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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada de ampla distribuicdo global, sendo um
problema de saude publica mundial. No Brasil, a leishmaniose é causada
principalmente pelas espécies Leishmania (L) infantum chagasi, L. (L) amazonensis e
L. (V) braziliensis responsaveis pelas formas clinicas da leishmaniose visceral,
cutanea que pode ser localizada ou difusa, e mucocutanea, respectivamente. O
tratamento da leishmaniose ainda é um desafio devido ao alto custo de
medicamentos, alta dose de droga, incidéncia e prevaléncia de resisténcia aos
medicamentos. A pesquisa por novas op¢des de tratamento tem aumentado, assim
como a busca por métodos mais eficazes no controle dos reservatorios animais da
doenca, como o a utilizacdo de vacinas. Durante a sintese do cristal anidrido de
hematina € possivel acoplar substancias nas lacunas entre os dominios de
nanocristais, além de ser possivel também, devido as suas propriedades anfifilicas, a
incorporacao destas substancias no cristal ja formado. O presente projeto propde a
utilizacdo do anidrido de hematina ou hemozoina sintética acoplado ou revestido a
antigenos de Leishmania infantum na ativacao de linfocitos T CD8+ por meio da
apresentacdo cruzada de antigenos um auxilio terapéutico e profilatico para a

leishmaniose experimental. Os resultados preliminares sobre a resposta vacinal
mostraram que a sHz n&o foi capaz de agir como adjuvante em estratégia profilatica,

porém ela é capaz de carrear 0s antigenos sem interromper sua internalizacéo, ainda
a mesma foi capaz de estimular a apresentacao cruzada de antigenos e diminuir o pH
fagossomal de forma independente a catepsina B. Os resultados do projeto podem
contribuir para a ampliagdo na imunoterapia da leishmaniose diminuindo, dessa forma,
a transmissibilidade da doenca.

Palavras-chave: Leishmania. Hemozoina. Apresentagdo cruzada de antigenos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease of wide global distribution, and it is considered a
global public health problem. In Brazil, visceral leishmaniasis is caused by Leishmania
(L) infantum chagasi, L. (L) amazonensis and L. (V) braziliensis, responsible for the
clinical forms of visceral leishmaniasis, cutaneous, which can be localized or diffuse,
and mucocutaneous, respectively. Leishmaniasis treatment is still challenging due to
high cost of drugs, high drug dose, incidence, and prevalence of drug resistance. The
concern about new treatment options has increased, as well as the search for new
methods, including vaccines, to control the disease in animal reservoirs. During the
synthesis of the hematin anhydride crystal, it is possible to couple substances in the
gaps between the nanocrystal domains, and given its amphiphilic properties, the
incorporation of substances into the formed crystal is also feasible. The present  study
proposes the use of hematin anhydride or synthetic hemozoin coupled or coated with
Leishmania infantum antigens in the activation of CD8+ T cells through cross-
presentation as a therapeutic and prophylactic aid for experimental leishmaniasis. The
preliminary results on the vaccine aspect showed that sHz was not able to function as
an adjuvant in a prophylactic strategy; however, it can carry antigens without
interrupting their internalization. Furthermore, it was able to stimulate cross-
presentation of antigens and decrease the phagosomal pH independently of cathepsin
B. Together, these findings reveal a potential contribution to the expansion of
leishmaniasis immunotherapy, thus reducing the transmissibility of the disease.

Keywords: Leishmania. Hemozoin. Cross presentation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose

Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada de ampla distribuicdo
global, sendo um problema de saude publica mundial .10s parasitas do género
Leishmania ocasionam, de acordo com a espécie, formas clinicas que consistem
basicamente em acometimento cutaneo, mucocutaneo e visceral . A Ultima, a
leishmaniose visceral, representa a forma clinica mais severa, sendo causada
principalmente pela espécie Leishmania infantum chagasi no Novo e Velho Mundo e
pela espécie Leishmania donovani no Velho Mundo .3A leishmaniose visceral é
caracterizada por um amplo espectro de manifesta¢@es clinicas que incluem febre,
perda de peso e hepatoesplenomegalia, associados com achados laboratoriais como
pancitopenia, diminuicdio da albumina devido a lesdo hepatica
hipergamaglobulinemia34, J4 a leishmaniose cutanea, que pode ser localizada ou
difusa, é causada por diversas espécies, entre elas a L. amazonensis e L. guyanensis,
e a mucocutanea, causada principalmente pela L. braziliensis, esta associada a danos

parciais ou totais da mucosa oral, nasal e traqueal, bem como lesdes ulceradas na
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pele, resultando em incapacidade grave e formacao de cicatriz vitalicia 45, Estes

parasitas sdo transmitidos por flebotomineos que injetam as formas promastigotas
durante o repasto sanguineo. Os parasitas sao injetados pela saliva do vetor e sédo
fagocitados por neutrofilos, células dendriticas e macrofagos. Intracelularmente, as
promastigotas se diferenciam em amastigotas, formas replicativas dos parasitas. Os
macrofagos produzem varias moléculas microbicidas como o 6xido nitrico (NO) e
Fator de Necrose Tumoral (TNF) §No entanto, em macréfagos infectados a producéo

destes fatores anti-microbicidas séo inibidos por diversos mecanismos . 7

Atualmente, o tratamento para todos os tipos de leishmaniose € um grande

desafio, sendo o mesmo limitado pela farmacoterapia a antimoniais pentavalentes,

seguido de anfotericina B ou pentamidina, drogas de escolha secundaria 89, Embora

essa seja a farmacoterapia recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
eles possuem baixa eficiéncia, alto custo de manutencao, além de graves efeitos
colaterais associados. Acima de tudo, um dado fundamental nesse tépico é a
inexisténcia de vacinas adequadas para programas de imunizacdo em massa no

controle efetivo da leishmaniose visceral e cutanea. Sendo assim, é evidente a



necessidade da busca de novas estratégias terapéuticas e profilaticas, principalmente
na area de vacinas, antigenos e adjuvantes capazes de atuarem conjuntamente na
inducéo da resposta imune para a prevencao da consolidacdo da doenca, assim como
no controle de reservatoérios animais que influenciam no aumento da incidéncia da

doenca em humanos.
1.1.1. Morfologia, vetores e ciclo biolégico

O género Leishmania consiste em parasitas intracelulares com tropismo por
células do sistema fagocitario. Possuem apenas duas morfologias como mostra a
Figura 1, sendo a extracelular, promastigota, encontrada no trato gastrointestinal dos
flebotomineos vetores, forma caraterizada pela presenca de flagelo livre, atuando
como forma infecciosa em hospedeiros vertebrados (Figura 1A) e possui uma forma
amastigota intracelular (Figura 1B), observada no interior das células fagociticas do
hospedeiro vertebrado infectado, em especial em macréfagos, sendo essa a forma

infectante para os insetos vetores. 10

Figura 1 - Forma promastigota extracelular (A) e forma amastigota intracelular (B) de
Leishmania spp.
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Fonte: (Ministério da Saude; Secretaria de Vigilancia em Saude; Departamento de Vigilancia
Epidemioldgica, 2013 19
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Psychodidae € um grupo constituido por mais de trés mil espécies, espécies
alocadas em seis subfamilias existentes e uma extinta. Em relacéo a relevancia
clinica, a subfamilia Phlebotominae apresenta o maior interesse médico e veterinario
pois inclui os vetores de patdgenos para vertebrados, em especial para a
leishmaniose, apresentando todas as espécies de vetores da doenga em humanos e
grande parte das espécies de vetores para outros mamiferos dentro dos géneros
Phlebotomus (hemisfério oriental) e Lutzomyia (Américas) 11Como mostra a Figura 2,
durante o repasto sanguineo, o ciclo no hospedeiro vertebrado se inicia, onde fémeas
de flebotomineos infectadas inoculam as formas promastigotas do parasita presentes
em sua probdscide. Apds entrada na corrente sanguinea do novo hospedeiro, as
promastigotas séo internalizadas pelas células do sistema fagocitico mononuclear,
onde permanecem e se transformam em amastigotas, a forma intracelular que se
replica por divisdo binaria. Apds o rompimento da célula infectada carregada com
amastigotas, se inicia o processo de infec¢do de novas células fagociticas e, nesse
estagio, as manifestacdes clinicas da doenca podem comecar a tomar forma de
acordo com a espécie do parasita inoculado pelo vetor e a resposta imune do
hospedeiro. O ciclo no inseto vetor, o flebotomineo, também se inicia durante o
repasto sanguineo, entretanto neste cenario o flebotomineo ir4 se infectar pela
ingestdo de células infectadas com amastigotas, e no trato digestivo do vetor, essas

se transformam em promastigotas novamente dando continuidade ao ciclo 9.10,

14
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Figura 2- Ciclo biol6gico de Leishmania spp.

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal ’
o l,n.e;fs prexrtigat Stagh a Promastigotes are

phagocytized by

macrophages
or ather types
of monanuclear
phagocytic cells

Promastigotes transform
into amastigotes

into the: skinj

eDivide in the gut and /—-ﬁ =
migrate te proboscis W

Wi a

T
Amastigotes transform into
o promastigote stage in the gut

@'-?@'b L Amastigotes multiply in cells
- @ R s of various tissues and infect
e ﬁ e h other calls A

Ingestion of B

parasitized cell » 1177

Sandl’lleakes i; blood meal

{ingests macrophages infected
with amastigotes)

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Fonte: (Centers for Disease Control and Prevention, 2017 )2

1.1.2. Epidemiologia

Esta doenca negligenciada afeta principalmente populacdes pobres e com
acesso limitado ao servico basico de saude, estando fortemente associada a
problemas socioeconémicos. A epidemiologia da leishmaniose nas Américas é
complexa, em grande parte devido a relacdo parasita-hospedeiro causada por
multiplas espécies circulantes em uma mesma regido, além das mudancas

ambientais.

