em resposta ao estimulo de cinco imuno-peptideos selecionados in
silico e derivados da enzima 3’-Nucleotidase de L. infantum. Estes foram capazes de estimular
a producdo de IL-12, IL-2 e IFN-y nas células e de aumentar a proliferacdo dos linfocitos T.
Outros estudos valeram-se de trabalhos prévios de proteinas ja caracterizadas quanto as suas
propriedades imunogénicas. De fato, Agallou et al. (2014) identificaram peptideos derivados
de KMP-11, H1, CPA e LelF, mostrando a capacidade de gerar a proliferacdo das células do

baco, assim como induzir o aumento de IFN-y.
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1.5 Vacinas para caes

Até 2020, quatro vacinas para cdes eram comercializadas no mundo,
sendo duas no Brasil (Leishmune® e Leish-Tec®) e duas na Europa (CaniLeish® e LetiFend®).
No entanto, a eficiéncia dessas vacinas continua em andlise apesar da comercializacdo (VELEZ;
GALLEGO, 2020). Dentre as vacinas comercializadas no Brasil, a Leishmune®, licenciada em
2004, produzida pela Zoetis, foi retirada do mercado 10 anos apds aprovacédo pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) devido a insuficiéncia nos dados obtidos
pela fase Ill do estudo clinico, ndo atendendo aos requisitos da Instru¢cdo Normativa
Interministerial n° 31 de 09 de julho de 2007 (MAPA, 2019). A vacina Leishmune® possuia
em sua formulacdo a glicoproteina FML (ligante de fucose manose), isolada de L. donovani,
que esta presente na superficie da Leishmania durante o ciclo celular, além de saponina como
adjuvante(DANTAS-TORRES, 2006).

A segunda, Leish-Tec®, licenciada em 2007, produzida pelo laboratorio
Ceva, € atualmente a Unica vacina disponivel para cées na prevencdo da LV, composta da
proteina recombinante A2 de L. donovani e saponina como adjuvante. Apesar de ja estar no
mercado, ndo apresentou eficacia adequada quando avaliada em estudos de campo, implicando
na nao reducdo da doenca em é&reas endémicas (GRIMALDI; TEVA; DOS-SANTOS;
SANTOS et al., 2017; VELEZ; GALLEGO, 2020).

Deste modo, diante dos resultados pouco conclusivos sobre a resposta
imune protetora das diferentes vacinas de primeira ou segunda geracOes apresentadas acima,
verifica-se a necessidade de continuar a busca por antigenos capazes de, efetivamente, controlar
a doenca no hospedeiro mamifero, ao mesmo tempo em que possa atuar como blogueador da
transmissao do reservatério mamifero para o flebotomineo. Isto posto, este trabalho visa avaliar
peptideos originados de duas proteinas hipotéticas de L. infantum como candidatos a vacina
contra a LV, a proteina LC36 (LINF_360049000) e a LC06 (LINF_220009200), cujas
caracteristicas de antigenicidade foram demonstradas, anteriormente, por estudos conduzidos
em nosso laboratorio (LIMA, 2015b; NOGUEIRA; DEL CISTIA; URBACZEK; JUSI et al.,
2018).

A anadlise in silico baseada no banco de dados Bcipep (SAHA;
RAGHAVA, 2006) indicou, como potencial epitopo para células B, uma regido contendo os
primeiros 256 aminoacidos da proteina LC36, a qual foi expressa em E. coli fusionada a uma
cauda de histidina. Apesar da baixa solubilidade da proteina, o que afetou negativamente o

rendimento da proteina expressa em E. coli, Nogueira et al.(2018) demonstraram a
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imunorreatividade deste epitopo em ensaios de ELISA utilizando soro de cdes positivos para
LV, mostrando boa performance para aplicacdo no diagnostico de LV canina (85% de
sensibilidade e 71% de especificidade).

A proteina LCO6 apresenta repeticbes em tandem, geralmente associadas
como alvos de reconhecimento para resposta imune produzida pelos linfécitos B (GOTO;
COLER; GUDERIAN; MOHAMATH et al., 2006). Lima (2015), durante o desenvolvimento
de seu trabalho de conclusdo de curso, utilizou a estratégia de sintese quimica, visando a
obtencdo da proteina para os testes de imunorreatividade frente a soros de caes positivos para
LV, ao invés de utilizar sistemas de expressdo heter6logos, visto que as repeticGes presentes
em LCO06 (183 nucleotideos que se repetem 31 vezes na sequéncia) dificultaram a etapa de
amplificacdo do gene. Foi obtida, com sucesso, a sintese de dois peptideos com 20 e 30 residuos,
0S quais apresentaram-se imunorreativos em testes de ELISA frente a soros de caes positivos

para LV.

2 OBJETIVO

Avaliacdo do potencial imunogénico e protetor das proteinas LC36 e
LCO06 de L. infantum em estudos pré-clinicos para o desenvolvimento de uma vacina para

controle da leishmaniose visceral.

Os objetivos especificos do projeto séo:
e Auvaliar estratégias de expressdo para producdo das proteinas recombinantes LC36 e
LCO6:
o Amplificar e clonar LC36 e LCO06 no vetor pMAL-p5x para expressao em fuséo
com proteina Maltose Binding Protein (MBP) em E. coli;
o Amplificar e clonar LC36 e LCO06, fusionada ou ndo a MBP, no vetor
pBSOEXyYIRPxylA_V2 para expressdo em diferentes linhagens de B. subtilis;

e Sintese quimica de peptideos derivados de LC36 e LCO6;
o LCO06: sintese do peptideo EV0410;
o LC36: mapeamento e selecdo de epitopos para sintese de peptideos derivados da
proteina LC36;

e Identificacdo e selecdo de peptideos imunogénicos;
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e Auvaliagdo do potencial imunogénico e protetor de antigenos derivados de LC36 e LC06
utilizando o modelo experimental BALB/c;
o Imunizacdo de camundongos com os peptideos derivados de LC36 e LCO6;
o Determinacdo de niveis de IgG especificos e subclasses 1gG1 e 1gG2a;
o Infecgdo dos camundongos imunizados para realizacao de ensaio de desafio;

o Determinacao da carga parasitaria.

e Auvaliagdo do potencial protetor de anticorpos murino contra L. infantum.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais
Foram utilizados camundongos BALB/c machos, com cinco a seis

semanas de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo na Area de Ciéncia de
Animais de Laboratério (CEMIB), UNICAMP, Campinas, S&o Paulo. Grupos de cinco animais
foram mantidos em caixas individuais, em grupos de cinco, em condi¢fes ambientais estaveis
(23°C £ 2°C de temperatura e 56% de umidade relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 horas.
Agua e ragdo foram oferecidas ad libitum. Todos os procedimentos realizados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara — UNESP (CEUA/FCF/CAr n° 19/2020).

3.2 Linhagens de L. infantum

Foram utilizadas as cepas de L. infantum MHOM/BR/1972/LD e
MHOM/MAG67ITMAP263, gentilmente cedidas pelos Drs. José Angelo Lindoso (Instituto de
Medicina Tropical, USP) e André Gustavo Tempone Cardoso (Instituto Adolfo Lutz) e
mantidas no Laboratério de Bioquimica e Biologia molecular de Tripanossomatideos,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara.

3.3 Linhagens de bactérias

As linhagens e os genotipos de E. coli e B. subitilis utilizadas neste estudo

estdo descritas no quadro abaixo:
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Quadro 1— Linhagens e genotipos de bactérias. Fonte: Elaborada pelo autor

Linhagem Genaotipo Referéncia
) hsdR, mcRA, lacZAM15, endAl,
E. coli TOP10
recAl
_ B F— dcmompThsdS(rB— mB-)
E. coli BL21(DE3)
gal\M(DE3)
) F—ompThsdS (rB-mB-) ]
E. coli BL21 *E. coli genotypes-
dcm+TetrgalendAHte Open Wet Ware
Codon Plus '
[argUproL.Camr]

F- ompThsdSB(RB- mB-) gal
demA(DES3 [lacllacUV5-T7 gene 1
ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE
(Camr)

AnprE AaprE Aepr Ampr AnprB Dr. Zeigler, Bacillus

E. coli Rosetta

B. subtilis KO7 )
Avpr Abpr Genetic Stock Center

- trpC2 ASPB Askin APBSX Apro¢l
B. subtilis A6 Westers (2003)
Apks::CmR, Apro$3

* https://openwetware.org/wiki/E. coli_genotypes

3.4 Meios de cultura

Schneider completo (Sigma-Aldrich) pH 6,9; suplementado com
bicarbonato de sddio 4,7 mmol.L-%; cloreto de calcio hidratado 5,5 mmol.L"1; tamp&o Hepes 5
mmol.L-%; Soro fetal bovino 10%; gentamicina 10 mg.mL™; estreptomicina 100 pg.mL?,
penicilinal00 U.mL. Filtrado em membrana de 0,22 pm (Kasvi®) e armazenado a 4°C.

LB (Luria Bertani) pH 7,5; Triptona 10 g.L*; extrato de levedura 5 g.L-
1-e NaCl 5 g.L™%; quando necessario meio sélido, adigdo de agar 15g.L%. O meio foi autoclavado
a121°C por 20 minutos. Quando necessario, antibidticos foram acrescentados de acordo com a
requisi¢cdo dos protocolos de transformacao bacteriana.

RPMI completo (Roswell Park Memorial Institue medium)(Gibco®) pH
7,2; bicarbonato de sodio 23,8 mmol.L"*; tampao Hepes 9,9 mmol.L"*; Soro fetal bovino 10%;
estreptomicina 100 pg.mL™?, penicilina 100 U.mL™. Filtrado em membrana de 0,22 pm
(Kasvi®).


https://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes
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SpII+EGTA pH 7,2; 200 mL de T base ((NH4)2S0s 2 g.L%,
K2HPO4-3H,0 18,3 g.L !, KHPO 6 g.L?, citrato de sddio-2H20 1 g.L %), glicose 50% (m/v),
MgS04-3H20 1,2% (m/v), Extrato de levedura 10% (m/v), casamino acids 1% (m/v) e EDTA

1 mmol.L ™.

3.5 Sequéncias

As sequéncias completas de nucleotideos e de aminoacidos referentes as
ORFs hipotéticas 1c36 (numero de acesso LINF_360049000) e Ic06 (nUmero de acesso
LINF_220009200) (Anexo) foram obtidas da base de dados TriTrypDB, Kinetoplastid
Genomics Resource (https://tritrypdb.org/tritrypdb/), acesso em 03 de julho de 2020.

3.6 Extracgdo de DNA genémico (JDNA)

DNA gendémico (gDNA) de L. infantum foi extraido utilizando o kit de
extragdo de DNA gendmico Invitrogen™ PureLink™, de acordo com as recomendagdes do
fabricante, seguido de quantificacdo em espectrofotdbmetro NanoDrop Lite Spectrophotometer

(Thermo Scientific) e mantido a 4°C até o momento do uso.

3.7 Amplificagdo de DNA

Para amplificacdo de DNA, a composi¢do do mix para reacao de PCR foi
500 ng de gDNA; tampdo Taq DNA polimerase 1X; dNTP 0,2 mmol.L?; oligonucleotideos
iniciadores 0,5 umol.L™ (tabela 2); MgCl, 1,5 mmol.L" e Tag DNA Polimerase High Fidelity
1,25 U (Cellco Biotecnologia®), seguindo o seguinte padréo de ciclagem: 94°C por 3 min; 35
ciclos de 94°C por 1 min; 55°C por 30 s e 72°C por 3 min; 72°C por 7 min; e mantidos a 4°C

até 0 momento do uso em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers (Ideal Lab®).
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Quadro 2 — Oligonucleotideos iniciadores para a PCR performada em todas as estratégias de
clonagens. Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)

(Continua)
Oligonucleotideos Sequéncia 5’ — 3’ Produto
CTGAGGAATTCAAAAAAAAATTCTAGAGAGCTGAT
LC36-Completa-RBS
TAACTAATAAGGAGGACAAACAT
(BBp)_fw
GGGGCGAATCGACTCCTC
ORF Ic36
. TTAGCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATTATTAGTGAT
LC36-Completa-Histag
(BBs) GGTGATGATGATGATGGCCGCTGCTGCTGCCGCGC
S)_rv
- GGCACCAGAGAGTTAGTCGGCAGCCGAGG
Fw Thrombin-LC36 AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCATGGG
GCGAATCGAC ORF Ic36
Rv_Thrombin-Lc36
AAAGATATCAAGAGTTAGTCGGCAGCCGA
Fw_pBSOE-MBP- AAAGAATTCAAAAAAAAATTCTAGAGAGCTGATTA
Thrombin-LC36 ACTAATAAGGAGGACAAACATGAAAATCGAAGAA
GGTAAACTGGTAATCTGGATTAAC MBP::1c36
Rv_pBSOE-MBP- TTAGCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATTATTAAG
Thrombin-LC36 AGTTAGTCGGCAGCCGAGG
P. Fw- AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCGACGC
LinJ22.0300_Trombin_ | AGAGTTCTTTCCCAAGAACC
10/2019 ORF Ic06
AAAGATATCAGCGATTCGAACGAACCCAC
Rv_Thrombin-Lc06
Fw_Thrombin-LC36
740h AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCGGGCG
~1ep AA TCGACTCCTCTTGTG LC36 Fragmento
774 pb
Rv_Thrombin-LC36
AAAGATATCACGCGACGTCCACCTGCT
_T74pb
Fw_402 GCGATATCCACTTCATCCACTC Sequenciamento do
pBSOEXYIRPxyIA _
Rv_403 CGTTGGCCGATTCATTAATG V2- [RFP]

Azul - Biobrick Prefixo (EcoRI e Xbal); Lilas — Biobrick Sufixo (Spel e Pstl); Verde — Sito de Trombina;
Laranja — HisTag7; Marrom — Regido de ligacdo ao ribossomo; Sitio Ncol e Sitio ECORV. Regido para
anelar a ORF.
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Quadro 2 — Oligonucleotideos iniciadores para a PCR performada em todas as estratégias de
clonagens. Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)
(Conclusao)

Oligonucleotideos Sequéncia 5’ — 3’ Produto
Fw_472 GCGTATTGCCGCCACTATG Sequenciamento do
Rv_473 TGTCCTACTAGGAGAGCGTTCAC PMAL-p5x

CTGAGGAATTCAAAAAAAAATTCTAGAGAGCTGAT
TAACTAATAAGGAGGACAAACATGGCGCAAGCGGT

Fw_EV0410
GTCATCAGCGGAAGGAGGATCAAGAGCGGCGCTG
GAAGCGACAGAAGCGGCGGAAAGAGCGGA E\ouL0
TTAGCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATTATTA
GCCGCTGCTGCTGCCG
Rv_EV0410

CGCGGCACCAGCGCTCTTTCTTGTTCCGCTCTTTCC

GCCGCTTCTGTCGCTTCCAGCGCCGCTC
Azul - Biobrick Prefixo (EcoRI e Xbal); Lilas — Biobrick Sufixo (Spel e Pstl); Verde — Sito de Trombina;

Laranja — HisTag7; Marrom — Regido de ligac&o ao ribossomo; Sitio Ncol e Sitio ECORV. Regido para
anelar a ORF.

3.8 Manipulacédo de DNA

As anéalises dos DNAs foram feitas por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com Brometo de Etideo (10 mg.mL™), em tamp&o TAE 1X (Tris-Acetato 40 mmol.L"%;
EDTA 2 mmol.L?, pH 8,5), sob tensdo de 3 V.cm™ (Fonte BioRad), e visualizagdo sob luz
ultravioleta (UV). As imagens foram capturadas utilizando-se fotodocumentador “Capturador
de Imagens” (Loccus Biotecnologia molecular Imaging). Os fragmentos de amplificagéo/
restricdo foram purificados utilizando-se os kits PCR Purification Kit ou Agarose Gel
Extraction Kit (Cellco Biotecnologia®), seguindo as instrucdes do fabricante. As Reacdes de
digestdo, desfosforilacdo e ligacdo de DNA seguiram as especificacfes dos fabricantes das

enzimas.

3.9 Transformacao bacteriana

E. coli: Para obtencdo de E. coli Top 10, BL21, BL21 Cddon Plus ou
Rosetta eletrocompetentes, o processo se deu como previamente descrito, mas com algumas
modificagdes (MILLER; NICKOLOF, 1995). Resumidamente, 2 mL de uma cultura, crescida
durante a noite, foram inoculadoss em 250 mL de LB sob agitacdo a 37°C até alcancar

Densidade Otica, a 600 nm (ODgoonm), de 0,4-0,5. Seguidamente, s&o realizados trés processos
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de lavagens e centrifugacGes com agua mili-Q gelada estéril, sendo o pellet da dltima
centrifugacgdo ressuspenso em glicerol 10% e a suspensao aliquotada em microtubos.

