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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca parasitataack poileishmania chagasOs cées
sdo considerados como principais reservatoriosagasfgo. Uma vacina efetiva para o céo
pode contribuir para o controle da LV tanto no homm@mo no cdo. Em um estudo prévio,
antigenos recombinantes, obtidos a partir de ubvleteica de cDNA da forma amastigota de
Leishmania chagasiforam selecionados a fim de serem avaliados conmulidatos a
componente de uma vacina contra leishmaniose wiscanina. No presente trabalho, a
resposta imune humoral e celular de camundongasvédiada apos injecdo de alguns desses
antigenos recombinantes, em cinco diferentes prme®cde imunizacdo. Grupos de
camundongos BALB/c foram injetados com as proteinas4A-NH6 ou rLci2B-NH6,
isoladamente ou associadas aos adjuvantes sap@id,1826 ou diferentes doses de um
plasmideo codificando IL-12 murina. Além disso, namis foram sensibilizados com
plasmideo codificando Lci2B e receberam reforco @oproteina rLci2B-NH6 associada a
saponina. Por dltimo, os animais foram injetadosn cplasmideos codificando novos
antigenos, Lci2-NT-5R-CT ou Lci2-NT-CT, e recebregforco com as respectivas proteinas
recombinantes rLci2-NT-5R-CT-NH6 ou rLci2-NT-CT-NHfssociadas a saponina. Nesse
altimo protocolo, os plasmideos utilizados contmhao gene para uma proteina
transmembrana associada a lisossomos, LAMP, visargtmducgaan vivo de quimeras de
dos antigenos deeishmaniacom LAMP, a fim de direcionar a apresentacdo dgdigeos
para linfécitos T CD4+ via moléculas de MHC-II. EBrm dos protocolos, os animais foram
desafiados com 1 x iOLeishmaniaspara avaliacdo da carga parasitaria no baco apés
imunizacdo. Os resultados encontrados mostraranamjugais que receberam rLci4A-NH6,
isoladamente ou com diferentes doses de plasmiltiicando IL-12, apresentaram niveis
signficantes de IgG e IgG1, ao passo que o usatigemo com os adjuvantes saponina ou
ODN 1826 induziu a producao de IgG, IgG2a e IgGdmade producado de IL-5 pelo grupo
qgue recebeu saponina. Animais que receberam rLNiaB; isoladamente ou associado aos
plasmideos contendo inserto de IL-12, produzirai® kg IgGl antigeno especificos e
falharam também na producdo de citocinas e pratifay celular. A utilizacdo de saponina
com esse antigeno induziu producéo de IgG, lgA@g&#, assim como de IFN-Ja o uso de
ODN 1826, induziu a producéao de IgG e 1gG1, faveuez producao de IgG2a, mas falhou na
inducdo de resposta imune celular significante. ®aro lado, animais que receberam
plasmideo codificando Lci2B e reforco com a praefissociada a saponina apresentaram
uma resposta imune com predominancia de anticag®2a e producao de IFN4{Ipor
alguns animais, a qual ndo conferiu protecdo comiieccdo pelo parasito. Por fim, a
utilizagdo de quimeras de LAMP/Lci2-NT-5R-CT ou LANAci2-5R-CT induziu uma fraca
resposta imune humoral, com producao de IgG, Ig@G2a por alguns animais. No entanto,
a utilizacdo da quimera LAMP/Lci2-NT-CT induziu fiferagcdo celular e tendéncia a
producdo de IFN= Em conclusdo, nenhum dos cinco protocolos utibzafoi capaz de
induzir uma resposta imune especifica predominagniéncelular do tipo Thl ou capaz de
conferir protecéo contra infeccdo dos animais.

Palavras-chave:iimunizacao, antigenos recombinantegshmania chagascamundongos
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a disease causedLéghmania chagasiDogs are the main
reservoir of the parasite. A canine vaccine maytrdmute to the desease control in humans
and dogs. In a previous study, recombinant antigesre selected from a cDNA library of
Leishmania chagasimastigotes in order to be evaluated as compowértyaccine against
canine visceral leishmaniasis. In this study, fieenunization protocols were assessed in
mice with some of these antigens. BALB/c mice wiajected with either rLci4A-NH6 or
rLci2B-NH6 proteins, associated or not with theuadjnts saponin, ODN 1826 and different
doses of a plasmid encoding murine IL-12 (pIL-1@preover, animals were primed with a
plasmid encoding Lci2B (pLci2B) and boosted witlti@B combined with saponin. Finally,
all mice were primed with new antigens, Lci2-NT-8R- or Lci2-NT-CT, and they were
boosted with the following recombinant proteins iB-BIT-5R-CT-NH6 or rLci2-NT-CT-
NH6 associated with saponin. In this late experimtre used plasmids had an insert of a
lisossome associated membrane protein, LAMP, talym®in vivo chimeras composed of
LAMP with the antigens and to direct the presentabdf the peptides to CD4+ T cell through
MHC-II molecules. The humoral immune response wesessed by antibodies production
(IgG, IgG1 and IgG2a) in animal serum samples aedctllular immune response by cellular
proliferation and cytokine production (IFNand IL-5). The results showed that animals that
were injected with rLci4A-NH6 alone or combined hviplL-12 generated 1gG and IgG1l
specific antibodies, while others that receivedosap and ODN 1826 as adjuvants produced
IgG, 1gG2a and IgG1. Furthermore, IL-5 was detedtedLci4A-NH6/saponin group, but
only in one of two experiments. Animals that wengected with rLci2B-NH6, alone or
associated with plL-12, presented IgG and IgGlbaniies but no cellular immune response.
The saponin used as adjuvant induced IgG, IgG2dg®d antibodies, as well as IFN-The
use of ODN 1826 induced IgG and IgG1, and favorg@2a production, but failed in
inducing IFN«¥. On the other hand, animals that were primed pitti2B and boosted with
the protein associated with saponin produced Ig&llgnd more intensively IgG2a, and only
some animals produced IFN-Nevertheless, such immune response did not probec
animals against the parasite infection. At lastMALci2-NT-5R-CT or LAMP/Lci2-5R-CT
chimeras induced a weak humoral immune responseyhich I1gG, IgGl and IgG2a
antibodies were detected in only a few animals. elew, mice that were injected with
LAMP/Lci2-NT-CT presented cellular proliferation carsome animals produced IBN-In
conclusion, in spite of the fact that the antigaressimmunogenic in a murine model, none of
the used protocols elicited an intense Thl cellmgnune response or a protective one.

Key words: immunization, recombinant antigehsgishmania chagasimice
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1.0INTRODUCAO E RELEVANCIA

A leishmaniose € uma enfermidade que esta presen&8 paises, em todo o mundo,
e cerca de 1,5 a 2,0 milhdes de pessoas desenvallgshmaniose clinica a cada ano, sendo
que 75% dos casos clinicos afetam a pele (leislipancutanea) e os 25% restantes
representam a forma sistémica e potencialmentke(feishmaniose visceral, LV). Segundo a
Organizacdo mundial de Saude, a incidéncia anuadlegdmaniose visceral € de 500.000
casos e mais de 200 milhdes de individuos estae ssoo de infecgcdo. Dentre os casos de
LV, 90% ocorrem na india, Bangladesh, Nepal, Suel@vasil, onde 70.000 ou mais mortes
sao reportadas anualmente (WHO, 2002).

