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RESUMO

RIBEIRO, Karla Veloso Gongalves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro
de 2018. Avaliacao do potencial imunogénico e protetor de duas estratégias
vacinais contra doenca de Chagas: DNA codificando NTPDase-1 e NTPDase-1
recombinante em fémeas de camundongos BALB/c. Orientador: Leandro Licursi de
Oliveira. Coorientadoras: Silvia Almeida Cardoso e Eliziaria Cardoso dos Santos.

z

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi.
Hospedeiros mamiferos sio normalmente infectados através do contato de fezes
contaminadas do vetor triatomineo com feridas na pele, conjuntiva e membranas
mucosas oral e nasal. O Benznidazol é o unico medicamento para tratamento da doenca
no Brasil, entretanto apresenta diversos efeitos colaterais e € eficiente apenas na fase
aguda. Embora a transmissao vetorial seja o mecanismo predominante, a transmissao
oral tornou-se comum no Brasil. Tendo em vista o crescimento do nimero de casos ndao
vetoriais de transmissdo da doenca, além do tardio ou ausente diagnodstico e toxicidade
do medicamento disponivel, é de extrema importancia desenvolver uma vacina eficaz e
segura para controle da doenga. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a resposta
imune induzida pela vacina de DNA recombinante codificando NTPDase-1 de
Trypanosoma cruzi (DNA/NTPDase-1) e pela vacina de NTPDase-1 recombinante
(rNTPDase-1) em camundongos BALB/c. A imunizacdo com a proteina recombinante
induziu producdo mais rapida de IgG total especifica e niveis mais elevados de IgGl e
IgG2a em comparacdo a vacina de DNA/NTPDase-1. O perfil de células T revelou
frequéncia similar de CD3"/CD4" e CD3"/CD8" entre os grupos proteina, DNA e
controle. Houve aumento na frequéncia de células T ativadas (CD4"/CD44" e
CDS8"/CD44") no grupo vacinado com rNTPDase-1 em comparagio aos grupos controle
e DNA/NTPDase-1. O nivel de citocinas Thl (TNF-a e IFN-y) ndo diferiu entre os
grupos vacinados, enquanto o nivel de citocinas Th2 (IL-6 e IL-10) foi menor nos
grupos DNA e proteina recombinante em relacdo ao controle. O nivel de 6xido nitrico
(NO) aumentou em camundongos imunizados com a proteina recombinante. Apds o
desafio, observamos que a imunizacdo com DNA/NTPDase-1 reduziu a carga
parasitaria no tecido cardiaco quando comparada aos grupos controle e rNTPDase-1.
Além disso, observamos sobrevivéncia de 100% nos dois grupos vacinados, enquanto

50% dos animais morreram no grupo controle. Dessa forma, o estimulo para produgdo
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de anticorpos especificos, a ativacdo de células T CD4" e CDS8", a reducio na producio
de citocinas anti-inflamatdrias e o aumento da producdo de NO obtidos no esquema
vacinal usando proteina INTPDase-1 e a reducdo da carga parasitaria no tecido cardiaco
induzido por DNA/NTPDase-1 demonstram a potencialidade desse antigeno para o

desenvolvimento de vacina para o controle da doencga de Chagas.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Karla Veloso Gongalves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2018. Evaluation of the immunogenic and protective potential of two vaccine
strategies against Chagas disease: DNA enconding NTPDase-1 and recombinant
NTPDase-1 in BALB/c female mice. Advisor: Leandro Licursi de Oliveira. Co-
advisors: Silvia Almeida Cardoso and Eliziaria Cardoso dos Santos.

Chagas disease is caused by haemoflagellated protozoan Trypanosoma cruzi. Mammal
hosts are ordinarily infected through of contact of the triatomine vector-contaminated
feces with skin breaks, conjunctiva, oral and nasal mucosa. Benznidazole is the only
drug to treat the disease in Brazil however it has several side effects and is effective
only in the acute phase. Although vector transmission is the predominant mechanism,
oral transmission has become common in Brazil. In view of the increase in the number
of non-vector cases of disease transmission, in addition to the late or absent diagnosis
and toxicity of the available drug, it is extremely important to develop an effective and
safe vaccine for disease control. Thus, the aim of the work was to evaluate the immune
response induced by recombinant DNA vaccine encoding 7. cruzi NTPDase-1
(DNA/NTPDase-1) and recombinant NTPDase-1 vaccine in BALB/c mice. The
immunization with the recombinant protein induced faster production of total specific
IgG and higher levels of IgG1 and IgG2a compared to DNA/NTPDase-1 vaccine. The
T cell profile showed a similar frequency of CD3"/CD4" and CD3"/CD8" between the
protein, DNA and control groups. There was an increased frequency of activated T cells
(CD47/CD44" e CDS8'/CD44") in rNTPDase-1 vaccinated group compared to the
control and DNA/NTPDase-1 groups. The level of Thl cytokines (TNF-a and IFN-y)
did not differ between the vaccinated groups, while the level of Th2 cytokines (IL-6 and
IL-10) was lower in the DNA and recombinant protein groups compared to the control.
The nitric oxide (NO) level increased in immunized mice with recombinant protein.
After the challenge, we observed immunization with DNA/NTPDase-1 reduced parasite
burden in cardiac tissue when compared to the control and rNTPDase-1 groups.
Moreover we observed 100% survival on both vaccinated groups, while 50% of the
animals died in the control group. Therefore, the stimulus for specific antibody
production, the activation of CD4" and CDS8" T cells, reduction in the production of

anti-inflammatory cytokines and increase of NO production in the vaccine scheme
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using rNTPDasse-1 protein and the reduction of parasitic load in the cardiac tissue
induced by DNA/NTPDase-1 demonstrate the potential of this antigen for the

development of vaccine for the control of Chagas’s disease.
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INTRODUCAO GERAL
Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma das 17 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs)
reconhecidas pela Organizacdo Mundial da Saide que afetam mais de um bilhdo de
pessoas em 149 paises e ameacam a vida de outros milhdes (PAHO 2016). As DTNs
estdo altamente associadas a pobreza e concentradas em paises em desenvolvimento da
Africa, Asia e Américas (WHO 2011). Também conhecida como tripanossomiase
americana, esta doenga € causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi e
a mais comum DTN nas Américas (GBD 2015; PAHO 2016). Estima-se que 6 a 7
milhdes de pessoas estejam infectadas por 7. cruzi no mundo, principalmente na
América Latina (Frade et al., 2013; WHO 2013; Hotez et al., 2014; WHO 2018). Além
disso, 30.000 novos casos da doenca e 14.000 pessoas morrem anualmente e mais de 70
milhodes vivem em areas de risco (WHO/PAHO 2018).

Embora seja uma doencga, preferencialmente, carreada por vetor triatomineo e,
portanto, endémica em regides que favorecem sua instalacdo, especialmente Brasil,
México e Argentina, a doenca se expandiu para areas ndao endémicas incluindo América
do Norte, Europa, Austrilia e Japao (Gascon et al., 2010; Schmunis e Yadon, 2010). O
aumento da migracdo de individuos entre estas dreas € uma preocupagdo para outras
formas de transmissdo, tais como, infeccdo congénita e através de transfusdes
sanguineas e transplante de 6rgaos (Schmunis e Yadon, 2010). Embora relativamente
limitados, dados epidemiolégicos estimam cerca de 59.000 a 108.000 casos na Europa,
com maiores nimeros na Espanha e Italia (Angheben et al., 2011). Nos EUA estima-se
mais de 300.000 pessoas infectadas, e embora seja a maioria de imigrantes, transmissao
autoctone foi reportada (Bern et al., 2011; Cantey et al., 2012; Garcia et al., 2015).
Assim, uma doenca tradicionalmente contida na América Latina atravessou suas
fronteiras e tornou-se um problema de saide global (Andrade et al., 2014).

A transmissdo da doenca através do contato de fezes contaminadas do vetor
triatomineo com feridas na pele, conjuntiva e membrana mucosa oral e nasal € o
mecanismo predominante e ocorre exclusivamente nas Américas (Bern et al., 2011).
Vérios programas governamentais de controle tém reduzido a transmissdo vetorial no
Brasil e em outros paises da América do Sul (Bastos et al., 2010). A transmissao através

da transfusdo sanguinea e transplante de Orgdos e a transmissdo congénita sdo



reportadas esporadicamente, enquanto a transmissdo oral tem se tornado extremamente
comum (Andrade et al., 2014). Véarios surtos no Brasil e Venezuela tém sido atribuidos a
ingestdo de acai (Euterpe oleraceae) ou caldo de cana-de-agicar contaminados com
triatomineos ou suas fezes (Valente et al., 2009; de Noya et al., 2010; Ministério da
Saude 2014). A transmissdo acidental através da ingestdo de leite materno, relacdo
sexual e acidentes laboratoriais ja foram reportados (Dias et al., 2011; Pérez-Molina et
al., 2012; Aradjo et al., 2017).