A aliquota de 35 upL de bactéria eletrocompetentes, ap6s adicdo do
produto da ligacdo, foi transferida para uma cubeta de eletropora¢do com abertura de arco de
0,1 cm previamente resfriada no gelo. Apos a eletroporacdo, realizada (“Programa 3”) no
equipamento NucleofectorTM 2b Device (Lonza Biosciences), indicado para bactérias, o
conteddo da cubeta foi transferido para o meio LB, seguida de incubacdo em banho-maria a
37°C por uma hora. As bactérias foram, entdo, plaqueadas em meio solido LB + ampicilina
(100 pg.mL?) e incubadas em estufa a 37°C durante a noite.

B. subtilis: As cepas KO7 e A6 foram transformadas como descrito a
seqguir: B. subtilis quimio-competentes, previamente preparadas de acordo com Bron et al.
(1999), foram retiradas do freezer e deixadas em banho maria a 37°C por trinta minutos; o
mesmo se fez com o meio SplI+EGTA. A bactéria quimio-competente foi diluida com o meio
(proporcgéo 1:1), sequido de adi¢do de 1 uL do DNA recombinante, e colocada para crescer por
1 hora em shaker a 250 rpm. Ap0s este periodo de incubacdo, as bactérias foram plaqueadas

em meio LB + eritromicina (1 pg.mL™).

3.10 Extragéo de DNA plasmidial (pDNA)

Minipreparacdo: Coldnias bacterianas transformantes foram inoculadas
em 5 mL de meio LB contendo 100 pug.mL™ de ampicilina, sendo incubadas, em seguida, por
16 horas em Shaker a 37°C e 250 rpm para a extracao de pDNA. Recolheu-se 1,5 mL do pré-
inéculo em microtubo, e a extracdo do pDNA foi realizada utilizando o kit QIAGEN® Plasmid
Miniprep Kit (Qiagen) e PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) conforme as
especificacbes dos fabricantes. O pDNA foi eluido em agua mili-Q estéril, quantificado em
NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e armazenado a -20°C.

Midipreparagdo: Pipetou-se 25 pL de um pré-indculo das colbnias
transformantes em 50 mL de meio LB contendo 100 pg.mL™* de ampicilina, seguido por
incubacdo em Shaker, durante a noite, a 37°C sob agitacédo constante a 250 rpm. A extracao do
pDNA foi realizada utilizando o kit QIAGEN® Plasmid Midiprep Kit (Qiagen) conforme
especificacbes do fabricante e eluido em 100 pL de agua mili-Q estéril, quantificado em
espectrofotobmetro NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e armazenado a
- 20°C.
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3.11 Sequenciamento

As sequéncias dos plasmideos recombinantes obtidos neste trabalho
foram confirmadas por sequenciamento no equipamento ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
do Laboratorio de Analises Biomoleculares Multiusuérios da Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. As amostras previamente preparadas com o Kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) utilizando oligonucleotideos

adequados.

3.12 PCR de colbnia

Colonias transformantes, cultivadas durante a noite, foram ressuspensas
em tamp&o Tris-HCI 0,1 mol.L?, mantidas por cinco min em gelo e, posteriormente, lisadas
em cinco ciclos de: aquecimento por um minuto em micro-ondas e incubagdo em gelo por trinta

segundos. Um volume de 2 pL deste lisado foi utilizado como molde em reacéo de PCR.

3.13 Expressao de proteinas recombinantes

B. subtilis: para a expressdo das proteinas LC36 e MBP::LC36, foi
preparado um pré-in6culo (10 mL) cultivado durante a noite a 37°C sob agitacdo constante a
250 rpm e, posteriormente, transferido para 100 mL de meio LB, o qual foi incubado a 37°C a
250 rpm até a DOsoonm atingir 0,7 (~ 6 horas). Neste ponto, adicionou-se xilose 0,5 % (estoque
50% m/v) para inducdo da expressao a 37°C, 30°C ou 25°C por 18 horas. As culturas induzidas
foram centrifugadas a 6000 g por vinte minutos e os precipitados, armazenados a -20°C até o
momento do uso.

E. coli: para a expressdo das proteinas MBP::LC36 e LC36_774pb, foi
preparado um pré-indculo (10 mL) cultivado durante a noite a 37°C sob agitacdo constante a
250 rpm e, posteriormente, transferido para 100 mL de meio LB suplementado com Glicose
20% m/v), o qual foi incubado a 37°C a 250 rpm até a DOeoonm atingir 0,5 ou acima (~ 4 horas).
Neste ponto, adicionou-se IPTG 0,3 mmol.L para inducio da expressdo. Realizou-se a indugdo
a 37°C por 18 horas. As culturas induzidas foram centrifugadas a 6000 g por vinte minutos e

0s precipitados, armazenados a -20°C até o momento do uso.

3.14 Extracao da proteina
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Para o rompimento das bactérias recombinantes, os precipitados obtidos
e descritos em 3.13 foram homogeneizados em tampdo PBS (NaCl 137 mmol.L?, KCI 2,7
mmol.L, Na,HPOs 10 mmol.L?, KH,PO4 1,8 mmol.L ). As células de B. subtilis foram
rompidas em sonicador (Ultronique, Eco-sonics Modelo: DESRUPTOR) por meio de 90 ciclos,
enquanto as células de E. coli foram rompidas com oito ciclos, sendo cada ciclo composto de
15 segundos em sonicador e 10 segundos de repouso em gelo. Todos os extratos foram
centrifugados a 6000 g por 20 minutos e tanto os sobrenadantes quanto os precipitados foram
armazenados a -20°C até o0 momento do uso. Para averiguar a expressao da proteina, os lisados
foram resolvidos em gel SDS-PAGE 10% acrilamida/bisacrilamida (SAMBROOK et al. 2001).
Apos a corrida, os géis foram armazenados a 4-8°C (geladeira) até 0 momento do uso.

3.15 Western Blot

Para a transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose,
utilizou-se o Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio Rad) a 2,5 A e tensdo crescente até
25 V por trés minutos. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da membrana por uma hora,
com solugdo PBST (NaCl 137mol.L?, KCI 2,7 mmol.L, NazHPO4 10 mmol.L?, KH,PO4 1,8
mmol.L e Tween20 0,05% v/v) BSA 3% m/v e incubacgio a temperatura ambiente com
anticorpo anti-6His (Sigma-Aldrich) (1:1500) por uma hora. Emseguida, foi realizada a
lavagem com solucdo PBST BSA 3% m/v por trés vezes e incubacdo com anti-lgG de
camundongo conjugado com Horseradish Peroxidase (HRP) (Thermo Scientific™) (1:40000)
por uma hora. Finalmente, a membrana foi lavada trés vezes com solugdo PBST e revelada com
solucdo One-Step Ultra TMB-Blotting (Bio Rad).

3.16 Obtencdo do EV0410 para clonagem

Dois oligonucleotideos de 40 pb, complementares e correspondentes,
desenhados para codificarem o peptideo EV0410 (30 residuos de aminoacidos), foram diluidos
em tampao pH 8 Tris-HCI 10 mmol. Lt e EDTA 0,1 mmol.L*,combinados em microtubo na
proporcdo 1:1,aquecidos a 98°C por 10 min e resfriados até a temperatura ambiente para
permitir o anelamento das duas fitas de DNA. Em seguida, para a extensao das extremidades 5’
overhang, misturou-se aos oligonucleotideos 12,5 mM a seguinte solugdo: 0,2 mmol.L? de

dNTP; 1,5 mmol.L* de MgCl, e 2,5 U de Taq Pfu. A reacéo ocorreu a 72°C por duas horas em
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termociclador Amplitherm Thermal Cyclers (Ideal Lab®) seguida de purificagéo e digestéo para
0s procedimentos de clonagem.

3.17 Predicao de epitopos para células B

Para os epitopos de células B, utilizou-se o servidor IEDBB Cells
(http://tools.iedb.org/bcell/, acessado em 06/06/20) e Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0.
O primeiro prevé epitopos usando combinacdo do método oculto de Markov e escala de
propensdo, calculando a possibilidade de a sequéncia de aminoacidos ser reconhecida pelas
células B, (threshold igual a 0,35) (ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006; JE.; O; M., 2006;
LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006; PONOMARENKO; BOURNE, 2007). O segundo utiliza
o algoritmo Random Forest, treinado com sequéncias peptidicas experimentalmente
determinadas, como epitopos e ndo-epitopos, sendo selecionadas aquelas sequéncias a partir do
threshold igual a 0,5 (JESPERSEN; PETERS; NIELSEN; MARCATILI, 2017). Utilizou-se,
também, o servidor ABCpep (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html, acessado
em 06/06/20), o qual utiliza um banco de dados e uma rede neural artificial para predicdo de
possiveis epitopos para células B (SAHA; RAGHAVA, 2006). Em seguida, os epitopos obtidos
foram avaliados no Vaxjen 2.0 (www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html,
acessado em 06/06/20), o qual avalia antigenos pelas propriedades fisico-quimicas organismo-
especificas, havendo valor minimo de threshold igual a 0,5 (DOYTCHINOVA; FLOWER,
2007a; b; DOYTCHINOVA,; FLOWER, 2008).

3.18 Sintese de Peptideos

Para o presente estudo, trés peptideos foram sintetizados: o primeiro foi
nomeado EV0410 (MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERA-NH2) e derivado da
proteina LC06, alvo de estudo por Lima (2015a), enquanto o segundo WC2013
(AQVMLYGSYALGLSLPS-NH2) e o terceiro WC2025 (PPLVMGDGTGGEDHAQ-NH2)
foram derivados da proteina LC36 (NOGUEIRA; DEL CISTIA; URBACZEK; JUSI et al.,
2018). A sintese foi realizada em Laboratério de Sintese e Estudos de Biomoléculas, sob
responsabilidade do Professor Eduardo Maffud, utilizando a metodologia descrita por
Merrifield (1963) em resina Rink Amide e os Fmoc—aminoacidos acoplados pela ativacéo dos
grupos carboxilas com diisopropilcarbodiimida (DIC) e N-Hidroxibenzotriazol (HOBt), sendo

que os reagentes citados foram utilizados com duas vezes de excesso em relacdo a quantidade
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de grupos reativos na resina inicial. O grupo Fmoc foi retirado pela lavagem em 20% v/v 4-
metilpiperidina/DMF (dimetilformamida) durante 1 e 20 minutos.

Entre as etapas de acoplamento e desprotecdo e vice-versa, a resina foi
lavada com DMF, assim como realizado o teste de ninhidrina (KAISER; COLESCOTT;
BOSSINGER; COOK, 1970) para detectar a presenca de grupos amino livres, visto que, em
temperaturas elevadas, ha reacéo entre a ninhidrina e o grupo amino livre gerando um composto

de coloragéo azul, indicativo da eficiéncia da sintese.

3.19 Reacdo de clivagem dos peptideos

Para a clivagem do peptideo da resina ao final da sintese, foi necessario
adicdo do &cido triflu-oracético (TFA), 1,2-etanoditiol (EDT), triisopropilsilano (TIS) e agua
ultrapura (TFA 94%, TIS 1%, EDT 2,5% e H20 Mili-Q 2,5 % v/v) em frasco de cintilac&o sob
agitacdo branda por 2 h. A relacdo entre volume da solucdo de clivagem e a massa de peptidil-
resiana foi de 1 mL de solucdo para cada 100 mg. A precipitacdo do peptideo e da resina foi
realizada em éter etilico gelado e o sobrenadante foi descartado, repetindo-se esse procedimento
por trés vezes. A separacgdo entre o peptideo e a resina se deu por solubilizacdo do peptideo em
solucdo de agua mili-Q contendo TFA 0,045% v/v e acetonitrila contendo TFA0,036% V/v,
sendo centrifugado para separar o peptideo da resina. O sobrenadante resultante contendo o

peptideo foi liofilizado.

3.20 Purificacdo e caracterizacdo dos peptideos

Os produtos obtidos da clivagem foram purificados em cromatédgrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE), em modo semi-preparativo, com solvente A (H20, TFA
0,045%) e solvente B (ACN, TFA 0,036%); fluxo de 5 mL.mint; comprimento de onda para
detecgfo a 220 nm; coluna C18, 250 mm x 10 mm, 300 A; e tamanho da particula de 5 um
(Phenomenex). Para a purificacdo do peptideo EVV0410, foi usado o gradiente de 15-45% de
solvente B em 90 min; e o peptideo WC2025 foi purificado com gradiente de 10-45% de
solvente B em 90 min.

Apos purificacdo e liofilizacdo, a analise do grau de pureza de cada fragdo
foi realizada em CLAE, em modo analitico acoplado a um espectrometro Shimadzu, com

coluna Ultraspehere Phenomenex de fase reversa C18 (4,6 mm x 150 mm, 300 A, tamanho da
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particula de 5 um) e detec¢do a 220 nm, utilizando método gradiente de 5 a 95% de solvente B
em 30 min com fluxo de 1 mL.min,

As andlises das massas moleculares dos peptideos foram realizadas por
espectrometria de massas, em espectrometro de massa Bruker, injecdo ion trap e modo
eletrospray positivo (M+H)*, na faixa de 200-2000 g.mol?, para confirmar a obtencéo do
material desejado. O processo foi realizado no Nucleo de Bioensaios, Biossintese e

Ecofisiologia de Produtos Naturais do Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista.

3.21 Ensaio de Imunizacéo e Imunoprotecao

Camundongos BALB/c foram divididos em 4 grupos contendo dez
animais cada para imunizagao via subcutanea. Animais do grupo I receberam PBS; do grupo Il,
50 pg de saponina (Saponin from quillaja bark - S7900 - Sigma-Aldrich); do grupo Ill, PBS +
75 ug de cada peptideo (EV0410 e WC2025); e do grupo 1V, 50 ug de saponina + 75 ug de
cada peptideo (EV0410 e WC2025).

A imunizacdo se deu por trés doses (volume total = 100 pL), sendo a
primeira dose no dia zero, a segunda, no dia 14 e a terceira, no dia 21. Sete dias posteriores a
terceira dose, cinco animais foram eutanasiados e, 0s cinco restantes, infectados via
intraperitoneal com 1x10® promastigotas de L. infantum, na fase estacionaria de crescimento, e,

finalmente, eutanasiados no 15° dia pés-infeccdo.

3.22  Obtencéo do soro dos camundongos

Apo0s a eutandsia, a sangria de cada camundongos se deu por puncgdo
cardiaca com seringas e agulhas estéreis/descartaveis. O sangue foi acondicionado em
microtubo estéril de 1,5mL, mantido a temperatura ambiente para que a coagulacdo ocorresse
e, em seguida, incubado em estufa a 37°C por 20 min. O coagulo foi separado e o restante
centrifugado a 300 g por 10 minutos. Entdo, os soros foram colhidos e transferidos para novos
microtubos estéreis e armazenados a -20°C até 0 momento do uso para a quantificacdo de

anticorpos IgG e subclasses.

3.23 Imunizacéo Passiva
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Camundongos BALB/c foram divididos em trés grupos contendo sete
animais cada e imunizados passivamente com 100uL do soro (diluidos 1:2 em PBS) dos
animais imunizados descrito no item 3.23. Os animais do grupo | receberam soro de BALB/c
sadio; animais do grupo I, soro de BALB/c imunizado com PBS; e animais do grupo Ill, soro
de BALB/c imunizado com Saponina+Peptideos. 48 horas pos-imunizacdo, 0s animais foram
infectados via intraperitoneal com 1x10® promastigotas L. infantum na fase estacionaria e
eutanasiados quinze dias pds-infeccdo (MCNOLTY; ANDERSON; STRYKER; DONDJI,
2021).

3.24 Resposta Humoral

Placas de 96 pog¢os Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas com o0s
peptideos & concentracdo de 10 pg.mL™? em tampao carbonato (0,1 mol.L, pH 9,5) por 16
horas a 4°C. A seguir, lavada trés vezes com solucdo PBST e bloqueada com solugcdo PBST 5%
m/v Molico sob agitacdo (20 rpm) por uma hora em temperatura ambiente. Os anticorpos
obtidos dos camundongos imunizados foram diluidos em solu¢do PBST 2,5% m/v Molico na
razdo 1:100 e incubados por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. As placas foram,
novamente, lavadas com PBST cinco vezes para proceder a incubacdo dos anticorpos
secundarios 1gG, IgG1l e 1gG2a de camundongos, produzidos em cabra, os quais foram
conjugados com HRP (Abcam) por uma hora em temperatura ambiente sob agitacdo e, em
sequida, foi realizada a revelagdo com solugdo reagente A ¢ B (BD OptEIA™) na proporgao
1:1 por 30 minutos na auséncia de luz, seguida de leitura da absorbéncia, a 450 nm, em leitor

de microplacas multimodal de absorbancia Infinite® M200 PRO (Tecan).