A leishmaniose visceral € considerada um grave lgmud para a saude publica,
podendo ser fatal nos casos nao tratados adequaidarieata-se de uma enfermidade que
vem afetando um grande numero de pessoas e lewando aumento de areas geograficas
afetadas (DESJEUX, 2001). As medidas preconizaai@sgcontrole dessa enfermidade pelo
ministério da salude nao tém se mostradas efetivaa,vez que sdo onerosas e laboriosas
para serem aplicadas por um periodo prolongado.

No Brasil, a LV é considerada uma zoonose, sentimalomésticoGanis familiaris)

o principal reservatério do parasito. Em algunsiéist, a utilizacdo de métodos diagnosticos
mais sensiveis mostrou que, em areas endémicag,d&iluma percentagem elevada de cées
que adquirem a infeccéo natural, podendo atingoacde 80 % da populacdo desses animais
(BERRAHAL et al, 1996; SOLANO-GALLEGOQet al. 2001; COURTENAYet al, 2002).

Os animais infectados podem apresentar manifestagiiecas da doenca ou permaneceram
assintomaticos. Quando presentes, 0os sintomas psdencurados com a instituicdo de
tratamento farmacologico apropriado. Entretantesap de haver uma reducdo da carga
parasitaria, ndo ha esterilidade da infeccao ées, habitualmente, apresentam reicindiva da
doenca ap0s interrupgcdo do tratamento (SLAPPENDELESKE, 1997; MORENGet al
1999; RHALEM et al, 1999; BANETH & SHAW, 2002). Como 0s quimioteréqps
disponiveis para cdo sdo 0s mesmos usados na ugcapdumana, apos algumas
administracbes sucessivas de tratamento no caoulgsd delLeishmaniaresistentes aos
farmacos podem ser selecionados (GRAMICGHRAaL 1992). Pelas raz6es apontadas acima,
leishmaniose visceral canina além de ser um grpraldema para salde publica, representa
também um grave problema em Medicina Veterinaria.

A utilizacdo de uma vacina contra LV canina poelewsna alternativa para o controle
de LV do tipo zoonético, no homem e no cao (TES8B5L DYE, 1996). Idealmente, tal
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vacina deveria ser capaz de impedir a aquisicanfdecdo pelos cdes ou apos a aquisi¢cdo da
infeccdo, prevenir ou reduzir substancialmenteaasmisséo do parasito de caes para o
flebotomo e prevenir o desenvolvimento de doencaaseanimais. Apesar da existéncia de
duas vacinas que estdo sendo comercializadas,nueigh e Leishtec, infelizmente, até o
momento, tais vacinas ainda ndo foram suficientéenamaliadas quanto as propriedades
indicadas acima e, por isso, ainda ndo sédo recadasdpelo Ministério da Saude para o
controle da doenca em humanos.

As informacfes disponiveis na literatura sugerara g resposta imune capaz de
controlar a infeccdo pdreishmaniano cdo e no homem é uma resposta celular esgeddic
tipo Thl (PINELLIet al 1994, RIBEIRO-DE-JESUS&t al. 1998, LAGEet al.,2007), na qual
ha producéo principalmente de interferon gama @J-Nd; consequentemente, ativacdo de
macrofagos para destruicdo dos parasitos inteatkliz e producdo de metabolitos do oxido
nitrico ou oxigénio. Portanto, provavelmente, pau@ uma vacina seja capaz de induzir
resisténcia contra a infec¢do, ela deve promovex @sposta imune eficiente e do tipo Thl
contra a_eishmania

Visando identificar antigenos a serem candidatosnagponente de uma vacina contra
leishmaniose visceral canina, no presente trabadhaogsposta imune contra diferentes
antigenos recombinantes, obtidos a partir de ubvleteica de cDNA da forma amastigota de
Leishmania chagasifoi avaliada em diferentes protocolos de imuribagm camundongos
BALB/c. Para isso, os camundongos foram injetadws 4 antigenos distintos, isoladamente
ou associados a adjuvantes capazes de induzir stasprmune celular Thl (saponina,
oligodeoxinucleotideos e plasmideo codificandoriateina-12). Além disso, 0s animais
também foram sensibilizados com antigenos codifisgubr DNA plasmideal e receberam
reforco com as respecivas proteinas purificadas fifg utilizou-se antigenos com codons
otimizados para uma expressdo mais eficiente adsipas nas células dos animais, além de
moléculas sem dominios repetitivos de aminoacids®fiadas a uma proteina de membrana
associada a lisossomos, a fim de favorecer a apegs® dos peptideos para linfocitos T via
MHC-II. O conhecimento de condi¢cdes apropriadasa painducéo de resposta imune celular
Thl, através do uso de diferentes estratégiasapetmente, sera atil no planejamento de
experimentos de imunizacdo de cides com o objetveeddesenvolver uma vacina contra

leishmaniose visceral para essa espécie.
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2.0REVISAO DE LITERATURA

2.1ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV) é causada, principaitagpor protozoarios pertencentes
ao complexo donovani, o qual compreende as espkeisemania donovaniLeishmania
infantume Leishmania chagagiLAINSON et al, 1987). Embora com menor frequéncia, a
LV pode ser causada pel@zishmania amazonens{BARRAL et al, 1991) eLeishmania
tropica (ALBORZI et al, 2006).

Epidemiologicamente, a LV pode ser classificadadeis tipos que sdo denominados
antroponotico e zoonotico. A LV do tipo zoonoéticeedémica em varios paises da Bacia
Mediterranea, em paises do Oriente Médio e no B(@&ESJEUX, 2001) e o cédo é
considerado o principal reservatério no ciclo daiméslo parasito (DEANE; DEANE, 1954;
LAINSON; SHAW, 1987; MORENO-ALVARet al, 2002). Historicamente, as espécies de
Leishmaniaque causam a enfermidade nas areas geografic#gelho Mundo e do Novo
Mundo foram denominadas, respectivamente,.elshmania infantune Leishmania chagasi
(NICOLLE, 1908; CUNHA; CHAGAS, 1937). Alguns autsteno entanto, acreditam que
Leishmania infantune Leishmania chagasido geneticamente indistinguiveis uma da outra e,
por isso, as consideram como uma Unica espécie (RIBLD et al1999; MAURICIOet al,
2000; LUKESet al, 2007).

Protozoarios do géneilceishmaniapossuem um ciclo heteroxénico, necessitando de
um animal invertebrado e outro vertebrado para ¢etamem seu ciclo de vida. lleishmania
€ transmitida ao homem pela picada de fémeas deraspda familiadPsychodidaes sub-
familia Phebotominae conhecidos comumente como flebotomineos, sebhdtzomyia
longipalpisa principal espécie transmissoraldashmania chagasio Brasil (LAINSONet
al., 1977). No estado de Mato Grosso do Sul, outpgads, Lutzomyia cruzivem sendo
apontada como responsavel pela transmisséo datpdBRASIL, 2003).