Anualmente, a OMS estima 700.000 a 1 milhdo de novos casos de
leishmaniose no mundo e em 2020, 97% dos casos de leishmaniose visceral (LV) nas
Ameéricas ocorreram no Brasil, entretanto, esta estimativa € imprecisa devido a
subnotificagcdo dos casos 1314, Em relacéo a LV, que pode ser fatal em mais de 95%
dos casos se nao tratada, estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos ocorram
anualmente em todo o mundo, contudo, apenas 25 a 45% sao relatados a OMS. Em

2020, os principais paises a notificar a doenga foram Brasil, China, Etiopia, Eritreia,
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india, Quénia, Somalia, Sudao do Sul, Sudio e Iémen. A manifestagdo mais comum
de leishmaniose, apresentando anualmente cerca de 600.000 a 1 milh&o de novos
casos, € a leishmaniose cutanea (LC), que geralmente ase manifesta com lesdes de
pele, ulceradas ou ndo, em partes expostas do corpo, com capacidade de gerar
sequelas aos acometidos 314, As Américas apresentam cerca de 95% dos casos de
LC notificados e, em 2020, mais de 85% dos novos casos de LC foram notificados em
paises como Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colédmbia, Iraque, Libia, Paquistédo, Peru,
Republica Arabe da Siria e Tunisia. J& a leishmaniose mucocutanea que pode
apresentar carater desfigurante levando a destruicao parcial ou total das mucosas

apresentou mais de 90% dos casos em 2020 na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru . 1

1.1.3. Estratégias terapéuticas

Com relacdo ao tratamento da leishmaniose, no Brasil, o farmaco de primeira
escolha para o tratamento em humanos, sem coinfec¢do, por exemplo, com o virus
da imunodeficiéncia adquirida, se faz por meio diferentes doses de antimoniato de N-
metil glucamina que pode variar de 10 a 20 mg/kg/dia de acordo com a forma da
doencas. Dentre outros medicamentos de segunda escolha, como anfotericina B
lipossomal e Isotionato de pentamidina, estdo presentes também a miltefosina e a
paramomicina, sendo que, a miltefosina foi incorporada na rede publica para o
tratamento oral da leishmaniose cutanea, além de ser o Unico medicamento permitido
para o tratamento de leishmaniose visceral canina 15 que s&o os reservatorios do
parasita. Entretanto, o tratamento da leishmaniose ainda apresenta diversos desafios
para os pacientes bem como, a atuacdo do medicamento no sitio da infecc¢ao.
Leishmania spp s&o microrganismos intracelulares que possuem diversos
mecanismos de evasao do sistema imune, dificultando assim a entrega das drogas
em orgaos afetados, como o figado, bago e medula 6ssea, bem como, dentro do
fagolisossomo, onde o parasita se replica no interior de células fagociticas. Em
humanos, o tratamento da doenca é limitado pelo custo, toxicidade e uso parenteral
dos quimioterapicos atualmente disponiveis. Recentemente, varias pesquisas
envolvendo nanoparticulas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de melhorar a

eficacia da entrega do farmaco e a diminuicédo dos efeitos toxicos 16-19,
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A utilizacdo de nanoparticulas para a entrega de drogas apresenta vantagens
em relag&o a quimioterapia convencional, como a liberagdo da droga no sitio de
infeccdo de maneira controlada e sustentada, a diminuicdo do efeito sistémico e a
frequéncia de administracdo. Os farmacos de primeira escolha para o tratamento
desta doenca em humanos sdo medicamentos administrados via intramuscular ou
endovenosa, o0 que pode causar reag6es adversas como a disfuncéo renal, hepética,
pancredtica ou cardiaca. O tratamento da leishmaniose ainda € um desafio devido ao
alto custo de medicamentos, alta dose de droga, incidéncia e prevaléncia de
resisténcia aos medicamentos. Assim, ha a necessidade da pesquisa por novos
sistemas de entrega dos medicamentos, principalmente para 0 ambiente intracelular,
bem como a reducédo da dose visando diminuir sua toxicidade e efeitos colaterais
associados, além de melhorar a sua atividade em meios com diferentes pH e a

permeabilidade a membrana celular.

1.1.4. Estratégias vacinais

Desde a producéo da primeira vacina com éxito por Edward Jenner em 1796, o
desenvolvimento de vacinas progrediu na busca por maior seguranca, tentando evitar
ao maximo possiveis efeitos colaterais. Para aumentar a imunogenicidade faz-se
necessario a utilizacao de adjuvantes que promovam a resposta imunolégica celular
de linfécitos T 2021, Um mecanismo importante dos adjuvantes ¢ a prolongacgéo da
exposicao do antigeno as células dendriticas, induzindo sua maturacao, além de
ampliar o potencial imunogénico de antigenos fracos também aumenta a duracéo e
velocidade da resposta imune, modula a especificidade e classe de anticorpos
gerados, estimula a imunidade celular e de mucosas, amplificando, dessa forma, a
resposta frente ao estimulo em individuos imunologicamente incompetentes, tendo o
potencial de melhorar custo-beneficio da formulacdo como um todo 22, Evidéncias
apontam que pacientes que se recuperaram de infec¢ges por Leishmania spp. podem
desenvolver imunidade a mesma, o que torna o desenvolvimento de vacinas efetivas
contra a leishmaniose altamente plausivel 23, Entretanto, atualmente n&o existem
vacinas efetivas na protecdo contra leishmaniose disponiveis para humanos. E
descrito que vacinas que envolvem os dois principais perfis imunolégicos, Thl (T

helper 1) e Th2 (T helper 2), séo capazes de induzir respostas imunoldgicas de grande
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efetividade e longa duracdo além de diminuir a necessidade de intervencao
farmacologica24, Até o presente momento, as abordagens verificadas para o
desenvolvimento de vacinas contra Leishmania utilizam principalmente componentes

e subunidades manipuladas do parasita associados, ou ndo, a adjuvantes
imunomoduladores?s,

Existem diversos estudos promissores propondo vacinas para animais
acometidos por leishmaniose, entretanto, as vacinas para uso humano seguem sem
grandes resultados. Nesse aspecto, as vacinas licenciadas para o uso veterinario
tomam frente no processo de prevencdo da transmissibilidade zoondtica da doenca
para humanos 26, A vacina Leishmune® (Zoetis) a base do ligante de fucose-manose
em conjunto com uma saponina adjuvante foi licenciada em 2003, porém devido a
incapacidade de atender aos requisitos dos estudos de fase Il teve sua formulacao
retirada do mercado em 2014 27, Qutra vacina, a Leish-Tec® (Ceva Animal Health) que
conta com uma proteina recombinante A2 e um adjuvante saponina, foi licenciada em
2007 e a mesma, atualmente, ndo possui mais permissao de uso comercial liberado
para a leishmaniose visceral canina no Brasil 2728, No entanto, na Europa, existem
outras duas vacinas disponiveis licenciadas pela Agéncia Europeia de Medicamentos
em 2011 e 2017, respectivamente, sendo elas a CaniLeish® (Virbac Animal Health),
constituida por proteinas excretadas-secretadas purificadas de Leishmania infantum
e pelo adjuvante saponina QA-21 e a vacina LetiFend® (Laboratérios LETI), que utiliza
uma proteina Q quimérica recombinante sem o uso de adjuvante 2627 E vilido
ressaltar que nenhuma dessas vacinas foram testadas quanto a sua eficacia contra a
leishmaniose visceral humana, tornando seu uso limitado aos animais reservatorios
da doenca.

Apesar de ndo existirem, até o presente momento, vacinas para leishmaniose
visceral licenciadas para o uso em humanos, autores como Osman et al. 22 gtuam
realizando ensaios com uma possivel formulacdo, a vacina ChAd63-KH
(ISRCTNO7766359) atualmente em fase de testes clinicos em humanoss3°,
possivelmente capaz de atuar como uma opc¢ao para a leishmaniose visceral humana.

A formulacéo desta vacina ChAd63-KH envolve a utilizagdo de um adenovirus simio
de replicacdo defeituosa que expressa um gene sintético (KH) capaz de codificar duas
proteinas de Leishmania donovani, KMP-11 e HASPB, que estimulam de forma eficaz
a ativacao de células dendriticas e linfocitos T CD8 {Cluster of differentiation 8),

induzindo a producéo de IFN-g ( Interferon-gama) 29,
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1.2. Hemozoina sintética (sHz) ou anidrido de hematina como nanocarreador
no auxilio terapéutico e vacinal

Durante a infecgdo por parasitas do género Plasmodium, cristais de hemozoina
sdo produzidos como estratégia de sobrevivéncia intraeritrocitaria para evitar a
toxicidade que o grupamento heme presente na hemoglobina apresenta para estes
parasitas. Sinteticamente, é possivel obter a forma homadloga dos cristais produzidos
pelo parasita, pigmento malarico ou hemozoina 3!

Por meio de rea¢des enzimaticas, sob um pH acido entre 5,0 e 5,4, ocorre no
vacuolo digestivo do protozoario a formacéo da hemozoina 32. A mesma estrutura pode
ser sintetizada a partir de hemina, sendo o cristal formado o anidrido de hematina.
S&o descritos na literatura ao menos trés métodos de sintetizacdo distintos, com
dimensdes de cristais e tempo de sintese variados 33:34, sendo o protocolo com base
em hemina em meio aquoso alcalino e com a adi¢do controlada de solucdo acida o
mais adequado na producdo de cristais com tamanho e morfologia analogos a forma
nativa do cristal 32.34. Um dado importante a ser ressaltado é que durante a sintese do
anidrido de hematina ocorre a formacéo de lacunas entre os dominios de nanocristais,
onde é possivel realizar o acoplamento de substancias como drogas e antigenos.

