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RESUMO

A inducgao de tolerancia oral contra antigenos que aumentam a susceptibiidade a doencas
tem despontado como uma estratégia factivel de prevencao de algumas imunopatologias.
Em trabalhos anteriores, foi visto que a imunizacao oral com o antigeno LaAg (lisado total
de antigenos de Leishmania amazonensis) protegeu camundongos BALB/c contra a
leishmaniose cutanea. Da mesma forma, um plasmideo codificando o gene LACK, uma
proteina componente do LaAg que sabidamente aumenta a susceptibilidade a
leishmaniose quando administrado por via parenteral, induz imunidade protetora quando
administrado por via nasal. Neste trabalho nés visamos o desenvolvimento de uma vacina
oral comestivel contra a leishmaniose utilizando tabaco transgénico expressando o
antigeno LACK. Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) foram transformadas pelo
patégeno vegetal Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmideo pGPTV-KAN-Asc
codificando o gene LACK. Foram transformados 320 explantes foliares e a presenga do
transgene no genoma vegetal foi confirmada por PCR em 9 plantas. A producdo da
proteina LACK recombinante foi confirmada por dot-blot em apenas 1 das 9 plantas
transformadas. A expressao do antigeno LACK recombinante nesta planta foi de 0.18%
do total do peso foliar seco, ou 6% do total de proteinas sollveis. Para a vacinagao,
camundongos BALB/c (n=5) permaneceram em jejum por no minimo 3h antes de
receberem cada uma de duas doses de 20mg do liofilizado de folhas de tabaco
transgénico contendo 36 pug LACK por gavagem intragastrica, em intervalo semanal.
Outros grupos receberam 2 doses de LaAg (100 ug), planta selvagem ou PBS somente.
Sete dias apds a segunda dose, os animais foram desafiados na pata com 2 X 10° L.
amazonensis, e no dia 7 de infecgcdo a resposta de hipersensibilidade cutdnea ao LaAg foi
medida. Enquanto os animais-controles que receberam PBS ou tabaco selvagem
reagiram normalmente ao antigeno, montando uma forte reacdo cutanea do tipo Jones-
Mote com pico em 18h, esta reacao tipo Th2 foi significativamente menor (p<0.001) em
animais que receberam LaAg ou a planta transgénica de tabaco. Esta tolerizacdo a
antigenos do parasito foi seguida de protecao parcial contra a infecgdo, onde os animais
vacinados com a planta transgénica desenvolveram uma lesao mais lenta e uma menor
carga parasitaria que os grupos que receberam a planta selvagem ou PBS. A protecao
conferida pela planta transgénica foi até mesmo superior a conferida pela vacina LaAg.
Estes resultados mostram o potencial desta vacina comestivel, capaz de induzir toleréncia
periférica a antigenos deletérios do parasito, e ao mesmo tempo favorecer uma imunidade
protetora contra a leishmaniose cutanea.



ABSTRACT

Induction of oral tolerance to antigens that increase the susceptibility to diseases has
emerged as a feasible strategy to prevent immunopathologies. Previously, it was found
that oral immunization with the parasite antigen LaAg (whole Leishmania amazonensis
lysate) protects BALB/c mice against cutaneous leishmaniasis. Likewise, a DNA plasmid
encoding LACK, a LaAg protein component that promotes disease when administered
through parenteral routes, induced protective immunity when administered in the nasal
mucosa. In this work we attempted to develop an edible vaccine against leishmaniasis
using transgenic tobacco expressing LACK. Thus, Nicotiana tabacum L. plants were
transformed by the plant pathogen Agrobacterium tumefaciens containing the pGPTV-
KAN-Asc plasmid containing the LACK gene. We transformed 320 leaf explants but the
presence of the transgene was confirmed by PCR in 9 plants and the production of LACK
protein was confirmed by dot-blot in only 1 of the 9 transformed plants. LACK expression
in that plant was 0.18% of total dry leaf tissue or 6% of the total soluble proteins. For
vaccination, BALB/c (n=5) mice were fasted for at least 3 h before receiving each of two
doses of 20 mg of tobacco lyophilized powder containing 36 ug of LACK by intragastric
gavage, allowing one-week interval. Other groups received 2 doses of LaAg (100 ug), the
wild-type plant or PBS. Seven days after the second dose the animals were challenged in
the footpad with 2 X 10® L. amazonensis, and on day 7 of infection the cutaneous
hypersensitivity response to LaAg was evaluated. We found that whereas animals
receiving wild-type tobacco or PBS reacted normally to the antigen, mounting a strong
TH2-related Jones-Mote cutaneous reaction that peaks in 18 h, the reaction was
significantly lower (p<0.001) in animals receiving LaAg or the transgenic tobacco.
Tolerization to parasite antigens was followed of partial protection against infection, where
the animals vaccinated with the transgenic plant developed a slower growing lesion and a
lower parasite burden than controls receiving the wild-type plant or PBS. The protection
conferred by the transgenic plant was even superior to achieved with LaAg. These results
indicate the feasibility of using this edible vaccine that down-regulate peripheral
deleterious antileishmanial responses in a manner that favor protective immunity against
cutaneous leishmaniasis.
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1. Introducao



1.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencgas causadas por protozoarios pertencentes a
Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que ainda
é subdividido nos subgéneros Viannia e Leishmania (LAINSON e SHAW, 1987). O
subgénero Viannia compreende principalmente as espécies Leishmania
braziliensis e Leishmania guyanensis encontradas nas Américas tropical e
subtropical, enquanto o subgénero Leishmania é constituido principalmente pela
Leishmania donovani, Leishmania chagasi, Leishmania mexicana, Leishmania
amazonensis € Leishmania major, encontrados no Velho Mundo ou nas Américas.

A Leishmania é um protozoario pleomérfico que possui dois estagios em seu
ciclo de vida: um estagio flagelado moével, denominado promastigota, que se
desenvolve extracelularmente dentro do trato alimentar do vetor flebotomineo, e
um estagio amastigota, que ocorre dentro dos macréfagos dos hospedeiros
vertebrados. Esses, sao principalmente mamiferos, sendo os seres humanos,
caes e varias espécies de roedores os mais comumente infectados (LAINSON e
SHAW, 1987; MURRAY et al., 2005).

Conforme mostra a figural, a transmissdo do parasito ocorre quando uma
fémea de flebotomineo regurgita a forma infectante (promastigota metaciclica)
juntamente com sua saliva durante o repasto sanguineo (1) (MURRAY et al.,
2005; http://www.fiocruz.br/ccs/glossario/leishmanioses.htm). A saliva dos
flebotomineos contém substancias com atividades imunomoduladoras,
vasodilatadoras e anticoagulantes como a maxadilan, que levam ao aumento da
quimiotaxia de macro6fagos, resultando no aumento da fagocitose, inibicao da

apresentacao de antigeno para linfcitos T, inibicdo da producao de citocinas Th1,



reducdo da ativacao celular causada pela acao de IFN-y e regulagdo negativa da
producdo de O6xido nitrico. Dessa forma, a saliva dos flebotomineos cria um
ambiente adequado para o repasto sanguineo, mas parece também ser
importante para o estabelecimento da Leishmania (BRODIE et al., 2007).

As promastigotas sao fagocitadas por células do sistema fagocitico
mononuclear, principalmente macrofagos (2). No vacuolo parasitoforo
(fagolisossomo) se diferenciam em amastigotas (3) e sofrem sucessivas divisdes
binarias, acarretando dentro de alguns dias a lise do macréfago (4) e a liberagao
dos parasitos, que poderdo infectar macréfagos adjacentes. O ciclo se completa
quando outro inseto vetor suga o sangue contaminado (5) e no intestino médio, as
amastigotas ingeridas se transformam em uma forma flagelada e alongada
denominada promastigotas prociclicos, que se dividem rapidamente e sofrem uma
série de modificacdes morfolégicas num processo denominado metaciclogénese
(6 e 7). Finalmente, ao final da metaciclogénese, se diferenciam em promastigotas
metaciclicos, que habitam a proboscide, em uma posicdo que facilita a
transmissao na hora da picada (8). A classificacdo em subgéneros acima citada se
da de acordo com o desenvolvimento desses protozoarios no tubo digestivo do
inseto vetor. Assim, espécies cujo desenvolvimento ocorre na porcdo média e
anterior, sao classificadas como pertencentes ao subgénero Leishmania; e
aquelas que tém seu desenvolvimento na por¢cao média e posterior do intestino do
inseto vetor sao classificadas como pertencentes ao subgénero Viannia

(ROGERS, et al 2004; MURRAY et al., 2005; FIOCRUZ, 2005; ROBERTS, 2006).
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Fig. 1 — Ciclo de vida de Leishmania sp.
Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention,2004
(www.dpd.cdc.gov/dpdx).

1.2 — Manifestacoes Clinicas
Baseados nos sintomas clinicos, as leishmanioses podem ser classificadas em

4 grupos:

e Leishmaniose Cutanea (LC): De ocorréncia mais comum, corresponde a 50%
dos novos casos de leishmaniose. Sao causadas pelas espécies L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) guyanensis no Novo Mundo e por L.
(L) major no Velho Mundo (CONVIT et al., 1972). Caracteriza-se por ulceras
na pele, no local da picada dos fleb6tomos, ocorrendo usualmente nas areas
descobertas do corpo, como rosto, bragcos e pernas. A lesdo geralmente é

curada espontaneamente, mas o tempo de resolu¢ao das lesdes varia entre as



espécies e os individuos (GRIMALDI, JR & TESH.,1993; NEVES, 2002; SINGH
et al., 2006).

Leishmaniose Mucocutanea (LMC): ou espundia apresentam lesGes que
produzem destruicdo extensiva e desfigurante da mucosa da garganta, nasal e
bucal. Geralmente causada por L.(V.) braziliensis, € causada por uma infec¢ao
secundaria a forma cuténea simples, e estd associada a uma intensa resposta
do tipo hipersensibilidade tardia, com poucos macréfagos infectados e uma
grande destruicdo do tecido mucoso e submucoso das cavidades nasal e oral.
Quando nao tratada pode levar a severas deformidades faciais (NEVES, 2002;
WHO, 2005).

Leishmaniose cutaneo-difusa (LCD): causada principalmente por parasitas das
espécies L. (L.) aethiopica no Velho Mundo e por L. (L.) amazonensis, L. (L.)
mexicana e L. (L.) venezuelensis no Novo Mundo. Caracteriza-se por produzir
grande numero de lesdes com grande numero de parasitas. Esta relacionada
com hospedeiros com uma resposta imune defeituosa, possuindo macréfagos
altamente infectados e pouca resposta linfoproliferativa. As trés formas da
doengca acima citadas sao classificadas em um grupo denominado
Leishmaniose Tegumentar (GRIMALDI, JR & TESH.,1993; NEVES, 2002;
WHO, 2005).

Leishmaniose Visceral (LV): também conhecida como Kala-Azar é a forma
mais severa da doenga com alto indice de mortalidade (90% dos casos quando
nao tratada) principalmente pela imunossupressdo e por infeccdes

secundarias. Causada principalmente por L. (L.) chagasi, L. (L) infantum e L.