O parasito pode ser adquirido pelo fleb6tomo derantrepasto sanguineo em um
hospederio vertebrado infectado, que na forma zaanda leishmaniose visceral pode ser o
cdo. No tubo digestivo do inseto, o protozoariotramsforma e passa a exibir a forma
flagelada denominada promastigota, a qual se aderslosidades das células intestinais e
passa por um processo de multiplicacdo e mudanigggiitmicas, resultando em formas

infectivas chamadas promastigotas metaciclicasTIRITBOGDAN, 2000). Quando o inseto
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vetor infectado faz um novo repasto sanguineo, gstigotas metaciclicas podem ser
depositadas na derme do hospedeiro vertebrad@agleeser o homem ou o cdo. Apds serem
fagocitados por macrofagos, essas formas se trammfio em amastigotas dentro de
fagolisosomas, onde ocorre a multiplicacdo. A paldii, os parasitos podem disseminar-se
para 6rgaos ricos em células do sistema fagoamicoonuclear, como por exemplo, baco,
figado, medula éssea e linfonodos (HANDMAN, 2001).

Acredita-se que h. chagasié mantida nas areas urbanas e periurbanas através
ciclo cdo inseto cdo (WHO EXPERT COM, 1990; MORENO al, 2002). Em areas
endémicas, a percentagem de cdes naturalmentéaoidepode ser muito elevada, podendo
atingir 80 % dos animais (BEHARRAEt al, 1996; SOLANO-GALEGOet al, 2001 e
QUINNEL et al, 2001). Em experimentos nos quais caes infectéoli@n expostos a
flebotomos, observou-se transmissédo do parasit gpamseto vetor do géneRhlebotomus
ou Lutzomyiacom grande frequéncia (KILLICK-KENDRICIet al, 1994; MOLINA et al.,
1994; GUARGA et al., 2000; TRAVI et al.,, 2001; COURTENAY et al.,, 2002;
MICHALSKY et al.,2007).

2.2 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS DA LEISHMANIO SE VISCERAL

2.2.1 No homem

Fatores genéticos do parasito devem contribuir pdigo de desfecho que a infeccao
pode ocasionar no hospedeiro. No homem, apés alagéo do parasito pelo flebétomo na
derme, parametros com idade, estado nutriciontirefa genéticos, resposta imune inata e
resposta imune adquirida podem influenciar no estabnento da forma de infeccao
assintomatica, oligossintomatica ou polissitomatieasa ultima referida como a forma
classica da LV (MURRAYet al., 2005). Enquanto que a forma assintomatica podeapass
completamente despercebida e muitos casos da faigussintomatica podem evoluir para
cura espontanea (PAMPIGLION& al, 1975, BADAROet al., 1986), a forma classica é
habitualmente fatal, caso ndo seja aplicado onrertiéo especifico.

O desenvolvimento das manifestagfes clinicas na4t¥ relacionado a incapacidade
do hospedeiro em controlar a multiplicagdo dos gits nas células do sistema fagocitico
mononuclear e pela instalacdo de um processo iattaio cronico ineficaz em varios érgaos
(ASHFORD, 2000).
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Individuos que desenvolvem a forma classica da lodem apresentar varias
manifestacfes clinicas, incluindo febre prolongaeada de peso, anemia, esplenomegalia,
hepatomegalia, linfadenomegalia e sangramento &spam (EVANS et al.,, 1985;
PEARSONet al.,2000).

Os achados laboratoriais que costumam ser encosted pacientes com a forma
classica da enfermidade sao eritropenia, leucoepiaguetopenia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia (HANDMAN, 2001; GUERINt al, 2002; WILSONet al, 2005). A
hipergamaglobulinemia provavelmente decorre deagdio policlonal de linfocitos B que
produz grandes quantidades de anticorpos (GALVAGTRO, 1984).

Casos graves que levam a obitos, frequentementmnteados em idosos e criangas
menores de 5 anos, estdo associados a uma eleasgla marasitaria nesses individuos,
emagrecimento acentuado, anemia profunda, disgihgestivos com episodios de vomitos
durante o tratamento (SEAMA&t al.,1996).

2.2.2 No céao

As manifestagbes clinicas no cédo, quando este @ahaente inoculado com o
protozodrio, podem exibir também uma das trés feroinicas da doenca: assintomética,
oligossintomética e polissintomatica (LANOTTEt al, 1979; POZIOet al, 1981;
ABRANCHESet al, 1991; MORENCet al, 1999). Fatores relacionados ao céo, como idade,
estado nutricional, fatores genéticos e imunol&iodluenciam na evolucdo da infeccéo
nesse animal (MORENO; ALVAR, 2002, QUINNEEt al, 2003). Os animais que
desenvolvem a forma polissintomatica, consideraslaoc forma classica da LV canina,
apresentam principalmente lesbes cutaneas, pemndesde linfadenomegalia, lesées oculares,
epistaxe, apatia, anemia, insuficiéncia renal, anifose e diarréia (CIARAMELLAet al.,
1997, KOUTINASEet al, 1999; FERRER, 1999). Dentre os achadosco-patoldgicos mais
freqiientemente observados estdo a eritropeniaygii@oenia, neutrofilia, hipoalbuminemia,
hipergamaglobulinemia e urem(i@ARAMELLA et al, 1997; KOUTINASet al, 1999).

No Brasil, ndo ha recomendacéo para o tratamentdvdcanina pelo fato de drogas
utilizadas, as quais sdo as mesmas indicadas parasos humanos, hdo promoverem cura
parasitolégica nos animais. Apesar de haver remidsé sintomas e reducao do parasitismo,
ha recidiva da doenca apos interrupcédo do tratam@®RENOet al. 1999; BANETH &
SHAW, 2002). Além disso, existe a possibilidadehd®er selecdo de cepas resistentes do

parasito a drogas utilizadas na terapéutica hufG@RAMICCIA et al.,1992).
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2.3 CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As medidas preconizadas pelo Ministério da Saud8rdsil para o controle da LV
sdo: identificacdo e tratamento precoce de pacefmemanos, eliminagdo de cées
naturalmente infectados, o combate ao inseto vetar desenvolvimento de atividades
educativas (BRASIL, 2003). No entanto, essas msdsd@ onerosas, laboriosas e nédo séo
realizadas de forma sistematica e por um tempgaisnfemente longo para serem eficazes no
controle da doenca.

Uma alternativa para o controle de LV do tipo zdmw) que afetaria positivamente o
homem e o céo, seria 0 uso de uma vacina contraanvha (TESH, 1995; DYE, 1996). O
desenvolvimento de uma vacina para o cao, ao m&ésna para o homem, poderia ter éxito

mais rapidamente, pois os testes de validac&orasgie aprovacdo seriam mais simples.

2.4ASPECTOS GERAIS DA IMUNIDADE CONTRA Leishmania

Mosmannet al (1986), ao avaliarem a producgéo de citocinaslaiges de células T
CD4 + (células T auxiliadoras) estimulados porgartds ou por concanavalina A (Con A),
descobriram que essas células poderiam ser ctaskf em dois tipos que denominaram Thl
e Th2. Os linfocitos do tipo Thl produzem IFNinterleucina (IL)-2, IL-3, fator estimulador
de col6nias de macrofagos e granuldcitos (GM-CS8Rtor de necrose tumoral beta (TR)F-

e sao responsaveis pela imunidade celular, pordesainflamatorias, e também, pela
producdo de anticorpos da classe 1gG2a. Por ocatim, los linfécitos do tipo Th2 produzem

IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e séo responsaveis pataunidade humoral e reacdes alérgicas
(MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Apos inoculacdo do protozoéario do compléex@shmania donovaniprovavelmente,
na dependéncia da resposta imune inata e do tipesgesta imune adquirida (CARVALHO
et al, 1992), o ser humano ou o cdo pode desenvolvatedesma forma inaparente da
infeccdo até uma enfermidade sistémica grave.