A exposi¢do a T. cruzi resulta no desenvolvimento de uma infeccdo aguda que se
inicia dias ap6s a inoculacao do parasito e dura até oito semanas (Beaumier et al., 2016).
Geralmente assintomdtica ou acompanhada por sintomas clinicos inespecificos e
brandos, como febre e indisposic¢ao, apenas 1-2% dos casos agudos sdo diagnosticados
(Ribeiro e Rocha, 1998). Sintomas locais de inflamacdo e inchaco na pele ou
conjuntiva, conhecidos como chagoma de inoculacio e sinal de Romana,
respectivamente, podem ocorrer devido a reagdo imune a entrada do parasito (Beaumier
et al., 2016). A doenca aguda severa pode ocorrer em menos de 1% dos pacientes e tem
alto risco de mortalidade, estando mais frequentemente associada a transmissao oral
(Bern et al., 2011; de Albuquerque et al., 2018). Durante a fase aguda, ha elevada
parasitemia e pacientes podem apresentar miocardite semelhante a outras etiologias,
como agentes infecciosos, cardiotoxinas e radiacao (Benziger et al., 2017). Devido a
auséncia de diagndstico e tratamento durante a fase aguda, pacientes evoluem para a
fase cronica (Benziger et al., 2017).

A fase cronica € inicialmente chamada de indeterminada porque o paciente ndo
apresenta sinais e sintomas e o parasito se instala em tecidos ricos em macrdfagos,
fibras musculares esqueléticas e cardiomidcitos, resultando em baixa parasitemia
(Brener et al., 2010; Rassi et al., 2010; Camargo et al., 2014). Entretanto, apds um
periodo de tempo variavel (5 a 30 anos apos o inicio da infec¢do), estima-se que 20 a
40% destes pacientes progridem para a forma cronica sintomatica que pode ser dividida
em trés grupos: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva (Rassi et al., 2010; Benziger et al,
2017). Alteracdes cardiacas incluem faléncia do coragdo, arritmias e tromboembolismo
que podem levar a morte; e a forma digestiva inclui, principalmente, megaesdfago e
megacolon, que podem ser acompanhadas de odinofagia, disfagia, constipacdo e dor

abdominal. A associacdo de doenca cardiaca com megaesdfago ou megacolon, ou
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ambos, define a forma cardiodigestiva (Rassi et al., 2010; Bern, 2015; Benziger et al.,
2017).

O diagndstico precoce € estratégico para prevenir a progressdo da doenca e a
ocorréncia de limitagdes funcionais, incapacidade e deficiéncia. O elevado nimero de
parasitos no sangue na fase aguda pode ser detectado por testes laboratoriais como
microscopia (exame direto do sangue periférico ou esfregaco corado com Giemsa) e
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), enquanto testes sorologicos (IgM anti T.cruzi)
sao frequentemente negativos (Kun et al., 2009; Andrade et al., 2014; Benziger et al.,
2017). O diagnostico da miocardite pode ser realizado pela detec¢dao do parasito em
biopsia (Benziger et al., 2017). Na fase cronica, o nivel de parasitemia encontra-se
abaixo do limite de deteccdo por microscopia e assim, o diagndstico se baseia em
sorologia para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi ou através de métodos
parasitolégicos indiretos de amplificacdo in vitroda populacio de parasitos
(hemocultivo e xenodiagndstico) (Bern et al., 2011). Na forma indeterminada inicial,
exames clinicos sdo normais, enquanto alteracdes cardiacas e digestivas auxiliam no

diagndstico e confirmam os resultados laboratoriais da forma crénica sintomatica.

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas € transmitida para seres humanos, animais domésticos e
mamiferos selvagens por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae. Embora mais
de 130 espécies de triatomineos tenham sido identificadas, apenas algumas sdo vetores
competentes para 1. cruzi. Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata
sdo as trés espécies de vetores mais importantes na transmissao de 7. cruzi para o homen
(Bern et al., 2011).

Durante o ciclo de vida, T cruzi apresenta diferentes estiagios de
desenvolvimento morfologicamente distintos no inseto vetor (epigastigotas replicativos
e tripomastigotas metaciclicos infectantes) e no hospedeiro mamifero (tripomastigotas
sanguineos e amastigotas intracelulares replicativos) (Fig. 1). Apds o vetor se alimentar
de sangue contaminado, a maioria dos tripomastigotas € lisada no estdbmago (Castro et
al., 2007). Tripomastigotas sobreviventes se transformam em formas esféricas
conhecidas como esferomastigotas ou em epimastigotas. Epimastigotas migram para o

intestino onde se dividem intensamente ¢ aderem a membranas celulares (Alves et al.,



2007). No intestino posterior e reto, muitos epimastigotas se desprendem da superficie
intestinal e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infectantes, os quais sdo
excretados nas fezes e urina do vetor (Garcia et al., 2007). Ao picar um hospedeiro
mamifero, tripomastigotas metaciclicos podem entrar através de feridas na pele ou
mucosas intactas e invadir varios tipos de células nucleadas. No citoplasma,
tripomastigotas diferenciam em amastigotas intracelulares que replicam a cada 12 horas,
por até cinco dias. No final deste periodo, amastigotas se transformam em
tripomastigotas que se acumulam e sdo liberados na circulagdo através da ruptura da
célula do hospedeiro. Parasitos circulantes podem invadir células adjacentes iniciando
novos ciclos replicativos ou disseminar via linfa ou sangue para sitios distantes e serem
ingeridas pelo triatomineo durante um novo repasto sanguineo (Bern et al., 2011;

Lidane et al., 2017).
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Fig. 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Lidane et al., 2017)

Tratamentos disponiveis e desenvolvimento de vacinas

O tratamento durante a fase aguda € recomendado e associado a uma taxa de cura
de aproximadamente 100% com a terapia antitripanossomal (Beaumier et al., 2016).
Durante a fase cronica, apds a disseminacdo e instalacio do parasito nos Orgdos e
tecidos do hospedeiro vertebrado, o tratamento ndo se mostrou efetivo para curar ou
prevenir o desenvolvimento da forma sintomaética da doenca (Teixeira et al., 2002; Rassi
et al., 2010). Assim, a eficiéncia no diagnéstico na fase aguda € um dos grandes desafios

na doenga (Andrade et al., 2014; Bern 2015; Grando et al., 2017).
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Os medicamentos benznidazol (Radanil®, Rochagan®, Benzonidazol®) e
nifurtimox (Lampit®) foram disponibilizados para tratamento da doenga de Chagas na
década de 70 (Sosa-Estani et al., 2012). Atualmente o benznidazol é a tunica droga
clinicamente prescrita para tratamento de pacientes chagasicos no Brasil (Mundz et al.,
2011). Este medicamento tem efeito tripanocida e atua inibindo a sintese proteica de
formas amastigotas e tripomastigostas (Bern et al., 2011). Apesar da sua eficicia durante
a fase aguda, o benznidazol possui elevada toxicidade com vérios efeitos adversos como
reacoes de hipersensibilidade na pele, alteragdes sanguineas e neuropatia periférica.
Além disso, parasitos resistentes a quimioterapia ja foram encontrados na América
Latina (Camandaroba et al., 2003).

Tendo em vista o crescimento do nimero de casos em areas ndo endémicas e de
formas nao vetoriais de transmissao da doenca, além do tardio ou ausente diagnostico e
toxicidade da droga de escolha, é de extrema importincia desenvolver uma vacina
eficaz e segura (Quijano-Hernandez et al., 2013; Serna et al., 2014; Beaumier et al.,
2016) para controle da doenca de Chagas.

Atualmente existem dois potenciais perfis de vacinas contra a doenca de Chagas.
A vacina profilatica poderia prevenir potencialmente a infeccdo aguda, especialmente
em dreas altamente endémicas, mas provavelmente ndo interromperia a transmissao da
doenca devido ao grande nimero de reservatdrios e hospedeiros zoondticos nestas areas.
A vacina terapéutica, associada ou ndo a farmacos, seria util para tratamento de
pacientes soroconvertidos e que estdo na fase indeterminada da doenca (Quijano-
Hernandez e Dumonteil, 2011; Beaumier et al., 2016).