(L.) donovani, caracteriza-se principalmente pelo parasitismo de 6rgaos
importantes como baco, figado e medula 6ssea. Além disso, verifica-se
aumento dos linfonodos, pneumonia intersticial, fibrose septal, nefrite
intersticial, anemia, hipergamaglobulinemia, diminuicdo plaquetaria, febre e
estado de debilidade progressivo (GRIMALD, JR & TESH.,1993; NEVES, 2002;

WHO, 2005).

1.3 — Epidemiologia

As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises em 4 continentes (Américas,
Europa, Asia e Africa), havendo 350 milhdes de pessoas sob risco de infecgdo.
Por ano surgem 2 milhdes de novos casos (cerca de 1,5 milhdo de casos de
leishmaniose tegumentar e 500 mil casos de leishmaniose visceral), formando um
total de 12 milhdes de pessoas infectadas (MAZUMDER et al, 2007).
Aproximadamente 90% dos novos casos de leishmaniose ocorrem em paises
como a india, Bolivia, Suddo, Nepal, Peru e Brasil (WHO, 2005; GRAMICCIA e
GRADONI, 2005) (Fig. 2). A leishmaniose é considerada pela Organizagao
Mundial da Saude, como uma das seis mais importantes doencas infecciosas,
pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades
(WHO, 2005).

Desde 1993, as areas endémicas tém se expandido, produzindo numeros
recordes de casos da doenca. Essa expansdo se da principalmente devido a
migracao rural-urbana e ao desmatamento, que destréi o habitat natural do inseto

transmissor. Além disso, a infeccdo por HIV e outras condicbes de



imunossupressdo podem aumentar os casos de leishmaniose visceral
(GRAMICCIA e GRADONI, 2005).

No Brasil, 0 numero de casos tem aumentado a cada ano, com registro de
casos em todas as regides brasileiras. Outro fato importante é que em grande
parte do pais ha uma sobreposicdo de areas endémicas para leishmaniose
tegumentar e visceral. A partir da década de 80, verifica-se o aumento no niumero
de casos registrados, variando de 3000 em 1980 a 40.000 em 2002 (WHO-TDR,

2002).

LEISHMANIOSES

12 milhoes de pessoas infectadas
350 milhdes sob risco de infecgao |
! |
m Visceral
Cutanea/Mucocutanea

Visceral + Cutanea/Mucocutinea

Fig. 2 — Mapa mundi mostrando regides onde a leishmaniose é endémica.
Fonte: Walter and Elisa Hall Institute (www.wehi.edu.au)



1.4 - Controle

A transmissao das leishmanioses é de dificil controle em virtude da variedade
de espécies do parasita, ja que cada espécie possui um padrao epidemioldgico
unico. Atualmente, as estratégias de controle sdo baseadas em medidas
convencionais como a eliminagdo do vetor, eliminacdo dos reservatorios,
supervisdo, protecéo pessoal e tratamento (Manual de vigilancia da Leishmaniose
tegumentar americana, 2007; GRIMALDI JR., 1995).

A primeira linha de tratamento é predominantemente baseada nos antimoniais
pentavalentes, um tratamento classico na maioria das areas endémicas. Porém,
apresenta inUmeras contra-indicacdes, como por exemplo a nao indicacao para
gestantes, a pacientes acima de 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e Doenca de Chagas. Sua eficiéncia tem sido comprometida com o
aparecimento de resisténcia, particularmente a L. donovani na india. A segunda
linha de tratamento inclui medicamentos como a anfotericina B e pentamidina, que
sdo altamente eficazes, porém provocam diversos efeitos colaterais (BERMAN,
2003; DAVIS e KEDZIERSKI, 2005). A anfotericina B atua nas formas amastigotas
(in vivo), interferindo na membrana plasmatica devido a sua alta afinidade por
esteréis com esqueleto ergostano, presentes na membrana desses
microorganismos. Com sua ligacdo a esses esterdis sdo formados poros na
membrana, levando a um aumento de permeabilidade e morte do parasito. Seus
efeitos adversos incluem febre, nauseas e voémitos, podendo produzir efeitos
nefrotdxicos severos devido a sua baixa solubilidade. Ja a pentamidina, atua sobre
o metabolismo da glicose. Entretanto sua utilizagcao é contra-indicada em casos de

gestacao, diabetes mellitus, insuficiéncia renal e hepatica, doengas cardiacas e



em criangas com peso inferior a 8 Kg. Novos farmacos, como formulagées
lipidicas da anfotericina B, sdo bastante eficazes no tratamento da leishmaniose
visceral, e apesar de sua reduzida toxidez o alto custo desta formulagdo o torna
inviavel para a maioria dos pacientes (BERMAN et al., 1998; MURRAY, 2005). Os
medicamentos acima citados sao injetaveis, o que aumenta o custo de
administracdo pela necessidade de material adequado e pessoas qualificadas.
Outra desvantagem destes medicamentos é o tratamento prolongado que
favorece o aparecimento de resisténcia. Recentemente a administracdo oral da
miltefosina tem se mostrado eficaz no tratamento da leishmaniose visceral na
india (SUNDAR e RAI., 2002) e da leishmaniose cutanea na América do Sul
(SOTO et al.,2006).

As diversas limitacbes encontradas nos farmacos disponiveis para o
tratamento contra as leishmanioses, bem como, as dificuldades no controle dos
insetos vetores e reservatdrios (como os caes) do protozoario, tornam evidente a

necessidade do desenvolvimento de vacinas eficazes e seguras.

1.5 — Resposta imune

Para um melhor entendimento das vacinas experimentais, sera feita uma
abordagem sobre a resposta imune nas leishmanioses.

A patologia das infeccdoes por Leishmania é determinada ndo sé pelas
espécies de parasitas, mas também por fatores genéticos e imunolégicos do
hospedeiro. A resisténcia adquirida a leishmaniose é mediada por células T, ja
que, camundongos deficientes em células T sucumbem rapidamente apds a

infeccdo (REINER e LOCKSLEY, 1995; PINTADO e LOPES-VELEZ, 2001). A



resisténcia a doengca € readquirida através da transferéncia adotiva dessas
células. As células T CD4+ sdo cruciais na resisténcia a infeccao, enquanto que
as células T CD8+ tém uma maior participagdo nos eventos de memoria do que na
eliminacdo do parasita. Além disso, células T regulatérias CD4+CD25+ foram
identificadas como fontes importantes de IL-10, sendo responsaveis por infecgdes
persistentes de L. major (BELKAID, 2002; COLER e REED, 2005).

Na leishmaniose cutanea murina, uma protecao efetiva contra a infeccao tem
sido atribuida ao desenvolvimento de uma potente resposta do tipo CD4+Th1,
caracterizada pela producéao de IL-12 e INF-y, que subsequentemente medeia a
ativacdo de macrofagos, produgédo de 6xido nitrico e morte do parasita (ROGERS
et al., 2002; BELKAID., 2002; ALEXANDER e BRYSON, 2005). Uma polarizagao
tao clara da resposta de células T helper nao é evidente na leishmaniose humana,
mas ha uma boa relacdo entre a resposta Th1 e resisténcia a leishmaniose
cutdnea (KEMP e THEANDER, 2000). Uma resposta Th2 esta relacionada com
uma falha na criagdo de uma resposta protetora, causando assim, lesées de longa
duracao e infecgao sistémica. Geralmente, uma predominancia de células que
produzem IFN-yocorre na cura, entretanto, tanto nos casos cronicos quanto nas
leses de mucosa ha uma mistura de citocinas Th1 e Th2, com abundancia de IL-
4 e IL-10. Na leishmaniose visceral parece ndo haver nenhuma associacao entre
o aumento de IL-4 e a progressao da doenca, entretanto, ha uma relacao direta
entre producdo de IL-10 e susceptibilidade a doenca (GHALIB et al.,1993;

KHARASMI et al., 1999; VON STEBUT e UDEY, 2004;).
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Também em humanos, recentemente foi demonstrado que as células T CD8+
parecem ter um importante papel contra a leishmaniose cutanea. Similarmente, a
imunidade inata, incluindo as células NK, IL-1a e o fator mieléide de diferenciacao
88 (MyD 88) atuam como imunomoduladores determinando a resisténcia inicial a
infeccdo. Além disso, receptores toll-like tipo 2 tem um importante papel em
orquestrar o tipo e a intensidade dessa resposta (revisto por HANDMAN, 2001;
BORGES et al.,, 2001). A cicatrizacdo e os mecanismos de reparo de tecidos
também tém sido citados como fatores de resisténcia a leishmaniose
(SAKTHIANANDESWAREN et al., 2005).

Estudos recentes na producédo e manutengédo de células T CD4+ relacionadas
a memoria central (MC) e a memoria efetora (ME) durante a leishmaniose cutanea
abrem novos horizontes na criagcao de estratégias de vacinacao efetivas contra a
leishmaniose (GOLLOB et al., 2005; SCOTT, 2005). No modelo murino, foi
sugerido que a constante presenca de parasitas vivos é necessaria para a
manutencao das células T CD4+ ME (SEDER e SACKS, 2004; ZAPH et al. 2004).
Assim a eficacia de vacinas de subunidades ou utilizando parasitas mortos pode
ser aumentada através da utilizacdo de adjuvantes que favorecam a geracao de
células T CD4+ MC.

Um outro fator que parece ter influéncia na resposta a leishmaniose é a
resposta de hipersensibilidade. Esta € uma medida de atividade -celular
envolvendo uma série de interacoes entre as células T e os fagocitos.
Dependendo do tipo de resposta de hipersensibilidade, tardia (também conhecida

como tuberculinica ou DTH) cujo pico se da em 48h ou Jones-Mote, cujo pico se
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da em 15-18h, ela pode estar relacionada com a protecdo ou susceptibilidade a
leishmaniose. Assim, enquanto a resposta tipo tuberculinica parece estar
associada a resisténcia a L. major (HOWARD et al, 1980) e é positivamente
modulada por células Th1 (MOSMANN e COFFMAN et al., 1989), a resposta do
tipo Jones-Mote parece estar associada a exacerbacdo da doenca (DHALIWAL e
LIEW., 1987; TITUS et al., 1984). Quanto aos tipos de células envolvidas,
observa-se que na resposta tuberculinica ha presenca de um infilirado de células
mononucleares, enquanto na reacdo de Jones-Mote em cobaias envolve
predominantemente polimorfonucleares no sitio da administracdo do antigeno
(DHALIWAL e LIEW., 1987). Apesar de nao haver registro na literatura,
observacbes em nosso laboratério mostram que o tipo de infiltrado
polimorfonuclear, aliado a sua associagdo com uma resposta deletéria na
leishmaniose apontam para uma resposta do tipo Th2 para a reacdo de Jones-
Mote. Assim, podemos sugerir que camundongos BALB/c (susceptiveis a infecgao
por Leishmania) quando infectados por L. amazonensis montam naturalmente
uma resposta de hipersensibilidade do tipo Jones-Mote. Em um trabalho anterior
de nosso laboratério (PINTO et al., 2003) foi observado que vacinas experimentais
que conferiram protecdo a camundongos BALB/c contra a leishmaniose, foram
capazes de suprimir a resposta inicial de Jones-Mote. Dessa forma, a supresséao
da resposta de Jones-Mote pode ser considerada um fator importante na protecéao

contra a leishmaniose.
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1.6 — Vacinas

Para fins didaticos, as vacinas anti-leishmaniais podem ser classificadas em
vacinas de primeira, segunda e terceira geragao, de acordo com sua composi¢ao.