A resposta imune tipo Thl, ou a predominéancia deos das citocinas produzidas
por células T auxiliadoras Thl, é exibida por sbramanos e caes que desenvolvem a forma
assintomatica da leishmaniose visceral (PINEELIal 1994, RIBEIRO-de-JESUSt al.
1998). Se, apos a infeccdo pekishmanialinfécitos TCD4+ do tipo Thl sdo estimulados,

ocorre a producdo predominante de H;Neom consequente ativacdo do macrofago e
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destruicdo do parasito (MURRAY; NATHAN, 1999). Al&lisso, hipersensibilidade cutanea
tardia e resposta linfoproliferativa, frente arestiacdo com antigenos tleishmaniaforam
observadas enseres humanos (DE ANDRADEt al, 1982; CARVALHO et al, 1992,

D OLIVEIRA JUNIOR et al, 1997).

O controle da infeccdo depende, geralmente, daupémdde IFNy e expansao de
linfécitos TCD4+ Thl e linfocitos T CD8+ antigenspecificos (MURRAYet al, 1983).
Assim, a incapacidade dessas células proliferarproduzirem IFNy implica no aumento da
carga parasitaria. A producdo de IFNe regulada por diversos fatores na leishmaniose
visceral, dentre eles a IL-2 e IL-10 apresentam papel fundamental na estimulagdo ou
supressao dessa citocina (BACELLARal.,2000).

Ja os individuos que desenvolvem a doenca tendspneaentar uma resposta imune
do tipo Th2 ou a predominancia da atividade decwitts produzidas por células T CD4+ Th2
(CARVALHO et al, 1985; GHALIB et al, 1993; SUNDARet al, 1997). Neste tipo de
resposta, ocorre uma predominancia da producaogenddde IL-10 e IL-4 sobre o IFN-
além de uma ativacdo policlonal das células B, e lgwya a uma hipergamaglobulinemia
(KHARAZMI et al, 1999). A presenca de anticorpos esta relaciomadia parasitemia
(MILES et al.,2005).

O perfil de resposta imune em cées doentes oueets a infeccdo pdreishmania
ainda ndo é muito claro, uma vez que poucos eshalbiteratura avaliaram sistematicamente
esses animais. Entretanto, os dados publicadosresnggue a resposta protetora esta
relacionada a presenca de resposta linfoprolifexrag hipersensibilidade celular tardia a
antigenos déeishmaniafalta de sinais clinicos, baixos niveis de antiosrpntiLeishmania
e baixa carga parasitaria. Estudos tém demonstvadesenvolvimento de resposta imune
celular em cées infectados e assintomaticos, a&kp@ ativiacdo de células Thl, com
producao de IFNs IL-2 e TNFo (PINELLI et al.,1994; RHALEMet al, 1999). Por outro
lado, cdes com doenca ativa apresentaram uma isupressao da resposta imune celular
contra o parasito, além de amplo espectro de sagaelevada carga parasitaria em diversos
tecidos e orgaos (RE al.,2006).

2.5A LEISHMANIOSE EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS
A resposta imune contra protozoarios pertencermeamplexo.eishmania donovani

tem sido estudada em seres humanos e cédes. Eyeti@vido as limitacdes éticas e

complexidade para se realizar experimentos no horaeno cado varios pesquisadores
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procuraram identificar um modelo animal apropriagofim de compreender melhor a
interacdo entre sistema imune do hospedeiro vadebe o parasito. Nesse contexto, o
camundongo parece ser o animal mais estudado pabdeacédo de informacbes sobre as
interacbes mencionadas e da imunopatogénese da LV.

Estudos genéticos sobre mecanismos de defesa elogoturante o curso da infecgéo
contribuiram para a identificacdo de linhagens alaundongos que podem ser classificadas
como susceptiveis (BALB/c e C57BL/6) ou resistenieBA, C3H/HeJ) a infeccdo por
protozoario do complexb. donovani{KAYE et al, 2004).

Em uma fase inicial da infec¢do, a multiplicacdoap#aria no interior de células
fagociticas pode ser, em parte, controlada geme¢iote contando com a participacdo de um
gene ScllAl, antigo Nramps1) envolvido no controle da infecpacasitaria (VIDALet al.,
1995). Esse gene codifica uma proteina transpadade ions, expressa ha membrana de
fagolisossoma de macréfagos infectados, a qualverié” e Mrf* de compartimentos intra-
fagossomais, restringindo assim a multiplicacapa@sito dentro nesse ambiente (HUYNH,;
ANDREWS, 2008). Embora as linhagens de camundongzeptiveis ndo cheguem a
apresentar uma forma grave da doenca, tal como guuiteer em casos humanos ou caninos,
0 estudo da resposta imune nesse modelo animal podgibuir na elucidagdo da
participagcdo de fatores e mecanismos imunolégicos participam e influenciam os
desfechos clinicos consequentes a infecgéo.

No camundongo, a resposta imune inata pode terriamge papel no controle da
infeccdo por parasitos do compleixodonovanj (KAYE et al., 2004). Participam desse tipo
de resposta células como neutrdfilos, célutagural killer (NK), macrofagos, células
dendriticas (NATHANet al, 1983). A atividade leishmanicida é depende geadade dos
macrofagos em produzir radicais de oxigénio e génio tOxicos em resposta ao IFN-
produzido principalmente por células NK e, maisiéapor células TCD4+ Thl, (BARRAL-
NETTOet al., 1998; GRADONI, 2001).

Linhagens de camundongos susceptiveis a infeccgerimental comL. chagasi
desenvolvem parasitismo no figado e no baco deddalifierente. Durante a infecgd&ormas
amastigotas do parasito se multiplicam rapidameatégado nas quatro primeiras semanas,
quando entdo caem substancialmente na oitava sefBatratanto, a multiplicacdo dessas
formas no bago ocorre mais tardiamente e se mapt@Emum longo periodo de tempo
(WILSON et al., 1996, 2005; NIETO, 2011).

Estudos realizados em células isoladas em granslopnesentes no figado de

camundongos, no estagio inicial da infec¢do lpochagasi ttm demonstrado um defeito
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local na producéo de IFiNdevido a fatores soltveis liberados no sobrenaddatcultura de
esplendcitos. No entanto, existe uma ampla prodwgdFNy antigeno especifico por
esplendcitos dos mesmos animais (WILSENI., 1996). Fatores imunossupressores, como,
por exemplo, TGH, tém sido associados a essa inibicdo, uma vezaquslizacado de
anticorpos neutralizantes para TGFevertem a inibicdo da producéo de If+RA/ILSON et

al., 1998). No baco, a persisténcia do parasitisstéd associada a desagregacao de arquitetura
e a falta de formacéo de granulomas, provavelmentesequientes a producédo exagerada de
TNF, além da sintese de IL-10 e T@messe 6rgado (WILSOMNt al, 1998; KAYEet al,
2004).

