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1. INTRODUGAO

A doenca de Chagas, causada pelo parasita intracelular obrigatério
Trypanosoma cruzi, estda entre as doengas tropicais negligenciadas mais
relevantes, afetando mais de 7 milhbes de pessoas ao redor do mundo (CDS,
2021). Atualmente n&o existe nenhuma vacina disponivel no mercado com a
capacidade de controlar a infecgao de T. cruzi em humanos, mesmo com diferentes
vacinas baseadas em sistemas de subunidades virais, de DNA ou proteicas com
adjuvantes tenham sido testadas de forma pré-clinica (Rodriguez-Morales O et al.,
2015). Entretanto, ainda nao foi alcangada nenhuma vacina profilatica esterilizante,
indicando a necessidade de novas estratégias vacinais.

Dentro deste contexto, a estratégia vacinal utilizando Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guérin (BCG) como vetor para a expressao de antigenos contra
T. cruzi se torna muito promissora. Esse tipo de vacina utilizando BCG, de forma
atenuada, ja € amplamente usada para a prevencgao de tuberculose, funciona bem
para esse papel devido a sua seguranga, estabilidade, custo eficiéncia, facil
administracao e fortes propriedades como adjuvante (Tanner and McShane, 2020).

Como forma de induzir uma resposta imune mais efetiva, este estudo utilizou
de estratégias similares ao Bontempi et al. (2020), porém com uma vacina de M.
bovis BCG Pasteur expressando fragmentos das proteinas ASP-2 e Tc24 do T.cruzi
como antigeno. A escolha das proteinas deve-se ao fato de ambas serem
conservadas entre diversas cepas do parasita (Arnal et al., 2020). No entanto, a
ASP-2 é predominantemente expressa durante a fase amastigota, se tornando um
bom alvo durante a fase intracelular do parasita (Silveira et al., 2008). Por outro
lado, a Tc24 apresenta expressdo em diversos estagios do ciclo de vida do parasita
e demonstrou, em estudos anteriores, a capacidade de reduzir a parasitemia e os
danos aos tecidos (Dumonteil et al., 2020).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta imune induzida pela
vacina recombinante BCG expressando as proteinas ASP- e Tc24.

2. METODOLOGIA
Os genes asp-2 e tc24 foram ligados ao vetor pUS977 (Dellagostin et al.,

1993) e pAE (Ramos et al. 2004). Os plasmideos recombinantes pUS977/asp-2 e
pUS977/tc24 foram transformadas em células eletrocompetentes de M. bovis BCG
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Pasteur, como descrito por Leal et al. (2018). Em paralelo, os plasmideos
recombinantes pAE/asp-2 e pAE/tc24 foram transformados em células de E. coli
BL21 (DE3) Star para a expressao, e posterior purificacdo das proteinas rASP2 e
rTC24. A avaliagdo da expressao de proteina em rBCG foi seguida a metodologia
descrita por Leal et al. (2018) utilizando um soro policlonal previamente produzido
por camundongos Balb/c fémeas com as proteinas recombinantes rASP-2 e rTC24.

O ensaio de imunizacgao foi feito com 40 camundongos Balb/c fémeas com
idade entre 6 a 8 semanas, em 4 grupos: Grupo 1 (G1) - com 0,9% de solugdo
salina; Grupo 2 (G2) - 10’ CFU BCG Pasteur; Grupo 3 (G3) - 10’ CFU rBCG/
pUS977/ASP-2 e Grupo 4 (G4) - 107 CFU rBCG/ pUS977/TC24. Cada grupo
recebeu 2 doses vacinais contendo 100 pL de forma subcutanea, com um intervalo
de 21 dias entre as doses. Foram feitas 3 coletas de sangue, nos dias 0, 21 e 42.
A resposta imune humoral foi avaliada por meio de ELISA indireto, utilizando placas
de 96 pocos sensibilizadas com as proteinas rASP-2 ou rTC24.