Uma ampla diversidade de formulacdes vacinais, que varia do parasito inteiro
atenuado a proteinas purificadas ou recombinantes, além de DNA codificando antigenos
de T. cruzi e regimes de vacinagao heterdloga “prime-boost” (Tabela 1), tem mostrado
potencial para o desenvolvimento de vacinas contra 7. cruzi em testes pré-clinicos,
apresentando protecao contra infec¢do e aumento da sobrevivéncia em modelos murinos
(Quijano-Hernandez e Dumonteil, 2011; Rigato et al., 2011; Dumonteil et al., 2012;
Rodrigues et al., 2012; Beaumier et al., 2016). A variabilidade genética na sequéncia de
aminoacidos dos antigenos entre as sete linhagens de T. cruzi ja identificadas € um dos

grandes desafios para o desenvolvimento da vacina (Dumonteil et al., 2012).



Tabela 1. Candidatos a vacina preventiva

Formulacao

Antigeno

Referéncias

Parasito inteiro

T. cruzi vivo atenuado

Basombrio e Arredes, 1987
Basombrio et al., 1993

Collins et al., 2011

Brandan e Basombrio et al., 2012
Sanchez-Valdez et al., 2015

T. rangeli ndo patogénico

Basso et al., 2008
Basso e Marini, 2014
Basso et al., 2014

Vetor viral TSSA Miyahira et al., 2005
carreando TS e ASP2 Machado et al., 2006
sequéncia de Barbosa et al., 2013; Farrow et
ASP2
DNA que al., 2016
codifica Gp83 Farrow et al., 2014
antigeno de Tc52 Matos et al., 2014
T.cruzi Cruzipaina, Tc24 e Tc52 Cazorla et al., 2015
Peptideo MASP Serna et al., 2014
TcSP Salgado-Jimenez et al., 2013
Proteina TSA-1 Knight et al., 2014
recombinante Trans-sialidase (T's) Bontempi et al., 2015
Tc24 Martinez-Campos et al., 2015
Trans-sialidase Fujimura et al., 2001
TSA-1, ASP-1 e ASP- Garg e Tarleton, 2002
2+1L12+GM-CSF
TcG2 and TcG4 Gupta e Garg, 2013
Vacina de DNA
TSA-1eTc24 Quijano-Hernandez et al., 2013
TcSP Salgado-Jimenez et al., 2013

TcG1, TcG2, and TcG4

Gupta et al., 2014

“Prime-boost
hetero6logo”

DNA- “Prime/proteina-boost”
(TcVac2)

Gupta e Garg, 2010

DNA-“Prime/Adenovirus-
boost” (ASP-2+Ts)

Aratjo et al., 2014

DNA-“Prime/T.rangeli-boost”
(TvVac4)

Aparicio-Burgos et al., 2015

DNA- “Prime/proteina-boost”
(TcG2/TcG4)

Gupta e Garg, 2015

O sucesso da estratégia vacinal, preventiva ou terapéutica, depende da sua
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habilidade em induzir uma resposta imune celular com perfil Thl e ativar linfécitos T
citotéxicos (CT CDS8") que desempenham papel crucial no desenvolvimento de
imunidade protetora para o controle da infeccdo, aumentando a sobrevida dos pacientes
e minimizando as complicacdes cardiacas (Quijano-Hernandez e Dumonteil, 2011;
Rodrigues et al., 2012; Konduri et al., 2017). Estudos tem mostrado que vacinas de
proteina recombinante combinadas com adjuvantes podem induzir resposta imune com
padrao Thl com elevados niveis de IgG2a e IFN-y sintetizados por esplendcitos,
reduzindo a parasitemia e aumentando a sobrevivéncia (Quijano-Hernandez e
Dumonteil, 2011; Serna et al., 2014). Vacinas com DNA plasmideal podem transfectar
diretamente células estromais, tais como células musculares e células dendriticas,
ativando o receptor de DNA localizado no reticulo endoplasmatico e endossomas (“Toll
like receptor” 9,TLR9), o que induz uma cascata de sinalizacdo que resulta na produgdo
de IFNs tipo 1 (IFN-a e IFN-B) (Yang e Seki, 2012). Os antigenos codificados no DNA
podem ainda ser expressos em células dendriticas e apresentados através do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I a CT CD8" (Camargo et al., 2014).
Concomitantemente, antigenos liberados no meio extracelular podem ser fagocitados
por células dendriticas e macréfagos e entdo apresentados a linfocritos T CD4 " naive via
MHC de classe II, auxiliando na sua ativacdo, proliferacdo e diferenciagdo. Um
microambiente contendo IFN-y e IL-12 favorece a diferenciacdo em Thl, um padrio de
resposta celular fundamental para infec¢des causadas por parasitos intracelulares
(Desmet e Ishii, 2012). Assim, vacinas de DNA podem ser mais efetivas que proteinas
recombinantes em induzir resposta imune tipo Th1 com ativacdo de linfécitos T CD8"
citotéxicos (Dumonteil, 2007).

Além disso, vacinas com tecnologia de DNA recombinante apresentam menor
custo de producdo em larga escala quando comparadas as formas classicas de
vacinagdo. Além disso, elas sdo estdveis a temperatura ambiente ou se liofilizadas
permitindo sua comercializacdo e distribuicdo em regides endémicas de dificil acesso

comumente afetadas pela doenga de Chagas (Glenting e Wessels, 2005).

Ecto-Nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases)
Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases), ectonucleotideo

pirofosfatase/ fosfodiesterases, fosfatases alcalinas e ecto-5’nucleotidases pertencem a
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familia de ectonucleotidases (Zimmermann 2011).

NTPDases e ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases  hidrolisam
nucleosideos 5°-tri e/ou difosfatos a NDP e NMP (Braun 2000; Fietto et al., 2004;
Zimmermann 2006). NTPDases sdo ubiquas e foram descritas em protozodarios de
vérios géneros, incluindo Leishmania, Toxoplasma, Plasmodium e Trypanosoma (Fietto
et al., 2004; de Souza et al., 2007; Santos et al., 2009). Estas enzimas sdo as principais
biomoléculas envolvidas no controle da sinalizacao purinérgica através da regulacio das
concentracdes extracelulares de nucleotideos/nucleosideos e t€ém sido estudadas quanto
a sua importancia como moduladores da infectividade e viruléncia de 7. cruzi (Sansom
et al., 2008; Gorini et al., 2013).

ATP e outros nucleotideos, tais como UDP e UTP, podem ser liberados de
células de mamiferos ativadas, estressadas, lesionadas ou infectadas por patdgeno,
resultando em aumento da concentracdo extracelular (Gorini et al., 2013). Nucleotideos
extracelulares funcionam como sinalizadores de perigo para o sistema imune e ativam
receptores purinérgicos P2 disparando diferentes eventos celulares, tais como,
proliferacdo, diferenciacdo, quimiotaxia de mondcitos e macrdfagos, liberacdo de
citocinas e geracdo de espécies reativas de nitrogénio (NOS) e oxigénio (ROS) (Di
Virgilio et al., 2001). Em particular, a concentracdo de ATP extracelular controla a
liberacdo de citocinas proinflamatérias, incluindo IL-1, IL-2, IL-12 e IFN-y (Langston
et al., 2003), a producdo de ROS, a atividade de linfécitos e a agregacao plaquetaria
(Hasko e Cronstein, 2004; Eltzschig et al., 2004). ADP interage com receptores P2,
desencadeando uma cascata de sinalizac@o celular que culmina com alteragdes na forma
das plaquetas, acelerando a agregacdo e, consequentemente, a remoc¢do de parasitos
opsonizados da circulagdo (Gorini et al., 2013). Ecto-5’nucleotidase catalisa a hidrélise
de adenosina monofosfato (AMP) exdgena gerando adenosina que interage com
receptores purinérgicos P1. A ativacdo destes receptores modula negativamente a
resposta imune, suprimindo a produ¢do de citocinas inflamatorias e aumentando a
producdo de IL-10 por mondcitos e macrofagos, facilitando o estabelecimento da
infeccdo pelo parasito (Hasko e Cronstein, 2004). Além disso, a adenosina inibe a
agregacdo paquetaria induzida por ADP, sendo um mecanismo de escape do T. cruzi
(Sansom et al., 2008).

TcNTPDase-1 ¢ uma NTPDase identificada na superficie externa de



tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, capaz de hidrolisar ATP, ADP, UTP, UDP, GTP e
GDP (Fietto et al., 2004). Uma vez que a TcNTPDase-1 controla os niveis extracelulares
de nucleotideos, reduzindo a concentracdo de nucleosideos di e trifosfatados e
contribuindo para o aumento da concentracdo de adenosina, € capaz de modular a
resposta imune do hospedeiro e favorecer a infeccdo. Considerada uma importante
biomolécula de viruléncia de 7. cruzi, além de influenciar na via de resgate de purinas e
ser importante para o parasito se evadir dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Fietto

et al., 2004; Santos et al., 2009), a TcNTPDase-1 destaca-se como potencial candidato

para o desenvolvimento de terapias e estratégias vacinais contra 1. cruzi.