Além disso, alguns estudos tém demonstrado umeciagdo entre producdo de
anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a e o padrapesposta imune encontrada em
camundongos. A producdo de anticorpos da subclg&#a esta associada a uma resposta
Thl, enquanto que a de IgGl a uma resposta Th2 (BIARHAN et al, 1997;
SJOLANDEREet al, 1998; GHOSHet al, 2002).

2.6 ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA INDUCAO DE RESPOSTA IMUNE
CELULAR Thl

A resposta imune induzida por protocolos de imwgé&napode variar na dependéncia
do local e via de administracdo do antigeno e tldesimunolégico do individuo. Muitos
antigenos sdo pouco imunogénicos e requerem camtiracdo de adjuvantes para
induzirem uma resposta imune optima. Além disssas@bordagens no desenvolvimento de
vacinas vém sendo estudadas como, por exemplalizag#o de proteinas recombinantes,
peptideos sintéticos e candidatos a vacinas de @QEELERC, 2003).

Adjuvantes imunolégicos foram primeiramente dessrigor Ramon, em 1924, como
substancias utilizadas em combinacdo com um amtigspecifico para produzir maior
imunidade do que o antigeno sozinho (revisto poN 8tal., 2009). Essas substancias sao
utilizadas em formulagdes vacinais com a funcapatencializar a resposta as imunizacoes,
reduzir a quantidade de antigeno utilizada e direxi o tipo de resposta imune a ser
desenvolvida, além de sustenta-la por um periodéengo maior. Dentre os adjuvantes
capazes de induzir resposta imune Thl utilizados associagcdo com antigenos de

Leishmaniadestacam-se a saponina, oligodeoxinucleotideosle IL
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2.6.1 Uso de saponina

Saponinaséao glicosideos naturais de esteroides ou tritegpencontrados em muitas
plantas que exibem diferentes atividades biologicemacoldgicas. Pelo fato de possuirem
a propriedade de ativar o sistema imunoldgico dmifesos, com capacidade de estimular
tanto resposta imune Thl quanto a inducdo de eeéllilacitotoxicas contra antigenos
exdgenos, grande interesse tem sido despertadaca de uso dessa substancia como
adjuvante vacinal (SUMt al, 2009).

Em 1974, Dalsgaard obteve uma mistura enriqguea@dsagonina, oriunda do extrato
da casca dQuillaja saponariaMolina, conhecida como Quil A, e observou que esisaura
era capaz de estimular uma resposta imune humaotaluéar em ensaios vacinais contra
doencas virais (revisto por SUt al.,2009). Alguns anos depois, fracdes contidas naQuil
foram purificadas e caracterizadas quanto a atiéigaljuvante e toxicidade. Nesse trabalho,
as quatro fracbes obtidas, QS-7, QS-17, QS-18 €XSnduziram elevados niveis de
anticorpos antigeno especificos da classe IgGnas®ino as subclasses 1gG1, IgG2a e IgG2b
quando co-administradas com albumina sérica bdB&#). Aléem disso, as fracbes QS-17,
QS-18 e QS-21 induziram niveis mais elevados dedgémn relagdo a 1gG1 e, dessas trés
fracOes, apenas a QS-21 mostrou apresentar ef@xtices minimos ou ausentes (KENSL
al. 1991).

Santos e colaboradores (2002) avaliaram o efeittoadinacdo de uma proteinalde
donovani(Fucose Manose Ligante, FML) com trés fracoes @ersaa, dentre eles a Quil A
ou QS21, em um protocolo de imunizagdo contrarnesshose visceral murina. Os resultados
desse experimento mostraram que a fragdo QS2liadsar FML induziu uma producéo
mais intensa de IFN-e anticorpos antigeno especificos IgG2a e prowsrke essa resposta
levou a uma reducéo de carga parasitaria no figad@9,2%. Além disso, a utilizacdo dessa
fracdo também n&o causou efeitos toxicos, ndo sebservado dor local, feridas, perda de

pélos ou letalidade nos animais.

2.6.2 Uso de CpG-ODN

Na década de 90, o DNA bacteriano foi reconhectdoccuma molécula com efeitos
estimulatérios em uma variedade de células donssstenune (KRIEGet al. 1995). Essa
propriedade foi atribuida a presenca de oligodemt@otideos, os quais correspondem a

sequéncias de dinucleotideos (citosina, C e guamids) ndo metiladas, denominadas de
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CpG-ODN. Por outro lado, além do DNA de eucarigbossuirem apenas um quarto de
sequéncias ricas em C e G quando comparado com Débferiano, essa molécula é
seletivamente metilada na citosina dos dinucloddepG (LIPFORDet al.,1998). Assim, o
descobrimento de que o sistema imune de vertebradoshece essas diferencas estruturais
presentes no DNA bacteriano tém despertado ingenges muitos pesquisadores sobre a
possibilidade em utilizar CpG-ODN como adjuvantesvacinas.

Sequéncias de CpG-ODN induzem a proliferacdo dealastIB e producédo de
imunoglobulina G, secrecao de citocinas por moonécihumento da atividade citotdxica de
célulasnatural killer (NK) e liberacdo de IFN-(KRIEG et al.,2000). Essas moléculas tém
sido testatas como adjuvantes em formulacdes caagdicd vacinas, induzindo uma resposta
imune Thl a proteinas co-administradas, enquangoagimunizacao convencional apenas
com proteinas tipicamente resulta em uma resposiad do tipo Th2. A resposta contra
CpG-ODN parece ser mediada pela ligagéo deste eoeptores de reconhecimento padréo,
nesse caso TLR9, presentes em células de mamé&eroshecidos comll like receptors
(HEMMI et al.,2000).

Alguns trabalhos na literatura tém utilizado difgées sequéncias de CpG-ODN co-
administradas com antigenos visando a inducao @eresposta imune celular Th1l.

Camundongos BALB/c que receberam antigeno solle/el thajorassociado a CpG-
ODN e, posteriormente, desafiados com promastigogtaciclicas do parasito, mostraram
uma reducdo significante no tamanho da lesdo queachparados com camundongos que
receberam apenas o antigeno soltuvel (WALK&Ral, 1999). Nesse trabalho, os autores
demonstraram que os efeitos imunoestimulatérioszidds pelo CpG-ODN, especificamente
a sequéncia denominada de ODN 1826, foram atravésedanismos dependentes de IL-12 e
IFN-y.

Tewary e colaboradores (2004), também utilizandoNOIB26, administraram em
camundongos BALB/c uma proteina recombinanteLdishmania donovanirecombinant
open reading frame F’ (rORFF) isoladamente ou esn@acdo com essa sequéncia de CpG-
ODN e infectados 2 semanas apds com promastigetdssidhmania donovanipor via
intravenosa. A combinacdo rORFF/ODN 1826 induziauwasposta imune celular especifica
Thl, com aumento de proliferacdo celular, IL-1ZFB+, além de reducdo parcial de carga
parasitaria no baco e figado.
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2.6.3 Uso de interleucina-12

A IL-12 é uma proteina heterodimérica, com mobdelaelativa correspondente a 70-
75 kDa (p70), composta pelas subunidades p35 efs8as subunidades sédo codificadas por
dois genes, distintos entre si, e localizados esmossomos diferentes. O heterodimero p70
estimula a producdo de IFNpor células “natural killer” (NK), promove difereiacdo de
linfécitos T CD4+ em células Thl produtoras de HsNalém de aumentar a atividade
citolitica de células NK ativadas e de linfocito€D8+ (KOBAYASHI et al, 1989). A IL-12
€ produzida, principalmente, por células apresengadde antigeno (macrofagos, células
dendriticas e linfocitos B) e por neutrdfilos (TRINIERI, 2003).