3.25 Quantificacédo da carga parasitaria

Para a determinagéo da carga parasitaria, foi utilizado o indice de LDU
(Leishman-Donovan Units), que consiste na relacdo entre numero de amastigotas intracelulares
por células nucleadas do hospedeiro e 0 peso do 6rgéo parasitado (STAUBER, 1958). Para isso,
apos a eutanasia dos animais, foram realizadas impressdes do figado e baco em Iamina de
microscopia, seguidas de fixacdo em metanol (8 minutos) e coloracdo pelo método do Giemsa.
Sob microscopia Optica comum utilizando objetiva de imersdo, observou-se a presenca de

células nucleadas infectadas ou ndo por Leishmania. O fragmento do 6érgédo foi pesado para



33

posterior calculo do indice de LDU (nimero de amastigotas de Leishmania por 1000 células

nucleadas por peso do 6rgéo).

3.26 Analise estatistica

Para realizacdo da andlise estatistica, foi utilizado o programa GraphPad
Prism 8. Foram realizadas a analise de variancia (ANOVA) e a prova de Tukey para comparar
as diferencas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais. Foram considerados
significativos os valores com p<0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nogueira (2014), no desenvolvimento de tese de doutorado, demonstrou
a imunorreatividade de uma forma truncada de LC36 contendo os primeiros 256 aminoacidos
(LC_256), cuja andlise in silico revelou propriedades antigénicas interessantes para aplicacdo
em imunodiagndstico das leishmanioses. Na primeira parte do trabalho, conduzido durante o
desenvolvimento deste projeto de mestrado, serdo apresentadas as diferentes estratégias de
clonagem da ORF Ic36 (2396 pb) para expressao das proteinas LC36 e/ou de sua forma truncada
(LC36_256) em sistemas heterélogos.

O planejamento inicial baseou-se no desenvolvimento de uma vacina
viva, tendo bactérias como sistemas heterdlogos de expressdo de proteinas de Leishmania e
agentes transmissores dos antigenos para o hospedeiro alvo. Segundo Ding et al. (2018), uma
formulacdo vacinal deve, além de induzir a resposta do sistema imune inato, desencadear uma
forte resposta do sistema imune adaptativo para, efetivamente, proteger o hospedeiro contra
determinada infeccdo. No entanto, de acordo com os autores, as respostas mais duradouras e
especificas séo estimuladas por microrganismos vivos, que devido a composi¢éo de suas células,
sdo naturalmente capazes de atuar como agentes adjuvantes quando em conjunto de antigenos
alvos. Por outro lado, a administracdo de organismos vivos para mecanismo de entrega de
antigenos requer atencdo quanto a saude humana ou animal, pois determinadas células
bacterianas, como Listeria monocytogenes e Salmonela, que sdo usadas como vacinas vivas,
sdo patogénicas e, por isso, estudos devem ser cuidadosamente realizados para que ndo haja
quaisquer riscos para o publico alvo (DING; MA; DONG; LIU, 2018). Desta maneira, 0 uso de

microrganismo nao patogénicos, como exemplo, B. subtilis, vem sendo alvo de estudo.
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Os B. subtilis s@o bactérias gram-positivas consideradas como GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) e, por esse motivo,
sdo seguras para 0 ser humano e para os animais (HONG; DUC; CUTTING, 2005). Dentre as
estratégias para o uso dessas bactérias como veiculo de antigenos, tem-se a exposicdo de
proteinas heterélogas na superficie dos esporos, que ndo requer a secre¢ao via membrana, mas
a expressdo no momento da esporulagdo da bactéria (ISTICATO; CANGIANO; TRAN;
CIABATTINI et al., 2001). Durante a esporulacdo, pelo menos 70 proteinas sdo produzidas
para compor a estrutura do esporo, dentre elas, algumas sdo essenciais para a formacgédo da
estrutura (MCKENNEY; DRIKS; ESKANDARIAN; GRABOWSKI et al., 2010), enquanto
outras participam da morfogéneses da crosta, a Ultima camada do esporo, e sdo tipicamente
usadas para ancorar antigenos, CotB (ISTICATO; CANGIANO; TRAN; CIABATTINI et al.,
2001), CotC (MAURIELLO; DUC; ISTICATO; CANGIANO et al., 2004), CotG (KIM; LEE;
KIM, 2005) e CotX (LI; NING; WU, 2010).

Sendo assim, as principais vantagens do B. subtilis sdo: administracio
oral, atuacdo dos esporos como adjuvantes, baixo custo de producdo, geneticamente
manipulaveis e termoestabilidade dos esporos (ROSALES-MENDOZA; ANGULO, 2015). Por
esta razdo, diferentes estratégias foram testadas na tentativa de expressar as proteinas LC36
MBP::LC36 e MBP::LC_256aa em B. subtilis como método inicial para identificacdo da
capacidade dessas células em expressar, no citoplasma, proteinas de L. infantum, e,

posteriormente, migrar para a exposicao dessas mesmas proteinas na superficie dos esporos.

4.1Um fragmento de 2396pb contendo toda a ORF Ic36 foi clonada no vetor
pBSOEXyYIRPxylA_V2

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se a estratégia “BioBrick ”, aplicada em
Biologia Sintética, para clonagem da ORF Ic36 (PEDROLLI; RIBEIRO; SQUIZATO; DE
JESUS et al., 2019). Para isso, as clonagens foram planejadas pautando-se em apenas quatro
sitios de restricdo na regido de clonagem do plasmideo pBSOEXyIRPxylA V2: EcoRI e Xbal
na regido upstream (prefixo) e Spel e Pstl na regido downstream (sufixo) ao gene marcador da
proteina de fluorescéncia vermelha (RFP) (SHETTY; ENDY; KNIGHT, 2008). A ORF Ic36
foi amplificada utilizando-se os oligonucleotideos LC36-Completa-RBS (BBp)_fw e LC36-
Completa-Histag (BBs) _rv (Quadro 2), obtendo-se um amplicom de 2.4 Kpb (Figura 1), o qual
foi, posteriormente, digerido com EcoRI e Spel e ligado ao vetor pPBSOEXyIRPxylA_V2- [RFP],
também aberto em EcoRI e Spel para posterior transformacao da linhagem de E. coli TOP10.
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Figura 1 — Amplificagdo da ORF Ic36 (2396 pb). Fotografia dos produtos de eletroforese em gel de
agarose 1% corado e com brometo de etidio. O amplicom (1) indicado pela seta foi obtido a partir da
amplificacdo do gDNA de L. infantum com os oligonucleotideos LC36-Completa-RBS (BBp)_fw e
LC36-Completa-Histag (BBs)_rv, com a enzima Taq Dream (Thermo Scientific™) e Marcador de pares
de bases A-Hindlll (New England) (M)

M 1
“
-

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Uma colénia de E. coli ampicilina resistente foi selecionada. O pDNA
extraido foi digerido com Pstl, gerando fragmentos de 8,6 e 1,7 Kpb (coluna 1 da Figura 2), e
EcoRI/Spel, gerando fragmentos de 8,3Kpb (plasmideo) e 2,3Kpb (inserto) (coluna 2 da Figura
2) como esperado, indicando o sucesso desta primeira etapa. A sequéncia do vetor recombinante

revelou a manutencdo da fase aberta de leitura (Figura 3).

Figura 2— Anélise de restricdo do pDNA obtido a partir de uma coldnia de E. coli ampicilina resistente.
Apobs a extracdo do pDNA com Kit QIAGEN Plasmid Miniprep (Qiagen), realizou-se a andlise de
digestdo com a enzima Pstl (1), bandas esperadas de 8,6 Kbp e 1,7 Kbp (indicado pela seta), e EcoRI e
Spel (2), bandas esperadas de 8,0 Kbp e 2,3 Kbp (indicado pela seta). (M) Marcador de pares de bases
A-Hindlll (New England)

M 1 2

9.4 Kbp—

2,3Kbp
2,0Kbp

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 3 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do sequenciamento do
clone pBSOEXyIRPxylA V2-LC36HisTag. Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se o0s
oligonucleotideos 403 e 402 e o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems).
No alinhamento entre a sequéncia LC36 (superior) e aquela obtida no sequenciamento (inferior), estéo
destacados os sitios de restricéo. (A) Regido 5', com destaque para os sitios EcoRlI e Xbal e (B) Regido

3', com destaque para os sitios Spel e Pstl

(AR R R R R RN R RN RN RN
TATATCTAATGTGTTCATAAAAAACTARAARARATATTGARAATACTGACGAGGTTATAT

GTTTIGTTTARACAACAAACTAAT
Frrrrrrrrrerrrrrrrnrrerererrrrrrererrrrrrrrrrrrerrnrereennnl
AAGATGARARTARGTTAGTTIGTTTAAACARCAAACTARTAGGTGATGTACTTACTATAT

........

GTATCAGCGCTACCCGCGGCGCACCGTGCCARCGATGCTCTCTACCATCTTITGTCGACCC
PERRRREEE e e errerennl
GTATCAGCGCTACCCGCGGCGCACCGTGCCAACGATGCTCTCTACCATCTTTGTCGACCC

LC36 Thrombin Site HisTag

TCGGCTGCCGACTAACTCTCTGGTGCCGCGCGGCAGCAGCAGCGGCCATCATCATCATCA
FERRRRREEE et e e e e e vl
TCGGCTGCCGACTAACTCTCTGGTGCCGCGCGGCTGCAGCAGCGGCCATCATCATCATCA

EcoRI Xbal Spel Psrl
SAARTARRATGCATCTGTHGARTTCRARAAAARATITCTAGAGRGCTGATTARCTARTARG  CCATCACTAATAAFACTAGTAGCGGCCHTTGCAGCATGCARGCTTGGCGTAATCATGGT
L L N NN NNy RN RN NN RN RN RN A RN RNy
GAARTAARATGCATCTGTAGAATTCRAAARRARATTCTAGAGRGCTGATTAACTARTARG  CCATCACTAATAALACTAGTIAGCGGCCACTGCAGKCATGCARGCTTGGCGTARTCATGGT
RBS
GRGGA CRTGGGGCGARTCGACTCCTCTTGTGTCGCTGCCACGGTGACGCCTAGCAR  CATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACARTTCCACACAACATACGAGCCG

R R R N R R N R R R RN RN RN RN
GAGGACARACATGGGGCGAATCGACTCCTCTTGTIGTCGCTGCCACGGTGACGCCTAGCAR

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

FERRERERE e e rrerenreeerneennl
CATAGCTGTTTCCTIGIGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCG

Apos a confirmagdo da fase aberta de leitura, o plasmideo recombinante,
denominado pBSOEXYIRPxylA V2-LC36HisTag (Figura 41, Anexo), foi utilizado para
transformar as cepas KO7 e A6 de B. subtilis, sendo a primeira, ndo expressora de sete proteases
extracelulares, muito comuns em cepas selvagens, enquanto a segunda, possui parte do genoma
deletado, direcionando todo o gasto energético para a expressdo de genes essenciais e proteinas
heter6logas. Coldnias eritromicina resistentes foram selecionadas para extracdo e analise de

pDNA (Figura 4 e 5).

Figura 4 — Analise de restricdo dos pDNAs obtidos a partir de col6nias B. subtilis KO7 eritromicina-
resistentes. ApGs a extracdo do pDNA com Kit QIAGEN Plasmid Miniprep (Qiagen) das col6nias
eritromicina resistentes, realizou-se analise de restricdo com as enzimas EcoRlI e Spel (colunas 1, 2, 3 e
4). A seta indica o fragmento linearizado de 2,4 Kpb. (M) Marcador de pares de bases A-Hindlll (New
England). (1) Clone 1, (2) Clone 2, (3). Clone 3, (4) Clone 4

M 1 2 3 4

9.4 Kbp

2,3Kbp
2,0Kbp

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 5 — Analise da amplificacdo do fragmento de 2775 pb dos pDNAs obtidos a partir de col6nias
B. subtilis A6 eritromicina-resistentes. Ap6s o cultivo das col6nias de B. subtilis A6 eritromicina
resistentes em meio LB, as culturas foram centrifugadas e rompidas por ciclos de aquecimento e
resfriamento e, entdo, o sobrenadante do rompimento foi usado para PCR com os oligonucleotideos 402
e 403. (M) Marcador de pares de bases A-HindlIl (New England). (1 a 12) Clone 1 a 12. Apenas o clone
1 era positivo com banda de 2,7 Kbp indicada pela seta

1 2 3 4 5 6 M 7 €& 9 10 11 12

9,4 Kbp

2,3Kbp
2,0Kbp

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Para expressdo da proteina LC36, uma colénia de B. subtilis KO7
albergando o plasmideo recombinante pBSOEXyIRPxylA_V2-LC36HisTag foi cultivada a 25,
30 e 37°C durante a noite na presenca de xilose para inducéo da expressao de LC36. A figura 6
mostra a analise do extrato proteico apos a lise celular em gel SDS-PAGE, apds 18hs de inducao
a 37°C, ndo sendo observada a banda de interesse de 80 KDa. Isso também foi observado para
as demais condicGes de inducgéo (dados ndo mostrados), o que foi, posteriormente, confirmado
por analise de western blot utilizando-se o anticorpo de camundongo anti-His (Sigma-Aldrich),

figura 7.
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Figura 6 — Analise da expressdo da proteina LC36 em B. subtilis KO7. Eletroforese em gel
SDS-PAGE ap0s extracdo das proteinas do B. subtilis KO7 induzido a 37°C por 18 horas. (M)
Marcador PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™). (1) Frag&o insoluvel-
Clone 1, induzido. (2) Fracdo soltvel- Clone 1, ndo induzido. (3) Fracdo soltvel- Clone 1,
induzido. (4) Fragdo insoluvel- Clone 4, induzido. (5) Frag&o soluvel- Clone 4, ndo induzido.
(6) Fracéo soluvel- Clone 4, induzido. (7) Fracao insoluvel- KO7 néo transformado, induzido.
(8) Fracdo soluvel- KO7 nédo transformado, ndo induzido. (9) Fracdo solluvel- KO7 néo
transformado, induzido

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Figura 7 — Deteccdo da cauda de histidina. Membrana de nitrocelulose ap0s revelacdo do Western Blot
para B. subtilis KO7 induzido a 37°C para o clone 1. Como controle positivo, usou-se CPB-HisTag,
proteina em trabalho no laboratério. (M) Marcador PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific™). (1) Clone 1 - Fracdo insoluvel. (2) Controle ndo induzido Clone 1 - Fracdo soluvel. (3)
Clone 1- Fragdo soluvel. (4) KO7 — Fracéo insoltvel. (5) Controle ndo induzido KO7 — Frag&o soluvel.
(6) KO7 — Fragédo soltvel. (7) Controle positivo (cisteino protease de Leishmania mexicana

fusionada a cauda de histidina)
M 1 2 3 4 5 6 7

95 KDa
72 KDa

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

O mesmo procedimento foi realizado com a cepa A6 transformante (Figura

8) e, também, a expressdo de LC36 ndo foi obtida.
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Figura 8 — Andlise da expresséo da proteina LC36 em B. subtilis A6. Eletroforese em gel SDS-PAGE
apos extracdo das proteinas do B. subtilis A6 induzido a 37°C durante a noite. (M) Marcador Full Rage
Rainbow™ (GE Healthcare). (1) Fracdo insolivel- Clone 1, induzido. (2) Fracdo soltvel- Clone 1, ndo
induzido. (3) Fragdo soltvel- Clone 1, induzido. (4) Fracdo insollvel- A6 ndo transformado, induzido.
(5) Fracdo soluvel- A6 nido transformado, ndo induzido. (6) Fracdo sollvel- A6 ndo transformado,
induzido

3 4
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

4.2 A fusdo de Maltose Binding Protein na porcdo amino terminal da LC36 nédo contribuiu
para sua expressao em E coli ou em B. subtilis

Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério mostraram que
a expressdo da forma truncada da LC36 em E. coli resultou na formacéo de corpos de inclusédo
(NOGUEIRA, 2014). Desta forma, desenvolveu-se uma nova estratégia para expressao de
LC36 fusionada a proteina Maltose Binding Protein (MBP), anteriormente demonstrada quanto
a sua capacidade de promover a solubilidade de diferentes proteinas pouco sollveis e expressas
em diferentes linhagens de E. coli, como laminina p2 humana (REUTEN; NIKODEMUS;
OLIVEIRA; PATEL et al., 2016), aquaporina Z de E. coli (HANG; PAN; NI; ZHENG et al.,
2016), Me2 do virus influenza (YANG; YANG; WANG; HUANG et al., 2017) e SIR2RP2 de
Leishmania donovani (MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017), todas alcancando
bons niveis de expressao. Desta forma, optou-se por fusionar MBP na regido N-terminal da
LC36 e avaliar sua expresséo tanto em B. subtilis quanto em E. coli.