As vacinas de primeira geragdo sao aquelas compostas de microorganismos
mortos ou atenuados, ou ainda de misturas nao caracterizadas de antigenos. Um
exemplo deste tipo de vacina, denominado leishmanizagdo, consiste na
inoculagdo de promastigotas virulentos de L. major em partes cobertas do corpo
normalmente ndo expostas, evitando-se assim o estabelecimento de infec¢des
naturais em areas expostas como a face. Na década de 70, foi desenvolvida por
Mayrink e colaboradores uma vacina composta por parasitos mortos de quatro
espécies diferentes (GENARO et al., 1996). Posteriormente simplificada, passou a
conter somente o lisado de L. amazonesis. A entdo denominada Leishvacin®
passou a ser produzida pela BioBras em Montes Claros (MG). Entretanto, sua
producdo industrial foi descontinuada, apesar de estudos clinicos de Fase |
atestarem sua seguranca (MARZOCHI et al., 1998) e de fase Il, atestarem sua
imunogenicidade (DE LUCA et al., 1999). Como demonstrado por nosso grupo
(PINTO et al., 2003), a imunizagao oral com antigeno total de L. amazonensis
(LaAg) é um outro exemplo do emprego de vacinas de 1% geragdo. Naqueles
trabalhos foi observado que a imunizacado oral (PINTO et al., 2003) e nasal
(PINTO et al., 2004) com LaAg conferiu protecdo parcial contra a infecgao
homologa em camundongos.

Ja as vacinas de segunda geracao sao aquelas compostas por vacinas vivas
geneticamente modificadas, fracoes e proteinas recombinantes. As vacinas vivas

incluem promastigotas de Leishmania geneticamente modificadas que causariam
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uma infeccdo abortiva, como um clone de L. major do qual foi removido o gene
para a proteina diidrofolato redutase/timidilato sintetase (CRUZ et al., 1991). Para
a producao de vacinas de subunidades, diversas proteinas de Leishmania tém
sido identificadas baseadas em sua abundancia, localizagao na superficie, clones
de células T, selecao em “pools” antigénicos e selecdo em bibliotecas de
expressdao com soro de animais ou humanos infectados. Essas incluem a
glicoproteina 63 (gp63), a glicoproteina de membrana 46 (gp46), a proteina de
Leishmania Homéloga de Receptores de Quinase C Ativada (Leishmania
Homologue of Activeted C Kinase, LACK), objeto desse estudo, proteinase
cisteinica B e A, antigenos LD1, o antigeno de superficie de promastigota 2 (SA2),
histona H1, fator de enlongacéao e iniciacdo de Leishmania (LeifF), entre outras
(COLER e REED, 2005). Entre as vacinas com subunidades definidas testadas,
destacam-se o antigeno gp63 (RUSSO et al., 1991), LelF, andlogo recombinante
da proteina ribossomal eucariética (SHEIKY et al.,, 1994) e o FML (ligante de
fucose e manose) de L. donovani. O FML previne o aumento da carga parasitaria
e 0 aparecimento de sinais clinicos da doengca em hamsters e camundongos
(SANTOS et al., 2003) e em caes (BORJA-CABRERA et al., 2004; AGUILAR-B et
al., 2005), e esta atualmente sendo produzido industrialmente para uso veterinario
por via injetavel contra o calazar canino.

As vacinas de terceira geracao sdo as chamadas vacinas génicas, onde genes
que codificam antigenos potencialmente imunizantes sdo carreados por
plasmideos. Em fase experimental, alguns estudos realizados, inclusive em nosso
laborat6rio, mostram que a administracado de vacinas de DNA s.c. e por via nasal a

camundongos BALB/c confere protegcdo contra L. major ou L. amazonensis
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(GURUNATHAN et al., 1997; GONZALO et al., 2001;PINTO et al., 2004, GOMES
et al., 2007). Em outro trabalho (MENDEZ et al.,2002), um coquetel de DNA
codificando diversos antigenos de Leishmania foi capaz de proteger camundongos
C57BL/6 contra L. major .

A utilizacdo de vacinas de DNA apresenta algumas vantagens como a
capacidade de codificar proteinas com estrutura e conformagdo similares ou
idénticas as das proteinas selvagens, capacidade de gerar respostas humorais e
celulares mais prolongadas e de permitir a combinagcao de diversos imundgenos
em uma preparagdo unica (GURUNATHAN et al., 2000). Estas caracteristicas
facilitam a imunizacdo simultdnea contra doengas diversas, além de trazer
vantagens econdmicas pela tecnologia do DNA recombinante, o que torna mais
facil a elaboragdo e a geracao de grandes quantidades da vacina, além também
da facilidade de armazenamento devido a alta estabilidade do DNA em relacao as
proteinas (WEINER & KENNEDY, 1999). Além disso, os plasmideos utilizados nas
vacinas de DNA apresentam sequéncias Citosina-fosfato-Guanosina
Oligodesoxinucleotideo (CpG ODN) (GURUNATHAN et al., 2000). Elas séo 16 a
20 vezes mais comuns em bactérias se comparados a mamiferos e se ligam ao
Receptor Tipo Toll-9 (TLR-9) presente em macrofagos e em células dendriticas
(MEDZHITQV et al., 2001; VOLLMER et al., 2005). Esta caracteristica permite que
elas ajam como importantes adjuvantes nos processos de vacinagao que visam o
direcionamento de resposta Th2 para Th1, pois elas induzem a produgao de IFN-y
e IL-12 (KLINMAN et al., 1996). Porém esta estratégia, particularmente em

vacinas injetaveis, apresenta também algumas desvantagens como a

15



possibilidade de integracdo ao genoma do hospedeiro (aumentando o risco de
malignidade por ativacdo de oncogenes ou inativagdo de genes supressores de
tumor) e de indugdo de respostas contra as células transfectadas (levando ao

estabelecimento de doencgas auto-imunes) (GURUNATHAN et al., 2000).

1.7 — O antigeno LACK

O LACK (proteina de Leishmania Homologa de Receptores de Quinase C
Ativada) é um antigeno de 36 KDa altamente conservado entre as espécies de
Leishmania e é expresso tanto na forma amastigota como na promastigota
(MOUGNEAU et al.,, 1995; OKUNO et al., 2002). Localizado no citoplasma
proximo ao cinetoplasto, parece estar ligado a complexos multiproteicos
provavelmente tendo um papel na regulagao da expressao génica no cinetoplasto
(MOUGNEAU et al., 1995). A susceptibilidade dos camundongos a infec¢gdo com
L. major é correlacionada com a polarizagdo de células Th2 parasito-especificas,
sendo LACK o principal responsavel pela expansdo dessas células, por ativar T
CD4" que expressam TCR VB4/Va8 produtores de IL-4 que se expandem
rapidamente apds a infeccdo (LAUNOIS et al.,, 1997). Assim, a prépria resposta
imune, induzida pela presenca de LACK no patdgeno, € diretamente responsavel
pela susceptibilidade a doenca (MCSORLEY e GARSIDE, 1999).

Intervengdes imunes direcionadas para a modificacao do repertério de células
T podem ser usadas para alterar o curso de uma infecgéo, e a possibilidade de
modular esta rapida resposta imune anti-LACK através de IL-12 e INF-y ex6genos

sugere que estas células ainda ndo estdo totalmente maduras na resposta Th2,
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podendo entdo ser redirecionadas. Além disso, a vacinagdo com a proteina LACK
juntamente com a IL-12 recombinante induz a uma resposta Th1 protetora
(AFONSO et al., 1994; MOUGNEAU et al., 1995). Ao contrario da proteina LACK,
que sozinha aumenta a predisposicdo a doenga, plasmideos codificando LACK
tém sido utilizados para a producdo de vacinas contra a leishmaniose, se
mostrando eficaz em varias metodologias de vacinacdo (TAPIA et al., 2003;
SOUSSI et al., 2002; RAMIRO et al., 2003; GONZALO et al., 2002). Em trabalhos
realizados em nosso laboratorio, foi observado que a administracao de LACK DNA
por via nasal € capaz de proteger camundongos BALB/c contra a infec¢ao por L
amazonensis e L. chagasi (PINTO et al., 2003; GOMES et al., 2007). Varios
protocolos de imunizacdo com a proteina LACK ou com seu gene codificante tém
sido testados contra diferentes espécies de Leishmania. A vacinagdo subcutanea
com p24 LACK-DNA levou a protegcdo contra desafio com L. major em
camundongos BALB/c de maneira similar a protegdo induzida por proteina
p24(LACK) mais IL-12 (GURUNATHAN et al, 1997). A imunizagdo s.c. com
p36(LACK) de L. infantum e reforgco com virus Vaccinia com insertos dos genes
p36(LACK) e IL-12 (VVp36IL-12) induziu reducdo no tamanho de lesdo e da carga
parasitaria no mesmo modelo (GONZALO et al., 2001). Em caes, um protocolo
similar utilizando p36LACK-DNA e refor¢go com virus Vaccinia recombinante com
inserto do gene p36(LACK) (rVV p36LACK) protegeu o0s animais contra
leishmaniose visceral causada por L. infantum (RAMIRO et al., 2003). A vacinacao
com p36(LACK) DNA pelas vias i.d. e s.c. induziram forte resposta do tipo Thi,

com producao de IFN-y, porém esta resposta nao foi capaz de conferir protecao
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contra o desafio com L. donovani (MELBY et al., 2001) ou L. amazonensis. No
entanto, a imunizagéo i.d. com a associagao de p36(LACK) DNA com plasmideos
expressando os genes de IL-12 e IL-18, seguido de reforgo com vaccinia virus
expressando o gene p36(LACK) conferiu significativa prote¢ao contra L. major em
camundongos BALB/c, levando a uma significativa redu¢cao do tamanho da leséo,
diminuicdo da carga parasitaria, aumento na producdo de IFN-y e de IgG2a

(TAPIA et al., 2003).

1.8 Tolerancia Oral

O termo “tolerancia oral” tem sido definido como a supressdo da resposta
imune celular e/ou humoral sistémica em resposta a administracdo de um
antigeno por via oral. Este mecanismo provavelmente evoluiu de forma analoga a
tolerancia timica a antigenos préprios para prevenir respostas de
hipersensibilidade tanto a proteinas presentes nos alimentos como aos antigenos
dos microrganismos da flora intestinal (FARIA e WEINER, 2005).