A identificacdo de IL-12 como elemento chave ngetwolvimento de resposta imune
celular do tipo Thl levou ao uso desta citocina @@gente imunomodulador da resposta
imune e como adjuvante em formulagbes candidatascma (HEINZEL et al, 1993;
AFONSOet al,1994; YAMAKAMI et al.,2001; SALDARRIAGAEet al, 2006; TEWARY,
et al, 2006).

A resposta imune gerada em camundongos BALB/ctamges com extrato de
antigenos sollveis de majore a IL-12 na forma de proteina foi caracterizagla producéo
de IFNy e auséncia de sintese de IL-4 em células do lnfomrenante. Os niveis de IFN-
encontrados nas culturas de células desses arfionams até maiores do que os observados
em animais pertencentes a linhagem C3H/HeN, resesét.. major, injetados com extrato de
antigenos soluveis deeishmania Por outro lado, os grupos de camundongos BALB/c
controles negativos, que receberam apenas IL-12samente extrato de antigenos,
produziram pequenas quantidades das citocinas (IENE-4) e uma resposta do tipo Th2,
respectivamente (AFONSE& al.,1994).

Yamakamiet al. (2001) induziram uma resposta imune protetora amuadongos
BALB/c contra leishmaniose ao administrarem, unraag®& antes da inoculagcao dos animais
com 0s parasitos vivos, extrato de antigenos sislidelL. major e 10 pug de plasmideo
codificando IL-12 murina. Os animais injetados cemxtrato de antigenos combinados com
plasmideo contendo inserto de IL-12 desenvolvenara resposta tipo Thl, demonstrada pela
producédo de IFN-e producao predominante de IgG2a quando compacastiosanimais que
receberam plasmideo vazio e extrato de antigenapenas plasmideo codificando IL-12.

Em outro estudo, Tewary e colaboradores (2006)reés®en que a administracdo de
um antigeno recombinante dedonovanirORFF) e um plasmideo codificando IL-12 murina

promoveu uma resposta imune protetora contra leislose visceral experimental mais
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intensa que a obtida com a imunizacdo usando-seeragentORFF. Essa resposta foi
caracterizada por um aumento da resposta linfderativa, além da producédo de IRN-
anticorpos da subclasse IgG2a e baixos niveis ¢& [Como a administracdo de apenas
rORFF resultou em uma resposta mista Th1/Th2,aessio de rORFF a VR-IL-12 resultou
em um desvio na diregdo de uma resposta imunpaldil

Nosso grupo demonstrou que células mononuclearsardgie periférico (CMSP) de
caes naturalmente infectados céunchagasiaumentam a expressdao de RNAm de {FN-
quando cultivadas na presenca de IL-12 canina reicamte de cadeia Unica, mesmo na
auséncia de estimulo antigénico adicional (DOS SBNE&t al, 2004). Além disso, Strauss-
Ayali et al (2005), observaram que a estimulacdo de CMSPads, maturalmente ou
experimentalmente infectados pbeishmania infantumcom IL-12 canina recombinante
restaurou ou promoveu aumento da resposta praiferaspecifica e da producéo de IfN-
Da mesma forma, Saldarriaga e colaboradores (2f€f&pnstraram que a administracao de
um plasmideo codificando IL-12 em cées induziu mento da expressédo de IFNem

CMSP no plasma.

2.6.4 Estratégia de sensibilizacdo com DNA e refargcom a proteina —prime-
boost

Em 1990, Wolff e colaboradores demonstraram peimgra vez que a injecao
intramuscular, em camundongos, de plasmideos caddb genes de interesse poderia
resultar na expressaa vivo da proteina codificada. Posteriormente, em outtades a
injecdo de um plasmideo codificante de uma proteire conferiu imunidade protetora
contra o desafio viral em um ensaio pré-clinicardieienza (ULMERet al.,1993). A partir
dai, devido a facilidade em se obter constru¢céesnubeais codificando antigenos de
patogenos, antigenos tumorais ou moléculas modalsdda resposta imune, houve um
grande interesse por parte da comunidade ciengfitgproduzir rapidamente tais produtos
visando utilizacao tanto em vacinas profilaticasmoem imunoterapia (LIt al.,2006).

Estudos tém demonstrado que a resposta imuneidadapos a administracao de
DNA plasmideal € preferencialmente celular, coniilp€nl, apresentando producéo de IFN-
vy € aumento na producédo de anticorpos IgG2a (RAZL.,1996).

Uma estratégia que vem sendo utilizada visando ai@ama intensidade da resposta
imune induzida por candidados a vacinas de DNAadnainistracdo de plasmideos contendo

insertos de interesse para sensibilizacdo dos anena reforco com a respectiva proteina
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purificada (TEWARY et al., 2005; RAFATI et al., 2006; FERREIRAet al., 2008;
MAZUNDER et al.,2011).

Tewary e colaboradores (2005) avaliaram a capdeidde uma proteina de.
donovani(open-reading frame, ORFF) em induzir protecaoreomtfeccao pelo parasito em
camundongos. Nesse estudo, camundongos receberaas dioses de rORFF
(proteina/proteina) ou duas doses de um plasmimbiicando a proteina (DNA/DNA), ou
ainda, uma dose do mesmo plasmideo anterior segiedom reforco com a proteina
(DNA/proteina). Os resultados observados mostraqaena sensibilizacdo dos animais com
DNA e reforco com a proteina induziu uma respostanie celular Thl mais intensa, com
producao significantemente maior de IL-12, IfFfNaumento de proliferacdo celular e dos
niveis de anticorpos lgG2a e dimunuicdo da cargasparia no baco e figado dos animais
mais efetivamente do que nos outros dois grupasdjora/proteina e DNA/DNA).

Em outro estudo, a eficacia de dois protocolos rdanizagdo em camundongos
utilizando uma cisteina proteaseldechagasi(Ldccys 1) foi avaliadaOs animais receberam
trés doses de rLdccys 1 associadBrapionibacterium acnesu Bacille Calmette Guerin
(BCG) como adjuvantes, ou ainda, trés doses delasmpdeo contendo inserto de Ldccys 1 e
CpG-ODN 1826 e reforgco com a proteina associadp@@DN 1826. Os resultados desse
trabalho mostraram que ambos 0s protocolos induzimena resposta imune celular Thl
protetora contra infecgdo cdm chagasicom producgéo de IFN-e 6xido nitrico. No entanto,

a utilizacdo de DNA/proteina foi mais eficaz natpgdo dos animais contra a infeccédo do que
0 uso de apenas proteina. Observou-se a redugérgie parasitaria no baco dos animais de
100 ou 1000 vezes quando os animais foram imunizadm a proteina ou DNA/proteina,
respectivamente, em relagéo ao grupo controle (EHRR et al.,2008).