Os cristais de hemozoina liberados na corrente sanguinea séo rapidamente
internalizados por células do sistema imune como macréfagos e células dendriticas
(DCs), incitando a producédo de mediadores pré-inflamatérios 3334, Existem diversas
propriedades imunomoduladoras descritas para a hemozoina, como a ativagao da
resposta imune de forma NF-kB (fator nuclear kappa B) dependente relatada in vitro
e in vivo 33, com regulacao positiva de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, I1L-6
(interleucina 6), IL-1b (Interleucina 1 beta) e IL-1a (Interleucina 1 alfa) e quimiocinas
como CCL2 (Ligante de quimiocina 2), CCL3 (Ligante de quimiocina 3), CCL4 (Ligante
de quimiocina 4), CCL7 (Ligante de quimiocina 7), CCL12 (Ligante de quimiocina 12),
CXCL5 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 5) e CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand
10), que desempenham um importante papel na quimiotaxia de leucdcitos até o sitio
de inflamac&o35. Alem disso, a internaliza¢éo de hemozoina pelas células é descrita
como potencializadora na expressdo TNF-a dependente da metaloproteinase-9
(MMP-9) e, em leucadcitos do sangue periférico, a hemozoina € capaz de suprimir a

producéo de PGE2 (Prostaglandina E2), o que indiretamente promove a inflamacéao
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uma vez que a PGE2 regula negativamente o TNF-a 3637 Ainda, esse cristal é descrito
na literatura por induzir a ativagao do inflamassoma NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain
Containing 3), um complexo proteico citoplasmatico, com consequente producéo de
uma importante citocina pro-inflamatéria, a IL-1b 38

O receptor de superficie da hemozoina foi descrito recentemente, a proteina
transmembrana do tipo Il CLEC12A, pertencente a familia de lectinas do tipo C
(CLEC), é expressa predominantemente por células que atuam na imunidade inata,
como as DCs39-41 Anteriormente, Neumann et al. 42 havia demonstrado a capacidade
que o receptor CLEC12A presente na membrana plasmatica de DCs apresenta no
reconhecimento de cristais de urato monossodico, bem como sua atuagdo na
sinalizacéo pela via Syk (Spleen tyrosine kinase), o que levantou a hipétese do mesmo
ser capaz de também reconhecer os cristais de hemozoina. Tal hipétese foi
confirmada recentemente por Raulf et al. 43 em seu estudo com DCs CLEC12A -
murinas onde néo foi verificado o desenvolvimento de malaria cerebral experimental
apos infeccdo por Plasmodium berghei ANKA, justamente por ndo haver o
reconhecimento dos cristais de hemozoina, bem como a ativagdo de linfocitos T CD8  +
responsaveis por essa manifestagéo clinica 43, Ainda, o trabalho de Raulf et al. 43
evidenciou que os cristais de hemozoina induzem a apresentacdo de antigenos
fagocitados via MHC classe |, por meio da apresentagdo cruzada de antigenos nas
DCs medulares.

Sendo assim, com base na literatura, € possivel sugerir que o receptor
CLEC12A, que reconhece o cristal hemozoina 43 pode ser usado como uma ferramenta
na estratégia de vacinacao contra doencas infecciosas, utilizando a hemozoina como
adjuvante, pois favorece a entrega de antigenos de diversas origens para as DCs na
via de apresentacdo cruzada de antigenos, induzindo, dessa forma, a ativacao
eficiente de células T CD8 no direcionamento a memaria imunoldgica, como ja
observado por Wakim et al. 44 para o antigeno da influenza ou por Hutten et al. 45 para
antigenos tumorais.

Recentemente, Lee et al. 46 tem atuado na pesquisa acerca da utilizacao da
hemozoina sintética como adjuvante em vacinas, assim como no aperfeicoamento do
tamanho dos cristais obtidos na técnica de sintetizacdo. No entanto, até 0 momento,
nenhum estudo ou patente explorou a apresentagéo cruzada de antigenos induzida

pela hemozoina no contexto de vacina ou sua capacidade de nanocarrear drogas.
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1.3. Apresentacéo cruzada de antigenos

No mecanismo classico de apresentacdo de antigenos, aqueles advindos por
fagocitose néo tém acesso ao citoplasma para ser processado pelo proteassoma e
apresentados via MHC (Major histocompatibility complex) classe I. Tais antigenos
exogenos sofrem internalizacdo em compartimentos endociticos e sdo apresentados
por moléculas do MHC classe Il, dessa forma, ativando a resposta imune mediada por
linfocitos T CD4+(Cluster of differentiation 4). Em 1976, Bevan, et al. 47 relatou pela
primeira vez uma excecao a esse evento, onde foi observado que a linhagem de
camundongos fémeas [F1 (BALB/c x BALB.B)] inoculados com células congénitas
alogénicas para antigenos de histocompatibilidade secundarios originaram uma
resposta imune mediada por linfocitos T citotoxicos (CD8) ‘especificos para os
antigenos secundarios inoculados, sendo a apresentacao desses antigenos realizada
especificamente por moléculas do MHC classe | nas células hospedeiras 41, A geracgéo
dessa resposta nos linfécitos T citotoxicos, in vivo, foi denominada como apresentacao
cruzada de antigenos, processo que pode ser definido como a ativacao de linfécitos
T CD8+ naive por células apresentadoras de antigenos (APCs) que obtiveram esses
antigenos através de processos fagociticos 47-49,

A regulacdo da apresentacdo cruzada de antigenos pode envolver uma extensa
variedade de mecanismos, entretanto, as bases moleculares de regulacéo desse
evento permanecem sobre debate. Existem duas vias amplamente dissertadas na
literatura que visam explicar como esse complexo processo ocorre, séo elas, as vias
endocitica e citosélica. A primeira, a via endocitica, € um seguimento em que
proteases lisossomais, principalmente a catepsina S, presentes no compartimento
endocitico, atuam no processamento das proteinas que foram apresentadas no MHC
classe I. A segunda via, denominada via citosoélica, € descrita como a via na qual os
antigenos fagocitados sofrem translocacdo para o citosol e desta forma sé&o
processados via proteassoma. Outra via envolvida na transferéncia de antigenos do
fagossomo para o citosol pode estar associada a ruptura do fagossomo (para revisao
49,50).

Outra forma de apresentacéo cruzada de antigeno € pelo transporte do MHC
classe | para o fagossomo. Dois mecanismos estao relacionados com a presenca de
MHC classe | no fagossomo, a primeira descreve que as moléculas de MHC classe |

sintetizadas recentemente séo transportadas do reticulo endoplasmatico (ER) para o
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fagossomos!, através da fusdo entre as dobras do ER com os fagossomos ou devido

a formacao de vesiculas 52. A segunda através da reciclagem endocitica 5354 que ocorre
com algumas moléculas de MHC classe | carregadas com antigenos e todas as
moléculas de MHC classe | ndo carregadas com antigenos séo transportadas para
endossomos tardios para sua degradacao, entretanto, evidencias apontam que alguns
destes endossomos podem ser recarregados com peptideos antigénicos e reciclados
no endossomo tardio 55,

Entre as células apresentadoras de antigenos, as DCs sdo as que apresentam
maior potencial no desencadeamento de uma resposta imune adaptativa durante
infeccbess6, Quando comparados aos macréfagos, os lisossomos das DCs
apresentam um ambiente menos hostil que pode prevenir a rapida degradacédo de
antigenos e, dessa forma, aumentar a probabilidade de apresentacdo cruzada de
antigenoss’, Este fendmeno pode ser possivel através da alcalinizacéo ativada pela
NADPH oxidase (Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) NOX2 (NADPH
oxidase 2) dentro do fagossomo 5859, A internalizacdo de antigenos pode ocorrer por
endocitose mediada por receptor, fagocitose e macropinocitose. Alguns receptores
importantes para a endocitose sdo 0s receptores de complemento, receptores
scavengers, receptores de Fc (FcRs), CLECs e proteinas de choque térmico
(HSPs)¢0-63_ Entretanto, apenas alguns subconjuntos especificos de DCs s&o
descritos por facilitarem a apresentacdo cruzada de antigenos 64, As DCs sdo
classificadas, de acordo com fatores de transcricéo e receptores de superficie, em
DCs plasmocitoides (pDCs), DCs mieloides ou DCs convencionais (cDCs) 65, Diversos
subtipos de cDCs apresentam notavel capacidade de apresentacdo cruzada de
antigenos. Ainda, o receptor CLEC9A, presente em células dendriticas, atua
incisivamente na apresentacdo cruzada de antigenos e é apontado em diversos
estudos por seu papel fundamental no processo 66 A capacidade das DCs na
apresentacao cruzada de antigenos foi estudada em grande parte dos subtipos de
DCs, entretanto, essa capacidade sofre limitagcdes por certos fatores, como a rota do
antigeno, sua constituicdo, além dos sinais que desempenham um papel na ativagéo
de DCs para apresentagdo do antigeno as células T CD8 +67.68,