Infeccao e mecanismo de espape de 7. cruzi

Uma vez no interior do hospedeiro vertebrado, tripomastigotas metaciclicos
aderem a célula do hospedeiro através de glicoproteinas e proteinas de superficie
ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), tais como trans-sialidases, mucinas e
outras (de Pablos e Osuna, 2012; Bartolomeu et al., 2014). Ap6s adesdo, tripomastigotas
podem invadir rapidamente uma ampla variedade de células nucleadas e ainda serem
englobados por fagdcitos através de duas rotas diferentes (Cardoso et al., 2016). Na rota
dependente de lisossomo, a ligacdo de glicoproteinas, como por exemplo gp82 do
parasito, ao receptor especifico na célula do hospedeiro dispara a ativacdo de
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e fosfolipase C (PLC). A PLC ativada atua sobre
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI1(4,5)P,] da membrana formando inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) solivel e diacilglicerol. IP; se difunde rapidamente no citosol e se liga a
canais de célcio controlados por IP3 no reticulo endoplasmético resultando em liberacao
de Ca”* (Maeda et al., 2012). A elevacio da concentracio citoplasmética de Ca®" dispara
o recrutamento de lisossomos para a membrana plasmatica no sitio de entrada do
parasito permitindo ripido acesso ao compartimento lisossomal (Andrade e Andrews,
2004). A segunda rota ocorre em células fagociticas profissionais como macréfagos,
células dentriticas e neutr6filos. Quando moléculas do parasito interagem com
receptores do fagdcito, ocorre ativacdo de PI cinases locais, especialmente PI3K. PI3K
catalisa a fosforilagdo do fosfatidilinositol gerando os fosfoinositideos PI(3)P, PI(3,4)P2
e PI(3,4,5P3. O acimulo de PIP2 induz polimerizacdo inicial da actina com

remodelamento da membrana plasmatica e formagao dos pseuddpodes. A conversdo de
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PIP2 em PIP3 induz despolimerizacdo da actina e fechamento do fagossomo, que é
seguida pela fusdo intracelular com lisossomos (Andrade e Andrews 2004; Bonfim-
Melo et al., 2018).

Neste caso, a internalizagdo do parasito forma um compartimento ligado a
membrana conhecido como vacuolo parasitéforo que, ao se fusionar aos lisossomos,
origina o fagolisossomo. No interior do fagolisossomo, a sobrevivéncia do parasito é
mediada por uma série de enzimas, tais como peroxidases (POX) e superdxido
dismutase (SOD) que o protege das ROS e NOS (Piacenza et al., 2008). No ambiente
acido do fagolisossomo, a enzima trans-sialidase, secretada exclusivamente pelo
parasito, torna-se ativa e transfere acido sidlico das proteinas de membrana associadas
aos lisossomos (LAMP) para mucinas da superficie do parasito e esta desializacdo das
proteinas LAMP torna a membrana do fagolisossomo mais susceptivel a ruptura
(Albertti et al., 2010). A seguir, as formas tripomastigotas secretam uma proteina
formadora de poro o qual lisa a membrana do fagolisossomo e libera os parasitos no
citosol onde diferenciam em amastigotas replicativas. Apds vérios ciclos de duplicagio,
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas infectivos circulantes que sao liberados
ap6s a ruptura da membrana da célula do hospedeiro e infectam células vizinhas ou

entram na circulacdo (Cardoso et al., 2016).

Resposta imune inata e adaptativa

Moléculas  altamente  conservadas  compartilhadas  por  diferentes
microrganismos, incluindo 7. cruzi, sio denominadas padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs). PAMPs sao reconhecidos por receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) localizados no soro, superficie celular, no lumen de vesiculas intracelulares, tais
como endossomas e lisossomas, € no citoplasma (Botos, et al., 2011; Cardoso et al.,
2016).

Os “Toll-like receptors” (TLRs) ou receptores semelhantes a Toll sao o tipo de
PRRs melhor caracterizados e estdo localizados na membrana celular e interior dos
endossomas. Estes receptores sdo mais abundantes em células apresentadoras de
antigenos (APCs), como macrofagos e células dendriticas, mas também tem sido
descritas em linfocitos T e células somaticas (Akira et al., 2006; Kulkami et al., 2011).

TLRs sao capazes de diferenciar PAMPs de tecidos préprios tendo papel importante no
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sistema imune inato envolvido na etapa inicial de defesa do hospedeiro (Campos e
Gazzinelli, 2004; Yang e Seki, 2012) e conferindo certo grau de especificidade a
resposta (Rodrigues et al., 2012).

Nos seres humanos, dez TLRs (TLR1-TLR10) respondem a uma variedade de
PAMPs, incluindo lipopolissacarideos (TLR4), lipopeptideos (heterodimeros TLR2/1,
TLR2/6 e TLR2/10), RNA fita dupla (dsRNA) viral (TLR3), flagelina bacteriana
(TLRS), RNA fita simples (ssRNA) viral ou bacteriano (TLR7 e TLR8) e DNA nao
metilado rico em CpG (TLR9) (Guan et al., 2010; Botos, et al., 2011; Yang e Seki,
2012; Cardoso et al., 2016). TRL1, TLR2, TLR4, TLRS e TLR6 sdo expressos sobre a
superficie celular, enquanto TRL3, TLR7/8 e TLR9 estao localizados no reticulo
endoplasmatico, endossomos, lisossomos e endolisossomos (Takeuchi e Akira, 2010;
Yamamoto e Takeda 2010).

Os receptores TLR2, TLR4, TLR7 e TLRY estdao envolvidos no reconhecimento
de PAMPs de T. cruzi pela célula do hospedeiro vertebrado. A ativagdo destes receptores
por glicoproteinas tipo mucina ancoradas a GPI, glicoinositolfosfolipideos (GIPLs,
subgrupo de ancoras de GPI), RNA e DNAs metilados ricos em CpG, respectivamente,
induz mudanca conformacional em seu dominio citoplasmético (dominio do receptor
Toll-IL-1 ou dominio TIR). O dominio TIR ativado recruta moléculas adaptadoras que
leva a uma cascata de sinalizacdo dependente de MyD88 e culmina com a producdo de
citocinas proinflamatérias (Akira et al., 2006; Takeuchi e Akira, 2010). Inicialmente,
MyDS88 recruta e se liga a cinase IRAK-4, que por sua vez ativa IRAK1 e IRAK2.
IRAKSs ativadas dissociam de MyD88 e interagem com a ubiquitina ligase TRAF®6.
TRAF6 e outras enzimas catalizam a sintese de cadeias de poliubiquitinas sobre TRAF6
e IRAK1 que ativa o complexo de cinase 1 ativada por TGF-3 (TAK1), proteina 2 de
ligacdo a TAK1( TAB2) e TAB3. Em seguida o complexo TAK1 ativado ativa as cinases
ativadas por mitégenos (MAPKs) ERK1/2, p38 e JNK levando a ativacao de AP-1
(Yang e Seki, 2012). Simultaneamente, TAK1 ativa o complexo IKK formado pelas
proteinas NEMO (IKKYy), IKKa e IKK[3. A ubiquitinagao de NEMO permite ativagao de
IKK[ por uma quinase. IKK[3 ativa fosforila IKBa que se dissocia de NF-kB. NF-kB
transloca para o nucleo juntamente com AP-1 onde induzem a transcricdo de citocinas
inflamatérias tais como IL-6, IL-12 e TNF-a (Yang e Seki, 2012). Em células

dendriticas plasmocitoides, sinalizacdo via TLR7/8 e TLR9 forma um complexo com
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MyD88, IRAK4, IRAK1, TRAF6, TRAF3, IRF7 e TAK1. TAK1 ativa o complexo que
fosforila IKKa. IRF7 dissocia-se e transloca para o nicleo induzindo a transcri¢do de
IFN tipo I (Takeuchi e Akira, 2010; Yamamoto e Takeda, 2010).