Para isso, a ORF 1c36 foi amplificada utilizando-se os pares de
oligonucleotideos Fw_Thrombin-LC3 e Rv_Thrombin-LC3 contendo o sitio de restricdo Ncol e
EcoRV, assim como o sitio para trombina, para clonagem no plasmideo pMAL-p5x (Quadro 2).
Um amplicom de 2,2 Kpb foi, primeiramente, ligado ao vetor de clonagem pGEM® T-Easy, dando
origem ao plasmideo recombinante pGEM-Trombina-LC36 (Figura 42, Anexo), o qual foi

confirmado por andlise de restricdo com as enzimas de restricdo Ncol/EcORV, gerando um
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fragmento de 2,2 Kpb e outro, de 3,0 Kpb (coluna 2 figura 9). O pDNA pGEM-Trombina-LC36 foi,
entdo, digerido com Ncol/EcoRV, e o fragmento de 3 Kpb extraido de gel de agarose e purificado
para clonagem no vetor pMAL-p5x, também aberto em Ncol/EcoRV (Figuras 10).

Utilizando como molde o pDNA pMAL-p5x-LC36 (Figura 43, Anexo) e
oligonucleotideos Fw_pBSOE-MBP-Thrombin-LC3 e Rv_pBSOE-MBP-Thrombin-LC3 (Quadro
2), obteve-se um amplicom contendo LC36 fusionada a MBP (MBP::LC36). Este fragmento foi
digerido com Spel e EcoRlI e ligado ao vetor pBSOEXyIRPxulA_V2-[RFP], também aberto em Spel
e EcoRl, (Figuras 15).

Figura 9 — Analise de restricdo do pGEM-Trombina-LC36 obtido a partir de colénias E. coli TOP10
ampicilina-resistentes. Apos a extracdo do pDNA recombinante com MiniPrep (PureYield™ Plasmid
Miniprep System), realizou-se a digestdo nos sitios de restri¢do adequados, Ncol e ECORV, em seguida
revelado em gel de agarose para avaliacdo da clonagem do ORF Ic36 de L. infantum em vetor pGEM®
T-Easy. (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life). (1 a 14). Digestdo do pDNA com as enzimas
de restricdo Ncol e EcoRV, sendo esperados duas bandas (indicadas pelas setas) uma de 3,0 Kpb e outra
de 2243pb (Clone 2)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

3 Kpb

RN

([

2 Kpb—

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 10 — Anélise de restricdo do pMAL-p5x-LC36 obtidos a partir de coldnias E. coli TOP10
ampicilina-resistentes. Apds extracdo do pDNA recombinante com Kit de MiniPrep (PureYield™
Plasmid Miniprep System, realizou-se a digestdo com a enzima Pstl e revelado em gel de agarose para
avaliacdo da clonagem da ORF Ic36 de L. infantum em pMAL-p5x, sendo esperados duas bandas
(indicadas pelas setas) uma de 6,3 Kpb e outra de 1,7 Kpb. (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus
(Life). (1 a20) Clones. 1, 2, 3,4, 6,9, 11, 18 e 20 sdo clones positivos

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 M 13 14 15 16 17 18 19 20
= $ ="l ST W S TNy S T = B2 S e
e - - @ ™
aeEe - S aa®™ -
— -
2,0 Kpb - - — . - - - —

1,6 Kpb

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Apos sequenciamento dos clones recombinantes, apenas 1 e 11 foram
confirmados por sequenciamento e, posteriormente, utilizados para transformar E. coli (Figura
11).

Figura 11 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do sequenciamento dos clones
pPMAL-p5x-LC36. Dois dos oito clones obtidos foram confirmados: clones 1 (Imagem da Esquerda) e
11 (Imagem da Direita). Para rea¢do de sequenciamento, utilizou-se os oligonucleotideos 473 e 472 e 0
Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). No alinhamento entre a sequéncia
LC36 (superior) e aquela obtida no sequenciamento (inferior) estdo destacados os sitios de restri¢do. (A)
Regido 5°, com destaque para o sitio Ncol e (B) Regido 3’, com destaque para o sitio ECORV

ERRRRRERR R e e et e e e et
TGCGGTGATCARCGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCGATGARGCCCTGRARRGACGCGCA

MBP Fator Xa
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GACTAATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACARCAACCTCGGGATCGAGGG

Neol Thmmb/n Slte LC36
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Considerando as dificuldades experimentais anteriormente relatadas para
expressdo em B. subtilis e o fato de pMAL-p5x ser um plasmideo para expressao de proteinas
em E. coli, aproveitou-se a constru¢do pMAL-p5x-LC36 para também transformar as linhagens
BL21 e Rosetta (Figura 12).

Figura 12 —Analise de restricdo dos pDNAs obtidos a partir de coldnias E. coli BL21 e Rosetta
ampicilina-resistentes. Eletroforese em gel de agarose da digestdo do pDNA extraido para
confirmagéo da clonagem em E. coli BL21 e Rosetta, com a enzima Pstl, sendo esperadas duas
bandas, uma de 6,3 Kpb e outra de 1,7 Kpb. (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life).
(BL21 1 e 2) Clone para a cepa BL21. (Rosetta 1 e 2) Clone para a cepa Rosetta

BLzl Rosptta

M 1 2 1 2

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

A figura 13 apresenta os géis de SDS-PAGE para ambas as cepas de E.
coli, apds inducédo da expressdo da proteina MBP::ORFIc36 de 125KDa e rompimento celular.

Figura 13 — Analise da expressdo da proteina LC36 fusionada a MBP em E. coli BL21 e Rosetta.
Eletroforese em gel SDS-PAGE ap6s extracdo das proteinas de E. coli BL21 (A) e Rosetta (B). A
proteina fusionada possui 125 KDa. (M) Marcador Full Rage Rainbow™ (GE Helthcare). (1) Fragdo
insolavel- induzido. (2) Frag&o soltvel- ndo induzido. (3) Fragdo soluvel- induzido

Clone 1 Nao Transformado

Clone 1 Nao Transformado ' . ' ,
‘ M 1 2 3 1 2 3

M 1 2 3 1 2 3

lSOKDa— lSOKDa« -
102 KDa— o | . - 102 KD"‘F :
- "
.
.-

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Observa-se na figura 13 que, para ambas as bactérias, ndo foi possivel
visualizar a banda referente a proteina de interesse. A eficiéncia na expressao pode ter sido
baixa, ja que esta pode ser de 1 a 20% da proteina total (p)MAL Protein Fusion & Purification
System Instruction Manual, New England Biolabs). Assim, alternativamente, considerando a
capacidade de interacdo da MBP com amilose, utilizou-se também uma resina de amilose para
purificacdo da proteina de fusdo, utilizando-se como controle positivo clones de E. coli

albergando apenas o vetor vazio, i.e., expressores apenas de MBP (Figura 14).

Figura 14 — Analise da expressao da proteina LC36 fusionada a MBP apds purificagdo em resina de
amilose. Eletroforese em gel SDS-PAGE apds extracdo das proteinas de E. coli BL21 (A) e Rosetta (B)
e purificacdo em resina de amilose. Proteina fusionada 125 KDa e MBP 42 KDa. (M) Marcador Full
Rage Rainbow™ (GE Helthcare™). (1) Fracdo ndo adsorvida a coluna. (2) Fracdo da primeira lavagem.
(3) Fracéo da eluigéo

Clone  Nao Transformado ~ MBP

Clone Nio Transformado ~ MBP

M 1 2 3 I 2 3 1 2 3

T f s L ]
',M 12 3 1 2 3 13 2 150kDa_ |8
150KDa__ . 102 KD g
102 KDa— ¢
v 50 KDa— ¥ -
50 KDa— 38 KDa— #%

38 KDa—

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

E possivel observar que, apos a indugdo e utilizando o método de
purificacdo baseado na amilose, também ndo obtivemos a expressdo da proteina, embora o
sistema de expressao esteja funcionando corretamente, ja que foi possivel verificar a expressao
da MBP (Figura 14). Por outro lado, também foi possivel observar a expressdo da MBP na
bactéria sem plasmideo, o que pode ser devido a sua expressao basal, jA que MBP € uma
proteina bacteriana e faz parte do sistema maltose/maltosedextrina (DAHL; MANSON, 1985).

Paralelamente a tentativa de expressdo de MBP::LC36 em E. coli,
também se trabalhou na clonagem do inserto MBP::LC36 no plasmideo
pBSOEXyIRPxulA V2-[RFP] para nova tentativa de expressdo em B. subtilis. Apos a clonagem,
as colénias ampicilina resistentes foram confirmadas por PCR de col6nia (Figura 15) e,

posteriormente, sequenciados para confirmagéo da fase aberta de leitura (Figura 16).
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Figura 15 — Andlise da amplificacdo do fragmento de 3499 pb dos pDNAs obtidos a partir de col6nias
E. coli TOP 10 ampicilina-resistentes. Apds o cultivo das coldnias de E. coli TOP10 ampicilina
resistentes em meio LB, as culturas foram centrifugadas e rompidas por ciclos de aguecimento e
resfriamento e, entdo, o sobrenadante do rompimento foi usado para PCR utilizando os
oligonucleotideos Fw_pBSOE-MBP-Thrombin-Lc36 e Rv_pBSOE-MBP-Thrombin-Lc36. (M)
Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life). (1 a 7) PCR dos clones obtidos na transformacéo (3499pb).
Apenas os clones 2 e 6 eram positivos

1 2 3 4 M 5 6 7

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

A reacéo de sequenciamento dos clones confirmou a correta ligagdo dos

insertos no clone 2.

Figura 16 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do sequenciamento do
clone pBSOEXyYIRPxylA V2-MBP-Thrombin-LC36. Um dos dois clones obtidos foi confirmado,
clone 2. Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se os oligonucleotideos 403 e 402 e o Kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). No alinhamento entre a sequéncia
MBP::LC36 (superior) e aquela obtida no sequenciamento (inferior), estdo destacados os sitios de
restricdo. (A) Regido 5', com destaque para os sitios EcoRI e Xbal e (B) Regi&o 3, com destaque para
0s sitios Spel e Pstl

IR RN RN R RN RN RN RN RN RN RN R NN RN NN RN AR NN RN NN AN |l||||||l||||||||||||||||||[l||]|||||[|||l|||||||||||||||H|
AAGATGARAATAAGTTAGTTTGTTTAAACAACAAACTAATAGGTGATGTACTTACTATAT ACTGGCCACGATTGCGGGCATGAGCAGCGCCGACCTCTCCGCTGCATCTITICGGCTICC

PxylA _‘E‘CORI Xbal e o

ATICRAAAAAAARTITCIAGAFAGCTGA-TTAACTAATAA TGAGCTACTGGCACTCTTTCGCCACTCGAGCACGTCACTGGAGAGCATGCT TATCA
PErrrrrreerertprereer ceeeereenn Ill||||llllll||||lIIII|||||lIIIl|I||IllllIIIIIIlIIIIIIIIIIII

PEEERrrrerrerrreerereend

GAAATAAAATGCATCIGT. AAAAAAAAATITCTAGAAGCTGAATTAACTAATAA TGAGCTACTGGCACTCTTTCGCCACTCGAGCACGTCACTGGAGAGCATGCTCCGGTATICA
RBS MBP
SACAAACATGAAAATCGAR GTA TGGTAAICT 1T ATA GCGCTACCCGCGGCGCACCGTGCCAACGATGCTCTCTACCATCTTIGTCGACCCTCGGCT
1IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII lIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII PEEEREEr e e e e e e e e e e e e e e e e et
GGAGGACAAACATGAAAATCGAAGAAG-TAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATARAG GCGCTACCCGCGGCGCACCGTGCCAACGATGCTCTICTACCATCTTTIGTCGACCCTICGGLT
L036 Spel Pstl
TATAACGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGARATTCGAGARAGATACCGGARTTARAGTCA  GCCGACTAACTCTTARTARTACTAGTRGCGGCCGETGCAGGCATGCARGCTTGGCGTAAT

IIIIIIII[IIII[II|IIIIIII[III|IIIIlIIIIIII[II]IIII]]IIII]I[II |]|||||[[IIII|||IIIIIIIIIII[III]IIIII[II FEEEREERErererreeed
GCTATARCGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGARATTCGAGARAGATACCGGARTTARAGTCA GCCGACTAACTCTTAATAATACTAGTRGCGGCCGLIGCAGYCATGCAAGCTTGGCGTAAT

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Para avaliagéo da expressdo, utilizou-se as cepas A6 e KO7 de B. subtilis.
Apos transformacdo com o plasmideo recombinante pBSOEXyIRPxylA V2-MBP-Thrombin-
LC36 (Figura 43, Anexo), obteve-se apenas coldnias transformantes para a linhagem A6 (Figura
17).

Figura 17— Andlise da amplificacdo do fragmento de 3499 pb do pDNA pBSOEXyYIRPxylA_V2-MBP-
Thrombin-LC36 obtidos a partir de coldnias B. subtilis A6 eritromicina-resistentes. Apds o cultivo das
colonias de A6 eritromicina resistentes em meio LB, as culturas foram centrifugadas e rompidas por
ciclos de aquecimento e resfriamento e, entdo, o sobrenadante do rompimento foi usado para PCR
utilizando os oligonucleotideos 402 e 403. (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life). 1,2, 3,4 e
5 séo clones positivos

1 2 M 3 4 5

L L

4,0 Kpb — .
3,0 Kpb—

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Para ser usado para indugdo, escolheu-se os clones 1 e 4, como descrito
anteriormente. A figura 18 mostra os extratos proteicos obtidos e separados em gel SDS-PAGE,
sob indug&o por 12 horas a temperatura de 37°C. E possivel concluir que, novamente, nio houve
expressdo a 37°C nem em outras temperaturas estudadas (dados ndo mostrados) pela bactéria B.
subtilis A6.

Figura 18 — Anélise da expressdo da proteina LC36 fusionada a MBP em B. subtilis A6. Eletroforese
em gel SDS-PAGE apds extracdo das proteinas do B. subtilis A6 induzido a 37°C durante a noite.
Tamanho da banda esperada 125KDa. (M) Marcador Full Range Rainbow™ (GE Helthcare). (1) Fracdo
insoltvel- induzido. (2) Fracdo soltvel- ndo induzido. (3) Fragdo soltvel — induzido.

Clone 1 Clone 4 Nao Transformado
M 1 2 3 1 2 3 1 2 3
sl ond T oVl Lo iR
ISOKDa—r
102 KDa'p , :
! R
od o
\. : a8
37°C "\ L 4 P

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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4.3 Fragmento de 774pb da ORF Ic36 foi clonada em pMAL-p5x para expresséo em E.
coli
Como mencionado anteriormente, 0 nosso grupo de pesquisa tem

trabalhado com a investigacdo da antigenicidade da proteina LC36. Neste sentido, Nogueira
(2014) expressou um fragmento de 256 aminoacidos dessa proteina com o intuito de aplica-la
em diagnostico de LV. Sendo assim, como esta proteina foi anteriormente expressa, embora
majoritariamente em corpos de inclusdo, Nogueira idealizou sua expressdo fusionada a MBP.
Para tanto, realizou-se a amplificacdo (Figura 19) do fragmento de 774 pb utilizando-se 0s
oligonucleotideos Fw_Thrombin-LC36_774pb e Rv_Thrombin-LC36 _774pb (Quadro 2) para
adicdo dos sitios Ncol e EcCORV a sequéncia. Apos eletroforese e purificacdo do inserto, este foi
ligado ao vetor pMAL-p5x também aberto com as mesmas enzimas. A figura 20 apresenta a
analise de restricdo do pDNA extraido de duas coldnias de E. coli TOP10 ampicilina-resistentes

com as enzimas Ncol e EcoRV.

Figura 19 — Amplificacdo do fragmento de 774pb da ORF 1c36. Eletroforese do produto de
amplificacdo de 774 pb da ORF Ic36 em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio a partir dos
oligonucleotideos Fw_Thrombin-LC36 _774pb e Rv_Thrombin-LC36 _774pb, indicado pela seta. (1)
a partir do gDNA de L. infantum como molde, (2) pMAL-LC36 como molde, (3)
pBSOEXyYIRPxylA_ V2-LC36HisTag como molde e (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life)

M 1 2 3

]
g

850pb—— -

650pb——

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 20 — Analise de restricdo dos pDNAs obtidos a partir de coldnias de E. coli TOP10 ampicilina-
resistentes. Apos a extracdo do pDNA recombinante com MiniPrep™ (PureYield Plasmid Miniprep
System), realizou-se a digestdo nos sitios de restricdo adequados, Ncol e ECoRV, em seguida revelada
em gel de agarose para avaliacdo da clonagem do fragmento de 774 pb da ORF Ic36 de L. infantum em
vetor pMAL-p5x. (1 e 2) Clones e (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life)

M 1 2

850pb
650pb

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Ap06s confirmacéo do clone 2 por sequenciamento (Figura 21), este DNA
foi utilizado para transformar as linhagens de E. coli Rosetta, BL21 e BL21 Codon Plus (Figura
22). Em seguida, um clone de cada cepa bacteriana foi induzido com IPTG por 18 horas,
rompido com disruptor ultrassonico e analisado via gel SDS-PAGE (Figura 23), verificando-se

que ndo houve aparecimento da banda de 73 KDa como esperado.