E relatado na literatura o papel essencial que as células dendriticas
desempenham na interagdo com parasitas do género Leishmania, de modo que as
DCs séo apontadas por atuarem de forma determinante na evolugéo da infeccao,

onde a intrincada relacao que ocorre entre as DCs e 0s parasitas podem resultar na
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consolidagéo da infeccédo ou na arquitetacdo de uma resposta imune eficaz contra
Leishmania$®, Ainda, uma vez ativadas, via reconhecimento de padrées moleculares
pelos receptores de padrdes repetidos, as DCs atuam como moduladoras da resposta
imune adaptativa na leishmaniose e sdo elementos fundamentais na polarizacéo dos
subtipos de células T helper de acordo com as citocinas secretadas, assim como pelos
processos de sinalizagédo subjacentes 70, A relacdo entre Leishmania e DCs ocorre por
meio da estimulacédo de varios mecanismos celulares de sinalizacdo culminando em
modificacdes fenotipicas e funcionais nessas células 7172, Senso assim, essas
modificacbes sdo de suma importancia na sintese adequada de citocinas e na
ativacado dos subtipos de células Thl, com producao de citocinas como IFN-y, que
operam nos eventos imunoldgicos a caminho da resolugéo da infecgéo .73

Visando a sobrevivéncia no fagossomo, esses parasitas contam com moléculas,
como a metaloprotease GP63 (Glicoproteina de 63 kDa) e o lipofosfoglicano (LPG),
capazes de interferir com o potencial microbicida da célula hospedeira 73, A literatura
descreve a inibicao da apresentacao cruzada de antigenos como um mecanismo de
evasao do sistema imune utilizados por Leishmania spp. e estudos apontam que a
mesma consegue realizar tal processo pela clivagem de SNAREs (Soluble NSF
attachment receptor), como VAMPS8 (Vesicle Associated Membrane Protein 8), pela
GP63, impedindo a atuacao dessas moléculas na regulacdo de processos envolvidos
na ativagéo da apresentagéo cruzada de antigenos 7374, Como demonstrado por
Brewig et al. 75 as DCs desempenham papel fundamental na ativacéo de linfécitos T
tanto CD8+ quanto CD4 + O total impacto da participacdo das células T CD8 em
infeccBes por Leishmania spp. permanece inconclusivo, entretanto, com base nas
evidéncias obtidas ao longo dos ultimos anos é altamente sugestivo que as respostas
protetoras dependem da ativacdo efetiva desses linfocitos mediada por células

dendriticas 76-78,
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com os ultimos levantamentos feitos pela OMS e Organizacédo Pan-
Americana da Saude (OPAS), o Brasil € o principal epicentro de leishmaniose nas
Américas, doenca que afeta principalmente as populagdes mais vulneraveis com
acesso restrito a servicos basicos de saude 18,

Os cées (Canis lupus familiaris) estabelecem uma importante relacdo no ciclo
biol6gico da leishmaniose devido a sua atua¢cdo como reservatérios do parasita em
areas urbanas, favorecendo a transmiss@o e manutengdo da doenga ao homem 26, O
controle da infeccdo em cées enfrenta multiplos desafios seja pela existéncia de
animais assintomaticos, amplo espectro de sinais clinicos ou pela baixa sensibilidade
e especificidade no diagnéstico. Recentemente, foi realizada o licenciamento da droga
leishmanicida miltefosina pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e
0 Ministério da Saude, como alternativa a eutanasia dos animais infectados 15
entretanto, a mesma enfrenta desafios em relacdo a entrega efetiva da droga ao sitio
alvo que precisam ser superadas 79

Uma vacina ideal para leishmaniose visceral em caes deveria induzir uma
resposta imune pro-inflamatéria forte e duradoura, com predominancia na expressao
de citocinas do perfil Thl, como IFN-y, e ativacdo de linfocitos T CD8+ via
apresentacao cruzada de antigenos, a fim de prevenir o estabelecimento inicial da
infeccdo, ou controlar a progressdo da mesma para o0 quadro grave, além de
interromper o ciclo biolégico do parasita nos caes vacinados caso sejam expostos
novamente ao parasita 2380, Até pouco tempo atras, a estratégia de vacinacdo em cées
no Brasil contava com apenas uma possivel candidata disponivel comercialmente, a
vacina Leish-Tec® licenciada em 2007, que utiliza a proteina recombinante A2 com o
adjuvante saponina, e recentemente a mesma teve a sua suspensao pelo Ministério
da Agricultura e Pecuaria (Mapa) devido ao teor de proteina A2 abaixo do limite
minimo estipulado na Licenga do Produto 2881 deixando claro a necessidade da
formulacdo de novas op¢bes no mercado 238082

Neste contexto, o presente projeto propde avaliar a utilizacdo do anidrido de
hematina acoplado ou revestido ao antigeno soltvel de L. infantum na ativacdo de
linfocitos T CD8+ por meio da apresentacdo cruzada de antigenos em células

dendriticas, visando o auxilio profilatico a leishmaniose experimental.



3. OBJETIVOS

Avaliar se o anidrido de hematina pode funcionar como um nanocarreador e
adjuvante na apresentagéo cruzada de antigenos de Leishmania infantum auxiliando

na profilaxia da leishmaniose experimental.

Mais especificamente:

a) Avaliar in vitro o anidrido de hematina acoplado (antigenos adicionados
na producao do cristal) ou revestido (antigenos adicionados apoés o cristal estar
pronto) com ovalbumina ou antigenos sollveis de L. infantum em células dendriticas
da linhagem DC2.4;

b) Verificar in vivo e ex vivo se o anidrido de hematina acoplado ou
revestido com os antigenos sollveis de L. infantum pode funcionar como adjuvante

na imunizacao contra a leishmaniose visceral.
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4. METODOLOGIA

Reagentes quando ndo mencionados a fonte, foram obtidos comercialmente da Sigma
Aldrich.

4.1. Culturas, infeccéo e obtencéo do antigeno de L. infantum

Parasitas da espécie L. infantum (MHOM/BR/2005/NLC) foram doados pela Dra.
Bartira Rossi Bergmann (UFRJ). Os parasitas foram mantidos em meio 199
(Invitrogen) completo (suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 mg/mL de
estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 4% de urina e 10 mg/mL de hemina), com
passagem para um novo meio a cada 3 ou 4 dias. As formas promastigotas, na fase
estacionaria de crescimento, foram utilizadas para a infeccdo in vivo 10 ptomastigotas
foram administradas intravenosamente 79 Para obtencdo dos antigenos dos parasitas,
0s parasitas na fase estacionaria foram centrifugados, lavados com salina tamponada
(PBS), congelados e descongelados (10 ciclos). A concentracdo de proteina foi
determinada com o reagente de Bradford (Bio-rad), conforme instrugdes do fabricante.
Os antigenos de Leishmania foram misturados com o tamp&o de amostra de SDS-
PAGE (Tris 62 mM pH 6,8, glicerol 10 %, SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 5 % e azul de
bromofenol 0,01 %). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-
PAGE. Em seguida, o gel foi submetido a coloracdo de prata para analisar as

proteinas.

4.2. Producado da Hemozoina sintética (sHz) revestida ou acoplada com OVA

ou antigenos de Leishmania

A sHz foi gerada utilizando o método rapido 8, no qual 100 mL de NaOH (0.1 M) foi
degaseificado em nitrogénio por 30 min e depois a hemina (0,8 mmol; 521,6 mg) foi
adicionada e mantida sob agitacdo por 30 min para ser dissolvida. A solucéao foi
ajustada para o pH 4, utilizando acido propanoico. Para geracdo da sHz acoplada,
diferentes concentrac¢des de lisado dos parasitas (1 — 4 mg) ou OVA (25 mg), foram
adicionadas na fase em que o pH estava proximo do neutro, posteriormente o frasco
foi transferido para o banho de 6leo (70 Q) sob agitacdo por 18 h. Cristais pretos
(amorficos) foram obtidos. Depois da centrifugacdo em temperatura ambiente (7000
rpm/1 h), os cristais foram lavados 3 vezes por 3 h com NaHCOzs (0.1M) e a cada

lavagem com NaHCOsfoi intercalada uma lavagem com agua. Os cristais foram secos



em estufa de secagem por 18 h. Para gerar a sHz revestida, os cristais de sHz foram
incubados 30 min com lisado dos parasitas ou OVA, lavados e utilizados para os
experimentos. A presenca das proteinas na sHz foi confirmada por eletroforese em

gel de poliacrilamida seguido pela coloracao de prata.
4.3. Culturas e tratamento de células dendriticas e linfécitos

As células dendriticas de linhagem celular DC2.4 ou linfécitos CD8 (RF33.70) e
CD4+MF2.2D9) foram mantidas em meio de cultura RPMI suplementado com HEPES
20 mM, soro fetal bovino 10% (Invitrogen), bicarbonato de sodio 11 mM, L-glutamina
2 mM, 100 mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (meio completo). Com

passagem a cada 48 h e incubacéo a 37 °C e 5% de CO..
4.4. Proliferacdo celular e ELISA

As células dendriticas (linhagem DC2.4), 5x10 /¢élulas/500uL, foram incubadas ou
nao com OVA, sHz acoplada ou revestida a OVA. A seguir, as células foram lavadas
com PBS e co-cultivadas com linfécitos, 5x10 /éélulas/500uL, marcados ou ndo com
corante fluorescente CFSE (10 mM por 15 min). Foram utilizados linfocitos de

linhagem RF33.70 ou MF2.2D9. A co-cultura foi mantida por 3-5 dias, seguido da

analise por citometria de fluxo, em colaboracdo com a Profa. Dra. Carolina Nunes
Franca, UNISA/UNIFESP.

4.5. Microscopia de imunofluorescéncia confocal

Células dendriticas (DC2.4) foram tratadas com sHz acoplado ou revestido com sAgLi
ou ovalbumina por 1 hora. As lamelas foram fixadas com 2% de paraformaldeido
(Canemco e Mirvac) por 20 minutos, lavadas trés vezes em PBS, seguidas de uma
incubacao de 1 hora com anticorpo LAMP-1 (Alexa Fluor 568 anti-rato; Molecular
Probes) em Buffer de Bloqueio de Imunofluorescéncia (Cell Signaling) e montadas em

laminas de vidro com ProLong com DAPI™. As imagens foram capturadas usando um
microscoépio confocal de disco giratorio Nikon CSU-W1 (objetiva de imersdo em 6leo
de 60X). O processamento de imagens e procedimentos analiticos subsequentes

foram realizados usando o ImageJ (Fiji).