Assim, a ativacdao de TLR2/6, TLR4, TLR7/8 e TLRY9 em macr6fagos, células
natural killer (NKs) e linféctios Tyd resulta na produgdo de citocinas pré-inflamatdrias
como TNF-a, IL-6, IL-12 e IFN tipo 1 (Sardinha et al., 2006). Além disso, a ativacdo de
TLR2/6 em células dendriticas ativa a producao de TNF-a enquanto reduz a producao
de IL-12, atuando como um imunoregulador da resposta imune (Rodrigues et al., 2012;
Cardoso et al., 2016). Citocinas pré-inflamatérias recrutam mondcitos, linfécitos e
neutrdfilos para o local da infeccdo e participam da ativacdo e diferenciacdo de CT
naive (Gerondakiset al., 2014). IFN tipo I atua no desenvolvimento e ativacdo de NKs,
que em resposta a IL-12, intensifica a produgao de IFN-y (Gorini et al., 2013).

Macroéfagos e neutrofilos fagocitam 7. cruzi e utilizam da maquinaria enzimatica
composta de lisozima e hidrolases acidas para degradar a parede celular e as proteinas
do parasito. IFN-y intensifica a ativacdo e estimula a expressdo de citocinas
inflamatoérias (TNF, IL-1 e IL-12), quimiocinas, coestimuladores de moléculas do MHC
e enzimas oxidase e sintase do Oxido nitrico induzivel (iNOS) em macréfagos
(Gutierrez et al., 2009). Juntamente com lisozima e hidrolases 4cidas, a producdo de
compostos toxicos e reativos (anion radical superdxido, peroxido de hidrogénio e 6xido
nitrico) por complexos NADPH-oxidase presentes na membrana do fagolisossomo,
SOD e iNOS levam a morte do parasito (Piacenza et al., 2012). Simultaneamente,
células dendriticas ativadas pelo patdégeno via TLR produzem elevados niveis de
moléculas do MHC, expressam o receptor (CCR7) das quimiocinas CCL19 e CCL21
produzidas em vasos linfaticos e zonas de CT dos linfonodos, perdem sua capacidade de
adesdo aos epitélios e migram para os linfonodos. CT imaturas também expressam
CCR7 e migram para as mesmas regides aumentando as chances de CT com receptor
para o antigeno especifico encontri-lo expresso em células dendriticas (Rudulier et al.,
2012).

Parasitos e antigenos do meio extracelular fagocitados e localizados em vacuolos
parasitéforos e endossomos sdo degradados enzimaticamente por proteases (Murphy et
al., 2010). No RE, moléculas do MHC de classe 1II sdo sintetizadas e associadas a um
trimero, conhecido como cadeia invariante, que ocupa a fenda de ligacdo ao peptideo da
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molécula de MHC. Assim, peptideos que se encontram no RE se associam
exclusivamente a moléculas do MHC de classe I. O complexo MHC Il-cadeia invariante
¢ transportado para os endossomas e lisossomos tardios onde se encontra com o0s
antigenos internalizados. As mesmas enzimas proteoliticas que degradam proteinas
internalizadas atuam sobre a cadeia invariante formando um remanescente de 24
aminoacidos chamado peptideo de cadeia invariante associado a classe II (CLIP).
Peptideos que apresentam maior afinidade pela molécula do MHC de classe II deslocam
o CLIP numa reacdo mediada pela molécula HLA-DM. Estes peptideos se ligam as
fendas abertas de moléculas do MHC de classe II e sdo, entdo, clivados
enzimativamente ao seu tamanho final. Lisossomos se fundem a membrana plasmatica
expondo os complexos peptideo-MHC de classe II. Uma vez na superficie celular, os
complexos sdo reconhecidos por células T CD4" especificas para peptideos antigénicos
através de seus receptores (TCR) (Blum et al., 2013).

Apo6s ligacdo ao complexo antigeno-MHCII e ativagdo do TCR, CT helper
(CD4) naive podem se diferenciar em trés principais subconjuntos Th, tipo 1 (Thl), tipo
2 (Th2) e Th produtores de IL-17 (Th17) (Fang e Zhu, 2017). O destino das CT helper
imaturas ativadas por antigenos € determinado por citocinas presentes no meio
extracelular (Yamanee e Paul, 2012; Yamanee e Paul, 2013). Quando citocinas se ligam
ao receptor especifico associado a tirosina cinases citoplasmaticas, denominadas Janus
cinases ou JAKSs, induz mudanga conformacional, formando dimeros ou trimeros de
receptores, e aproxima as JAKs associadas (JAK1, JAK2, JAK3 ou Tyk2). As JAKSs se
transfosforilam, aumentando assim a atividade cinase de seus dominios tirosina cinase.
As JAKs fosforilam as tirosinas dos receptores de citocinas criando sitios de ancoragem
para o dominio SH2 de reguladores génicos denominados STATs (transdutoras de sinal
e ativadoras de transcricdo). O dominio SH2 de um mondmero de STAT é capaz de se
ligar a um residuo de fosfotirosina de uma proteina STAT adjacente. Os dimeros de
STAT se dissociam do receptor e migram para o nucleo. Em combinag¢do com outras
proteinas reguladoras génicas, os dimeros se ligam a sequéncias especificas em regides
promotoras de genes estimulando a transcricdo de genes especificos, incluindo
citocinas, receptores, entre outras moléculas que definirdo o fendtipo da célula T helper
(Hirahara et al., 2010; Ahlers, et al., 2010). Desta forma, cada subgrupo de CT possui

um conjunto unico de transdutores de sinal e ativadores de transcricio bem como de
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citocinas. IFN-y sintetizado por NKs ativa os fatores de transcricao STAT1 e T-bet em
CT CD4" imaturas e ativadas por antigeno, que por sua vez, induzem a sintese de IFN-y,
configurando uma amplificagdo positiva que conduz a diferenciagdo de CT em perfil
Thl. A citocina IL-12, produzida por macréfagos e células dendriticas, ativa o fator de
transcricdo STAT4 que também polariza para um perfil Th1 aumentando a producdo de
IFN-y. Por outro lado, IL-6, IL-1 e IL-23, além de TGF-3, podem ser produzidas por
células dentriticas e ativar STAT3 e RORYt que conduzem a diferenciacdo do subgrupo
Th17 produtor das citocinas IL-17A, IL-17F e IL-22 (Zhu et al., 2010; Fang e Zhu,
2017). A citocina IL-17 parece essencial para controle da inflamacao na infec¢do por 7.
cruzi atuando como regulador negativo da producao de IFN-y e citocinas e modulando
as lesdes cardiacas imune-mediadas encontradas em pacientes chagésicos (Gutierrez et
al., 2009). TGF-3 ainda estimula a expressdo de FoxP3 em CT CD4 naive que se
diferenciam em CT regulatérias em o6rgdos linféides periféricos (Fang e Zhu, 2017).
Tais CT produzem IL-10 que atua inibindo a producdo de IL-12 por células dendriticas
e macrofagos, e, consequentemente, regulando a polarizacdo Thl e a producao de IFN-
y. Consequentemente, baixos niveis das citocinas IL.-17 e IL-10 e altos niveis de IFN-y e
TNF-a tem sido relacionados a severidade da doenca de Chagas (Teixeira et al., 2002;
Guedes et al., 2012).

CT Thl ativadas secretam IFN-y, IL-2 e TNF e sua principal funcao € ativacao
de macréfagos. Macréfagos ativados por IFN-y produzido por CT Thl e NKs fagocitam
e destréem os parasitos fagocitados, além de sintetizar quimiocinas e as citocinas TNF,
IL-1 e IL-12. TNF, IL-1 e quimiocinas recrutam leucdcitos, enquanto IL-12, juntamente
com IFN-y, tem novamente efeito na polarizacdo da resposta Thl (Rodrigues et al.,
2012). IL-2 estimula a sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacdo de CT ativadas por
antigeno (induz proteina anti-apoptética Bcl-2). Por outro lado, proteinas antigénicas
fagocitadas por células dendriticas podem escapar do fagolisossomo e, no citosol sdao
ubiquitinadas e destinadas a degradagdo em proteassomas. IFN-y induz a transcri¢do e
sintese de trés diferentes subunidades cataliticas do proteassoma resultando em
mudanca em sua especificidade pelo substrato (Blum et al., 2013). O processamento de
antigenos protéicos por aminopeptidases residentes do RE (ERAP) no proteassoma gera
fragmentos de peptideos com tamanho apropriado para transporte através da proteina

transportadora TAP (transportador associado ao processamento de antigenos) e
14



contendo aminoacidos hidrofébicos (leucina, valina, isoleucina e metionina)
carboxiterminais ou residuos bdasicos (lisina e arginina) tipicos de peptideos
transportados associados a moléculas do MHC da classe I (Rock et al., 2004). Na face
luminal da membrana do reticulo endoplasmético, TAP se associa a proteina tapasina
que recruta dimeros 32m de MHC de classe I formando o complexo de carregamento de
peptideo (Oancea et al., 2009). Quando o peptideo se liga a fenda de moléculas do MHC
de classe I adjacentes, estas se dissociam de tapasina, de modo que o peptideo pode ser
transportado para o complexo de Golgi e dai para a superficie celular através de
vesiculas exociticas. Uma vez expressos na superficie celular, os complexos peptideo-
MHC I podem ser reconhecidos por CT CD8" especificas (Camargo et al., 2014). CT
CD8" produzem IFN-y e TNF-a e ainda induzem morte por apoptose de células
infectadas por meio da exocitose de granulos contendo perforinas, granzimas e
granulisinas (Chavez-Galan L., 2009; Rodrigues et al., 2012). Assim, a polariza¢dao Thl
com ativacdo de macréfagos e a ativacdo de CT CD8" tem papel crucial no controle da
parasitemia e do parasitismo tecidual na doenca de Chagas (Padilla et al., 2009; Serna et
al., 2014).