O fenbémeno foi primeiramente descrito em 1911 quando Wells alimentou
cobaias com proteinas de ovo de galinha e verificou que os animais eram
resistentes a anafilaxia quando desafiados. Em 1946, Chase alimentou cobaias
com dinitroclorobenzeno (DNCB) e observou que a reatividade da pele dos
animais ao composto havia diminuido. Subseqlentemente, numerosos
investigadores mostraram que animais alimentados com eritrécitos de ovelha ou

proteinas, tais como a ovoalbumina (OVA), também n&o respondiam a esses
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antigenos quando imunizados, mas respondiam normalmente a outros antigenos
(citado em WEINER, 1997).

Sabe-se atualmente que 0s mecanismos que medeiam a tolerdncia oral
incluem a indugao de células T regulatérias que medeiam a supresséo ativa, € a
inducdo de anergia ou delecdo clonal. O fator determinante do mecanismo é a
dose de antigeno administrada. Baixas doses antigénicas favorecem uma
supressao ativa, gerando células regulatérias antigeno especificas que migram
para os oOrgaos linféides suprimindo respostas imunes pela inibicao de células
efetoras. Altas doses resultam na anergia/delecao clonal em células T especificas
no intestino e na apresentacao sistémica do antigeno ap6s a passagem através do
intestino (WHITACRE et al, 1991;Revisado por WEINER e MAYER, 1996;
WEINER, 1997; ABBAS et al., 1998; GARSIDE e MOWAT, 2001).

A administracdo oral do antigeno LACK, seria uma alternativa de tolerizagao
contra 0 LACK. Através desta abordagem, espera-se o desenvolvimento de
tolerancia oral ao antigeno impedindo sua atuac¢ao na inducao da resposta imune
Th2, protegendo o individuo contra infeccbes por Leishmania sp. O uso de uma
abordagem tolerogénica para desenvolver imunidade protetora tem um precedente
no modelo de Liew e colaboradores, os quais documentaram o efeito protetor da
administracao intravenosa de parasitas irradiados antes da infeccado (HOWARD et
al., 1982; HOWARD et al.,, 1984; LIEW et al, 1985). Foi sugerido que este
protocolo ativaria linfécitos T CD4" do tipo Th1 (LIEW et al., 1984). Posteriormente
foi mostrado que na verdade este protocolo reduz a freqiéncia de linfocitos T
especificos para Leishmania (AEBISCHER et al., 1994). Portanto, ao contrario do

dogma que associa memoria imunoldgica com imunidade protetora, a inducao de
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tolerdncia pode ter um efeito benéfico geral na infeccdo subsequente
(MCSORLEY e GARSIDE, 1999). A expressao transgénica de LACK no timo de
camundongos susceptiveis evita o desenvolvimento de células reativas a LACK e
tais camundongos recuperam-se da infecgao (JULIA et al., 1996). Um exame das
respostas dos linfocitos T desses camundongos a outros antigenos do parasita
demonstrou que elas eram do tipo Th1, ao contrario das respostas do tipo Th2
observadas nos camundongos nao transgénicos infectados. Camundongos
seletivamente exauridos de linfocitos T TCR VB4/Va8 nao desenvolveram lesdes
progressivas quando infectados com L. major (LAUNOIS et al., 1997). Esses
dados sugerem que as respostas aos antigenos de Leishmania, excetuando-se a
proteina LACK, sdo de natureza essencialmente protetora, mas sao incapazes de
superar o efeito dominante da populagao do tipo Th2 reativa a LACK. Mesmo em
camundongos resistentes, nos quais os efeitos da responsividade a LACK sao
eventualmente superados, a remocao artificial da populagcdo de linfécitos T
especificos para LACK pela expressao de LACK no timo acelera a taxa normal de
cura (JULIA et al., 1999). Desta forma, uma abordagem bastante diferente da
abordagem classica onde a geracao de imunidade protetora usando vacinas
tolerogénicas pode ser tentada, na qual o silenciamento de uma populacao
indesejada é suficiente para permitir que o resto do sistema imune funcione de
uma maneira protetora (MCSORLEY e GARSIDE, 1999). De fato, tem sido
mostrado que tal estratégia de tolerizagdo, usando esplendcitos acoplados a
antigenos, ligantes de peptideos alterados (APL) ou LACK conjugado a

subunidade B da toxina do colera (CTB), atenua o desenvolvimento das lesées ou
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confere a capacidade de resistir totalmente a infeccao por Leishmania (SOLDERA
et al., 1997; MCSORLEY et al., 1998; PINGEL et al., 1999).

Estratégias semelhantes tém sido empregadas experimentalmente na
vacinagao contra doengas alérgicas também mediadas por respostas com fenétipo

Th2 (TAKAGI et al., 2005).

1.9 Plantas como Bioreatores

A biotecnologia vegetal é uma importante ferramenta no desenvolvimento de
produtos agricolas, mas também tem sido utilizada para produzir proteinas
heter6logas de aplicacdes terapéuticas, cientificas e industriais. Assim, tem
crescido o numero de plantas transgénicas que expressam anticorpos,
biofdrmacos e antigenos (GIDDINGS et al., 2000; ABRANCHES et al., 2005).

Os anticorpos sao essenciais para o diagnéstico e tratamento de doencas,
além de sua vasta aplicacao cientifica e industrial (GIDDINGS et al., 2000). Ha
inumeros exemplos de anticorpos recombinantes produzidos em plantas e
facilmente estocados em folhas secas, sementes ou tubérculos, demonstrando um
grande potencial para estocagem a longo prazo. Ja foi descrita a produgédo de
anticorpos estruturalmente corretos para utilizacdo em imunodiagnésticos e para
outros fins (GIDDINGS , 2001; HIATT et al., 1989).

As plantas transgénicas possuem um alto potencial para uma producédo de
proteinas recombinantes apresentando iniUmeras vantagens:

e As plantas crescem facilmente com baixo custo e em grandes

quantidades;
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e Utilizacado da infra-estrutura agrondmica disponivel para a colheita,
processamento e estocagem;

e No caso da producdo de proteinas recombinantes em sementes,
ndo ha necessidade de refrigeracdo durante o transporte e
estocagem;

e As plantas hospedam pouquissimos patdégenos humanos,
aumentando assim a seguranga dos produtos produzidos;

e Capacidade de realizar modificagbes pds-transcricionais como
splicing, e pos-traducionais como glicosilacao e formacao de pontes
dissulfeto;

e A purificacdo ndo é necessaria no caso da producdo de vacinas
comestiveis;

e Producéao direcionada para 6rgaos de interesse como sementes ou
folhas (ABRANCHES et al.,2005; PANAHI et al., 2004; GIDDINGS,

2001; DE WILD et al, 2000; GIDDINGS et al., 2000).

Comparando a producdo de proteinas recombinantes em sistemas
transgénicos, foi mostrado que o custo de producdo em plantas pode ser trés
ordens de magnitude menor do que o da produgdao em culturas de células de
mamiferos ou até dez vezes menor do que a fermentagdao microbiana (HOOD e
WOODARD , 2002).

A utilizagdo de plantas transgénicas como biorreatores apresenta alguns

desafios. A purificagdo da proteina recombinante é um passo potencialmente
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custoso. No entanto, varios métodos tém sido desenvolvidos para solucionar este
problema incluindo a producéo direcionada para o endosperma de sementes de
onde as proteinas recombinantes podem ser extraidas com maior facilidade.
(GODDIJUN e PEN,1995; GIDDINGS, 2001; ABRANCHES et al., 2005).

Baixos niveis de expressao da proteina recombinante dificultam uma possivel
utilizacdo comercial deste produto. Este problema pode ser contornado através da
utilizagao de promotores fortes e constitutivos, seqiéncias intensificadoras de
transcricdo  (enhancers), peptideos sinais para retengdo no reticulo
endoplasmatico e otimizacao dos cédons preferenciais do hospedeiro (PANAHI et

al., 2004).

1.10 - Vacinas Comestiveis

Nos ultimos anos, plantas tém sido transformadas com genes codificando
subunidades antigénicas de patdgenos objetivando a produgédo de vacinas contra
doencas humanas e animais. Uma abordagem inovadora sobre a produgédo de
vacinas em plantas foi dada por Charles Arntzen no inicio dos anos 90 quando
introduziu o conceito de vacinas comestiveis. Segundo esta idéia, plantas
comestiveis transgénicas que expressem antigenos, poderiam ser administradas
oralmente desencadeando uma resposta imune protetora (MASON et al., 1992).
Através deste método produzir-se-iam vacinas mais baratas, seguras, facilmente
administradas e acessiveis em todas as partes do mundo. A partir dessa idéia,
diversos grupos vém utilizando esta estratégia objetivando a producao de vacinas.
Testes clinicos conduzidos pela industria biofarmacéutica ProdiGene

demonstraram que porcos ao serem alimentados com uma vacina comestivel
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produzida em milho, ficaram protegidos contra o virus da gastroenterite (TGEV).
Esta empresa patenteou esta e outras vacinas humanas e animais (GIDDINGS et
al., 2000). Em 2006, o trabalho realizado por Wen e colaboradores mostrou que a
administracao oral de tabaco transgénico foi capaz de proteger camundongos dos
efeitos da toxina Shiga tipo Il (WEN et al, 2006). Em 2007, Golovkin e
colaboradores observaram protegdo em camundongos contra o virus da variola
apds a administracao nasal e parenteral de um antigeno viral produzido em tabaco
transgénico (GOLOVKIN et al., 2007). Testes clinicos realizados pelo grupo pelo
grupo do Dr. Hugh Mason mostraram que o antigeno HbSAg do virus da hepatite
B produzido em batata e administrado oralmente foi capaz de aumentar os niveis
de anticorpos especificos em voluntarios humanos (THANAVALA et al., 2005).
Uma grande vantagem da utilizacdo de vacinas comestiveis é que pode nao
ser necessaria a purificagdo da proteina recombinante, diminuindo
acentuadamente o custo das vacinas. Porém a concentragdo da proteina
recombinante deve ser padronizada para que cada dose possua a mesma
concentracdo da proteina recombinante. Assim, poderia se fazer extratos das
plantas transgénicas, padronizando as concentracbes das proteinas

recombinantes (DE WILD et al, 2000).

1.11 — Tabaco como Biorreator

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) tem sido utilizado como biorreator devido a
facilidade de cultivo in vitro e alta receptividade a transformacao genética. Varias
proteinas recombinantes ja foram expressas em tabaco, como o HBsAg (do virus

da hepatite B), o epitopo de célula B da malaria, a hemaglutinina do virus
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influenza, além da proteina c-Myc (destinada ao tratamento contra o cancer)
(HIATT, et al., 1989; TACKET e MASON, 1999 ; MA et al., 2003; ABRANCHES et
al., 2005, WEN et al., 2006) .

Apesar de ndo ser uma planta comestivel, os estudos em tabaco contribuem
para um melhor planejamento em plantas comestiveis. Além disso, em termos de
biossegurancga, tem a vantagem de nao ser ingerido acidentalmente por humanos.