Mazunder e colaboradores (2011) avaliaram a pa@gmdicacia e durabilidade de
protocolos de imunizacéo utilizando a proteina mdmoante gp63, também comparando a
utilizagdo de DNA/DNA, DNA/proteina ou proteina/fgima, em camundongos BALBI/c.
Nesse trabalho, os autores observaram que a semasi®d dos animais com palsmideo
codificando o antigeno e reforco com a proteinamdxnante (DNA/proteina) associada a
CpG-ODN induziu uma resposta imune celular e humimtgnsa capaz de controlar a
infeccdo poiL. donovani com maior produgéo de IL-12, IFNe proporgao 1gG2a/lgGl do
que nos dois outros sistemas (DNA/DNA e proteimaégina).

Os dados mencionados anteriormente sugerem queo odeisadjuvantes, como

saponina, CpG-ODN e IL-12, assim como o sistemaeasibilizacdo com DNA e reforco
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com proteina podem promover a geracao de respuost@eicelular Thl e, portanto, serem

utilizados em estratégias para o desenvolvimentoxt®vacina contra leishmaniose visceral.



32

3.0HIPOTESE

Antigenos recombinantes da forma amastigotheishmania chagasreconhecidos
por anticorpos de cdes com resposta imune humocalutar especifica, sdo Uteis para o

desenvolvimento de vacina contra leishmaniose rascanina.

4.0 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Testar protocolos de imunizacdo em camundongoandds definir condicdes para
inducdo de resposta imune do tipo Thl contra amdgaecombinantes deeishmania
chagasj a fim de contribuir para o desenvolvimento de wmaaina contra leishmaniose

visceral canina.

4.2 ESPECIFICOS

- Produzir os antigenos recombinantesLéeshmania chagasiL4A-NH6, rLci2B-
NHG6, rLci2-NT-5R-CT-NH6, rLci2-NT-CT-NH6;

- Produzir plasmideos contendo inserto de IL-12imayrci2B, Lci2-NT-5R-CT ou
Lci2-NT-CT;

- Avaliar a resposta imune de camundongos BALBjetawlos com os antigenos
recombinantes rLci4A-NH6 e rLci2B-NH6 em combinacdom adjuvantes (saponina,
plasmideo codificando IL-12 murina ou sequénciaslig®deoxinucleotideos-ODN);

- Avaliar a capacidade de camundongos BALB/c imaghis com rLci2B-NH6,
usando-se um protocolo de sensibilizacdo com DN#eferco com proteina associada a
saponina, de resistir a infec¢cdo experimentalpeahagasi

- Avaliar a resposta imune de camundongos BALB/onizados pela sensibilizagéo
com plasmideos contendo as quimeras LAMP/Lci2-NTE&Rou LAMP/Lci2-NT-CT e
reforco com as proteinas recombinantes rLci2-NTESIRNH6 ou rLci2-NT-CT-NH6
associadas a saponina.
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5.0 MATERIAL E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES

O antigeno recombinante rLci2B-NH6 possui 0 segmeatn 293 aminoacidos (AA)
da extremidade carboxila (CT) de uma cinesina wadlb pelo gene.inJ14 V3.1180
(BURNS, et al, 1993; GERALDet al, 2007) e é caracterizado por possuir, a partir da
extremidade amina (NT), 31 AA codificados pelo pledeopRSET-Bincluindo uma cauda
de seis histidinas (NH6), seguidos de um segmenmto &5 motivos repetitivos de 39 AA
(5R) e um segmento nao repetitivo de 76 AA (Figlhg. Em relacdo a rLci4A-NH6, esse
antigeno possui o segmento com 173 AA da CT daulpgliitina codificado pelo gene
LinJ36_V3.3690(OLIVEIRA et al, 2011, submetido a publicacdo) e € caracterizado por
posuir, a partir da extremidade amina (NT), 35 Addificados pelo plasmidepRSET-A
incluindo uma cauda NH6, seguidos ~2,3 segmenfuetiteos de 76 aminoacidos (Figura
1D).

Adicionalmente, para avaliar a influéncia de dowsmniepetitivos sobre a qualidade da
resposta imune, foi concebida uma construcéo de RNEIR-NT-CT) codificando a sequéncia
nao repetitiva de 701 AA da NT codificada pelo ge@ecinesina (BURNSt al, 1993;
GERALD et al, 2007) e sequéncia nao repetitiva de 76 AA da deTrLci2B-NH6
(LinJ14 _V3.1180GERALD et al, 2007), apropriada para produzir a proteina réioamte
rLci2-NT-CT-NH6, usando-se plasmidp®RSET(Figura 1B). Além disso, outra construcao
de DNA foi concebidal(ci2-NT-5R-CY, adequada para produzir uma proteina recombinante
contendo 5R entre os dominios das NT e CT, denaaimbci2-NT-CT-NH6, usando-se
plasmide@RSET(Figura 1C).
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FIGURA 1. Desenho esquematico dos antigenos recombinanteslagshmania chagasi
(6-His corresponde a uma regidao contendo 6 molgaddaaminoacido histidina na regiao
amino-terminal, aa refere-se ao nimero de aminogdgid
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5.2 SINTESE QUIMICA DE Lci2-NT-5R-CT

Para a geracao das construcdes plasmig&sET-Lci2-NT-CTpRSET-Lci2-NT-5R-
CT, p43.2-Lci2-NT-CTp43.2-Lci2-NT-5R-CT, p43.2-LAMP-Lci2-NT-G#3.2-LAMP-Lci2-
NT-5R-CT,inicialmente, o0 DNA codificandd.ci2-NT-5R-CTfoi sintetizado quimicamente
por uma empresa biotecnoldgica (Geneart GmBH, Rbgeg, Alemanha) e clonado em
plasmideq@MK, dando origem a constru¢gMK-Lci2-NT-5R-CT

Visando a producéo eficiente das proteinas recantes em células de camundongos
e cdes, antes da sintese quimica do ONAR-NT-5R-CT foi realizada a otimizacdo de
codons usando-se o programa de computador LetAlofimizacdo resulta na remocéo de
sitios cripticos desplicing e motivos desestabilizadores do RNA mensageiromAdisso,
sitios especificos para enzimas de restricao fantnmduzidos na construcadwi2-NT-5R-CT
(Figura 2) com o proposito facilitar a subclonagiaregides de interesse atraves de cortes na
molécula por digestdo enzimatica, como por exemploptencdo da construcdo s&m
Lci2-NT-CT. O desenho déci2-NT-5R-CTe o processo de otimizacdo de coédons foram
realizados por Dr. Rafael Dhalia, Laboratério deoltigia e Terapia Experimental do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM). A partiratfstecucao plasmide@MK-Lci2-NT-
5R-CT, foram feitas subclonagens para os plasmideo pRSED43.2 com ou sem LAMP
(gene que codifica uma proteina associada a memltanisossomos). As subclonagens
foram realizadas por Dra Fabiola Holetz, Laboratédie Microbiologia, CPgAM. O
plasmideo p43.2 contendo ou ndo LAMP foi cedido por Ernesto Torres de Azevedo
Marques Junior, Laboratdério de Virologia e Terdpigerimental do CPgAM. Em protocolos
de imunizagdo em camundongos, proteinas recombmafisionadas a LAMP sao
direcionadas para o compartimento de montagem deécolas do MHC classe Il e,
provavelmente por isso, induzem intensa resposiaenselular, principalmente, mediada por
linfécitos T CD4+ (MARQUES:t al.,2003; ARRUDAet al, 2004, 2006).
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FIGURA 2. Desenho esquematico da construcdo de DNAI2-NT-5R-CT enviada para
sintese quimica, contendo sitios especificos paraienas de restricAo(NT- segmento ndo
repetitivo amino-terminal com 701 aminoacidos; Rietivo repetitivo de 39 aminoacidos de
rLci2B-NH6; CT — segmento n&o repetitivo carboxmieal de rLci2B-NH6 com 76
aminoacidos.