Além de linfécitos T, linfocitos B participam da imunidade contra 7. cruzi. A
maioria dos linfécitos B maduros virgens sdo células B foliculares que circulam
continuamente entre sangue e 6rgdos linféides secundarios (bago, linfonodos e tecidos
linféides de mucosa). As células B foliculares entram nos tecidos linféides secundarios
através de vasos sanguineos localizados nas zonas de CT e, em seguida, migram para os
foliculos (zonas de células B). O movimento para os foliculos € guiado pela quiomicina
CXCL13 secretada por células dendriticas foliculares que se liga ao receptor CXCRS na
superficie das células B imaturas circulantes (Rudulier et al., 2012). Antigenos sao
reconhecidos pelo receptor BCR (complexo formado pela IgM ou IgD e as moléculas
invariantes Igf3 e Iga) com a cooperagdo de TLRS5, TLR7 e TLR9. O reconhecimento do
antigeno inicia a ativacao das células B que proliferam e podem diferenciar em células
de memoria circulantes ou em plasmdcitos secretores de anticorpos (IgM) residentes na
medula 6ssea. As células B podem ainda internalizar o antigeno em vesiculas
endossomais e apresenta-los via MHC de classe II para CT auxiliares naive ou efetoras.
Anticorpos produzidos nos linfonodos, baco e medula dssea podem entrar na circulacdo

e atuar em todo corpo. Anticorpos IgM ativam a via classica do complemento, enquanto
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IgG tem as funcdes de opsonizagdo de antigenos para fagocitose por macrofagos e
neutréfilos, ativagdo da via cldssica do complemento e citotoxicidade mediada por NKs
dependente de anticorpos. CT Thl secretam IFN-y que atua sobre as células B
promovendo mudancas para subclasse de IgG2a demonstrada ser uma importante Ig

para eliminagdo de formas sanguineas do parasito (Rodrigues et al., 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar a resposta imune induzida por vacina de DNA recombinante, codificando
o antigeno NTPDase-1 de Trypanosoma cruzi (TcNTPDase-1) e NTPDase-1

recombinante em camundongos BALB/c.

Objetivos especificos

» Confirmar a expressao in vitro da proteina TcNTPDase-1 através da transfec¢do do
plasmideo recombinante em célula eucariotica (HEK 293);

» Padronizar os protocolos vacinais;

» Avaliar a capacidade imunogénica dos protocolos vacinais através da avaliacdo da
producdo de anticorpos (IgG, IgGl e IgG2a) especificos contra TcNTPDase-1, bem
como verificar o nivel de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 e 6xido
nitrico (NO) e o perfil de linfocitos presentes no bago dos animais imunizados
(linfécitos B e T);

» Verificar a capacidade de protecdo das vacinas avaliando-se a presenca de células
com fen6tipo de memoria (CD44/CD62L), carga parasitaria presente no tecido cardiaco

dos animais desafiados e a sobrevivéncia desses animais.
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CAPITULO 1

Evaluation of immunogenicity induced by recombinant protein TcNTPDase-1 and
its encoding DNA against Chagas disease

Running title: Evaluation of two Chagas vaccine candidate

Abstract

More than a century after its discovery, Chagas disease still represents a neglected
parasitic disease responsible for the most common form of nonischemic
cardiomyopathy worldwide. In this study, we describe two different vaccine protocols,
based in T. cruzi NTPDase-1 antigen, in murine model. The recombinant NTPDase-1
protein and DNA plasmid encoding NTPDase-1 immunogenicity was evaluated by
production of specific antibodies, cytokines and NO. We also investigated its effect on
the immunophenotype of murine splenocytes. After 7. cruzi challenge, the content of
cytokines and parasite DNA were determined in the cardiac tissue. The T. cruzi
NTPDase-1 presented immunogenic potential. Protein protocol presented higher
immunogenicity; however, the DNA protocol was more efficient in minimizing the

parasitic load in the cardiac tissue.

Keywords: subunit vaccine; DNA vaccine; T. cruzi

Introduction

The World Health Organization (WHO) recognizes 17 neglected tropical diseases
(NTDs) that blight the lives of a billion people in 149 countries and threaten the health
of millions more. These tropical infections are strongly associated with poverty and
concentrated mainly in a slum and remote rural areas of developing regions in Africa,
Asia, and the Americas '. Chagas disease, today considered one of the most important
NTDs globally, is a vector-borne disease, caused by the infection with the protozoan
Trypanosoma cruzi, responsible for 5.7-9.4 million cases in the continental Western
Hemisphere °.

T. cruzi is an intracellular protozoan parasite that replicates intracytoplasmically and
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establishes low-grade, lifelong infection. Oral infection with 70 cruzi currently
represents the most frequently documented route of transmission in Brazil 3

The acute phase of infection is characterized by the presence of parasites in the host
bloodstream and other tissues, promoting a severe inflammatory response *. Detection
of individuals during the acute phase of Chagas disease is rare because of the relatively
nonspecific clinical symptoms observed in most of the infected patients °. After the
acute phase, generally asymptomatic, the infection evolves to a silent chronic phase.
However, after a variable period of time (10-30 years after the onset of infection), 30—
40% of the patients develop symptomatic cardiac alterations, including heart failure,
arrhythmias, and thromboembolism, which cause major disabilities with high economic
and social impact °. Benznidazole, the chemotherapeutic agent most often used for the
treatment of chagasic patients, is highly toxic and has limited efficacy, especially in the
chronic phase of the disease ’.

The strategy for Chagas disease control is based on vector control; systematic screening
of blood donors in all endemic countries; detection and treatment of congenital
transmission; and treatment of infected children and acute cases. Increased traveling and
migration of individuals from endemic to non-endemic areas have presented a
worrisome scenario for congenital infection, blood transfusions, and organ
transplantations. It has been estimated that over 300,000 people infected with T
cruzi currently live in the United States® and, although relatively limited,
epidemiological data from Europe has estimated 59,000-108,000 cases of Chagas
disease, with higher numbers in Spain and Italy °. Thus, a disease that was traditionally
contained in Latin America, where it still predominantly occurs, has now crossed these

boundaries >

. Different approaches have been tested to the development of Chagas
vaccine, however, all candidates are still in the preclinical phase of testing and not yet in
clinical trials '°.

An ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase), localized on the
external surface of the parasite, was characterized as facilitators of infection and
virulence of T. cruzi ' In the present work, we examined the profile of the immune
response that was developed in vaccinated mice with recombinant 7. cruzi NTPDase-1,

and plasmid DNA coding T. cruzi NTPDase-1. As well as the induction of protection

against 7. cruzi challenge.
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Material and Methods

Experimental animals

Female BALB/c mice (6-8 weeks old) were purchased from the Central Animal
Laboratory of the Center of Biosciences and Health of the Federal University of Vigosa
(Brazil) and maintained under conditions of controlled temperature at 21+2 °C, relative
humidity of 60-70 %, and 12 h light/dark cycle. The study was performed according to
the norms established by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA). The Ethics Committee on Animal Research of the Federal
University of Vigosa (47/2014), and Oswaldo Cruz Institute-Fiocruz (051/2015)
approved the protocol of the study.