Figura 21 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do sequenciamento do
clone pMAL-p5x_Fragmento774 pb LC36. Um dos dois clones obtidos foi confirmado, clone 2.
Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se os oligonucleotideos 473 e 472 e o Kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). No alinhamento entre a sequéncia Lc36 e aquela obtida
no sequenciamento, estdo destacados 0s sitios de restricdo. (A) Regido 5', com destaque para o sitio
Ncol e (B), regido 3', com destaque, para o sitio ECORV

MBP

GGTGATC E GTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCCTGAAR 3CG TGATGCTGTACGGCAGCTACGCTCTAGGGCTTTCTCTTCCAAGCAGCGACATTGATCTTG
IIIIIIIIII||||||IllIII[lll||I|||1IIIl[||I|II||IIIIIII||II|I| FERRRRRRRRR e vee e e e veeeererrrreee el
GCGGTGATCAACGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCGATGAARGCCCTGARAGACGCGCAG GGATGCTGTACGGCAGGTACGCTCTAGGGCTTICTCT-CCAAGCAGCGACATTGATCTTIG

Fator Xa LC36 774 pb EcoRV
ACTARTTCGAGCTCGAACAACAACAACAATARCARTAACAACARCCTCGGGAT CGAGGGA CCCTGACTTTCCCGGCCGAGGAGCAGGTGGACGTCGCGTGATATUGTCGACGGATCCGAR
IIlIIIIIlIIIIIIIIlIIII[[IIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIII!IIIIIII |||||||||||||||||1[||][|||[||||||][|||||||||||||||||1|||]|||
ACTAATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATARCAACAACCTCGGGATCGAGGGA CCTGACTTITCCCGGCCGAGGAGCAGGTGGACGTCGCGTRATATUGTCGACGGATCCGAA
Neol Thrombmstre LC36 774 pb

AGGATTTCACATATGICCATGGRACTGGTGCC GGCAGC GAATCGACTCCTICT TTCCCTGCAGGTAATTARATARGCTT
||I|||||l||||||||11|||[[|||||||IHIIHIIII||||1||||[[||||||| |||||||||||||||||]|||]|||]||||[||||||||||||||||||||”|||]|||
AGGATTICACATATGICCATGGRACTGGTGCCGCGCEGCAGCGEGCEARTCGACTCCICT TTCCCTGCAGGTAATTAAATAAGCTTCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGG

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 22 — Anélise de restricdo dos pDNA pMAL-p5x_Fragmento774 pb LC36 obtidos a partir de
colbnias E. coli Rosetta, BL21 Codon Plus e BL21 ampicilina-resistentes. Eletroforese em gel de
agarose da digestdo do pDNA extraido para confirmacdo da clonagem em E. coli Rosetta, BL21 Codon
Plus e BL21, com as enzimas Ncol e EcoRV, sendo esperadas duas bandas, uma de 5,7 Kpb e outra de
774 pb (indicado pelas setas). (M) Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life). (Rosetta 1 e 2) Clone
para a cepa Rosetta, (BL21 CP 1 e 2) Clone para a cepa BL21 Codon Plus e (BL21 1 e 2) Clone para a
cepa BL21.

Rosetta BL21 CP BL21

12 1 2 1 2

850pb
650pb

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Figura 23 — Analise da expressdo do fragmento de 774pb da proteina LC36 fusionada a MBP em E.
coli Rosetta, BL21 Codon Plus e BL21. Eletroforese em gel SDS-PAGE ap0s extragdo das proteinas de
E. coli BL21 (A), BL21 Codon Plus (B) e BL21 (C). A proteina fusionada possui 73 KDa. (M) Marcador
Full Rage Rainbow™ (GE Helthcare). (1) Fragdo insoluvel- induzido. (2) Frac&o soluvel- ndo induzido.
(3) Fracdo soltvel- induzido

Clone N&o Transformado
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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4.4 Ampliagdo ORF Ic06 para clonagem e expressao nos sistemas heter6logos B. subtillis
e E. coli
Outra proteina que este trabalho visa avaliar suas propriedades vacinais

é aquela denominada LCO6, previamente caracterizada quanto ao seu potencial antigénico
(LIMA, 2015b). LCO06 apresenta motivos de repeticdo em tandem, muito interessante devido as
propriedades antigénicas (GOTO; CARTER; REED, 2008; GOTO; COLER; REED, 2007),
como a A2 de L. donovani, a qual foi inicialmente identificada como fator de viruléncia e, hoje,
é o0 antigeno utilizado na vacina Leish-Tec® (ZHANG; MATLASHEWSKI, 1997; ZHANG,;
MENDEZ; GHOSH; MYLER et al., 2003).

Com base nestes achados e, considerando as dificuldades de amplificar
sequéncias com muitas repeticfes, Evelin Costa Lima, durante o desenvolvimento de seu
trabalho de conclusdo de curso (LIMA, 2015b), sintetizou peptideos de 20 a 40 residuos
contendo as repeticdes em tandem e demonstrou suas propriedades antigénicas.

Interessante notar que estas propriedades podem evidenciar um papel
imunogénico, pois segundo Crumpton (1974) o primeiro evento da resposta imune celular
estaria envolvido na combinacdo entre aspectos antigénicos de uma proteina e a
complementaridade com receptores antigénicos de superficie. Desta forma, leva a pensar que
um imundégeno é um antigeno, mas nem sempre o oposto é verdadeiro. Wu et al. (2007)
demonstra esta relacdo entre duas proteinas homologas do virus da hepatite E, as proteinas HEV
239 e E2, as quais possuem antigenicidades similares, porém imunogenicidades distintas.

Dessa forma, a investigacao das propriedades imunogénicas de LCO6 foi
realizada com base nos achados anteriores sobre a comprovada antigenicidade de peptideo
(LIMA, 2015b), porém, utilizando o sistema heterdlogo de expressdo bacteriana neste estudo.
A estratégia adotada foi a mesma descrita para LC36, baseada na construgdo dos vetores de
expressdo para E. coli e B subtilis. Assim, apds a amplificacdo da sequéncia nucleotidica
correspondente a LC06 (3918pb), esta seria utilizada para clonagem em pMAL-p5x e
pBSOEXyYIRPxylA_V2-[RFP], como descrito para LC36. No entanto, mesmo ap6s aplicacdo
de vérios protocolos de amplificacdo, obteve-se bandas inespecificas (Figura 24). Esta
dificuldade experimental pode ser explicada pela presenca das repeticbes em tandem
caracteristicas destas sequéncias. Assim, nova estratégia de amplificacdo foi adotada, agora,

restringindo o amplicom para a sequéncia codificadora do antigeno EV0410.
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Figura 24 — Anélise da amplificacdo da ORF Ic06. Eletroforese em gel de agarose para avaliar a
amplificacdo da ORF Ic06 (~3918pb) de L. infantum com os oligonucleotideos P. Fw-
LinJ22.0300_Trombin_10/2019 e Rv_Thrombin-Lc06. (M) Marcador de pares de bases A-Hindll1 (New
England). (1) Amplificagéo da ORF 1c06 com 3918pb esperados.

M 1

"

4,0 Kpb—
23Kpb— .

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Alternativamente, desenhou-se dois oligonucleotideos direto e reverso de
133 e 135 pb contendo a regido codificadora do peptideo EV0410, baseada no codon usage de
B. subtilis, sendo, ainda, adicionados as extremidades de cada um, sitios de restricdo adequados
para clonagem do inserto no vetor e, também, regido de ligacdo ao ribossomo. No
oligonucleotideo reverso, além dos sitios de restricdo, uma sequéncia codificadora para sete
residuos de histidina também foram acrescidas. O oligonucleotideo direto contém 40
nucleotideos complementares a sequéncia do oligonucleotideo reverso (Figuras 25 e 26). Os
oligonucleotideos foram, entdo, aquecidos a 98°C e, depois, transferidos para a temperatura
ambiente, para permitir o processo de anelamento das regibes complementares. Para o
alongamento das extremidades fita simples 5 overhang, esse substrato foi utilizado como

molde em uma reacdo de PCR em termociclador.
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Figura 25— Esquema dos oligonucleotideos Fw_EV0410 e Rv_EV0410 desenhados com base na
sequéncia do peptideo EVV0410. Em destaque, esté a regido de complementariedade com 40 nucleotideos
de extensdo, flanqueada pelos componentes BioBricks upstream: prefixo e sitios de restricdo EcoRl e
Xbal; regido de ligacdo ao ribossomo (RBS) e downstream: trombina, His-Tag e sufixo contendo so
sitios de restricdo Spel e Pstl

EcoRI Xbal
CTGAGGAATTCAAAAAAAAATTCTAGAGAGCTGATTAACTAATAAGGAGGACAAACATGGCGCAAGCGGTGTCATCAGCGGAAGGAGGATCAAGAGCGGCGCTGGAA
CTCGCCGCGACCTT
Regi...ada >
Prefix RBS EVeo410

20 40 60 80 100

Spel
GCGACAGAAGCGGCGGAAAGAGCGGA i
CGCTGTCTTCGCCGCCTTTCTCGCCTTGTTCTTTCTCGCGACCACGGCGCGCCGTCGTCGTCGCCGGTAGTAGTAGTAGTGGTGGTAGTGATTATTATGATCATCGC

<» Regido Compartilhada
EV0410 Thrombin HisTag Sufix
120 140 160 180 200

PstI

CGGCGACGTCGATT
Sufix

220

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Figura 26 — Esquema do desenho dos oligonucleotideos Fw_EV0410 e Rv_EV0410 na estratégia de
clonagem da sequéncia que codifica o peptideo EV0410. (a) A sequéncia do peptideo EV0410 foi
convertida ao correspondente nucleotidico baseado no c6don usage do B. subtilis. (b) Para a estratégia
de clonagem em pBSOEXyIRPxylA V2-[RFP], foram adicionadas as sequencias do BioBrick prefixo,
sufixo, regido de ligacdo ao ribossomo (vermelho) e HisTag7 (verde). (c) Para o desenho dos
oligonucleotideos a serem sintetizados, considerou-se apenas as regides 5’ overhang desenhas a partir
da regido de complementaridade entre os oligonucleotideos

MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERA

w
LAl

> l l ¥

3 : 5 5
l(C)

° l 1 3

3 . - 5

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Apbs purificacao, digestdo e ligacdo, B. subtilis A6 foi transformado e

confirmado via PCR de coldnia (Figura 27), sendo que, dos 15 clones, apenas dois deles (2 e 5)
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ndo apresentaram bandas inespecificas e foram escolhidos para sequenciamento. No entanto,
devido a constante degradacdo do pDNA para a analise, ndo foi possivel prosseguir com estes

clones.

Figura 27 — Analise da amplificacdo do fragmento de 650 pb dos pDNAs obtidos a partir de col6nias
B. subtilis A6 eritromicina-resistentes. Apds o cultivo das coldnias de A6 eritromicina resistentes em
meio LB, as culturas foram centrifugadas e rompidas por ciclos de aquecimento e resfriamento e, entéo,
0 sobrenadante do rompimento foi usado para PCR utilizando os oligonucleotideos 402 e 403. As
amostras foram reveladas em gel de agarose para confirmar a clonagem do peptideo LC06. (M)
Marcador de pares de bases 1Kb Plus (Life). (1 a 15) Clones. Clones positivos 2 e 5 devido a ndo
amplificacdo inespecifica. Tamanho esperado 650pb

] 2 3 4 S5 6 7 &8 M 9 10 11 12 13 14 15

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

4.5 Mapeamento e sintese em fase solida de peptideos ligantes de linfécitos B

Devido as dificuldades enfrentadas no processo de expressao heteréloga
das proteinas, decidiu-se por explorar, como alternativa, a sintese quimica de peptideos. Este
processo, embora limite o tamanho dos peptideos produzidos, possibilita a ndo dependéncia
microbiana para expressdo proteica, possibilitando, inclusive, a remocdo de possiveis
contaminages biologicas para a formulacdo pretendida (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016).
De fato, esta estratégia vem sendo aplicada para o desenvolvimento de vacinas contra
esquistossomose (EL RIDI; MAHROUS; AFIFI; MONTASH et al., 2001); contra clamidiose
em bovinos (NYARI; KHAN; RAWLINSON; WAUGH et al., 2018); tumores
(DAKAPPAGARI; DOUGLAS; TRIOZZI; STEVENS et al., 2000; DAKAPPAGARI; PYLES;
PARIHAR; CARSON et al., 2003); infeccbes estafilococicas (HAJIGHAHRAMANI;
NEZAFAT; ESLAMI; NEGAHDARIPOUR et al., 2017) e também leishmaniose visceral
(AGALLOU; ATHANASIOU; KOUTSONI; DOTSIKA et al, 2014; AGALLOU;
MARGARONI; KARAGOUNI, 2011; COSTA; GOULART; PEREIRA; LIMA et al., 2014;
MARTINS; DUARTE; CHAVEZ-FUMAGALLI; MENEZES-SOUZA et al., 2015).
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No entanto, a técnica de sintese quimica de peptideos apresenta algumas
limitacBGes quanto a pureza, a qual diminui @ medida que o comprimento da cadeia peptidica
aumenta, devido a acoplamentos comprometidos, resultando na formacgéo de uma populacéo de
sequéncias nao desejadas (MACHADO; LIRIA; PROTI; REMUZGO et al., 2004). Desta forma,
considerando que peptideos sintéticos de 15 ou 30 residuos podem ser produzidos com graus
de pureza e rendimento satisfatérios, trabalhou-se na identificacdo de provaveis determinantes
antigénicos na sequéncia da proteina LC36, utilizando-se analises in silico de imuno-
informatica para identificacdo de pequenas sequéncias peptidicas reconhecidas pelo Complexo
de Histocompatibilidade (MHC) (tabelas 1 e 2, anexo) e/ou pelos linfécitos B (tabela 3) B
(VAKILI; NEZAFAT; ZARE; ERFANI et al., 2020). Para isso, utilizou-se os servidores
Rankpep, IEDEB, NetMHCpan, IFNepitope, ABCpep e Vaxijen.

Tabela 1 — Epitopos para Linfocitos B segundo os trés servidores utilizados. Cada peptideo com a
pontuacéo/classificacdo de acordo com cada método. Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)

Epitopo IEDB ABCpep? Vaxijen
PPLVMGDGTGGEDHAQ - 0,88 1,111
DGYTQAGLTRTSGATT - 0,92 0,399

TTTATTPISRTAASTP - 0,9 0,90
PRYAEAAAAHVATQLS - 0,72 0,411
EQLRNSATFPELEVEV - 0,67 0,492
AQVMLYGSYALGLSLPS - 0,57 1,076
LWKFLSADAFANGYQV - 0,59 0,077
CGEAGDSAALPKQLPL - 0,69 1,200
ADAFANGYQVADAFGD + - 0,206

@ Maior o valor da pontuacdo maior probabilidade de ser epitopo; (-) auséncia; (+) predito pelo
servidor IEDB.

Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatorios e infectam células
do sistema fagocitico mononuclear, principalmente, macréfagos. Uma vez fagocitado, o
parasita € capaz de modular a resposta da célula, interferindo no perfil da resposta imunoldgica
de Th1 para Th2 favorecendo, assim, o estabelecimento da infeccdo e progressédo da doenca
(GREGORY; OLIVIER, 2005; ROSSI; FASEL, 2018). Desta forma, para reverter a infeccdo,
€ necessario a ativacdo do macrofago e polarizacdo da resposta para Thl, o que é possivel via
producdo de IFN-y (MANTOVANI; SICA; SOZZANI; ALLAVENA et al., 2004). Interessante
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notar que a capacidade de as células B atuarem como células apresentadoras de antigenos e
serem capazes de polarizar a resposta imune a Thl torna-as um bom alvo para o
desenvolvimento de vacina para o controle das leishmanioses.

Os epitopos obtidos pelo servidor IEDB (tabela 3) compreendem
peptideos que variam de 2 a 76 aminodcidos, ligantes de células B. Entretanto, considerando a
limitacdo da estratégia de sintese quimica (MACHADO; LIRIA; PROTI; REMUZGO et al.,
2004), optou-se pela selecdo de peptideos de 16 aminoacidos para prosseguimento nas analises
de imunogenicidade.

Desta forma, os peptideos AQVMLYGSYALGLSLPS (WC2013) e
PPLVMGDGTGGEDHAQ (WC2025), selecionados com base no fragmento de 256
aminoéacidos, previamente caracterizados como imunorreativos frente a soros de cées infectados
por L. infantum (Nogueira et al, 2018), assim como
MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQER A (EV0410) (Lima 2015), também ligante
para células B, foram escolhidos para sintese em fase solida, partindo de 200 mg de massa
inicial de resina Rink Amide e de 200 mg, 205 mg e 217,5 mg para os peptideos EV0410,
WC2013 e WC2025 respectivamente. Ao final da sintese, obteve-se 336,05 mg, 334,75 mg e
445 mg de massas de peptidil-resina, com ganho de massa de 135,5 mg, 129,75 mg e 227,5 mg
para os peptideos EV0410, WC2013 e WC2025 respectivamente (tabela 4).