Desta forma, tomando-se como base:

1 - a eficicia oral da vacina bruta de Leishmania amazonensis (LaAg) na
protecéo contra a leishmaniose cutanea (PINTO et al., 2003)

2 - a eficacia de uma vacina nasal de DNA codificando um componente do
LaAg, a proteina LACK de Leishmania infantum, contra a leishmaniose cutédnea
(PINTO et al., 2004) e visceral (GOMES et al., 2007)

3 - a disponibilidade dos plasmideos de expressao vegetal codificadores do
gene LACK (RIBEIRO, 2000; SILVA, 2000) de Leishmania chagasi.

Propomos neste trabalho o desenvolvimento de uma vacina comestivel contra a

leishmaniose cutanea.

1.12 - Plasmideos

Foram utilizados neste trabalho dois plasmideos de expressdao em plantas
codificando o gene LACK de Leishmania construidos no Laboratério de
Biotecnologia — UENF. Os plasmideos recombinantes p35LACK e p35LACKER
contém o promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor que controla a

transcricdo dos genes LACK e LACKER, a sequéncia lider nao traduzida Q do
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virus do mosaico do tabaco que intensifica a transcricao (SILVA, 2000;
ABRANCHES et al., 2005), a seqUéncia codificadora do gene LACK de L. chagasi
(p35LACK) (PIZZELI, 1998) ou a seqlUéncia codificadora do gene LACK ligada a
sequéncia codificadora do sinal de retengdo no reticulo endoplasmatico SEKDEL
(p35LACKER) (Prof. Ekkehard Hansen-UENF, comunicagéao pessoal), € o sinal de
poliadenilagdo do virus do mosaico da couve-flor (linhagem Cabb B-D). Este gene
quimérico foi isolado do plasmideo e clonado no vetor de expressao em plantas
pGPTV-KAN-Asc formando os plasmideos pGLACK (RIBEIRO, 2000) e
pGLACKER (SILVA, 2000), respectivamente. O vetor pGPTV-KAN-Asc possui as
seqliéncias das bordas direita e esquerda do T-DNA (DNA de transferéncia) d0
plasmideo Ti (de Tumor-inducing) de Agrobacterium tumefaciens responsaveis
pela integracdo no genoma vegetal, a seqiéncia codificadora do gene da B-
glucuronidase (uid A), promotor da nopalina sintase (Pnos) que promove a
transcricao da sequéncia codificadora do gene da neomicina fosfotransferase |l
(nptll) e a seqliéncia terminadora da transcricao (pAg7) (RIBEIRO, 2000) (Fig. 3).
Os plasmideos pGLACK e pGLACKER foram transferidos para Agrobacterium
tumefaciens (SILVA, 2000; RIBEIRO, 2000) através de conjugacao triparental

(WALKERPEACH e VELTEN, 1994).
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Fig. 3 — Plasmideo pGLACK e pGLACKER: seqliéncias das bordas direita (R) e esquerda (L) do T-
DNA. uid A: seqiéncia codificadora do gene da B-glucuronidase. Pnos: promotor da nopalina
sintase. nptll: seqiéncia codificadora do gene da neomicina fosfotransferase Il. pAg7: sequéncia
terminadora da transcrigdo. 35S: promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor. Q: seqiéncia
lider ndo traduzida Q do virus do mosaico do tabaco. LACK: seqiiéncia codificadora do gene LACK
de L. chagasi. LACKER: sequéncia codificadora do gene LACK ligada a seqiiéncia codificadora do
sinal de retencéo no reticulo endoplasmatico SEKDEL. polyA: sinal de poliadenilagdo do virus do
mosaico da couve-flor . Este plasmideo também possui sitio de restricdo para diversas enzimas.
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2. Objetivos
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2 — Objetivo Geral
Este trabalho visa a expressao do antigeno LACK de Leishmania chagasi em
plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) e avaliacao de sua eficacia

na vacinagao contra a leishmaniose cutdnea em camundongos.

2.1 Objetivos Especificos
e Transformacao de plantas de tabaco com o gene LACK de L. chagasi;
e Avaliacao da presenca do transgene via PCR;
e Avaliacdo da expressao do transgene;
e Avaliagdo da imunogenicidade e eficacia da vacina oral contra a infec¢ao

de camundongos BALB/c com L. amazonensis.
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3. Material e Métodos
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3.1 - Desinfeccao e germinacao de sementes de tabaco

Sementes de tabaco (Nicotiana tabacum L., cultivar “Petite Havana SR1”)
foram desinfectadas primeiramente por imersdo em solugcdo de etanol a 70 %
durante 30 segundos. Em seguida, as sementes foram lavadas em agua destilada
estéril e entdo imersas em solugédo a 10 % (v/v) de agua sanitaria contendo 2 a 2,5
% de cloro ativo durante 30 minutos. Apds este periodo as sementes foram
finalmente lavadas em agua destilada estéril. A semeadura foi realizada sob
condicdes assépticas em potes apropriados contendo 50 mL de meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) s6lido. A germinacao ocorreu sob um fotoperiodo

de 16 horas, a uma temperatura de 25 °C.

3.2 - Micropropagacao de plantas de tabaco
A cada 15 dias, em média, foi realizado um subcultivo de plantas de tabaco:
fragmentos caulinares contendo pelo menos uma folha foram excisados e

transferidos para um pote contendo 50 mL de meio MS sélido.

3.3 - Transformacao de tecido foliar de tabaco

Em ambiente estéril, folhas de tabaco foram excisadas com o auxilio de um
bisturi e transferidas para uma placa de Petri contendo 20 mL de meio de
cocultura (meio MS liquido) com o auxilio de uma pin¢ga. Em seguida, as folhas
tiveram a nervura central retirada e entdo cortadas em pequenos fragmentos, os
quais foram utilizados como explantes para a infeccdo pela bactéria
Agrabacterium tumefaciens que transfere e integra de forma aleatéria para o

genoma vegetal parte do plasmideo Ti (onde foi colocado o gene LACK). Os
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explantes foram entdo transferidos para placas de Petri contendo 10 mL de meio
de cocultura e 25 pL de cultura de A. tumefaciens (contendo os plasmidios
recombinantes pGLACK ou pGLACKER) previamente crescida em meio YEB
liquido acrescido de rifampicina e canamicina (ambos na concentragéo final de
100 pg/mL) sob agitagdo constante durante 36 h a 28 °C.

Apds dois dias de incubagéo no meio acima a 25 °C e sob auséncia de luz, os
explantes foram lavados em meio de cocultura, passados em papel filtro estéril
para retirar o excesso de bactéria e transferidos para placas de Petri contendo
meio para inducao de calejamento [meio MS sélido contendo os reguladores de
crescimento |AA (acido 3-indolacético) e BAP (6-benzilaminopurina) na
concentracao final de 2,0 ug/mL e 0,2 pug/mL, respectivamente] acrescido dos
antibidticos canamicina e cefotaxima (concentragao final de 100 pug/mL e 250
pug/mL, respectivamente), sendo o primeiro para selecionar o0s tecidos
transformados e o0 segundo, para eliminar a Agrobacterium.

Os calos formados foram transferidos para potes contendo 50 mL de meio de
brotamento (meio MS sdélido contendo os reguladores de crescimento IAA e BAP
na concentragao final de 0,2 pug/mL e 2,0 ug/mL, respectivamente) acrescido de
cefotaxima (Sigma — estoque diluido em agua e filtrado) e canamicina
(concentracao final de 250 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente).

Os brotos formados foram entdo excisados dos calos e transferidos para potes
contendo 50 mL de meio de enraizamento (meio MS solido sem reguladores de
crescimento) acrescido de cefotaxima e canamicina (concentracdo final de 250
ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente). Os brotos enraizados foram entdo

micropropagados como descrito no item 3.4.
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3.4 — Confirmacao da presenca do transgene por PCR

A presengca do transgene nas plantas enraizadas em meio contendo
canamicina foi avaliada através do método de PCR. O DNA de folhas destas
plantas foi extraido com a utilizagdo do kit Biogreen DNA Purification (Biotools).
Em seguida, o marcador 250pb ladder (Promega) e aliquotas do DNA extraido
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (TAE 1 X [ estoque 50X —
2429 de Tris base, 57,1mL de acido acético glacial, 10mL de EDTA 0,5M pH 8,0,
agua destilada g.s.p. 1L]; agarose 1 %; brometo de etidio 0,05 %).

Nas reagOes foram utilizados 60 ng de DNA molde (extraido das folhas). As
concentracdes dos demais componentes foram 50 pmoles de cada iniciador,
tampao da Taq DNA polimerase 1 X concentrado, MgCl, 1 mM, dNTPs 0,2 mM, 2,5
U de Taq DNA polimerase e agua ultrapura para um volume final de 50 pL. As

temperaturas e os tempos utilizados foram:

Desnaturacao inicial: 94 °C — 5 minutos

Desnaturagao: 94 °C — 1 minuto .
Anelamento: 55 oC — 1 minuto 35 ciclos
Extensao: 72 °C — 1 minuto
Extensao final: 72 °C — 5 minutos

Para as bactérias transformadas com o plasmidio pGLACK, os iniciadores
utilizados foram: P5LACK (upstream) (5 — CGG GCA GCG GGA TCC ATA TGA ACT

ACG AGG GTC ACC TGA AG - 3') e P3LACK (downstream) (5" — CGG ACC ACG GGA
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TCC TTA CTC GGC GTC GGA GAT GGA CCA CA - 3", especificos para as
extremidades da sequéncia codificadora do gene LACK. Para as bactérias
transformadas com o plasmidio pGLACKER, os iniciadores utilizados foram: P5LACK
(upstream) e PLACK3ER (downstream) (5" — ACC ACG GGA TCC TCA TAG CTC ATC
TTT CTC AGA CTC GGC GTC GGA GAT GGA CCA CA - 3'), especificos para as

extremidades da seqliéncia LACKER.

3.5 - Extracao de Proteinas

Para a extracdo das proteinas totais das plantas transgénicas, as folhas recém-
coletadas foram inicialmente maceradas em presenca de nitrogénio liquido até a
obtencdo de um fino po, e liofilizadas. Foi adicionado 1mL de tampao de extracao
(5 mL de PBS 10X, EDTA 0,5M, 1g de Ascorbato de sédio, 20uL de Triton X-100 e
agua ultrapura g.s.p. 50mL) de proteinas a cada 50 mg de pd. Essas amostras
foram submetidas a agitacao por 1 hora a uma temperatura de 4 °C. As amostras
foram entao centrifugadas por 10 minutos a 10000 g a uma temperatura de 10

°C. O sobrenadante foi estocado a -20 °C (Adaptado de SILVA, 2003)

3.6 — Avaliacao da expressao da proteina LACK por Dot blot

A expressao do transgene em nivel de proteina nas plantas transgénicas foi
verificada através da técnica de dot blot. O extrato protéico (item 3.7) foi
descongelado a 4 °C e 20 pL das amostras (aproximadamente 1,25 mg do tecido
foliar seco) foram diluidas em 80 pL de tampéao de extracdo e aplicadas em uma

membrana de nitrocelulose (Immobilon - NC — Millipore) sob vacuo através da
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utilizacdo do aparelho de dot blot (Bio-Rad). Apds a aplicagdo a membrana foi
deixada a temperatura ambiente por 16 horas para inativacdo das peroxidases. A
membrana foi incubada por uma hora em tampéao de bloqueio (59 de leite em pd
diluidos em 100mL de PBS) e submetida a 4 lavagens de dez minutos com PBS.
A membrana foi em seguida incubada com o anticorpo primario (anticorpo
monoclonal 1gG1 de camundongo anti-LACK, cedido pelo Dr. Nicolas
Glaichenhaus) diluido em tampéao de bloqueio (1:500) durante uma hora e meia
sob agitacdo constante a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas
foram lavadas quatro vezes por dez minutos cada e entdo incubadas com o
anticorpo secundario (anti IgG de camundongo conjugado a peroxidase, fornecido
no kit ECL Western Blotting Analysis System — Amersham Biosciences) diluido em
tampédo de bloqueio (1:3000) durante duas horas a temperatura ambiente.
Finalmente, a membrana foi lavada quatro vezes por dez minutos cada.