4.6. Atividade da catepsina B
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Células dendriticas (DC2.4) foram cultivadas em laminas p-Slides VI10.4 da ibidi a uma
densidade de 1x104 células por canal. Posteriormente, as células foram tratadas com
sHz revestido ou acoplado a ovo e ovalbumina 30 minutos antes da marcacédo com
Magic Red (Cat. 937; ImmunoChemistry Technologies; Bloomington, MN). O corante
foi inicialmente dissolvido em 50 yL de DMSO, misturado por vortex e mantido a -
20°C. Logo antes da aplicacéo, a solugdo inicial foi diluida em um fator de 10 com
agua estéril e, em seguida, diluida em um fator de 25 em meio RPMI completo,
seguido por um periodo de incubacéo de 30 minutos a 37°C sob 5% de CO2. A captura
de imagens de lisossomas individuais foi realizada usando um microscépio confocal
de disco giratério Nikon e mantendo configuracdes de captura consistentes. A
intensidade da fluorescéncia do Magic Red foi quantificada e subsequentemente
normalizada para a area respectiva. Cada condicao foi avaliada medindo pelo menos
20 células. O processamento de imagens e os procedimentos analiticos subsequentes

foram realizados usando o ImageJ (Fiji).
4.7. Atividade do pHrodo

Células dendriticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 po¢os a uma densidade
de 5x105 células/ poco. Apds 24 horas, as células foram carregadas com o dextrano
pHrodo e tratadas com sHz revestido ou acoplado a ovo ou sAgLi, SAgLi e ovalbumina
por 1 hora a 37°C sob 5% de CO2. As células foram coletadas e analisadas por

citometria de fluxo (BD Accuri C6).
4.8. Expressao de H-2Kb/SIINFEKL

Células dendriticas (DC2.4) foram semeadas em placas de 24 pocos a uma densidade
de 5x10"5 células/poco. Apos 24 horas, as células foram tratadas com sHz revestido
com SIINFEKL, veiculo vazio de sHz, SIINFEKL ou a ultima lavagem (LW) de sHz
revestido com SIINFEKL por 24 horas a 37°C sob 5% de CO2. As células foram
coletadas, marcadas com anti-H-2Kb/SIINFEKL e analisadas por citometria de fluxo
(BD Accuri C6).

4.9. Infeccédo in vivo: Avaliagdo vacinal



29

Todos os experimentos foram realizados com camundongos BALB/c fémeas, com 6-
8 semanas de idade e 25-30 g de peso corporal, obtidas no biotério central da
Universidade Federal de Sdo Paulo (CEDEME).

Para imunizacao: Grupos de animais foram imunizados, no dia 0, 14 e dia 28,
subcutaneamente com apenas a melhor dose de cada composto determinada em um
experimento anterior e com base em literatura prévia 83 onde para sHz foram utilizados
100 pg/camundongo e para Alum 2 mg/camundongo, formando 7 grupos de
imunizacdo, sendo eles: PBS, sHz, sAgLi, sAgLiHzAco, sAgLiHzRev, Alum e
sAgLiAlum. Sabe-se que a administracdo subcutanea com hemozoina sintética com
ou sem antigenos foi seguramente testada em camundongos, ratos, cachorros e
primatas. J& a toxicidade foi testada em ratos com até cinco repeti¢cdes de injecdo
subcutanea de 8 — 800 mg/kg/rato ou uma injecao de 910 mg/kg/rato de acordo com
as boas préticas de laboratério para testes de seguranca nao clinicos do Japédo. Estas
doses foram bem toleradas, ndo causaram morte ou mudanca no comportamento dos
animais. A maior dose pode causar uma inflamacao local com auto resolugdo em uma
semana4é Apos 14 dias da ultima imunizacdo os camundongos foram infectados por
via peritoneal com 10 e L. infantum em 500 pL de PBS. Apds 21 dias da infeccéo os
animais foram sacrificados por anestésico inalatério. O impacto da imunizacao foi
avaliado na diminuicao da carga parasitaria do figado e baco do camundongos. As
células esplénicas foram desafiadas in vitro para avaliar a resposta dos linfocitos T
CD4 ou CD8 positivos, através dos ensaios de proliferacao e perfil de citocinas

produzidas.
4.10. Avaliacdo da densidade parasitaria

Para a diluicdo limitante, quantidades equivalentes dos 6rgéos figado e baco foram
macerados em 1 e 6 mL de PBS, respectivamente, e foi feita a diluicdo seriada (fator
2) dos mesmos em meio 199 completo, apos 20 dias de incubagédo a 28 °C foi feita a
leitura por microscopia 6tica comum da dilui¢cao limitante. O fator de diluicdo foi

determinado como o ultimo poco onde foi observado a presenca de promastigotas 16
4.11. Proliferacéo das células

Os bacos foram macerados em PBS/FBS 1%. Apds a centrifugacao, o pellet foi

ressuspendido em 1 mL de solugéo de lise de hemacias (9 partes de NH4Cl — 8,5



pug/mL para 1 parte Tris — 20 pg/mL) e incubado por 5 minutos. Seguindo pela adi¢cao
de 10 mL de PBS. As células esplénicas foram lavadas com PBS/FBS 1%, marcadas
ou ndo com corante fluorescente CFSE (10 uM por 15 min), e foram incubadas (2x10

células/ 500 pL) ou ndo com diferentes concentracdes do sAgLi (5, 10 e 20 pg), ou
SAgLiHzRev (50 — 200 pg/mL) e sAgLiHzAco (5, 10 e 20 pg em 100 pg/mL de sHz)
por 72 h. Os esplendcitos foram marcados com anti-CD8 (Biolegend) ou anti-CD4
(Novus Biologicals) conjugados com PE, e analisados por citometria de fluxo (BD
Accuri C6).

4.12. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados valores médios com o0s respectivos desvios padrao de
um minimo de trés experimentos bioldgicos independentes. A significancia estatistica
foi avaliada por meio de analise de variancia (ANOVA), seguindo o teste de Tukey,
utilizando o software Graph Prism 10, e o coeficiente de correlacdo de Pearson usando

o software Fiji ImageJ (P 0,05).

30



31

S. RESULTADOS

A produgéo de sHz foi feita conforme ilustrado no esquema (Fig. 3) e descrito

acima nos métodos.

Figura 3 - llustracdo esquematica da producdo de hemozoina sintética.
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A producdo de hemozoina sintética (sHz) foi conduzida utilizando o método rapido 83, Para o
acoplamento, os antigenos, ovalbumina e sAgLi, foram adicionados durante a sintese dos
cristais de sHz em um pH préximo a 7 (neutro) para gerar cristais monodispersos. Para o
revestimento, a sHz sintetizado foi incubado com concentrages variadas de antigenos, ap0s
uma incubacao de 30 minutos o cristal foi lavado.

Inicialmente, a padronizacdo do uso de hemozoina como adjuvante na
estimulacdo da apresentacdo cruzada de antigenos in vitro foi feita utilizando como
antigeno proteico a ovalbumina (OVA). Apéds sintese, como ja descrito anteriormente
(Fig. 3), foi realizada a andlise via SDS-PAGE em gel de poliacrilamida das
hemozoinas revestidas ou acopladas a OVA, onde foi observado a presenca de
proteinas na Hz, tanto acoplada, quanto revestida, utilizando diferentes concentracdes
de OVA (0,5,1e 1,5mg em 100 pg/mL de sHz (Figura 4). Para o acoplamento, a
OVA (25 mg de OVA:150 mg de hemina) foi adicionada durante a sintese dos cristais

de sHz, em um pH préximo a 7 (neutro), para gerar cristais monodispersos.
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Figura 4 - Sintese de Hz acoplada e revestida com OVA
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A figura mostra a determinacdo da presenca das proteinas na sHz via SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida seguido pela coloracdo de prata. Ovalbumina possui peso molecular de 45 kDa
como indicado pela seta. Os resultados sdo representativos de dois experimentos realizados
de forma independente. - *mg de OVA em 100 pg/mL de sHz.

ApoOs a padronizagdo da produgdo de hemozoina acoplada ou revestida com
OVA, foi realizado o acoplamento ou revestimento do cristal com sAgLi. Foram
produzidos 5 lotes de hemozoina acoplada ao sAgLi em diferentes concentracées (1
— 4 mg) obtidos de diferentes formas (congelado/descongelado sonicado,
congelado/descongelado ndo sonicado e detergente). Como representado na Figura
5, a deteccdo das proteinas na sHz sintetizada nos lotes de acoplamento,
independente das concentracdes utilizadas (50, 100 e 200 pug/mL), via SDS-PAGE
com coloracdo de prata apresenta bandas de dificil visualizacdo. Em contrapartida, o
revestimento dos cristais com os antigenos foi detectavel visualmente nas

concentragdes de 5, 10 e 20 pg de sAgLi em 100 pg/mL de hemozoina (Fig. 5).
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Figura 5 — Sintese de Hz acoplada e revestida com sAgLi

250
150

100
75

50

37

100 5 50 100 200 5 5 100 20 100 5 10 20
Hz sAgLi HzAco sAgLi sAgLi sAgli pg Hz HzRev
pg/mL pg ng/mL Bruto pg/mL sAgLi pg*

Hg

A figura mostra a determinacdo da presenca das proteinas na Hz via SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida seguido pela coloracdo de prata. Os resultados sdo representativos de cinco
lotes e experimentos realizados de forma independente. - *ug de sAgLi em 100 pg/mL de Hz.