Tabela 2 — Rendimento da sintese dos peptideos EV0410, WC2013 e WC2025. Fonte: Elaborado pelo
Autor (2021)

Ganho de
Ganho de )
o _ massa Rendimento
Peptidil-resina massa )
tedrico (%)
(mg)
(mg)

MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERA 135,5 276,0 49,09
AQVMLYGSYALGLSLPS 129,7 169,9 76,30
PPLVMGDGTGGEDHAQ 227,5 229,9 98,96

Apos a sintese, as peptidil-resinas foram clivadas e o material bruto,
separado da resina por solubilizacdo em H2O e acetonitrila. As massas de peptideos brutos

liofilizados obtidas estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 3 — Rendimento da clivagem dos peptideos EV0410, WC2013 e WC2025. Fonte: Elaborado
pelo Autor (2021)

o ) Massa bruta Massa bruta Rendimento
Peptidil-resina

(mg) tedrica (mg) (%)
MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERA 221 304,70 72,53
AQVMLYGSYALGLSLPS 116 176,91 65,57
PPLVMGDGTGGEDHAQ 84,3 157,98 53,36

Apos liofilizagdo, procedeu-se a analise por espectrometria de massas
para confirmagdo da sintese (figuras 28 a 30).

Figura 28 — Espectro de massas referente ao peptideo EV0410. Confirmagdo do material obtido por
espectrometria de massas em aparelho Bruker injecéo ion trap, modo eletrospray positivo. Sequéncia
do peptideo: MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQE RA-NH, e massa molar de 3047,24 g.mol
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Figura 29 — Espectro de massas referen
espectrometria de massas em aparelho B
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te ao peptideo WC2013. Confirmagdo do material obtido por
ruker injecdo ion trap, modo eletrospray positivo. Sequéncia

do peptideo: AQVMLYGSYALGLSLPS-NH,, massa molar de 1769,07 g.mol*
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Figura 30 — Espectro de massas referente ao peptideo WC2025. Confirmacgdo do material obtido por
espectrometria de massas em aparelho Bruker injecdo ion trap, modo eletrospray positivo. Sequéncia

do peptideo: PPLVMGDGTGGEDHAQ-NH,, massa molar de 1579,69 g.mol*
790.59
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Os perfis cromatograficos dos peptideos brutos foram obtidos por CLAE.
Os peptideos EV0410 e WC2025 apresentaram tempo de retencdo de 11,2 min e 9 min
respectivamente (figura 31 e 32). Entretanto, para o peptideo WC2013, ndo foi possivel
identificar o tempo de retencdo, visto o perfil cromatogréfico (Figura 33) e, assim, procedeu-se
a purificacdo do material, seguida de identificacdo do pico de interesse por espectrometria de

massas.
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Figura 31 — Perfil cromatogréafico do material bruto do EV0410 obtido apds a clivagem para separagao
da resina. O material bruto foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia a um gradiente de 5
a 95 % de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min. O tempo de retencdo para o peptideo EV0410

¢ de 11,2 minutos

0,5 -
' 11,2
0,4

0,3 1

Abs (220nm)

0,2

0,1 1

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

0,0

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Figura 32 — Perfil cromatogréfico do material bruto do WC2025 obtido ap6s a clivagem para separacéo
da resina. O material bruto foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia a um gradiente de 5
a 95 % de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min"%. O tempo de retencéo para o peptideo WC2025
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 33 — Perfil cromatogréfico do material bruto do WC2013 obtido ap6s a clivagem para separacao
da resina. O material bruto foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia a um gradiente de 5
a 95 % de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min%. O tempo de retencdo para o peptideo WC2013
precisou ser investigado devido a dificuldade em identificar qual pico pertencia ao material de interesse

1,0

0,8

0,6

Abs (220nm)

04

_

0,0 +

5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Os peptideos EV0410 e WC2025 foram purificados em sistema CLAE
semi-preparativo e as fracbes obtidas foram avaliadas em CLAE analitico (Figuras 34 e 35),
obtendo-se o rendimento final igual a 12 e 10 mg dos peptideos EV0410 e WC2025,
respectivamente, e grau de pureza superior a 95% (Tabela 6). Devido a baixa solubilidade do
peptideo WC2013 em HO e acetonitrila, em funcdo da presenca de residuos de aminoacidos
com cadeia lateral ndo polar leucina, valina, fenilalanina e isoleucina, houve aformacdo de
folhas betas e, consequentemente, agregacdo das moléculas (MUELLER; BAUMRUCK;
ZHDANOVA; TIETZE, 2020; PARADIS-BAS; TULLA-PUCHE; ALBERICIO, 2016).
Outros métodos de purificacdo deverao ser testados no futuro para que este peptideo possa ter

suas propriedades imunogénicas caracterizadas.
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Figura 34 — Perfil cromatogréfico do material purificado do EV0410 obtido ap6s purificacdo em
sistema CLAE semi-preparativo. O material purificado foi submetido a cromatografia liquida de alta
eficiéncia a um gradiente de 5 a 95 % de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min. O tempo de
retengdo para o peptideo EV0410 é de 11,2 minutos
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Figura 35 — Perfil cromatografico do material purificado do WC2025 obtido ap6s purificacdo em
sistema CLAE semi-preparativo. O material purificado foi submetido a cromatografia liquida de alta
eficiéncia a um gradiente de 5 a 95 % de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min™. O tempo de
retencdo para o peptideo WC2025 é de 9 minutos
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Tabela 4 — Condigdes utilizadas no processo de purificacdo dos peptideos EV0410 e WC2025 em
CLAE semi-preparativo, as massas e purezas obtidas. Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)

Peptideo Semi-preparativo Massa  Pureza
EV0410 MAQAVSSAEGGSRAALEATE
AAERAEQERA-NH:
WC2025 PPLVMGDGTGGEDHAQ-NH,  10-45 % solvente B 10 mg >95 %
Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

15-45 % solvente B 12 mg >95 %

4.6 Imunizacdo de camundongos BALB/c com uma mistura dos peptideos EV0410 e
WC2025

A LV canina é uma doenca grave que afeta muitos cées, principalmente,
em areas endémicas. Nestes locais, 0s animais estdo sob risco de se infectarem pela picada do
inseto Phlebotominae. Associado as condicBes climaticas adequadas para a proliferacdo do
vetor e domesticidade desses mamiferos, o aparecimento de casos caninos precedem 0s casos
de LV humana (DANTAS-TORRES; SOLANO-GALLEGO; BANETH; RIBEIRO et al.,
2012). Um fator preocupante relacionado a infec¢do canina é o grande ndamero de casos
assintomaticos, tendo em média 10% dos caes em areas endémicas, que varia de acordo com a
localidade, como por exemplo, 0,4% na Franca e 19% na Grécia (ATHANASIOU; KONTOS;
SARIDOMICHELAKIS; RALLIS et al, 2012; MATTIN; SOLANO-GALLEGO;
DHOLLANDER; AFONSO et al., 2014). No Brasil, os nimeros de casos de LV canina séo
elevados, por exemplo, em Pernambuco, cerca de 42% dos animais testados apresentaram
sororeatividade para leishmanioses, com 43% n&o apresentando sintomas da parasitose
(EVARISTO; SEVA; OLIVEIRA; SILVA et al., 2020; FREITAS; NUNES-PINHEIRO;
ABREU, 2018).

Desta forma, varias proteinas foram investigadas ao longo dos anos
quanto a sua imunogenicidade, KMP-11 (DIKHIT; KUMAR; DAS; DEHURY et al., 2017),
Cisteino protease (DUARTE; QUEIROZ; TOSTA; CARVALHO et al., 2015), LiHypl
(MARTINS; CHAVEZ-FUMAGALLI; COSTA; CANAVACI et al., 2013), LiHyD (LAGE;
MARTINS; DUARTE; COSTA et al., 2016), NH3 (NICO; CLASER; BORJA-CABRERA;
TRAVASSOS et al., 2010), GP63 (KAUR; SOBTI; KAUR, 2011), LACK (KEDZIERSKA,;
CURTIS; VALKENBURG; HATTON et al., 2012), A2 (FERNANDES; COSTA; COELHO;
MICHALICK et al., 2008) entre outras , como forma de prevencéo tanto da LV humana quanto
canina, mas poucas avangaram para os ensaios clinicos (DUTHIE; REED, 2017) e chegaram

ao mercado.
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Este estudo buscou desenvolver uma vacina de multiplos epitopos a partir
de duas proteinas hipotéticas de L. infantum, LC06 e LC36, que utilizando estratégias de
vacinologia reversa, mostraram-se reativos para soros de cdes infectados com L. infantum,
sendo capazes de diferenciar animais positivos de negativos para o parasita (LIMA, 2015b;
NOGUEIRA; DEL CISTIA; URBACZEK; JUSI et al., 2018). Consequentemente, esses
resultados comprovam a antigenicidade dessas proteinas, além de indicar que elas sdo expressas
durante a doenca e sdo relevantes para o sistema imunoldgico do hospedeiro (FERNANDES;
COELHO; MACHADO-COELHO; GRIMALDI et al., 2012). Adicionalmente, é sabido que
proteinas antigénicas apresentam grande potencial imunogénico (CRUMPTON, 1974).

Devido as dificuldades de expressar as proteinas em células bacterianas,
optou-se pela realizacdo da sintese quimica dos peptideos acima descritos, derivados tanto da
proteina LC36 quanto da LCO06, os quais foram utilizados nos ensaios a seguir de imunizacao

de camundongos, avaliacdo de resposta humoral e protecéo frente ao desafio com L. infantum.

4.6.1 Resposta humoral

Para a determinacdo da resposta humoral, em camundongos BALBI/c,
grupos contendo cinco animais cada foram submetidos a imunizacdo via subcutanea. O
primeiro grupo recebeu PBS; 0 segundo grupo recebeu o adjuvante Saponina; o terceiro recebeu
0s peptideos EV0410 (75 ug) e WC2025 (75 ug); e o quarto recebeu o adjuvante Saponina
associados aos peptideos EVV0410 (75ug) e WC2025 (75 ug), todos dissolvidos em PBS e tendo
100 pL a dose. O esquema de imunizacao foi realizado nos dias 0, 14 e 21 e, no sétimo dia ap0s
a terceira imunizacdo, os animais foram eutanasiados e o sangue coletado para obtencdo do soro
e determinacdo da producdo e niveis de anticorpos IgG, IgG1l e 1gG2a contra os antigenos
testados. Trés ensaios de ELISA foram realizados (ver Material e Métodos, item 3.25), sendo o
primeiro referente a combinacéo dos peptideos EV0410 (10 ug.mL™) e WC2025 (10 pg.mL™?)
adsorvidos aos pogos de placas de microtitulagdo (Figura 36), enquanto nos outros dois ensaios,
0s peptideos EV0410 (Figura 37) e WC2025 (Figura 38) foram adsorvidos individualmente.

Na figura 36, verifica-se que houve producdo de IgG (ODasonm 0,99)
significativamente maior (p<0,01) nos animais imunizados com 0s antigenos e o adjuvante
saponina quando comparado aos grupos controles (ODasonm 0,12). No entanto, nas figuras 37 e
38, verifica-se que a maior producdo de anticorpos se refere apenas ao peptideo EV0410
(OD4sonm 1) uma vez que a producdo de IgG especifica para WC2025 foi baixa (ODasonm 0,17).
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A producgdo maior de 1gG antigeno-especifico no grupo vacinado, se comparada ao controle,
demonstra a imunogenicidade da vacina peptidica EV0410/WC2025 como observado em
outros estudos (AGALLOU; ATHANASIOU; KOUTSONI; DOTSIKA et al., 2014; DIAS;
MARTINS; RIBEIRO; RAMOS et al., 2018; DIAS; RIBEIRO; MARTINS; LAGE etal., 2018;
MARTINS; DUARTE; CHAVEZ-FUMAGALLI; MENEZES-SOUZA et al., 2015;
MARTINS; LAGE; DUARTE; CARVALHO et al.,, 2017; NICO; CLASER; BORJA-
CABRERA; TRAVASSOS et al., 2010).

Quanto a producao de IgG1, seus niveis sdo mais elevados no grupo
imunizado com a formulacéo, sendo seu titulo inferior para o peptideo WC2025 (OD4sonm 0,14).
No entanto, os niveis de IgG2a obtidos ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo
aos demais grupos, exceto para o peptideo WC2025 (OD4sonm 0,15), no qual o grupo imunizado
com a formulacdo Saponina+EV0410+WC2025 foi estatisticamente diferente dos grupos
controles (ODasonm 0,1), apesar de ter apresentado baixos niveis de producdo. Pode-se observar
que houve desenvolvimento tanto de resposta Thl quanto Th2, isso pode ser concluido pelas
subclasses produzidas, visto que a presenca de 1gG1 e 1gG2a esta ligada a resposta Th2 e Thl,
respectivamente (GERMANN; GATELY; SCHOENHAUT; LOHOFF et al., 1993; SNAPPER,;
PAUL, 1987; STEVENS; BOSSIE; SANDERS; FERNANDEZ-BOTRAN et al., 1988).
Apesar de o indice elevado de IgG1, indicativo de polarizacdo da resposta Th2, estar associado
a susceptibilidade as leishmanioses, trabalhos anteriores apontam que o desenvolvimento de
resposta Th2 no inicio da infeccdo estaria ligado ao desenvolvimento de células T CD8+ de
memoria, contribuindo, assim, para protecdo contra o parasita no modelo visceral (AGALLOU,;
SMIRLIS; SOTERIADOU; KARAGOUNI, 2012; STAGER; SMITH; KAYE, 2000).

Além disso, a obtencdo de ambas as respostas Th1/Th2, diferentemente
do que é observado para LC, é interessante para LV, pois tanto em estudos com camundongos
guanto com humanos ha indicativo de que células T CD4 reguladoras (Treg) seriam
responsaveis pela susceptibilidade a doenca (GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001;
KARP; EL-SAFI; WYNN; SATTl etal., 1993; MAZUMDAR; ANAM; ALI, 2004; MURPHY;
WILLE; VILLEGAS; HUNTER et al., 2001; STAGER; SMITH; KAYE, 2000). Importante
mencionar que o tipo de balango Th1/Th2 aqui obtido pode ser consequéncia do adjuvante
utilizado, visto que a saponina permite o desenvolvimento de ambas as respostas, apesar de ter
sido relatado a sua predominancia em estimular a resposta Thl (KENSIL, 1996; TIZARD,
2020).
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Os adjuvantes do tipo saponina sdo substancias extraidas de plantas e sdo
caracterizados como surfactantes, uma vez que sdo anfipaticos, possuindo porc¢do lipofilica
e hidrofilica (BARBOSA, 2014). A atividade adjuvante desses compostos esta ligada a essa
caracteristica, pois sdo capazes de interagir com a membrana plasmatica, na regido da aplicacgéo,
e causar lise celular devido a formag&o de complexos com o colesterol e consequente formacao
de poros. Assim, 0 mecanismo de acdo se da por meio do dano e liberacdo de moléculas
relacionadas a dano celular (DAMPS), que se ligam a receptores das células apresentadoras de
antigenos, levando a ativacdo da via inflamatdria (TIZARD, 2020). Desta forma, estimula-se a
acdo contra antigenos dependente ou independente de células T, além de induzir forte resposta
citotoxica mediada por linfécitos, e por aumentar a produgdo de anticorpos, consequentemente,
vem sendo utilizada como adjuvante veterinario (AIYER HARINI; ASHOK KUMAR,;
PRAVEEN KUMAR; SHIVAKUMAR, 2013; RAJPUT; HU; XIAO; ARIJO, 2007).