Os anticorpos ligados foram entdao detectados com o reagente ECL. Em seguida,
um filme de raio-X (Hyperfilm™ ECL™, Amersham Life Science) foi exposto as
membranas durante 1 minuto e meio e entdo revelado com a utilizagao de fixador
e revelador Kodak GBX, segundo instrucdes do fabricante. Utilizamos como
controle positivo a proteina LACK recombinante purificada cedida pelo Dr. Nicolas
Glaichenhaus do Centre Nacional de la Recherche Scientifique, Institut de
Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Institut Universitaire de France, Valbonne,

Francga.
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3.7 — Analise Densitometrica

Para estimarmos a expressao da proteina LACK nas plantas transgénicas a
partir dos resultados do dot blot, utilizamos o programa computacional de
densitometria “Gel Perfect” (BOZZO e RETAMAL, 1991). A expressao da proteina
recombinante foi quantificada a partir da comparacao da quantidade de pixels da
amostra com o controle (onde foi aplicada uma quantidade conhecida da
proteina). Apds isso, por regra de trés encontramos a porcentagem de proteina
recombinante no peso da folha seca (liofilizada) e no total de proteinas sollveis

(TSP).

3.8 — Aclimatacao das plantas no solo

Plantas transgénicas, cuja expressao da proteina recombinante LACK foi
confirmada, e plantas selvagens foram transferidas para o solo em uma casa de
vegetagdo com temperatura de 26 °C. Para isto, as plantas foram retiradas do
ambiente estéril e tiveram suas raizes cuidadosamente lavadas para retirada do
excesso de meio de cultura, sendo entdo transferidas para um vaso contendo
terra. Nos primeiros dias de aclimatagdo, foi colocada ao redor da planta uma

cobertura de filme PVC para evitar o excesso de perda de agua.

3.9 — Preparo das folhas para vacinacao

Folhas novas (com até um més) recém-coletadas de plantas transgénicas ou

selvagens foram maceradas, em presenca de nitrogénio liquido até a obtengéo de
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um fino po, e liofilizadas. O po liofilizado foi ressuspendido em PBS numa
concentracao de 50mg/mL.
3.10- Parasitos

Promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foram
mantidas em cultura a 26 °C em meio de cultura D-MEM (Sigma Chemical Co)
suplementado com 50U/mL de penicilina (Cultilab), 50ug/mL de estreptomicina
(Cultilab), 20 mM de HEPES (Sigma Chemical Co.) e 10% de soro fetal bovino
inativado (SFBI,Cultilab). Para garantir a infectividade, os parasitas foram usados
no maximo até a quarta passagem quando entdo eram re-isolados por pungéo de
lesbes de camundongos BALB/c experimentalmente infectados. (PINTO et

al.,2003)

3.11 — Preparacao do antigeno LaAg

Promastigotas de L. amazonensis no inicio da fase estacionaria de
crescimento foram lavados trés vezes por centrifugagdo a 1300g por 10 min com
PBS. O “pellet” foi ressuspenso a 2 X 10°® promastigotas/mL de PBS e submetido
a 10 ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. O lisado
obtido foi denominado LaAg e estocado a -20 °C até o uso. A dosagem de
proteinas pelo método de Lowry mostrou que 1mL de LaAg continha 1 mg de
proteinas totais. A curva padrao foi feita com Abumina sérica bovina (BSA).

(PINTO et al., 2003).
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3.12 - Camundongos

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram mantidos com agua e
maravalha autoclavadas e ragdao comercial durante todo o experimento e mantidos
no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia (Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho), e utilizados com idade entre 4 e 6 semanas. Em todos os
experimentos realizados, utilizamos 5 camundongos por grupo. Todos o0s
procedimentos realizados estdo de acordo com os “Principios Basicos para a
Pesquisa Envolvendo o Uso de Animais” e foi aprovado e registrado sob o nimero
17 pela Comisséao de Avaliagcdo do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP- IBCCF

/ UFRJ).

3.13 — Imunizacao

Camundongos BALB/c em jejum de no minimo 3 horas, foram levemente
anestesiados por inalacdo de éter e receberam pela via oral (gavagem
intragastrica) 4 doses de 10mg cada do liofiizado de folhas das planta
transgénicas ou selvagens ressuspendidas em 200uL de PBS em intervalos de 3-
4 dias (total de 40mg = 76ug de LACK). O LaAg foi administrado por via oral em 2

doses de 100ug com intervalo de 7 dias entre as doses.

3.14 — Infeccao
Uma semana apds a ultima dose da vacina, os animais foram infectados no
coxim plantar da pata traseira direita, com 2 X 10° promastigotas de L.

amazonensis em um volume final de 20 uL de PBS. O curso da lesao foi

38



acompanhado pela medida da lesdo com um paquimetro (Mitutoyo, Brasil — 0 a
9,9mm) a cada 4-5 dias. O tamanho das lesdes foi calculado pela diferenga entre
espessura das patas infectadas e a espessura das mesmas patas antes da
infecgdo. Ao final do experimento, a carga parasitéria das lesdes foi determinada

conforme abaixo (PINTO et al., 2003).

3.15 - Determinacao da carga parasitaria

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados (inalacao de éter) e
as patas infectadas cortadas na articulagcdo com a tibia, tiveram a pele removida,
foram trituradas e homogeneizadas individualmente em 1ml de meio D-MEM
(Cultilab, Brasil) contendo 10% de SFBI. Ensaio de diluicdo limitante (LDA) foi
realizado como descrito previamente (MARQUES-DA-SILVA et al., 2005).
Resumidamente, aliquotas duplicadas de 200 uL da suspensao de células foram
diluidas seriadamente a 1:4 em placas de 96 pocos (Nalgene Nunc-USA) em D-
MEM contendo 10% de SFBI, por 12 diluicbes. As células foram incubadas em
estufa a 27°C por 10 dias. Ao final, foi calculado o niumero de Leishmanias por
pata, tomando-se como referéncia a ultima diluicio em que se verificou a

presenca de promastigotas ao microscopio.

3.16 — Reacao de hipersensibilidade cutanea de Jones-Mote
A reacéo de hipersensibilidade foi medida em duas situag¢des diferentes:
1) Para avaliar a imunogenicidade da vacina (PINTO et al., 2003), sete dias apos a

dltima dose da vacina os camundongos foram infectados com 2 X 10° L.
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amazonensis e a espessura da pata infectada foi medida com um paquimetro nos
tempos indicados e expressa como a diferenca entre as espessuras antes e
depois da infeccao.

2) Para avaliar a resposta durante a infeccao (PINTO et al., 2003), camundongos
imunizados ou ndo pela via oral foram infectados com 2 X 10° L. amazonensis.
Sete dias depois, foi inoculado 20ug de LaAg em 20uL de PBS na pata

contralateral. A espessura da pata foi medida e expressa como acima.
3.17 — Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo método Anova. Os resultados descritos

como significativamente diferentes tiveram p< 0,05.
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4. Resultados
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4.1-Transformacao do tabaco

Cerca de 320 explantes foliares de tabaco foram cocultivados com A.
tumefaciens contendo o plasmideo recombinante pGLACK (160 explantes) ou
pGLACKER (160 explantes). Desses, nove explantes formaram calos (induzidos
pelo meio de calejamento) indicando a infecgao por A. tumefaciens (ja que esse
meio é seletivo), sendo oito transformados com o plasmideo pGLACKER e um
com o plasmideo pGLACK. Apb6s a passagem dos calos para o meio de
brotamento observou-se a formacgao de brotos apds 30 dias, em média. Os brotos
formados foram transplantados para meio de enraizamento onde verificou-se a

formacao de raizes apds uma semana (Fig 4).

Fig. 4 - Planta de tabaco transgénica em meio de enraizamento com canamicina.
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4.2 — Analise das plantas transformadas por PCR
As plantas regeneradas foram analisadas por PCR para confirmacao da
presenca do transgene. A amplificacdo de um fragmento de 1 Kb, conforme
mostra a Fig. 5, confirma a presenca do gene LACK nas plantas transformadas

com pG LACKER (linhas 5 a 12) ou naquela transformada pGLACK (linha 13).

M 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13

1500 pb ——
1000 pb ——

500 pb ——

Fig. 5 — Verificagado por PCR da presenga do transgene pGLACK ou pGLACKER em plantas de
tabaco. M: marcador 250bp ladder; 1: controle negativo sem DNA; 2-4: controle negativo com DNA
de plantas ndo transformadas; 5-12: DNA de plantas transformadas com o pGLACKER; 13:DNA de

planta transformada com o pGLACK.

4.3 — Analise da expressao do transgene
A expressdo do transgene em nivel de proteina foi confirmada através da

técnica de dot blot. Das 9 plantas transgénicas obtidas, foi confirmada a expressao
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da proteina LACK em uma dunica planta transformada com o plasmideo
pGLACKER (planta denominada TLER010106, linha 5 da Fig. 5). A Fig. 6 mostra a
andlise de 4 plantas transformadas, representativa de 5 experimentos. Nesta,
estimou-se através da utilizagdo do programa computacional de densitometria “gel
perfect” (BOZZO e RETAMAL, 1991), a expressdo da proteina LACK numa
concentracado de aproximadamente 0,18% do total do tecido foliar (peso seco)

(Fig. 7A).

Fig. 6 — Analise da expressao da proteina LACK em plantas de tabaco transgénico.

Dot 1: Extrato proteico de 1,25 mg (peso seco) de tecido foliar da linhagem transgénica
TLER010106 que foi transformada com o plasmideo pGLACKER;

Dot 2-4: Extrato proteico de 1,25 mg (peso seco) de tecido foliar de outras linhagens transgénicas
que nao expressaram a proteina LACK; 5: Extrato proteico de 1,25 mg (peso seco) de tecido foliar
de plantas de tabaco nado transformadas (controle negativo); Dot 6: 13ug da proteina LACK
purificada (controle positivo).
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160

Residuo ~» 2

Intensidade | Quantidade | Quantidade Quantidade
(Pixels) de LACK relativa de relativa de LACK
LACK (TSP)
(peso seco)
Extrato Proteico 160 2,3 ug 0,18% 6%
Planta Transgénica
(Dot 1)
Proteina LACK purificada 901 13 ug 0 0

(Dot 6)

Fig. 7A — Analise computacional mostrando a intensidade das marcagdes obtidas por Dot blot.