Para determinar a localizacgédo intracelular dos cristais, utilizamos a microscopia
confocal para observar células dendriticas tratadas com sHz revestido ou acoplado

com antigenos de Leishmania infantum ou ovalbumina.



Figura 6 - Colocalizacdo da sHz no compartimento fagossémico de células dendriticas.
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Células dendriticas foram tratadas com sHz acoplado ou revestido com sAgLi ou ovalbumina
por 1 hora. As laminulas foram fixadas com paraformaldeido a 2% (Canemco e Mirvac) por
20 minutos, lavadas trés vezes em PBS, seguidas de uma incubacéo de 1 hora com anticorpo
LAMP-1 (Alexa Fluor 568 anti-rato; Molecular Probes) em Buffer de Bloqueio de
Imunofluorescéncia (Cell Signaling) e montadas em laminas de vidro (ProLong com DAPI™),
As imagens foram capturadas usando um microscaépio confocal de disco giratério Nikon CSU-
W1 (objetiva de imerséo em 6leo 60X). A analise foi realizada em laminulas duplicadas de um
Unico experimento. A co-localizacéo (setas) foi analisada usando o Fiji e o coeficiente de

Pearson (n= 50 células), utilizando as células nédo tratadas (-) e sHz pura como controle para

comparacgéo de co-localiza¢é@o entre sHz acoplado ou revestido com sAgLi ou ovalbumina (P=
0.05).

As imagens imunofluorescentes (Figura 6A) indicam a co-localizacdo dos
cristais com o compartimento fagossomal (LAMP1-positivo). As setas na Figura 6A
enfatizam a co-localizacdo da sHz dentro dos fagossomas das DCs. Nossas
descobertas destacam a presenca de cristais de sHz dentro dos fagossomas apés
uma hora de tratamento. Para quantificar essa co-localizacao, aplicamos o coeficiente
de Pearson?84, permitindo-nos avaliar quantitativamente a extensao da co-localizagcéo

entre sHz (canal verde) e LAMP-1 (canal vermelho) nos fagossomas dessas células.
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A andlise estatistica usando o coeficiente de Pearson (Figura 6B) proporciona uma
viséo intrigante da interacdo sHz-fagossoma. A comparacgao entre sHz vazio e sHz
acoplado ou revestido com antigenos ndo revela diferenca significativa na co-
localizacao de cristais. Isso sugere que 0s processos de acoplamento e revestimento
ndo perturbam ou interferem nesse aspecto da interagdo entre a hemozoina sintética

e os fagossomas.

Em nossa investigacdo, analisamos o papel do pH lisossomico, um
determinante critico da eficiéncia de processamento e apresentacdo de antigenos,
especialmente no que diz respeito a apresentacdo cruzada de antigenos 5885-88 Nosso
foco estava na compreensao do metabolismo lisossémico e acidificacao apés o
tratamento com sHz. Para avaliar a capacidade moduladora do pH de sHz, utilizamos
0 ensaio colorimétrico Magic Red, monitorando a intensidade de fluorescéncia da
atividade proteolitica de catepsina B lisossdmica em células tratadas com sHz (Figura
7).

Figura 7 - Efeito da sHz acoplada e revestida a OVA sobre a atividade da catepsina B
lisossbmica
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Células dendriticas (DC2.4) foram cultivadas em laminas p-Slides V10.4 da ibidi a uma
densidade de 1x10 4células por canal. Posteriormente, as células foram tratadas com sHz
revestido ou acoplado com OVA por 30 minutos antes da marcacdo com Magic Red (Cat. 937,
ImmunoChemistry Technologies; Bloomington, MN). Células néo tratadas e sHz pura foram

usados como controles. O corante foi inicialmente dissolvido em 50 pl de DMSO, misturado
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por vortex e armazenado a -20°C. Pouco antes da aplicacdo, a solugéo estoque inicial foi

diluida em um fator de 10 com 4gua estéril e, em seguida, diluida adicionalmente em um fator
de 25 em meio de cultura RPMI completo, seguido por um periodo de incubacdo de 30 minutos

a 37°C sob 5% de CO2. Live cell image de lisossomos individuais foi conduzida usando um
microscopio confocal de disco giratério Nikon, mantendo configuracdes de captura
consistentes. A intensidade da fluorescéncia do Magic Red foi quantificada e posteriormente
normalizada para a area respectiva. Cada condi¢ao foi avaliada medindo pelo menos 20
células, e essa andlise foi realizada em duplicata em quatro experimentos independentes. O

processamento de imagem e os procedimentos analiticos subsequentes foram conduzidos

usando o software ImageJ (Fiji) e o GraphPad Prism 10 para One-Way ANOVA (P 0.05). *ug
de ovalbumina em 100 pg/mL de sHz.

O substrato de detec¢do do Magic Red, permeével as membranas celulares,
utiliza um fluoréforo vermelho ligado a peptideos-alvo da catepsina B 8, Apés a
atividade e clivagem da catepsina B, ele emite fluorescéncia vermelha, com
intensidade aumentando conforme a atividade enzimatica progride 8990, Dada a
influéncia positiva do pH acido no fagossoma na atividade da catepsina B 9192
comparamos a intensidade do Magic Red entre células tratadas com sHz acoplado e
revestido com OVA e células tratadas com OVA pura. Células néo tratadas e sHz pura
serviram como controles para OVA e sHz acoplado ou revestido, respectivamente. Os
resultados revelaram uma reducédo néo significativa na intensidade de fluorescéncia
do Magic Red em células tratadas com sHz (Figura 7), sugerindo que a hemozoina
sintética pode nao interferir significativamente na atividade da catepsina B, embora

tenha reduzido sua atividade em cerca de 25%.



Figura 8 - Avaliacdo do pHrodo sobre sAgLi e sHz revestido e acoplado a ovalbumina
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Células dendriticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 poc¢os a uma densidade de
5x105 células/pocgo. Apos 24 horas, as células foram carregadas com o dextrano pHrodo e

tratadas com sHz pura, sHz revestido ou acoplado com OVA ou sAgLi, sAgLi e OVA por 1
hora a 37°C sob 5% de CO2. Células néo tratadas foram usadas como controles. As células
foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri C6). A analise foi realizada
em duplicata em trés experimentos independentes. Os procedimentos analiticos foram
conduzidos usando o software GraphPad Prism 10 para one-way ANOVA (P 0.05). *ug de

ovalbumina ou sAgLi em 100 ug/mL de sHz.
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Posteriormente, empregamos o ensaio de pHrodo Dextran 93 (Figura 8) para

investigar a dinamica do pH lisossomico em DCs durante diferentes condi¢cdes
experimentais, incluindo tratamento com sHz acoplado e revestido com sAgLi ou
ovalbumina, sAgLi sozinho ou ovalbumina sozinha. Esse ensaio, utilizando fluoréforos
sensiveis ao pH, mede variacdes de pH em resposta a condi¢cdes experimentais. A

intensidade da fluorescéncia do pHrodo foi significativamente reduzida em células
tratadas com sHz, sHz revestido com sAgLi ou OVA, conforme indicado pela andlise
de citometria de fluxo (Figura 8). Esses achados sugerem que o sHz pode reduzir o

pH dos fagossomos por meio de uma via alternativa que pode néo estar relacionada

a catepsina B.



Figura 9 - Anélise da expressao de H-2Kb/SIINFEKL em DCs tratadas com sHz revestido
com peptideo de OVA
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Células dendriticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 poc¢os a uma densidade de
5x105 células/pogo. ApoOs 24 horas, as células foram tratadas com sHz revestido com
SIINFEKL, ultima lavagem de sHz revestido com SIINFEKL, sHz pura, e SIINFEKL por 24
horas a 37°C sob 5% de CO2. Células nao tratadas e sHz pura foram usados como controles.
As células foram coletadas, marcadas com anti-H-2Kb/SIINFEKL e analisadas por citometria
de fluxo (BD Accuri C6) e GraphPad Prism 10. A analise foi realizada em duplicata em trés
experimentos independentes (one-way ANOVA P= 0.05). *ug de SIINFEKL ou ova 323-339
em 100 pg/mL de sHz. (UL**) sobrenadante da ultima lavagem de sHz revestido com
SIINFEKL.

Prosseguindo, iniciamos a exploracao da apresentacéo cruzada ao avaliar a
expressao de H-2Kb/SIINFEKL em DCs tratadas com sHz revestido com SIINFEKL
(Figura 9). Os controles incluiram sHz pura, células ndo tratadas e peptideos
SIINFEKL sozinhos. Os resultados demonstraram uma variacao positiva ha expressao
de H-2Kb/SIINFEKL em DCs ap0s o tratamento com sHz revestido com SIINFEKL,
indicando a ocorréncia da apresentacao cruzada. O peptideo SIINFEKL sozinho
também é capaz de se ligar ao receptor MHC classe |, provavelmente por ligacao
direta%, entdo também testamos essa ligacéo direta usando o sobrenadante da Ultima
lavagem (UL**) no protocolo de revestimento da sHz para tratar as DCs, e iSso ndo
aumentou a expressao de H-2Kb/SIINFEKL (Figura 9).
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Figura 10 - Avaliacao da ativacao de linfocitos T CD8+ via apresentacdo cruzada de
antigenos
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Células dendriticas (DC2.4) a 5x10 /4células/500 pL tratadas com diferentes concentragdes
de sHz acoplado ou revestido a OVA e linfécitos (MF2.2D9 e RF33.70) 5x10 c&lulas/500 pL
marcados com CFSE (10uM) foram co-cultivados e analisadas por FACS (BD Accuri C6). Os
dados na figura mostram a avaliacdo representativa da ativacdo de células T CD8+ por meio
da apresentacdo cruzada. *mg de OVA em 100ug/mL de sHz.