Curiosamente, ambos peptideos, EV0410 e WC2025, foram
identificados como epitopos de células B, EV0410 analisado por Lima (2015) e WC2025 neste
trabalho. No entanto, os camundongos imunizados com PBS+ EV04/WC2025 nédo
apresentaram producdo de anticorpos, o que pode ser justificado pela baixa estabilidade dessas
moléculas em um ambiente bioldgico, ndo havendo tempo habil para que o sistema imune
reconhecesse esses epitopos para desencadear a resposta imune. Por outro lado, apesar de a
saponina nao ser capaz de proteger o peptideo como outros adjuvante, por exemplo, lipossomas
(STARK; ANDREAE; MOSGOELLER; EDETSBERGER et al., 2008), ela ainda assim gerou

a producao de anticorpos nos camundongos.
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Figura 36 — Resposta de anticorpos IgG, 1gG1 e IlgG2a contra EV0410 e WC2025 de L. infantum. Cada
grupo de camundongo BALB/c (n= 5) recebeu trés doses da formulacdo vacinal por via subcuténea,
com intervalo de 15 dias entre a primeira e a segunda dose e intervalo de sete dias entre a segunda e a
terceira dose. Sete dias ap0s a terceira dose, o sangue dos animais foi coletado para obtencéo do soro e
determinacdo do titulo de anticorpo IgG, IgG1 e 1gG2a por meio de ELISA indireto. Para esse ensaio,
as placas de Elisa Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas usando solug¢ao-tampdo carbonato de sddio
(0,1 mol.L, pH 9,5) contendo combinagéo dos peptideos EV0410 (10 pg.mL™) e WC2025 (10 pg.mL"
1. Os resultados representam os valores de absorbancia de anticorpos conjugados com HRP (Abcam) e
dilui¢do de 1:100 do soro dos camundongos. Grupos: PBS (100 pL), Saponina (50 pg de
saponina/100puL em PBS), PBS+EV0410+WC2025 (75 pg de cada peptideo/100pL em PBS),
Saponina+EV0410+WC2025 (75 ug de cada peptideo/100uL em PBS). A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA usando o teste de comparag¢des multiplas de Tukey com intervalo de confianga
de 95%. ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo & PBS, Saponina e PBS+Peptideos

(p<0,01)
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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Figura 37 — Resposta de anticorpos IgG, 1gG1 e 1gG2a contra EV0410 de L. infantum. Cada grupo de
camundongo BALB/c (n=5) recebeu trés doses da formulacao vacinal por via subcutanea, com intervalo
de 15 dias entre a primeira e a segunda dose e intervalo de sete dias entre a segunda e a terceira dose.
Sete dias apds a terceira dose, o sangue dos animais foi coletado para obtencao do soro e determinagéo
do titulo de anticorpo IgG, IgG1 e 1gG2a por meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de
Elisa Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas usando solug¢do-tampao carbonato de sédio (0,1 mol. L,
pH 9,5) contendo o peptideo EV0410 (10 pg.mL™). Os resultados representam os valores de absorbancia
de anticorpos conjugados com HRP (Abcam) e diluicdo de 1:100 do soro dos camundongos. Grupos:
PBS (100 pL), Saponina (50 pg de saponina/100uL em PBS), PBS+EV0410+WC2025 (75 pg de cada
peptideo/100uL em PBS), Saponina+EV0410+WC2025 (75 pg de cada peptideo/100puL em PBS). A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de comparag6es maltiplas de Tukey
com intervalo de confianga de 95%. ** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo entre

PBS, Saponina e PBS+Peptideos (p < 0,01)
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Figura 38 — Resposta de anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2a contra WC2025 de L. infantum. Cada grupo de
camundongo BALB/c (n=5) recebeu trés doses da formulacao vacinal por via subcutanea, com intervalo
de 15 dias entre a primeira e a segunda dose e intervalo de sete dias entre a segunda e a terceira dose.
Sete dias apds a terceira dose, 0 sangue dos animais foi coletado para obtencéo do soro e determinacao
do titulo de anticorpo IgG, IgG1 e 1gG2a por meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de
Elisa Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas usando solugdo-tampéo carbonato de sodio (0,1 mol.L?,
pH 9,5) contendo o peptideo WC2025 (10 pg.mL™?). Os resultados representam os valores de
absorbéancia de anticorpos conjugados com HRP (Abcam) e dilui¢do de 1:100 do soro dos camundongos.
Grupos: PBS (100 pL), Saponina (50 ug de saponina/100uL em PBS), PBS+EV0410+WC2025 (75 ug
de cada peptideo/100uL em PBS), Saponina+EV0410+WC2025 (75 ug de cada peptideo/100uL em
PBS). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de compara¢des multiplas
de Tukey com intervalo de confianga de 95%. Diferenca estatisticamente significativa (*p < 0,05; ** p
<0,01e***p<0,001)
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

4.6.2 Carga Parasitaria

Metade dos animais imunizados foram desafiados intraperitonealmente
com 1x108 promastigotas de L. infantum em fase estacionaria de crescimento, para avaliar a
protecdo gerada pela imunizacdo com a formulacdo Saponina+EV0410+WC2025. Apos quinze
dias de infeccdo, os animais foram eutanasiados para que se pudesse determinar a carga
parasitaria no baco e no figado. Neste estudo, é possivel observar reducdes estatisticamente
significativas entre o grupo vacinado com Saponina+EV0410+WC2025 e o0s grupos controles

(Figura 39). Neste contexto, os animais imunizados com 0s antigenos e o adjuvante
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apresentaram reducdo na carga parasitaria de 37,8% no figado, enquanto, no baco, a redugéo
foi de 27,6% ao se comparar ao grupo PBS.

Figura 39 — Determinagio da carga parasitaria. indice de LDU (ndmero de amastigotas de Leishmania
por 1000 células nucleadas por peso do 6rgdo) em camundongos BALB/c imunizados e, entdo,
desafiados via intraperitoneal com 1x108 L. infantum para serem eutanasiados ap6s quinze dias. Reducdo
de 37,8 % do parasita no figado e 27,6 % no baco. Diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
PBS, Saponina e PBS+Peptideos (** p < 0,01 e **** p < 0,0001)
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Ha estudos avaliando formulagGes vacinais contendo peptideos e
saponina como adjuvante. Martins et al. (2015) observaram o desenvolvimento tanto de
resposta Thl quanto Th2 em animais imunizados com epitopos da proteina LiHyV de L.
infantum para linfécitos T CD8+ (AGQSVPNSL e VGIKNTAALFVLNATAI). Assim como
neste trabalho, os autores observaram menor reducao na carga parasitaria em relacdo ao grupo
controle (salina), mas estatisticamente significativa; por outro lado, os animais que receberam
a proteina LiHyV recombinante como imunizante apresentaram reducdo significativamente
maior que o grupo peptideo/saponina. Quanto a imunogenicidade, é possivel "brincar" com
outros adjuvantes para potencializar a capacidade imunogénica do antigeno. Ha diversas classes
de adjuvantes para serem exploradas, mas algumas caracteristicas devem ser consideradas para
cada tipo de infecgéo a ser estudada (REED; ORR; FOX, 2013). A saponina foi escolhida neste
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trabalho por ser usada para fins veterinarios (WANG, 2021), por ser capaz de desencadear um
resposta Thl (RAJPUT; HU; XIAO; ARIJO, 2007) e por ja ter sido alvo de estudo em vacinas
para Leishmania (CHAVEZ-FUMAGALLI; COSTA; OLIVEIRA; RAMIREZ et al., 2010;
DUARTE; LAGE; MARTINS; COSTA et al., 2016; LAGE; MARTINS; DUARTE; COSTA
et al., 2016). Embora a formulacdo (EV04/WC2025+saponina) aqui investigada tenha
apresentado resultados relevantes para a producdo de uma resposta protetora, testar outros
adjuvantes podera constituir-se em uma nova estratégia para melhorar a protecdo contra a
infeccdo por L. infantum. Peters et al. (2012) avaliaram duas formulagdes vacinais utilizando
como adjuvante monofosforil lipidio A ou glicopiranosil lipidio A, observando aumento na
producdo de INF-y e redugao da carga parasitaria apos desafio.

Ainda, é possivel trabalhar com vacina contendo multiplos epitopos
como forma de aumentar as chances de reconhecimento pelo sistema imune e, desta forma,
desenvolver uma proteina quimérica, como por exemplo, Dias et al. (2018) que expressaram
uma quimera a partir de epitopos de trés antigenos de Leishmania, as proteinas LiHyp, SGT e
PHB. Apesar de estar numa nova estrutura, a “nova” proteina foi reconhecida por anticorpos de
cdes infectados pela doenca, assim como por soro de camundongos imunizados com as
proteinas recombinantes individualmente, ndo interferindo no sistema de reconhecimento. Ap6s
ensaio de imunizacdo tendo saponina como adjuvante, observaram mix de resposta Thl e Th2,
porém tendo os niveis de Thl superior a Th2. Ap6s o desafio, observaram reducdo de 91% na
carga parasitaria no baco dos camundongos infectados. Da mesma forma, Valiki et al. (2018;
2020) construiram uma proteina a partir de epitopos de quatro antigenos de L. infantum, as
proteinas LiHy, H1, SMT e LSAP. Destaca-se a adigdo de “adjuvantes” a por¢do N e C terminal
da proteina, por meio de fragmentos das proteinas RpfE e RpfB de Mycobacterium tuberculosis
(também presente no adjuvante completo de Freund) como forma de embutir o adjuvante no
préprio antigeno (built-in adjuvant). Tal estratégia permitiu que a proteina ndo necessitasse de
adjuvante na formulacgéo, visto que ao comparar 0s grupos imunizados com e sem adjuvante
ndo houve diferencas significativas, tanto na reducdo da carga parasitaria (88,8 %) como na
producdo de citocinas e imunoglobulinas. Ainda, Nico et al. (2010) obtiveram reducdes de 88 %
na carga parasitaria de BALB/c infectados com L. infantum utilizando um peptideo de 115
residuos com sete epitopos, sendo trés deles para MHC-I1 e quatro para células B. Isto posto,
nédo nos escapa a possibilidade de ampliar o nimero de epitopos derivados de LC06 e LC36 em

novos estudos e, assim, obter uma resposta imune protetora mais robusta.
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Um outro desafio de trabalhar com vacinas a base de peptideos reside na
questdo da manutencdo de estabilidade, j& que apds a administragdo, estes podem ser
degradados por inimeras proteases, interferindo negativamente no processo de formacéo de
uma resposta imune (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016). Assim, pode-se aplicar na
continuidade deste trabalho estratégias que visem ampliar a estabilidade e imunogenicidade
desses peptideos, como adic¢do de outras estruturas na por¢do amino e carboxi-terminal, como
grupos amida, acetil, lipidios e carboidratos (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016). Cooper et al.
(1997), utilizando esta abordagem, adicionou sequéncias flanqueadoras derivadas da proteina
GCN4 de Saccharomyces cerevisiae ao peptideo pl45 derivado da proteina M de Streptococcus
para promover uma alteragdo conformacional a a-hélice, consequentemente, melhorar a
imunogenicidade do peptideo modificado. Outras estratégias referem-se, ainda, a ciclizacao,
muito testada em desenvolvimento de vacinas para HIV (MCGAUGHEY; CITRON;
DANZEISEN; FREIDINGER et al., 2003), e adicdo de ligacBes quimicas artificiais entre
residuos de aminodcidos distintos para reduzir acdo de proteases e ainda aumentar a afinidade
entre a ligacdo anticorpo - antigeno (BIRD; IRIMIA; OFEK; KWONG et al., 2014).

4.7 Imunizagéo passiva

Ap6s a obtencdo do soro dos camundongos do ensaio de
imunogenicidade, novos grupos compostos por sete camundongos cada receberam, via
intraperitoneal, 100 pL de soro diluido (1:2 em PBS), e o sistema do complemento foi inativado
a 56°C por 30 minutos para avaliacdo da capacidade protetora dos anticorpos. Observa-se na
figura 40 que, ap6s quinze dias de infeccdo, houve reducdo na carga parasitaria nos dois érgéos
avaliados, tendo 40,9% de reducao no figado e 38,4% no baco.

Ao se tratar da leishmaniose, o papel dos anticorpos no combate a
infeccdo é controverso, apesar de ser um critério de avaliagdo em estudos de desenvolvimento
de vacinas (BEATTIE; PELTAN; MAROOF; KIRBY et al., 2010; NYLEN; GAUTAM, 2010;
RONET; VOIGT; HIMMELRICH; DOUCEY et al., 2008; SINGH; KUMARI; SINGH, 2002).
Aqui, observamos a reducdo da carga parasitdria em camundongos BALB/c tratados
previamente com o soro e, entdo, infectados com L. infantum. Em contrapartida, experimento
similar realizado por McNolty at al. (2021) ndo apresentou resultado similar, uma vez que o
uso do soro em camundongos favoreceu a infecgédo por L. infantum. Entretanto, vale ressaltar
que os autores usaram soro de animais curados de leishmaniose cutanea (L. mexicana) para

realizar a transferéncia passiva no combate a LV.
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Desta forma, tais resultados abrem a possibilidades de realizacdo de
novos ensaios no estudo do papel dos anticorpos no combate as leishmanioses (imunoterapia),
considerando o potencial para desenvolvimento de anticorpos monoclonais para fins de

imunoterapia de cdes diagnosticados com a doenca.

Figura 40 — Determinacéo da carga parasitéria. indice de LDU (nimero de amastigotas de Leishmania
por 1000 células nucleadas por peso do 6rgdo) em camundongos BALB/c que receberam soro inativado
de camundongos imunizados com PBS, camundongos sadios ou camundongos imunizados com a
formulacéo vacinal. Quarenta e oito horas apds receberem o soro, os animais foram desafiados via
intraperitoneal com 1x108 L. infantum para serem eutanasiados apés quinze dias. Reducéo de 40,9% do
parasita no figado e 38,4 % no bago Diferenca estatisticamente significativa (*** p = 0,0001 e **** p <
0,0001)
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

5 CONCLUSAO

Apesar das diversas estratégias testadas, ndo foi possivel expressar a
proteina LC36, enquanto a sequéncia da ORF Ic06 nédo foi amplificada.

Andlises in silico permitiram a identificacdo de 9 epitopos derivados da
LC36 capazes de se ligar as células B. Entretanto, apenas dois foram selecionados para sintese,
pois pertenciam ao fragmento ja expresso anteriormente pelo grupo de pesquisa.

Devido a sua sequéncia de aminoéacidos, o peptideo WC2013 apresentou
baixa solubilidade e ndo foi usado nos ensaios in vivo. No entanto, os peptideos EV0410 e
WC2025 foram sintetizados e purificados sem adversidades.
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A vacina peptidica testada induziu resposta humoral em BALB/c, com
predominancia de 1gG1. O peptideo EV0410 apresentou imunodominancia em relacdo ao
WC2025.

A formulacéo (Saponina+Peptideos) levou a protecdo parcial contra L.
infantum, havendo reducédo da carga parasitéaria de 37,8 % no figado e 27,6 % no bago.

O soro dos animais imunizados com os peptideos protegeu, parcialmente,
animais ndao imunizados e desafiados com o parasita, com reducao da carga parasitaria de 40,9%

no figado e 38,4 % no baco.
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ANEXO
Sequéncias nucleotidicas das ORFs utilizadas neste trabalho
ORF Ic36:

>LINF_360049000 | Leishmania infantum JPCMS5 | hypothetical protein | genomic |

LinJ.36 forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=2220

ATGGGGCGAATCGACTCCTCTTGTGTCGCTGCCACGGTGACGCCTAGCAAGGTCGGCGCA
TCGTCGTCTTGTCCCGGCACGGCGACAAGCACTGGCAAGATAGACGAGCCTGCTTCTCGC
GCCGCTGCCCCGCAGGGCCGGGCGCAGCGATGTGGCCGAGCGCGACCCGCCCAGATGCAC
AACAGCCTCAGTGCGGGGATGTGTGATAACCAACAGCAGCACGCCGCAGGCGTTTGGAAG
TTGATTGCAGGGCCGCAGAGCGCCTCCACGACTCCGCCGCCGCTCGTGATGGGTGACGGC
ACAGGCGGCGAGGATCATGCGCAGGCTGCCCACACCGGCGTCCGGTGGACTAAGCACGCG
TGGGAAAAGGGCAACGACTGCCCTGCGGGTAGCGCGTACGGGTCTTTTGTAGGCGCGCCG
CTGCGCAGGCTGCCGCCAACGCCTCCGTTCCCTGGTGTGCGTCTTCCCGCCTGGTGTCGG
TCCGCGTCGGCGACGGCGTATCCGCTCTCCGAGGATGGCCTCACAAACGAGCTGCTGGAC
TTCTTCTATTATCTGCAGTTGACCTCCCATGAGGAAGCGGCACGGGAGCGGCTGCTTGGC
TACGTGCAGGCGTGCGTGGCGAAGTTGTGGGGCCCCTGTAAACCGGGGAGCGAAGCCGAG
GGAACAGCACAGGTGATGCTGTACGGCAGCTACGCTCTAGGGCTTTCTCTTCCAAGCAGC
GACATTGATCTTGCCCTGACTTTCCCGGCCGAGGAGCAGGTGGACGTCGCGACCATTGCA
GTTGAGGAAAGGAGTGGGGATCGCGCTCTCCTGGCGCCGGCGGTCTCGAAGAAACGCCAG
GCGCTGCACCTTGAGCGGCTCCACGATCTTGCCGAGCAGCTGCGGAACTCTGCGACGTTT
CCCGAGTTGGAGGTAGAGGTGTATGATCAGTGCCGTGTGCCGCGCATTCATCTACGAGAC
AGGACTTGTGGTGGCGTGTCGTGTGACATCAACAGCTCCTTCGCCTCAGCACGCATCGCC
CGCATCGTGGCGCGGCAGCGGCTATGGCTACAGGACTCCCCGCTCGCGGCGTTCCTCGTG
CGCGTCACCAAGGCAGCCGTGAAGCAGTGGGGCCTCCACGAAGTGTTCTGGGGCGGCGTC
GCCTCCACTGCGCTGTACTGCCTAGTGCTCCGCTTCCTCGCCCAGATGGAACAGCTTTGC
CGACACGCGCAGGTGGAGGAGAATTTGTCTCCACCGCGCTACGCGGAGGCCGCCGCCGCG
CATGTCGCAACGCAGCTCTCTTCGTTGGCTTGTTCGTCACCGTTGTCTTCACCACAACTC
TCCATGCCACACCCAGCCAACGAGTCTTTCGCAGCGTTTACCCCAGTTCCAGCCGGCACG
GCTTCCACTGCTCGCGGCCTCAACAGGCTAAGCGCGGCGGCAGCCGTTCCTTCATATGTA
CCCAGCTGGGTTGTGAATAGCAGGAAGCACGACTTGAACAAGTCGTCGTCCTTGTGCGAT
ATGGACAAGAACAGCGCGCTGTGCCCTGTCAGTTTGACCGCTTGCTCCCTTTCCGATTGG
AGCACGATGAGCAGCACGTGCGACGAGGATAGGGAGGCGGACGACGAGGTGGATGGCTAC
ACGCAGGCGGGTCTCACGCGCACCTCCGGCGCCACCACCACTGCGACTACGCCGATCTCT
CGCACCGCGGCGAGCACACCGATGCCGGCTGCAAGCGAAGCGCATGAGGGAGGCACAGCG
ACCGCATCGAGTGCCTTGGCACCACCAGTGAGCGTCAATTCTGCTGCGCTTCGCGAGGGC
GTGTTTCCCAGTGCGGATGGACTTACTCAGATCGCGCGATCACGGTATGGCGCGTCGCCA
GCGCGTCTACTGCTGAAGCTGTGGAAGTTTCTTTCTGCCGACGCTTTTGCGAACGGGTAT
CAGGTAGCAGATGCCTTTGGAGATGACGCGGTGTGGTGCGACTGCGGCGAGGCGGGCGAC
TCGGCCGCGCTACCAAAGCAGCTTCCGCTCATGGCGTCGCTTGAACTGGCCACGATTGCG
GGCATGAGCAGCGCCGACCTCTCCGCTGCATCTTTTCGGCTTCCTGAGCTACTGGCACTC
TTTCGCCACTCGAGCACGTCACTGGAGAGCATGCTCCGGTATCAGCGCTACCCGCGGCGC
ACCGTGCCAACGATGCTCTCTACCATCTTTGTCGACCCTCGGCTGCCGACTAACTCTTGA

Link de acesso: https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/LINF 360049000

ORF Ic06:

>LINF_220009200 | Leishmania infantum JPCMS5 | hypothetical protein - conserved | genomic
| LinJ.22 reverse | (geneStart+0 to geneEnd+0)| length=7254

ATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGC
CGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTG
CTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCC
GTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGA
GCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGG
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CGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGLCGCC
GAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCG
CTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGG
CGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGC
CGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTC
GGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGLGG
AGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGLCGLLCTT
GAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGC
TGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGLCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGLCGLCG
CGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAG
GCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGLCGLLGEG
CGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGLGL
AGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCLGC
GCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGA
GGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGA
GCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGA
GCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGLG
CGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGA
GGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGLTTGCGT
TGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGC
TGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGLGLC
GCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGA
GTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGLCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACC
GCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCLCCTTGAGGCA
ACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCG
CGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACA
TGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGLLGCC
GAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGLCGTTGL
TGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCG
TGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAG
CAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGL
GGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGLCGLCG
AGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGLCGLGCET
TGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGLCGGGLCGLCGLTGGL
GCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCC
GCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCG
GAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGA
GGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTG
AGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCT
GCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGLGLLCGL
GGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGG
CCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGLCGLCCGGL
GTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCA
GGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGLCLCGAGLGEG
CCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAG
GCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAG
CGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGC
GCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGLG
CTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGG
CAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTG
CGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTG
GCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGLCLCGLGLLGL
CCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGT
GCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGL
GCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGLCLCCTTGAGGCAAC
CGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGLGLG
CCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATG
GCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGLCCGLCCGA
GCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTG
CCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTG
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TCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCA
GGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGEG
GCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAG
GGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGLGLTTG
CGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGLGC
AGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGC
GCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGA
GGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGG
ACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAG
GCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGC
GCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGLCGLGEG
ACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCC
GCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGLGT
TGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGG
CCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGLGLGEC
GAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGL
GGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCG
CCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGC
GCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGLGLTG
GCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAC
CGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGLGTC
GAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGLCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGA
GGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGLCGLLLTTG
AGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCT
GCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGLCGL
GGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGG
CCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGL
GTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCA
GGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGLG
CCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAG
GCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAG
CGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGLCCGAGCAGGAGC
GCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGLCGGGLGLG
CTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGG
CAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGLTTGLGTTG
CGTCGGAGGAGTGCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTG
GCGGAGGACCGCGCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGLGLLCGL
CCTTGAGGCAACCGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGAGT
GCGCTGCGCGCGCCGGCGTTGCTGCCGAGGCGGCGGGCGCGCTGGCGCAGCTGGCGGAGGACCGC
GCCGCGGACATGGCGCAGGCCGTGTCGAGCGCCGAGGGAGGCAGCCGCGCCGCCCTTGAGGCAAC
CGAGGCCGCCGAGCGCGCCGAGCAGGAGCGCGCTTGCGTTGCGTCGGAGGGATGTGTTGGGCGGT
TATCGGCATCTGGGTGTGGTGTTTGTAGTGGGGGTACTCTTGTGGGGATGGAATGTGGCAGGCATG
ACTGTTCTTTGCGGTTTTCGTATCCCTTGTCTGCGTGTGTTCTACGTTTGGTTGAGGAAGAGGAGGA
TATGCGCGCGCTGTTACAGCGTGAGGAGATTGTTGCTCGAAGATGGAAGGTGTCGCGTTGTTTCGC
TCCAGGGTCGCTAGCGTCGCGGGGTTTAGAAGGAAAGCGGAACGTCTCCGTATATCGCGAGGTTTC
TGTGACGGACTGCTTATCTCAGCATGGTGTGTTTGAGGGGACGCGCAACAGTGTGACCAGCGACGC
GCTTCAGCGGTGGGTTCGTTCGAATCGCTGA

Link de Acesso: https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/download/LINF 220009200
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Sequéncias de aminoacidos das ORFs:

LC36:

>LINF_360049000 | Leishmania infantum JPCM5 | hypothetical protein | protein | length=739

MGRIDSSCVAATVTPSKVGASSSCPGTATSTGKIDEPASRAAAPQGRAQRCGRARPAQMH
NSLSAGMCDNQQQHAAGVWKLIAGPQSASTTPPPLVMGDGTGGEDHAQAAHTGVRWTKH
AWEKGNDCPAGSAYGSFVGAPLRRLPPTPPFPGVRLPAWCRSASATAYPLSEDGLTNELLDFF
YYLQLTSHEEAARERLLGYVQACVAKLWGPCKPGSEAEGTAQVMLYGSYALGLSLPSSDIDL
ALTFPAEEQVDVATIAVEERSGDRALLAPAVSKKRQALHLERLHDLAEQLRNSATFPELEVEV
YDQCRVPRIHLRDRTCGGVSCDINSSFASARIARIVARQRLWLQDSPLAAFLVRVTKAAVKQ
WGLHEVFWGGVASTALYCLVLRFLAQMEQLCRHAQVEENLSPPRYAEAAAAHVATQLSSL
ACSSPLSSPQLSMPHPANESFAAFTPVPAGTASTARGLNRLSAAAAVPSYVPSWVVNSRKHDL
NKSSSLCDMDKNSALCPVSLTACSLSDWSTMSSTCDEDREADDEVDGYTQAGLTRTSGATTT
ATTPISRTAASTPMPAASEAHEGGTATASSALAPPVSVNSAALREGVFPSADGLTQIARSRYG
ASPARLLLKLWKFLSADAFANGYQVADAFGDDAVWCDCGEAGDSAALPKQLPLMASLELA
TIAGMSSADLSAASFRLPELLALFRHSSTSLESMLRYQRYPRRTVPTMLSTIFVDPRLPTNS

LCO06:

>LINF_220009200 | Leishmania infantum JPCM5 | hypothetical protein - conserved | protein |
length=2417
MAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAA
DMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRA
ADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDR
AADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAED
RAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAE
DRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLA
EDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQL
AEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQ
LAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALA
QLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGAL
AQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAGA
LAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAAG
ALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEAA
GALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAEA
AGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAAE
AAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVAA
EAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGVA
AEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAGV
AAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARAG
VAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAARA
GVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAAR
AGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECAA
RAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEECA
ARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEEC
AARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASEE
CAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVASE
ECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVAS
EECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACVA
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SEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERACV
ASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERAC
VASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQERA
CVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQER
ACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQE
RACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAEQ
ERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERAE
QERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAERA
EQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAER
AEQERACVASEECAARAGVAAEAAGALAQLAEDRAADMAQAVSSAEGGSRAALEATEAAE
RAEQERACVASEGCVGRLSASGCGVCSGGTLVGMECGRHDCSLRFSYPLSACVLRLVEEE
EDMRALLQREEIVARRWKVSRCFAPGSLASRGLEGKRNVSVYREVSVTDCLSQHGVFEGT

RNSVTSDALQRWVRSNR

Plasmideos Recombinantes obtidos neste trabalho

Figura 41 — Mapa do plasmideo pBSOEXyIRPxylA_ V2-LC36HisTag apds clonagem. Em destaque no
mapa estdo os sitios do BioBrick prefixo e sufixo com os respectivos sitios de restricdo enzimatico.
Também, observa-se a regido do sitio de trombina e a cauda de histidina, assim como a ORF 1c36, os
oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento (402 e 403) e o sitio de Pstl no interior da ORF.
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Figura 42 — Mapa do plasmideo pGEM- T Easy-Thrombin-LC36. Em destaque no mapa estao os sitios
restricdo das enzimas Ncol e EcCORV. Também, observa-se a regido do sitio de trombina, assim como a
ORF Ic36.
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restrigdo das enzimas Ncol e ECORV. Também, observa-se a regido do sitio de trombina, assim como a
473).

Figura 43 — Mapa do plasmideo pMAL-p5x-LC36 apos clonagem. Em destaque no mapa estéo os sitios
ORF Ic36, 0 gene da MBP e o os oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento (Pfw. 472 e Prv.
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Figura 44 — Mapa do plasmideo pBSOEXyIRPxylA V2-MBP-Thrombin-LC36 apds clonagem. Em
destague no mapa estdo os sitios do BioBrick prefixo e sufixo com os respetivos sitios de restri¢do
enzimatico. Também, observa-se a regido do sitio de trombina, assim como a ORF 1c36 ¢ MBP, os
oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento (402 e 403) e o sitio de Pstl no interior da ORF.
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Figura 45 — Mapa do plasmideo pBSOEXyYIRPxylA V2-PeptideoLCO06 apds clonagem. Em destaque
no mapa estdo os sitios do BioBrick prefixo e sufixo com os respetivos sitios de restricdo enzimatico.
Também, observa-se a regido do sitio de trombina, assim como a sequéncia nucleotidica para o peptideo

LCO06, os oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento (402 e 403).
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Figura 46 — Mapa do plasmideo pMAL-p5x-LC36_774pb apos clonagem. Em destaque no mapa estdo
0s sitios restri¢do das enzimas Ncol e EcoRV. Também, observa-se a regido do sitio de trombina, assim

como o fragmento da ORF 1c36_774pb, o gene da MBP e o os oligonucleotideos iniciadores para
sequenciamento (Pfw. 472 e Prv. 473).
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Tabela 5 — Epitopos ligantes putativos para MHC-I, de acordo com os servidores Rankpep, IEDB e NetMHCpan. Para cada peptideo é mostrado

a pontuacdo/classificacdo de acordo com cada método. Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)

Epitopo Rankpep? IEDBP NetMHCpan®
H- H- H- H- H- H- H- H- H- H- H- H- H-

0 2Kb 2Kd 2Db 2Dd H-ald 2Kb 2Kd 2Db 2Dd H-ald 2Kb 2Kd 2Db 2Dd 2Ld
KQLPLMASL 11,67 - 7,195 - - 0.476 0,273 0.333 0,119 0,097 SB SB SB WB WB
AAAHVATQL 9,253 - 5788 15,039 - 0.300 0,104 0.247 0,1 0,146 WB WB WB WB WB
TVPTMLSTI - - - - - 0.441 0.207 0417 0.3072 - WB WB SB SB -
ASFRLPELL 6,957 6,334 - - - 0,557 - 0,488 0,256 - SB WB - SB WB
AASFRLPEL 10,746 - - - 12,156 0,385 - - 0,169 - WB WB SB WB WB
RLPELLALF - - 4,185 - - 0,351 0,108 - 0,387 - WB WB - SB WB
YGASPARLL 7,432 9,134 - - - - - - 0,325 0,124 - WB - SB WB
VMLYGSYAL 4,373 - 6,403 - - 0.346 - 0.285 - - WB WB WB - -
AALPKQLPL 3,925 - 5788 - - 0.478 - 0.612 0.164 0.1630 SB WB SB WB WB

3 Critério de classificacdo: maior o valor da pontuacdo melhor a ligacéo, ° Critério de classificagdo: menor o valor da pontuagio melhor a ligacéo,

¢ Classificacdo quanto a forca da ligagdo com MHC: SB - ligantes fortes; WC — ligantes fracos e (-) auséncia de ligantes.
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Tabela 6 — Epitopos ligantes putativos de MHC-I1 segundo os trés servidores Rankpep, IEDB
e NetMHCpllan. Para cada peptideo é mostrado a pontuacdo/classificagdo para cada método.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2021)

Epitopos Rankpep? IEDBP NetMHClIIpan®
0S IAb IAd IEd IAb IAd IEd I1Ab IAd IEd
YAEAAAAHV 20,71 - - - - - SB SB -
ARIARIVAR 15,96 - - - - - . SB WB
PRYAEAAAA 12,73 - - - - - SB WB -
LSPPRYAEAAAAHVA - - - 0,34 2,13 - - - -
PISRTAASTPMPAAS - - - 04 255 - - - -
ISRTAASTPMPAASE - - - 0,47 357 - - - -
NLSPPRYAEAAAAHV - - - 05 - - - - -
SRTAASTPMPAASEA - - - 051 346 - - - -
PPRYAEAAAAHVATQ - - - 067 175 - - ] ]
PRYAEAAAAHVATQL - - - 0,71 2,00 - - - -
SPPRYAEAAAAHVAT - - - 037 1,73 - - - -
RYAEAAAAHVATQLS - - - - 235 - - - -
TTPISRTAASTPMPA - - - 0,76 3,55 - - - -
ARIARIVARQRLWLQ - - - - - 34 - - -
PSYVPSWVVNSRKHD - - - - - 21 - - -
VPSYVPSWVVNSRKH - - - - ; 33 - _ ]
SFASARIARIVARQR - - - - 16 - - - -
FASARIARIVARQRL - - - - 2 - - - -
NSSFASARIARIVAR - - - - 2,15 - - - -

3 Critério de classificacdo: maior o valor da pontuacdo melhor a ligacdo, ° Critério de
classificacdo: menor o valor da pontuacdo melhor a ligagdo, ¢ Classificacdo quanto a forca da

ligacdo com MHC: SB — ligantes fortes; WC — ligantes fracos e (-) auséncia.
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Comissiio de Bica no Lso de Arimais AL L
Freevicioris da Ciirdae Farroed viom - UME &P

CERTIFICADD

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da imunogenicidade de
peptideos derivados de proteinas de Leishmania infantum em camundongos
BALB/e", registrada com o Protocole CEUAFCHCAr 1202020, sob a
responsabilidade do Wilquer Castro Laurindo, que envolve a produgic, manutencao
ou utilizagdo de animais pertencentes ac filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconfra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 8.280, de 15
de jutho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de
Experimentagdo Animal (COMCEA) e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Famacguticas do Campus de
Araraquara da UNESP em 28 de cutubro de 2020.

Consideragies: A CEUA sugere gue o pesquisador analise a viabilidade e os
beneficios de realizacio de analises em outros drgdos dos animais, além da analise
Mo Sangue.

Fimalidade [ } Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio | Setembro de 2021

Espéciefllinhagemiraca Camundongo isogénico BalbiC

M* de amimais BE

Fesolldade 20-30 g / 5-8 semanas
Sexo Machos

Crrigem 2- CEMIB - UNICAMP
Registro CIAEP 02.00082.2014

Araraquara, 12 de novembrode 2020.

Praf Dr Mareelo Tadeu Marin
Coordenadorda CEUA
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