A esquerda: representacdo da area escaneada da Fig. 6. A direita: Grafico representando a

intensidade das amostras. A area amarela representa a intensidade da expressdao de LACK da

linhagem transgénica TLER010106 (dot 1). A area branca representa a intensidade da marcagao

de 13ug da proteina controle (LACK recombinante, dot 6). 2-4 : Extrato proteico de plantas

transgénicas que nao expressaram a proteina LACK em quantidades detectaveis. 5 : Extrato

proteico de uma planta selvagem. Fig. 7B — Tabela representativa da Fig, 7A, relacionando os

valores em pixels com a concentragdo e porcentagem de LACK.
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44 - Efeito da vacinacao com a planta transgénica LACK+ na

hipersensibilidade cutanea a antigenos de Leishmania

Nos estudos anteriores de vacinacédo oral com LaAg, foi observado que os
animais vacinados e parcialmente protegidos contra a infeccdo com L.
amazonensis desenvolviam uma reacdo cutanea Jones Mote de menor
intensidade quando desafiados por via subcutdnea com o mesmo antigeno
(PINTO et al., 2003). Para avaliar o efeito da vacinacao oral com o liofilizado de
folhas da planta transgénica TLRO10106 LACK+ na reacdo de Jones Mote,
camundongos BALB/c foram imunizados pela via oral com 2 doses de 10 mg da
planta transgénica ou, para fins comparativos, com as mesmas 2 doses de 100 ug
de LaAg usadas anteriormente no trabalho de Pinto e colaboradores em 2003.
Camundongos controles receberam 2 doses de PBS ou da planta selvagem. Uma
semana apos a segunda dose, os animais foram infectados com L. amazonensis
e a resposta local aos parasitos vivos foi avaliada pelo inchago da pata infectada
por até 72 horas. Conforme mostra a Figura 8A, a infeccéo por si sé induziu um
inchago local no grupo nao vacinado (PBS) que regrediu progressivamente apds
20 horas. Nenhum outro grupo reagiu com inchaco maior que 0 grupo nao
vacinado, indicando auséncia de sensibilizacdo ativa detectavel. Apesar de haver
tendéncia a um menor inchago nos animais vacinados com a planta transgénica,
esta ndo se revelou estatisticamente significante (p > 0,05). Quando os animais
foram desafiados ap6s 7 dias de infeccdo com o antigeno LaAg na pata
contralateral, uma resposta mais intensa foi verificada. Enquanto o inchaco

produzido apés 18 horas de infecgdo no grupo PBS era de apenas 22 mm x 10
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(Fig. 8A), este foi de 54 mm x 10 no mesmo grupo desafiado com LaAg (Fig. 8B),
compativel com a sensibilizacdo induzida pela infeccdo ativa. A reatividade
cuténea observada na Figura 8B mostrou-se tipicamente de Jones Mote, com pico
méaximo em torno de 15-18 horas, indicativo de prognéstico desfavoravel, em
contraposicdo a reagado classica de hipersensibilidade cutédnea tardia (DTH)
mediada por resposta Th1 que tem pico de inchago em 48 horas, a qual é
normalmente relacionada a um prognéstico favoravel na leishmaniose cuténea
murina causada por L. major. A menor resposta de Jones-Mote no grupo vacinado
com LaAg esta de acordo com o observado anteriormente (PINTO et al., 2003).
Vale destacar que a resposta de Jones-Mote foi ainda mais reduzida no grupo que
recebeu a planta transgénica. Este efeito foi muito provavelmente devido ao
antigeno LACK produzido pela planta, uma vez que a administracao oral da planta
selvagem nao afetou a resposta. Esses resultados indicam que a vacinag¢ao oral
com o tabaco transgénico expressando o antigeno LACK previne a resposta de
Jones-Mote Leishmania-especifica de forma semelhante ao observado com a

vacina LaAg(Fig. 8B).
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Fig. 8. Reacao de hipersensibilidade cutanea. Camundongos BALB/c foram vacinados por via

oral com 2 doses de 20 mg da planta transgénica ou de 100 ug de LaAg. Controles receberam 2
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doses de 20 mg da planta selvagem ou 200uL de PBS. Uma semana apés a ultima imunizagéo os
animais foram infectados com L. amazonensis na pata e o inchago produzido foi acompanhado por
até 72h (A). Sete dias apés a infecgao, os animais foram desafiados com 20mg de LaAg na pata
contra lateral e o inchago destas patas acompanhado da mesma forma (B). *** p< 0,001, ** p<

0,01. # p< 0,05 em relagéo ao PBS. Foram utilizados 5 animais por grupo.

4.5 - Eficacia da vacinacao com a planta transgénica LACK + no controle da
infeccao com L. amazonensis.

Uma vez demonstrado que a vacinacao oral com a planta transgénica interfere
na resposta imune ao parasito aparentemente de forma favoravel ao hospedeiro
(Fig 8), avaliamos aqui o efeito da vacinagdo no controle da infecgdo. Desta
forma, foi realizado um novo experimento onde animais foram vacinados e
infectados como anteriormente, e o crescimento das lesdes foi acompanhado por
3 meses. Conforme mostram as Figuras 9 e 10, os camundongos que receberam
a planta transgénica LACK+ apresentaram um crescimento significativamente
mais lento (p<0,001) no tamanho da lesdo e numa menor carga parasitaria. A
vacinagcdo com a planta selvagem nao afetou o crescimento da lesdo, porém, a
carga parasitaria neste grupo foi significativamente menor que a do grupo PBS.
Apesar de ndo ter sido tdo pronunciado como a planta transgénica, o grupo que
recebeu LaAg teve também um desenvolvimento da lesdo mais lento e também
uma menor carga parasitaria em relacao ao PBS. Esses resultados indicam que o
efeito imunomodulador da vacina oral com a planta transgénica se reflete em
protecdo mesmo que parcial contra a infec¢do por L. amazonensis, mostrando-se

ainda mais eficaz que o LaAg.
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Fig. 9 — Eficacia da vacinag@o no crescimento da lesdo. Camundongos BALB/c foram vacinados

com 2 doses de 20 mg da planta transgénica ou de 100 ug de LaAg. Controles receberam 2 doses

de 20 mg da planta selvagem ou PBS. Uma semana ap6s a ultima imunizagao, os animais foram

infectados com L. amazonensis na pata e a lesdo medida até o dia 88. *** p< 0,001, ** p< 0,01 #

p< 0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 em relagdo ao grupo que recebeu PBS.
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Fig. 10 — Diminuicdo da carga parasitaria apds vacinagdo oral com o tabaco transgénico
expressando LACK. Camundongos BALB/c foram imunizados com 2 doses de 20 mg da planta
transgénica ou de 100 ug de LaAg. Controles receberam 2 doses de 20 mg da planta selvagem ou
PBS. Uma semana apés a ultima imunizagao, os animais foram infectados com L. amazonensis na
pata e sacrificados no dia 88 de infecgdo. Carga parasitaria foi medida pelo ensaio de diluicdo

limitante (LDA). *** p< 0,001, * p< 0,05 em relagao ao grupo que recebeu PBS.
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5 — Discussao

O principal objetivo deste trabalho foi contribuir com novas estratégias de
vacinagdo contra a leishmaniose. A eficacia de uma vacina oral contra a
leishmaniose cutanea foi demonstrada por nosso grupo administrando-se
oralmente um extrato de antigenos totais de L. amazonensis (LaAg) a
camundongos (PINTO et al., 2004). Dentre os varios candidatos em poténcial
que compdem o LaAg, escolhemos para ser utilizado neste trabalho o antigeno
LACK, descrito como um fator de viruléncia do parasito capaz de expandir
rapidamente a resposta imune para um fenotipo Th2, conferindo maior
susceptibilidade a infeccdo cutanea por Leishmania major e na infeccao
visceral por L. donovani MCSORLEY e GARSIDE, 1999, KELLY et al., 2003).

O antigeno LACK tem sido utilizado na pesquisa de vacinas contra
leishmaniose, com resultados controversos quando utilizado na forma protéica
por via parenteral (GURUNATHAN et al., 1997; GONZALO et al., 2001). Por
outro lado, quando a vacina é testada na forma de DNA codificando o gene
LACK, conferiu protecao significativa tanto por via intramuscular (GONZALO et
al., 2002; RAMIRO et al., 2003; TAPIA et al., 2003) como nasal (PINTO et al.,
2004; GOMES et al., 2007). Tentativas anteriores de utilizar a proteina LACK
recombinante produzida em E. coli para induzir protecdo em camundongos
BALB/c contra a infecgdo por L. major ou L. amazonensis por via nasal ndo
tiveram sucesso (PINTO et al., 2004). Essa falha pode ter sido devida a
degradacao enzimatica da proteina livre no ambiente da mucosa, antes de sua

captacao por APCs locais.
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No intuito de produzir a proteina vacinal com possiveis modificagées pds-
traducionais (mantendo, assim, forma semelhante a original) e ao mesmo
tempo diminuir os custos de producao, utilizamos neste trabalho plantas como
bioreatores. Esta estratégia de producdo de proteinas recombinantes tem
recebido cada vez mais atencéo, ja tendo atualmente produtos comercializados
no mercado, como o anticoagulante hirudin (GIDDINGS et al., 2000). Neste
sentido, a utilizacdo de plantas transgénicas expressando antigenos para
producdo de vacinas é também uma abordagem promissora e inovadora.
Diversos trabalhos descrevem a utilizacdo de plantas transgénicas para a
produgdo de antigenos. Lee e colaboradores em 2001, produziram em tabaco
uma toxina da bactéria Mannheimia haemolytica causadora de um tipo de
pneumonia bovina. Em 2005, Thanavala e colaboradores descrevem a
producdo em batata do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg)
humana. Golovkin e colaboradores em 2007, conseguiram produzir um
antigeno do virus da variola em plantas transgénicas de tabaco. Ja que as
plantas realizam modificacdes pos-traducionais como, glicosilagdo e formagao
de pontes de enxofre, espera-se que as proteinas recombinantes produzidas
apresentem uma conformacgao mais semelhante a proteina original do que as
proteinas recombinantes produzidas em bactérias, ja que essas nao realizam
tais modificacbes (SCHILLBERG et al., 2005). Dessa forma, a producao de
proteinas recombinantes em plantas seria mais indicada para a producao de
vacinas.