Em seguida (Figura 10), para validar a apresentacao cruzada, as células
dendriticas foram tratadas com hemozoina sintética acoplado e revestido com
ovalbumina e co-cultivadas com linhagens de linfocitos CD4+ e CD8+ capazes de
responder a epitopos especificos do antigeno ovalbumina (MF2.2D9 e RF33.70,
respectivamente) 9, marcados com CFSE e analisados por citometria de fluxo. Nossos
resultados representativos mostram uma leve proliferacéo de células T CD8+ (30% ou
19%) e CD4+ (22% ou 17%) em DCs tratadas com sHz acoplado e revestido com
OVA, respectivamente (Fig. 10). Essa observacdo sugere que o0s cristais de

hemozoina sintética podem induzir a apresentacao cruzada de antigenos em células
dendriticas.

Feito isso, testamos as sHz produzidas no contexto vacinal como ilustrado na
Figura 11.
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Figura 11 - Esquema de vacinagao
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Os experimentos foram conduzidos em camundongos BALB/c fémeas. Os grupos de

imunizagao receberam doses subcuténeas nos dias 0, 14 e 28. Sete grupos foram formados,

incluindo PBS, sHz, sAgLi, sAgLiHzAco, sAgLiHzRev, Alum e sAgLiAlum. infectados

intraperitonealmente com promastigotas de Leishmania infantum. Apds 21 dias, os animais

foram eutanasiados, e bacos e figados foram coletados para cultura celular e analise da carga

parasitaria.

Os resultados da Figura 12 indicam que a imunizagdo dos camundongos nao

resultou em uma proliferacéo celular significativa nas populacdes de linfocitos T CD8+

e CD4+, contrariando as expectativas. Os camundongos foram divididos em sete

grupos e imunizados por via subcutanea de acordo com seus grupos especificos.

Apo6s a imunizagdo, os animais foram infectados com L. infantum, e 21 dias apos a

infeccdo, os bagos foram coletados para o ensaio de proliferacéo celular.
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Figura 12 - Proliferagdo ex vivo de células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados
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Camundongos BALB/c foram divididos em sete grupos, PBS (Fig. A), sAgLi/Ag (Fig. B),
Alum/A (Fig. C), Alum sAgLIi/AA (Fig. D), HzAco/ACO (Fig. E), Hz (Fig. F) e HzRev/HzR (Fig.
G) com 5-6 animais por grupo. Os camundongos foram imunizados por via subcuténea, de
acordo com seu grupo, com PBS (100 plL/camundongo), sAgLi (100 pg/100 pL de
PBS/camundongo), Alum (100 pL/camundongo), Alum sAgLi (100 pg de sAgLi/100 pL de
Alum/camundongo) , HzAco (800 ug/100 pL de PBS/camundongo), Hz (800 pug/100 uL de
PBS/camundongo) e HzRev (100 pg de sAgLi/800 pg de Hz/100uL de PBS/camundongo) e
receberam dois boosts com 14 dias de intervalo entre imuniza¢des. Feita a imunizacdo os
animais foram infectados por via intraperitoneal com 107 L. infantum e ap6s 21 dias de
infeccao foi feita eutanasia e bagos foram coletados para ensaio de proliferagéo celular. Os
bacos foram macerados e lisados e as células esplénicas (5x105 /células/500 pL) foram
lavadas com PBS/FBS 1% e marcadas ou ndo com corante fluorescente CFSE (10uM por 15
min). Feito isso, as células foram estimuladas com Hz (200 pg/mL), HzRev (20 ug de
sAgLi/200 ug de Hz), HzAco (200 pug/mL) e sAgLi (50, 100 e 200 pg/mL) por 72 h. Os
esplendcitos foram marcados com anti-CD3 (eBioscience), anti-CD8 (Biolegend) ou anti-CD4
(Biolegend), seguido por andlise em citometria de fluxo (BD Accuri C6) e nos softwares FlowJo
(BD Biosciences) e GraphPad Prism 8 (two-way ANOVA P= 0.05). Os dados mostram o index
de proliferacdo das células triplamente marcadas para CFSE/CD3+/CD4+ ou CD8+.

Os dados mostram que a imunizacdo com os diferentes compostos, incluindo
sAgLi, Alum, HzAco, Hz, entre outros, ndo gerou uma resposta robusta de proliferacao
celular nas populacdes de linfécitos T CD8+ e CD4+. Os indices de proliferacdo das
células marcadas com CFSE e positivas para CD3+/CD4+ ou CD8+ ndo apresentaram

aumento significativo em comparagéo com 0s grupos de controle.
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Figura 13 - Carga parasitaria nos 6rgaos de camundongos BALB/c imunizados
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Camundongos BALB/c foram divididos em sete grupos, PBS, sAgLi (Ag), Alum (A), Alum sAgLi
(AA), HzAco (ACO), Hz (Hz) e HzRev (HzR) com 5-6 animais por grupo. Os camundongos
foram imunizados por via subcutanea, de acordo com seu grupo, com PBS (100
pL/camundongo), sAgLi (100 pug/100 pL de PBS/camundongo), Alum (100 pL/camundongo),
Alum sAgLi (100 ug de sAgLi/100 pL de Alum/camundongo), HzAco (800 ug/100 pL de

PBS/camundongo), Hz (800 ug/100 pL de PBS/camundongo) e HzRev (100 pg de sAgLi/800
ug de Hz/100uL de PBS/camundongo) e receberam dois boost com 14 dias de intervalo entre

imunizagdes. Feita a imunizacdo os animais foram infectados por via intraperitoneal com 10

L. infantum e apos 21 dias de infec¢éo foi feita eutanasia e bagos e figados foram coletados
para verificacdo da carga parasitaria por diluicdo limitante. Figado (A) e bago (B) foram
macerados em 1 e 6 mL de PBS, respectivamente, e foi feita a diluicdo seriada (fator 2) dos
mesmos em meio 199 completo, apds 20 dias de incubacédo a 28 °C foi feita a leitura por
microscopia 6tica comum da diluicéo limitante (two-way ANOVA P= 0.05). O fator de dilui¢céo

foi determinado como o ultimo poco onde foi observado a presenga de promastigotas.

A analise dos resultados, conforme representado na Figura 13, revela que a
imunizacdo dos camundongos também néo resultou na esperada diminui¢édo da carga
parasitaria no baco e figado. Apos a eutanasia, bacos e figados foram coletados para
avaliacdo da carga parasitaria através de diluicdo limitante. N&o foi observada uma
reducdo significativa na carga parasitaria nos grupos imunizados em comparagao com

0s grupos de controle. Nesses experimentos, os diferentes regimes de imunizacao,
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incluindo aqueles com hemozoina sintética e suas variantes, ndo parecem ter

contribuido para uma resposta eficaz contra a infecgéo por L. infantum.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, confirmamos que a sHz transporta efetivamente antigenos
revestidos e acoplados sem impedir a internalizagdo. Além disso, nossas observacdes
revelaram que esse composto induz uma diminui¢éo na acidez do fagossomo, criando
um ambiente mais favoravel para a apresentacédo de antigenos. Essa alteracao tem o

potencial de aprimorar a apresentacdo cruzada de antigenos de Leishmania infantum.

No presente projeto foram produzidos o anidrido de hematina ou hemozoina
sintética acoplado/revestida ou ndo com OVA e o antigeno soltuvel de L. infantum.
Nossas andlises via SDS-PAGE em gel de poliacrilamida, demonstraram que os
cristais de hemozoina, foram capazes de carregar a OVA tanto revestida quanto
acoplada (Fig. 4). Estudos anteriores sugerem que a hemozoina sintética pode ser
utilizada como adjuvante em vacinas, pois é capaz de entregar os antigenos de
interesse para as DCs, possivelmente por estas possuirem o receptor CLEC12A,
capaz de reconhecer os cristais de hemozoina 42-44. Embora o uso da Hz como
adjuvante em vacinas seja uma questao ja estudada, a apresentacéo cruzada de
antigenos, induzida também pela hemozoina, ainda néo foi explorada nesse contexto

de vacinacéo, sendo esse um dos principais objetivos dessa pesquisa.

Como ja relatado em literatura, as DCs, entre as demais células apresentadoras
de antigenos, sédo as que possuem maior potencial de desencadear uma resposta
imune adaptativa em infec¢des, além de proporcionarem um ambiente menos hostil
aos antigenos, se comparadas aos macréfagos, favorecendo a apresentacéo cruzada
de antigenos56-%8. Também ¢é sabido, que as DCs atuam como moduladoras da
resposta imune adaptativa na leishmaniose e que através das citocinas secretadas e
dos processos de sinalizacdo subjacentes, elas polarizam os subtipos e células T
helper?. Portanto, o anidrido de hematina pode ser utilizado com adjuvante em
vacinas, por carrear antigenos, facilitando sua entrega para células fagociticas, e
estimular a apresentacdo cruzada de antigenos, aumentando as chances de
resolucdo da doenca, através da acdo conjunta de TCD8 & TCD4 +73.96, principalmente

no combate a forma mais severa da leishmaniose.