Para a avaliagcdo de resposta imune celular, os camundongos foram
eutanasiados, os esplendcitos foram cultivados em meio RPMI. Conforme o seu
grupo experimental, as células foram estimuladas e os esplendcitos serdo usados
para a extracdo do RNA total com Trizol (Invitrogen), seguindo a metodologia do
fabricante. Utilizando 1 pg de RNA total, a sintese de cDNA sera realizada através
do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Através de
PCR em tempo real utilizando Stratagene Mx3005P Real Time PCR System
(Agilent Technologies) e o reagente Syber Green (Applied Biosystems) seguindo
as recomendacgdes do fabricante, o cDNA sera usado para quantificacdo da
expressao das citocinas IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, e IL-17. As analises estatisticas
foram feitas utilizando GraphPad Prism 7.0 e a diferenga entre os niveis de IgG e
citocinas em diferentes grupos foram analisadas por ANOVA de unidirecional

seguido por poés teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A confirmagao da identidade das proteinas recombinantes foi feita por
Western blotting utilizando o anticorpo monoclonal anti-histidina. Como o esperado,
foi possivel observar uma banda com o tamanho aproximado de 50 kDa (ASP-2;
Fig. 1a) e outra banda de aproximadamente de 25 kDa (Tc24; Fig 1b). A
confirmagdo da expressdo das proteinas em BCG recombinante, foi feita por
Western blotting utilizando o soro policlonal anti-rASP-2 (Fig 2A) ou anti-rTC24 (Fig
2B).
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Fig. 1. Confirmacéo da expressao das proteinas ASP-2 e Tc24 através da técnica
de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-6x His tag (Sigma Aldrich).
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A: (1) rASP-2 purificada; (2) Marcador de peso molecular. B: (1) Marcador de peso
molecular; (2) rTC24.

1 2 3
soron > | RN ..

Fig. 2. Teste de Western blotting feito para confirmagao da expressao em rBCG
usando: (A) Anti-rASP-2: (1) rASP-2 purificada; (2) BCG Pasteur ndo transformada;
(3) rBCG /pUS977/ASP-2. (B) Anti-rTC24: (1) rTC24 purificada; (2) BCG Pasteur
nao transformada; (3) rBCG /pUS977/TC24.

Em relagdo a resposta imune humoral (Fig. 3) ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos vacinais, como ja demonstrado em
estudos prévios (Bontempi et al. 2020). O resultado da analise de resposta imune
celular esta ilustrado na figura 4. Todos os grupos vacinados apresentaram um
aumento na interleucina-4 (IL-4), que apesar de n&o possuir um papel claro na
doenca de chagas, normalmente esta associado a susceptibilidade a infecgdes e a
respostas do tipo Th-2, e na interleucina-10 (IL-10), que possui papel fundamental
na prevencao de respostas imunoldgicas patologicas durante a infeccdo por
T.cruzi. Além disso, o grupo 3 exibiu uma grande indugdo de IFN-y, que possui
funcao critica pro-inflamatoéria no gerenciamento de infecgdes (Azevedo et al.,
2018). Por outro lado, o grupo 4 apresentou uma grande indugéo de interleucina-
17 (IL-17), que é crucial para a sobrevivéncia das células T CD8 especificas para
parasitas, sendo relacionada a reducéo dos sintomas de cardiomiopatia (Sousa et
al., 2017; Guedes et al., 2012).
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Fig. 4. Niveis de citocinas induzidas pelas formulagbes vacinais nos
camundongos apos 42 dias de experimento.

4. CONCLUSOES
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Os resultados deste estudo mostraram o significativo potencial imunogénico
do BCG recombinante expressando as proteinas ASP-2 e TC24, apesar dos baixos
niveis de antigeno expresso, caracterizado pela alta indugdo de citocinas
especificas. Para futuros experimentos € necessario maior caracterizagao das
formulagdes vacinais, especialmente quanto a eficiéncia contra diferentes cepas
virulentas de T.cruzi.
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