Apesar de ter havido outras tentativas (RIBEIRO, 2000 e SILVA, 2003), nao

ha na literatura nenhum registro da expressdao de qualquer antigeno
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leishmanial em plantas transgénicas. Isso deve decorrer provavelmente do
baixo apelo financeiro no desenvolvimento de insumos para uma doenga
parasitaria, e/ou pela dificuldade técnica. Das nove plantas transgénicas de
tabaco que obtivemos aqui, uma apenas expressou a proteina LACK
recombinante em quantidades detectaveis. A utilizacdo dos cddons
preferenciais da espécie vegetal € um fator que pode influenciar no rendimento
final de produgéo da proteina recombinante (ADANG et al., 1993; GLEAVE et
al., 1998; LONSDALE et al., 1998). Quando foram analisados os cédons
utilizados na sequéncia codificadora do gene LACK (PIZELLI, 1998), foi
verificado que varios destes ndao sdo os cédons preferenciais utilizados pelo
tabaco (SILVA, 2003). Isto pode ter contribuindo para o baixo rendimento
observado, prejudicando a expressdao da proteina recombinante em niveis
detectaveis nas outras oito plantas. Outra possibilidade é que o gene LACK
tenha sido introduzido em uma parte do genoma que nado é ativamente
transcrita. Isso é possivel jA que a insercdo do gene via Agrobacterium
tumefaciens se da de forma aleatéria. Cogitou-se a possibilidade da proteina
LACK ser toxica para as plantas (SILVA, 2003). No entanto, esta possibilidade
€ pequena ja que uma das plantas que produzimos, a que utilizamos nos
estudos vacinais, expressava o antigeno e cresceu normalmente. No entanto,
ha a possibilidade desta proteina ndo estar sendo expressa integralmente, o
que no caso de ser toxica, poderia viabilizar sua expressédo. Para confirmar
esta hipétese, outros estudos devem ser realizados.

Para a viabilidade do uso de plantas transgénicas como bioreatores, é

essencial um alto rendimento das proteinas recombinantes. Geralmente o nivel
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de expressdao de proteinas recombinantes em plantas transgénicas esta em
torno de 0,1 a 1% do total de proteinas soluveis (DE JAEGER et al., 2002). O
rendimento é o resultado da combinagao de varios fatores incluindo a eficiéncia
na transcricao e traducdo e estabilidade da proteina (ABRANCHES et al.,
2005). Alem desses, para se conseguir altos niveis de expressado é necessario
a utilizacao de vetores que contenham promotores classificados como fortes,
como o CaMV35S e seqléncias intensificadoras de transcricdo, como a
sequéncia lider Q (ULLHA et al, 2003). A otimizagdo da sintese protéica €
importante, porém a estabilidade é o fator mais decisivo para o rendimento
final. Esta € bastante influenciada pelo sitio intracelular de acimulo da proteina
recombinante. Para proteinas eucariéticas, um alto rendimento foi conseguido
quando foram direcionadas para o limen do reticulo endoplasmatico da célula
vegetal (CONHAD e FIEDLER, 1998). O sistema endomembrana favorece a
acao das chaperonas e formacao das pontes dissulfeto. Este também ¢é o local
onde as modificagbes pobs-traducionais, como a glicosilacdo, ocorrem
(ABRANCHES et al., 2005). Assim, utilizamos aqui uma seqiéncia sinal de
retencao no reticulo endoplasmatico (SEKDEL). Verificamos que a expressao
do antigeno LACK recombinante produzido pela planta transformada pelo gene
que continha a SEKDEL (pGLACKER) se da em niveis elevados (0,18% do
total de tecido foliar seco, ou 6% do total de proteinas sollveis) o que
viabilizou sua utilizagdo nos ensaios biolégicos.

A administracdo de plantas transgénicas expressando antigenos

imunologicamente relevantes ou de antigenos recombinantes parcialmente
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purificados de plantas tem sido utilizada em alguns estudos como estratégia de
vacinagdo oral. Assim, o antigeno HBSAg expresso em batata (planta)
administrado por via oral mostrou-se imunogénico em testes clinicos contra a
hepatite B (THANAVALA et al., 2005). Em camundongos, o antigeno Cry J Il
expresso em arroz demonstrou protecao contra alergia causada pelo pélen do
cedro japonés quando administrado por via oral (TAKAGI et al., 2005); o
antigeno B5 expresso em tabaco demonstrou protecdo contra o virus da
variola (GOLOVKIN et al., 2007); o antigeno ApxIIA expresso em tabaco
demonstrou protegdo contra a bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae (LEE
et al., 2001). Em termos de vacina contra outro protozoario, camundongos
BALB/c foram vacinados oralmente com extratos de tabaco transgénico
expressando o antigeno PyMSP4/5 da superficie do parasito Plasmodium yoelii
causador de malaria murina (WANG et al.,, 2007). A vacinagao com tabaco
transgénico expressando PyMSP4/5 foi capaz de induzir a produgdo de
anticorpos especificos, porém ndo se observou protecdo contra a infeccdo. E
provavel que os baixos niveis de produgdo da proteina recombinante (0,25%
do total de proteinas soluveis) tenham contribuido para a falha vacinal.

Assim, no nosso estudo, procuramos certificar que 0s niveis de expressao
da proteina LACK no tabaco eram satisfatérios, antes prosseguir com os
ensaios in vivo. Como mencionado anteriormente, camundongos oralmente
vacinados para induzir protecdo parcial contra a infeccdo com L. amazonensis
desenvolvem uma reagao cutanea do tipo Jones Mote de menor intensidade
que camundongos nao vacinados (PINTO et al., 2003). Nossos resultados na

figura 8A mostram uma tendéncia a diminuicdo da resposta Jones-Mote em
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animais que receberam a planta transgénica, porém sem valor estatistico em
relagdo aos que receberam PBS (p>0,05). No entanto, em animais com
infeccdo ativa, esta resposta foi significativamente reduzida em relagdo aos
controles ndo-vacinados, podendo-se perceber claramente uma diminuicao da
resposta Jones-Mote nos grupos vacinados com tabaco transgénico e, em
menor grau no grupo vacinado com LaAg (Fig. 8B), corroborando os resultados
de Pinto et al 2003. Provavelmente essa diminuicdo da resposta Jones-Mote
nos animais vacinados deve-se & tolerizagdo oral ao antigeno LACK. E
importante destacar que a administracdo oral do tabaco selvagem nao
interferiu nesta resposta cutanea.

Para verificar a efichAcia da vacina, administramos oralmente a
camundongos BALB/c 4 doses de 10 mg do pé liofilizado das folhas do tabaco
transgénico em intervalos de 3-4 dias e passados 7 dias da ultima dose os
animais foram infectados com L. amazonensis. Como resultado, observamos
um atraso significativo no crescimento da lesdo e da carga parasitaria apés a
infeccdo no grupo vacinado com o tabaco transgénico (Figs. 9 e 10). Esses
dados corroboram com resultados anteriores de nosso grupo mostrando que a
administracdo de LaAg oral e de LACK-DNA via mucosa confere prote¢do a
camundongos BALB/c, diminuindo tanto a lesdo quanto a carga parasitaria
(PINTO et al., 2004; GOMES et al., 2007). Apesar de nao ter se mostrado tao
proeminente como nos estudos anteriores (PINTO et al., 2003), a vacinacao
oral com LaAg também exerceu certo grau de protecao (p<0,05) a partir do dia
60 (Fig. 9), melhor evidenciado na avaliacdo da carga parasitaria (Fig. 10).

Esta diferenca de atividade pode ter sido devida a maior viruléncia da infecgao
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obtida aqui, quando comparada com trabalhos anteriores do nosso grupo
(Pinto et al., 2003, Pinto et al., 2004). Também foi mostrado que administracao
oral do tabaco selvagem néo provocou alteragdes no crescimento da leséo.
Porém, foi visto que a carga parasitaria desse grupo foi menor que a do grupo
PBS. Nao ha na literatura nenhuma mencdo a acao imunomoduladora do
tabaco. No entanto, o tabaco produz diversas substancias consideradas
toxicas como a nicotina e outros alcaléides (FICHER et al., 2004) que podem
estar de alguma forma ativando o sistema imune. Mais estudos sé&o
necessarios para confirmar esta hipotese.

A observacao de que a administragao oral da planta transgénica contendo
LACK protegeu parcialmente uma infeccao em animais altamente susceptiveis
esta de acordo com os estudos anteriores em que LACK DNA administrado por
via da mucosa nasal protege contra a leishmaniose cutanea e visceral (PINTO
et al., 2004; GOMES et al., 2007). Sabe-se que o sistema imune nos sitios de
mucosa age de forma integrada entre si, e responde praticamente da mesma
forma a estimulos antigénicos (IWASAKI, 2007). Desta forma, ndo é de todo
surpreendente que o LaAg ou seu componente LACK em contato com a
mucosa intestinal ou nasal gerem uma resposta sistémica similar.

A forma como esta resposta sistémica foi gerada parece complexa. Apesar
de observarmos aqui uma tolerdncia ao estimulo sistémico na resposta de
Jones-Mote em animais oralmente vacinados com a planta transgénica ou
LaAg, o mesmo LaAg pode induzir também uma alta produgéo de interferon-y

nos linfonodos periféricos (PINTO et al, 2003). Isso pode ser devido ao
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favorecimento de respostas Th1 a outros antigenos do parasito apés a
tolerizacdo ao LACK. Esta hipdtese corrobora os estudos anteriores de Julia e
colaboradores em 1989 onde camundongos BALB/c expressando o antigeno
LACK no timo tornam-se tolerantes a esta proteina e consequentemente mais
resistentes a infec¢ao por L. major.

Da mesma forma, a tolerizacdo ao LACK pela producdo de proteinas
semelhantes por bactérias da flora intestinal parece ser importante para um
fendtipo de resisténcia a L. major em camundongos C57Bl/6 (OLIVEIRA et al.,
2005). Na auséncia dessas proteinas LACK-like produzidas pela flora
intestinal, como em camundongos germ-free, camundongos suicos,
normalmente resistentes a infeccdo, passam a apresentar fenétipo de
susceptibilidade (OLIVEIRA et al., 2005). Assim sendo, parece que mesmo na
presenca da flora bacteriana normal, o antigeno LACK produzido pelo tabaco
transgénico foi suficiente para induzir uma resposta imune de tolerancia,
conferindo protecao.

Apesar de improvavel, pela auséncia de sequéncias CpG
imunoestimulatérias no plasmidio pGPTV-KAN-Asc utilizado, ndo se pode
descartar a sua contribuicdo no efeito da planta transgénica, o que poderia ser
avaliado utilizando tabaco expressando o plasmidio vazio. No entanto, a
transformacao via A. tumefaciens insere genes no genoma da planta de forma
aleatoria, de forma que um controle idéntico seria dificil de ser reproduzido.
Tanto que outros estudos de vacinas comestiveis também nao utilizaram
plantas-controle transformadas com o plasmidio vazio (THANAVALA et al.,

2005; GOLOVKIN et al., 2007). De qualquer forma, em termos biotecnolégicos,
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podemos considerar um trunfo ter conseguido uma boa expressao da proteina
na planta transgénica, levando a um efeito vacinal protetor, mesmo que parcial,
contra a leishmaniose cutéanea.

Apesar do tabaco ndo ser uma planta comestivel, este trabalho mostra que
uma vacina utilizando planta transgénicas expressando um antigeno do
parasito é factivel, abrindo novas possibilidades de utilizagdo de plantas
comestiveis como a banana, tomate ou cenoura. Além disso, a prépria
utilizagcdo do tabaco como bioreator para produgdo vacinas em formulacdes

comestiveis pode ser uma estratégia viavel.
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