Numerosas pesquisas destacam o papel crucial da apresentacao cruzada na

potencializacdo das respostas imunoldgicas 50.97-100, Como exemplo, a interferéncia
nesse mecanismo pode ser crucial para a protecdo do hospedeiro durante a infecgcéo
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por Leishmanial0l-104, Neste estudo, buscamos investigar a hemozoina sintética, um
potencial nanocarreador, que poderia aprimorar a apresentacéo cruzada em células
dendriticas. Estudos anteriores 46 utilizaram a estratégia de hemozoina sintética como
adjuvante em vacinas, assim como na melhoria do tamanho dos cristais obtidos na
técnica de sintese, conforme realizado nesta pesquisa (Figura 3, 4 e 5). Além disso,
patentes internacionais, incluindo WO2007147255 e EP2514438, j4 exploraram o
potencial da hemozoina sintética como adjuvante em vacinas. Além disso, a aplicacao
da patente US8974795 propds o acoplamento de antigenos na etapa de acidificacéo
da hemozoina durante seu processo de sintese, possibilitando a ocupacédo dos
espacos presentes entre os dimeros de hemina, promovendo a liberacéo lenta de
antigeno?83.105.106, No entanto, nenhuma dessas patentes explorou ainda o contexto de
apresentacao cruzada induzida pela hemozoina ou o impacto desses cristais na

internalizacao e pH fagossomal, conforme proposto neste estudo.

O cristal nativo é prontamente internalizado assim que entra na corrente
sanguinea, e, conforme observado em nosso estudo (Figura 6), a versao sintética
também passa por essa internalizacdo rapida, tornando-se perceptivel nos primeiros
30 minutos a 2 horas apés a exposicao (live cell image - dados ndo mostrados). Essa
internalizacdo detectavel persiste, e o cristal nativo pode permanecer estavel por uma
duracdo prolongada de até 120 horas, como demonstrado por outro grupo 197. Nesse
sentido, a sHz carregando antigenos (acoplados ou revestidos) também né&o
interrompeu 0 mecanismo de internalizacdo. No entanto, vale ressaltar que, enquanto
0s compostos de sHz permanecem associados ao fagossoma, antigenos acoplados
ou revestidos podem passar por vias de processamento distintas.

Outro fator importante sobre a sHz percebido em nosso estudo é sua
capacidade, uma vez internalizado, de modular o pH fagossomal sem induzir de forma
significante a ativacdo da catepsina B, como observado nas Figuras 7 e 8. Um
resultado semelhante, quanto & ndo ativacdo da catepsina B, ja foi observado
anteriormente em células dendriticas derivadas da medula 6ssea 38 para a hemozoina
nativa em um contexto de inflamassoma Nalp3. Outro estudo mostrou o evento
oposto, observando a ativacédo da catepsina B em macréfagos derivados da medula
Ossea estimulados com sHZ 108, essas diferencas podem ser devidas ao tipo de Hz e
ao tipo de célula. portanto, sdo necessérias investigages adicionais para concluir sua

correlagdo com a sHz. Neste estudo, também utilizamos antigenos de Leishmania
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infantum para testar a capacidade do nanocarreador de realizar a apresentacéo
cruzada desse antigeno de parasita clinicamente relevante. Leishmania spp. pode
interferir na expressao de MHC classe | e Il em DCs e macrofagos 109-113  E evidente
neste estudo que este cristal ndo s6 pode transportar o sAgLi (Figuras 4, 5 e 6), mas
também ajudar a preserva-lo uma vez internalizado, devido a sua capacidade de

manter o pH fagossomal menos &cido (Figura 8).

Um fator-chave para a apresentacao cruzada é a preservagdo do antigeno 114
e demonstramos em nosso estudo que a sHz é capaz disso devido a modulacao do
pH fagossomal. Utilizando um epitopo especifico da ovalbumina, SIINFEKL, e um
modelo de co-cultura com células T CD8+ e CD4+, acessamos a capacidade
intrinseca de apresentacao cruzada do cristal sintético em células dendriticas (Figura
9 e 10). Além disso, Raulf et al. 43 também mostraram que cristais nativos de
hemozoina induziram a apresentacéo de antigenos fagocitados via MHC classe |, por
meio da apresentacdo cruzada em células dendriticas, e observamos que o
nanocarreador sintético poderia manter essa capacidade. A regulacdo negativa da
expressdo de MHC faz parte do arsenal de mecanismos de evasao do sistema
imunoldgico usados pelo Leishmania 115 e, como discutido em varios estudos, a
interferéncia na apresentacdo cruzada € crucial para a protecdo das respostas
antileishmania®.102-104, Um estudo recente realizado por Khouili et al. 9 sobre o
impacto da fosfatase SHP-1 na apresentacdo cruzada de antigenos do Leishmania
mostrou que a inibicdo da SHP-1 melhorou a imunizacdo em camundongos BALB/c
infectados com L. major, promovendo respostas protetoras por meio da apresentagao
cruzada. As células T CD8+ tém duas funcdes principais relacionadas: a citolitica e a
producéo de citocinas/quimiocinas 116, O envolvimento dessas células em infeccdes
por Leishmania foi relatado com diferentes espécies, incluindo L. major 117,118 |
donovanill®.120, e L. amazonensis12! sugerindo que a ativacido das células T CD8+
pode conferir efeitos positivos. Rodrigues et al. 122 também mostraram a prevaléncia
de um perfil CD8High em pacientes curados de leishmaniose visceral. Mais
recentemente, Ashok et al. 123 ysando camundongos Batf3-/- que carecem de células
dendriticas CD8a+ e CD103+, demonstraram que esses camundongos mostraram
maior susceptibilidade a infeccéo por L. major, relacionada a baixa capacidade de
apresentacéo cruzada e alta producgéo de IL-12 23, O impacto da participacdo das

células T CD8+ em infecc¢des por Leishmania pode depender da espécie, enquanto L.
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braziliensis induz um perfil inflamatério com maior producéo de granzima A e razédo
IFN/IL-10, L. infantum tem uma razao IFN/IL-10 mais baixa e maior expresséo de
CTLA-4124-126, A inibicdo da apresentacdo cruzada é descrita como um importante
mecanismo de evasdo do sistema imunolégico usado por esses parasitas. A
apresentacdo de antigenos e a ativagao de células T CD8+ foram mostradas como
alvos do Leishmania por meio de varios mecanismos, como dificultar a expresséo

antigénica na superficie celular, induzindo uma fluidez de membrana defeituosa  127.

E importante destacar que a falta de proliferacéo celular observada na Figura
12 ou a incapacidade de diminuir a carga parasitaria (Fig. 13) pode sugerir uma
limitac&o na resposta imunoldgica gerada pela imunizacéo, indicando a necessidade
de avaliar e otimizar as estratégias de imunizagao utilizadas nos experimentos, como
talvez mudar a via de vacinagdo ou até mesmo o modelo animal. Trabalhos anteriores
com modelo de vacinag&o subcutanea para sHz mostram resultados contrastantes
com o encontrado no nosso trabalho (Figura 12 e 13). Hussein et al. 128 Mostrou que
a imunizacéo para Klebsiella pneumoniae em camundongos Swiss nao foi suficiente
para proteger os animais a dose letal do patégeno ap6s imunizagdo com sHz. Tougan
e sua equipe 12° em contrapartida evidenciaram que a sHz teve a capacidade de
provocar uma resposta imunoldgica do tipo Th2 em um modelo de infeccdo por malaria
em um modelo animal com primatas ndo humanos ja em outro modelo para alergia
caninal30 o sHz estimulou uma resposta imune do tipo Th1l. Em outro estudo utilizando
furbes a sHz foi capaz de estimular uma resposta protetora ao virus da influenza sem
causar uma reacao pirogénica 131. Alem disso, a analise detalhada das condigGes
experimentais, dos compostos utilizados e da resposta celular especifica pode
fornecer insights valiosos para entender e aprimorar a eficacia da imunizacdo contra

a infeccéo por L. infantum.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, até o presente momento, foi possivel verificar que o
anidrido de hematina carrega o antigeno OVA, tanto acoplado nas suas lacunas
durante a sintese ou revestido no cristal ja formado, para antigenos de L. infantum, foi
possivel verificar apenas o revestimento bem-sucedido dos cristais e estes compostos
foram capazes de induzir a proliferacéo dos linfécitos T CD8 + via apresentacéao

cruzada de antigenos.

Essas descobertas contribuem para o crescente corpo de literatura que explora
as potenciais aplicacbes da hemozoina sintética como carregador de antigenos. A
capacidade observada da hemozoina sintética de manter uma internalizacéo eficaz,
influenciar o pH lisossomal e facilitar a apresentacdo cruzada destaca seu potencial,
potencial no desenvolvimento de vacinas e imunoterapias mesmo que nao tenhamos
observado isso em nossos experimentos na vertente vacinal. Investigacdes adicionais
sdo necessarias para desvendar os mecanismos moleculares subjacentes e otimizar
a implementacéao estratégica da hemozoina sintética na entrega de antigenos e na
modulagdo imunoldgica, alinhando-se ao cenério em constante evolucao da pesquisa

biomédica.

Em conclusdo, nosso estudo lanca luz sobre as interac6es multifacetadas entre
a hemozoina sintética, antigenos e células dendriticas. A sutil modulacdo do pH
lisossomal e o potencial de apresentacéo cruzada observado abrem novos caminhos
para a pesquisa no campo da imunoterapia. E essencial considerar possiveis razbes
para essa auséncia de eficacia vacinal, como a escolha do protocolo de imunizacao,
ou possiveis interacdes entre os componentes utilizados. Esta discrepancia entre as
expectativas e os resultados destaca a complexidade da resposta imunoldgica e a
necessidade de uma andlise mais aprofundada para compreender as nuances do
sistema imunolégico nesse contexto especifico. Futuros esfor¢os devem visar decifrar
0S mecanismos moleculares subjacentes a essas interagdes e explorar as aplicagdes
praticas da hemozoina sintética na melhoria da entrega de antigenos e outras

substancias.
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