Expression and purification of rTcNTPDase-1

The plasmid containing the TcNTPDase-1 (Accession N°. AY540630) construct was
kindly provided by Dra Juliana Lopes Rangel Fietto'', and used to transform E. coli
strain BL21 (DE3) for expression of the recombinant protein. The rTcNTPDase-1 was
obtained by transfer an aliquot of transformed E. coli BL21 (DE3) to 1 L of sterile
Luria-Bertani (LB) medium containing 100 pg/ml of ampicillin. Culture was then
incubated at 37°C with shaking at 220 rpm until reaching OD 600. The expression of
rTcNTPDase-1 was induced with 0.4 mM IPTG for 4 h at 37°C and shaking at 220 rpm,
being protein expressed in inclusion body. The cells were then collected and lysed with
lysis buffer. The resulting precipitate containing the inclusion bodies was solubilized
with denaturation buffer (150 mM NaCl, 400 mM Tris-HCIl, 8 M urea), pH 8.0 and
purified. The protein was then dialyzed against PBS to reduce urea concentration and
subsequently eluted with 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 300 mM imidazole, pH 8.0.
The expression of rTcNTPDas-1 was confirmed by SDS-PAGE and its concentration
determined by using the bicinchoninic acid-BCA method (Thermo Scientific,

Massachusetts, USA) and then used in the immunizations.

Construction of recombinant DNA vaccine
For the construction of the DNA vaccine, the cDNA for TcNTPDase-1 was subcloned

into the eukaryotic expression vector pVAX (Invitrogen™ ). The recombinant plasmid
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and the empty vector were used to transform competent E. coli DHS5-a cells by heat
shock, which were cultured separately on plates containing LB culture medium and 100
pug/ml of kanamycin and then incubated overnight at 37°C. The purified plasmids were
obtained after inoculation of an aliquot of the bacterium into 100 ml of LB culture
medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) containing kanamycin for
approximately 16 h at 37°C and shaking at 220 rpm. Thereafter, the cell culture was
centrifuged at 7.000 x g for 15 min at 4°C to obtain the precipitate. After high-density
fermentation, the supercoiled plasmid was purified in an automatized system (AKTA)

with PlasmidSelect system (GE Healthcare), as manufacturer's specification.

Transfection assay

For the in vitro expression analysis of NTPDase-1 cDNA, HEK 293 cells were
transfected with DNA vaccine construction (pVAX/NTPDase-1) or pVAX empty
plasmid (control). In a 6 well plate were used purified DNA (2ug/well) and
lipofectamine (Thermo Fisher Scientific) as per the manufacturer's protocol. The cells
were incubated with anti-NTPDase-1 antisera (1:40) for 2 h and then incubated with
secondary antibody anti-IgG-FITC (1:1000) (Sigma). DAPI (Sigma) was used for

nuclear staining. The images were acquired using an EVOS FL Auto Imaging System.

Animal immunization and infection protocol

The animals were randomized into four groups of five animals each: PBS or pVAX
empty plasmid for control group; rNTPDase-1 (7. cruzi recombinant NTPDase-1
formulated in saponin 0.1%) and pVAX/NTPDase-1 (DNA vaccine construction). Each
animal was injected (i.m.) with 100 pg of DNA (pVAX or pVAX/NTPDase-1) or 10 pug
of INTPDase-1 (s.c). All received three doses, one every 15 days, the control group
received only PBS solution or empty pVAX. The mice were euthanized fifteen days
after the final immunization, and immunological tests were performed.

Infected animals, following the same immunization protocol, were inoculated (i.p.) with
T. cruzi Y strain (5,000 trypomastigote forms in 0.1 ml of infected mouse blood) fifteen
days after the final dose. The animals were euthanized fifteen days after the challenge.
The heart was collected and weighed, for quantification of cytokines and parasite

burden. Three independent experiments were carried out to generate a result. To obtain
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the survival curve the groups of six animals infected with 7. cruzi were observed daily
for a period of 30 days. The survival rate was expressed as a percentage of the

accumulated deaths within the experimental period.

Evaluation of antibody responses

The specific humoral response was determinate by an indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Serum was collected 7 days after each immunization
and stored at -20°C. Microplates were coated with recombinant NTPDase-1 (10ug/ml)
in a bicarbonate buffer and incubated at 4°C overnight. After blocking with 5%
powdered milk, mice serum (1:40 dilution) was separated added in duplicate and
incubated at 37°C. HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:7,000 dilution), IgGl
(1:10,000 dilution), and IgG2a (1:10,000 dilution) were added, followed by OPD

substrate addition. The absorbance was measured in a microplate reader at 450 nm.

Detection of nitric oxide (NO)

NO production was quantified by the accumulation of nitrite in the serum, using the
standard Griess reaction. Briefly, 50 ul sera were incubated with an equal volume of the
Griess reagent (1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl ethylenediamine dihydrochloride,
2.5% H3PO,) for 10 min, at room temperature. The absorbance was measured at 550 nm
in the microplate scanning spectrophotometer. The conversion of absorbance into
micromolar concentrations of NO was deduced from a standard curve using a known

concentration of NaNO,.

Cytokine determination

Samples of serum obtained fifteen days after the last immunization and heart
homogenates obtained 15 days after the 7. cruzi challenge were assessed for IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-17 levels by Cytometric Bead Array (CBA; BD
Biosciences, USA). The analysis was performed in a FACSVerse flow cytometer (BD
Biosciences, USA).
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Flow cytometry analysis

Spleen cells suspense (1x107) from each group of mice were harvested 15 days post last
immunization. Red blood cells were eliminated by lysis buffer, after washing with ice-
cold PBS, the cells were incubated with anti-CD19-PerCP-CyS5, anti-CD3-FITC, anti-
CD4-APC-Cy7, anti-CD8-PE-Cy7, anti-CD44-PE at 4°C for 30 min in the dark. Then,
the cells were fixed with PBS containing 1% FCS, 0.1% sodium azide and 2%
paraformaldehyde. The analysis of surface markers was performed with fluorescence

profiles through a FACSVerse flow cytometer (BD Biosciences, USA).

Cardiac parasite burden

Genomic DNA previously extract was adjusted to 25 ng/ul. Quantitative PCR was
performed as previously reported " using 7. cruzi DNA primers (TCZ-F, 5'-
CTCTTGCCCACAMGGG TGC-3', where M=A or C, and TCZ-R, 5-C
CAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3") and murine GAPDH primers (mGAPDH-F, 5’-
TCACCACCATGGAGAAGGC-3’, and mGAPDH-R, 5’-
GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3’). Each reaction plate contained a standard curve
with parasite DNA and two negative controls, which consisted of a mixture of 7. cruzi
or GAPDH primers without sample DNA. 7. cruzi DNA values were normalized by the
data obtained from murine GAPDH. The efficiencies of amplification were

automatically calculated by the StepOne software v2-0.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6 software and comparison of
data between the two groups by Student’s t-test. Data from three or more groups were
compared by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test, the

difference was considered statistically significant if p < 0.05.

Results

The in vitro expression of DNA vaccine plasmid encoding 7. cruzi NTPDase-1 in
mammalian cells (HEK 293 cells) was evaluated in a transfection assay. A perinuclear

green fluorescence was observed in cells transfected with the recombinant
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pVAX/NTPDase-1, evidencing the NTPDase-1 protein expression (Fig.1).

A €

Figure 1: Fluorescence images of expression of TcNTPDase-1 (green signals) by DNA
vaccine vector pVAX (A) and pVAX/NTPDase-1 (B) in HEK 293 cells. The cells were
incubated with anti-NTPDase-1 antisera (1:40) and the with a secondary antibody anti-
IgG-FITC (1:1000). Cell nuclear DNA was stained with DAPI (blue signals).
Magnification 400X.

Specific antibody production against 7. cruzi recombinant NTPDase-1 in the sera of all
mice was evaluated seven days after each immunization. Mice immunized with
recombinant protein present a faster total IgG kinetics than the DNA group. However,
the same magnitude of response was achieved after the third dose and maintained after
seven days (Fig. 2A). Elevated specific antibody production was observed seven days
after the third dose, for both subclasses of IgGl and IgG2a (Fig. 2B, 2C). Mice
immunized with DNA show a lower specific production in comparison to mice

receiving recombinant protein.
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Figure 2: Specific antibody response. Groups of five mice were immunized with PBS
(control), NTPDase-1 recombinant, or DNA/NTPDase-1. (A) Total IgG, (B) IgG1 and
(C) IgG2a. Data represent mean = SEM in one of three similar experiments (n=5
animals). * p<(0.05 Tukey’s test.

We further evaluated the frequency of T cells population, 15 days after immunization.
Our results reveal a similar frequency of T cells (CD3"/CD4" and CD3"/CD8") in the
control group and in the groups vaccinated with recombinant protein or DNA. There
was no difference in the percentage of CD19" B cells (data not shown). Although there
was a significant increased frequency of activated T cells (CD4"/CD44" and
CD8'/CD44") in protein vaccinated group compared to the control group or even the

group vaccinated with DNA (Fig. 3).
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Figure 3: Immunophenotipyc characterization of spleen T lymphocytes after
immunization. Percentage of spleen T cells CD3"/CD4" (A) and CD3"/CD8" (C),
expressing activation markers CD4"/CD44" (B) and CD8"/CD44" (D), 15 days after the
last dose. Data represent mean + SD in one of three similar experiments (n=5 animals).
* p<0.05 Tukey’s test.

To evaluate the immune response induced by NTPDase-1 vaccination, recombinant
protein and DNA, the cytokines levels in serum were examined 15 days after the last
immunization. There were no significant difference in the Thl cytokines (TNF-a and
IFN-y) levels in the serum of the two vaccinated groups. The levels of Th2 cytokines
(IL-6 and IL-10) were significantly lower after vaccination with recombinant protein

and DNA, in comparison to control group. No difference was detected in the IL-4 levels

(Fig. 4).
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Figure 4: Cytokine response elicited by vaccination. Concentration of TNF-a (A), IFN-
vy (B), IL-4 (C), IL-6 (D) and IL-10 (E) cytokines in the serum was measured by
cytometric bead array CBA (BD Bioscience). Each bar represents the mean = SD of
triplicate samples and is a representative experiment of three assays. * p<0.05 Tukey’s

test.

The concentration of nitric oxide was measured in the serum of immunized mice.
Higher NO levels were detected in recombinant protein immunized mice compared with

the control group, 15 days after the last dose (Fig. 5).
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Figure S: Nitrite production in the serum of mice following three doses. 15 days after
the last immunization, the serum was collected and nitrite levels were measured by
Griess reaction. Each bar represents the mean + SD of triplicate samples and is a
representative experiment of three assays. * p<0.05 Tukey’s test.

With the aim to evaluate the effect of 7. cruzi infection on the pattern of the immune
response induced by NTPDase-1 two different vaccination protocols (protein and
DNA), we analyzed the cytokines levels in the heart. Mice were intraperitoneally
challenged with Y strain of T. cruzi, two weeks after the last immunization. Groups of
mice were euthanized 15 days post-challenge, the TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6 and IL-10
heart content were similar in the three groups (data not shown). Interestingly, a

significant high IL-17 level was detected after challenge in DNA group (Fig. 6).
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Figure 6: IL-17 levels in heart after challenge in vaccinated mice. Group of BALB/c
mice were challenged 15 days after the third dose, with 7. cruzi Y strain, IL-17 were
measured in cardiac homogenate by cytometric bead array CBA (BD Bioscience). Each
bar represents the mean + SD of triplicate samples and is a representative experiment of
three assays. ** p<0.01 Tukey’s test.
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On day fifth post-challenge the parasitic burden was evaluated, in terms of 7. cruzi
DNA. Significantly lower T. cruzi genetic material was detected from heart tissue of
DNA immunized mice compared with control animal group, and rNTPDase-1 group
(Fig. 7a). Monitoring of the survival of the animals after challenge with 7. cruzi Y strain
occurred for a period of 30 days. It is possible to observe there was no death in the both

immunized groups and that 50% of the control animals had died (Fig. 7b)
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Figure 7: Parasite load and survival rate. A) Quantification of parasite burden by qPCR.
The T. cruzi equivalent/mg of heart was valued 15 days post-infection. Each bar
represents the mean = SD of triplicate samples and is a representative experiment of
three assays. *** p<0.05 Tukey’s test. B) Mice were challenged with 5,000
trypomastigote forms 15 days after the last immunization, survival was monitored for
30 days.

Discussion

Trypanosoma cruzi is the causal agent of Chagas disease that affects millions of people
around the world, mostly in South and Central America. T. cruzi expresses a wide

variety of proteins on its surface membrane which has an important role in the biology
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of these parasites 4 NTPDase-1 activity was characterized on the external surface of T.

cruzi, and correlated with infectivity and virulence th12

. Extracellular ATP originating
during lysis of T. cruzi-infected cells is a direct target of parasite ectonucleotidases, like
ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (ecto-NTPDase). ATP hydrolysis by
NTPDase has the potential to subvert and avoid host defense mechanisms, in normal
conditions ATP triggers the release of proinflammatory cytokines mediated by the

activation of type 2 purinergic receptors to control the infection .

In the present
work, we report the immune response developed by vaccinated mice with recombinant
T. cruzi NTPDase-1 protein or DNA plasmid encoding NTPDase-1.

Innate and acquired cell-mediated immune responses are induced after experimentally
induced acute T. cruzi infection, and combined mobilization of NK cells, CD4" and
CD8" T cells, yST cells, and antibody-producing B cells are required for establishing
host resistance '®. Our results demonstrate that recombinant protein vaccines NTPDase-
1 formulated on saponin was more efficient than DNA, in stimulating specific total IgG
response. In 1982, Krettli and Brener descrived that antibodies against 7. cruzi living
blood forms are important for monitoring protection in experiments of vaccination, even
as an 1important element in establishing a reliable criterion of cure in
human Chagas disease .

Recombinant protein vaccines have some disadvantages against 7. cruzi infection. 7.
cruzi strains are highly diverse and it is difficult to have a protein vaccine that can
confer broad protections cross different strains. In addition, protein vaccines are more
suitable for inducing antibody responses and are not efficient in eliciting the cell-
mediated immunity that is essential for controlling the intracellular stage of a pathogen
2. Both NTPDase-1 vaccine protocols do not alter the T lymphocyte (CD4" and CD8")
and B (CD19") profile in the spleen. However, vaccination with recombinant protein
was able to significantly increase the percentage of activated T lymphocytes.

Gama interferon (IFN-y) is a critical cytokine in host resistance to 7. cruzi infection,
presumably by controlling the early replication of parasites in host macrophages *'.
Traditionally thought to be the CD4" T cell subset most important for IFN-y response to
T. cruzi, however, NK cells actively participate at the early phase of infection 2, IFN-y,

synergistically with TNF-a, induces NO synthesis by macrophages, a critical mediator

for killing of causal organisms during the acute phase of infection *. There was no
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significant production of Thl cytokines fifteen days after immunization (IFN-y and
TNF-a), for both NTPDase-1 protocols. In the meantime was observed significantly
elevated NO serum levels, in recombinant protein group. As previously demonstrated,
the action of nitric oxide is crucial for intracellular elimination of 7. cruzi during the
acute phase. Interestingly, both protocols evaluated resulted in the significant reduction
of circulating anti-inflammatory cytokines (IL-6 and IL-10).

The interleukin-17 is a proinflammatory cytokine, mainly produced by activated CD4"
T cells, which are now classified as Th17 cells. But can also be produced by CD8", y8T

cells, NK cells, and neutrophils 24,25

. Th17 cells confer significantly stronger protection
against T. cruzi-related mortality, than even Thl cells, through the IL-17A-dependent
induction of NADPH oxidase, involved in the phagocyte respiratory burst response, and
provide indirect help through IL-21-dependent activation of CD8+ T cells *°. Thus IL-
17A is essential for the host’s protection during acute-phase 7. cruzi infection 7,

Our results demonstrate that immunization with DNA encoding NTPDase-1 results in
significantly increased levels of IL-17A in cardiac tissue, thirty days post T. cruzi
challenge associated with a significant reduction of parasitic burden in cardiac tissue. A
recent study demonstrates that high plasma IL-17A levels were correlated with better
left ventricular function, in human chronic Chagas disease, suggesting an important
immunomodulatory role, involved in protection against myocardial damage 2,
Similarly, a study in a canine model, demonstrate that a eukaryotic expression plasmid
containing the TcSP and TcSSP4 gene were able to reduce the acute phase of infection,
resulting in cardiac and clinical protection than that of using a recombinant protein .
DNA immunization resulting in increased expression of IL-17A in cardiac tissue, after
the T. cruzi challenge. Simultaneously, this group presented IL-6 and IL-10 reduction as
described for the protein group after immunization. The IL-17A has been associated

with recruitment of suppressive IL-10-producing neutrophils, necessary to prevent

inflammatory damage and mortality during 7. cruzi infection *°.
Conclusion

In conclusion, the T. cruzi NTPDase-1 present immunogenic potential. The three doses

recombinant protein protocol was able to: stimulate increased production of specific
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antibodies; induce activation profile in splenic CD4 and CD8 T cells; reduce anti-
inflammatory cytokines serum levels, and increase NO production. However, the three
doses of plasmid DNA encoding 7. cruzi NTPDase-1 protocol was responsible for
increased production of IL-17A in cardiac tissue after challenge, as well as reduction of
parasite load in the same organ. Both vaccine protocols were able to protect the mice
from challenge with lethal doses of T. cruzi. These observations suggest that successful
control of T. cruzi infection involves a balance between stimulation of inflammatory
immune response and the regulation of this response to prevent extensive host tissue

destruction.
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