5.3 PLASMIDEOS UTILIZADOS NOS PROTOCOLOS DE IMUNIZA CAO

E. coli da linhagem TOP10 (Invitrogen) transformada c@BK-CMV-Lci2B
pcDNA3.1-scmu-IL-1Zque codifica IL-12 murina como uma proteina dsafu de cadeia
Unica, construcdo doada pela Dra. Emanuela Handrgfima and Walter Institute,
Melbourne, Australia)p43.2-Lci2-NT-CT p43.2-Lci2-NT-5R-CT, p43.2-LAMP-Lci2-NT-CT
e p43.2-LAMP-Lci2-NT-5R-Cdo banco de bactéria do nosso Laboratério, maatidt0°C,
foram usadas para a producao das respectivas wgiesrplasmideais.

A purificacdo dos plasmideos foi realizada pelargdodo de lise alcalina seguido de
cromatografia de troca idnica usando-se um conjdateeagentes da QiagdPldsmid Mega
Kit ou Endofree Mega KitQiagen Inc., Valencia, CA, EUA), conforme recoul&gbes do
fabricante. Resumidamente, uma colonia de TOPl@sfoemada com cada uma das
construcdes ou plasmideo sem inserto (controletivefaobtida de uma placa de petri com
meio de cultura Luria Bertrani (LB) agar e antimotapropriado para cada construgéo, foi
usada para inocular 5 mL caldo de cultura LB cotibanico em tubos de vidro. Os tubos
foram incubados por 8 horas, 8G7sob agitacdo constante de 250 rpm,. Em segBiiod,
de cada suspensao bacteriana resultante foramsupad® inocular um volume de 1,5 L de
meio LB com antibiético (diluicho 1:500) em frasc&rlenmeyer. Os frascos foram
incubados por 16 horas, a°87e 250 rpm. Apds centrifugagdo, cada sedimenttebaico
contendo DNA plasmideal foi armazenado a -20 °@ at®mento do uso.

Cada sedimento bacteriano foi ressuspenso com tacgéposto por Tris-Cl a 50
mM, pH 8.0, EDTA a 10 mM e RNase A a 100 pg/mL brsetido a lise pela adigdo do
tampédo contendo NaOH a 200 mM e SDS a 1% (m/v). deguida, a suspenséo foi
neutralizada pelo acréscimo do tampé&o com acetpotassio (CECOOK a 1M, pH 5.0) e
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centrifugada a 20.000 x g, por 30 minutos,”&4 para obtencédo do sobrenadante contendo
DNA plasmideal. Esse sobrenadante foi filtrado kcago a uma coluna cromatogréfica de
troca ibnica previamente equilibrada com tampaderwo NaCl a 750 mM, 3-(N-morfolino)
acido propano sulfénico (MOPS) 50 mM, pH 7,0; isgamnol a 15% (v/v) e Triton X-100 a
0.15% (v/v). As colunas foram lavadas com tampadeswlo NaCl a 1 M, MOPS a 50 mM,
pH 7,0 e isopropanol a 15% (v/v) e, depois, eluas tampdo MOPS a 50 mM, pH 7.0 e
15% isopropanol (v/v). DNA de cada construcdo pldeal foi precipitado com isopropanol

e lavado com etanol. Tubos contendo DNA plasmideedm deixados abertos para a
evaporacao de vestigios de etanol. Em seguida, pligmideal foi ressuspenso em salina
(NaCl a 0,9 %, m/v) estéril, livre de endotoxinagrmazenados a —20 °C, até o momento do
uso. Aliquotas de cada preparacdo plasmideal form@adas para determinacdo da
concentracdo de DNA e grau de pureza. Para issmediizada leitura da densidade 6ptica a
260 e 280 nm (Nanodrop, ND-1000, Thermo ScientEJA), analise em gel de agarose a
1% com brometo de etidio (SAMBROO# al., 2001) e determinagdo da concentragcdo de
endotoxinas, usando-se o conjunto Limulus Amebotysate (LAL) QCL-1008 (Lonza,

Walkersville, EUA) seguindo-se recomendacdes dodabte.

5.4 PRODUCAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINAN TES

A producao das proteinas recombinantes rLci2B-NHG2-NT-CT-NH6 rLci2-NT-
5R-CT-NH6 e rLci4A-NH6 foi realizada a partir dolituo de E. coli BL21(DE3)pLysS
transformada compRSETcom as respectivas construgcoes de DNA, seguin@s-gestrucdes
do fabricante (Invitrogen Corporation). Resumidategruma colonia BL21(DE3)pLysS
transformada, separadaemente, com cada constrlagnigeal foi utilizada para preparo de
um pré-inodculo em 30 a 50 mL de meio de culturédfcauria-Bertani (LB): bacto-triptona a
1 % (m/v, HiMedia, Mumbai, india), extrato de leveal a 0,5 % (m/v, Isofar, Duque de
Caxias — RJ), cloreto de sodio a 1 % (m/v, Isofak),7.0, suplementado com 50 pg/mL de
ampicilina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e 35/mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich],
por 16 horas sob agitacdo constante e a 37° Crtk gasses pré-indculos, diluicdes foram
feitas em um volume maior de meio LB (10 a 15 $ifrde forma que o cultivo fosse iniciado
com um valor de densidade Gptica, a 600 nm de domepto de onda (D.O. 600 nm), de 0,1.
Cada suspensao bacteriana gerada foi incubadaG 8B agitacdo de 250 rpm até atingir
uma D.O. 600 nm de 0,4 - 0,6. Em seguida, paracémuda producdo da proteina
recombinante, Isopropfl-D-thiogalactosideo (IPTG, Invitrogen, Carlsbad)ifGemia, EUA
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ou Sigma-Aldrich) foi adicionado ao cultivo paraaicar uma concentracéo final de 0,1 mM
(para rLci2B-NH6 e rLci4A-NH6) e 0,2 mM (para rLeNT-5R-CT-NH6 e rLci2-NT-CT-
NH6). Ap6s 3 horas a inducdo com IPTG, cada su§pebscteriana foi centrifugada a
6.000 x g, 4 °C, por 15 minutos. Os sedimentosebactos foram armazenados a -20 °C até o
momento do uso. Amostras foram coletadas em difeseztapas de cultivo para avaliagdo em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sG8DS-PAGE, LAEMMLI, 1970).

Para a purificacdo das proteinas recombinantes, Tapfde sedimento bacteriano foi
ressuspenso com 3 mL de tampéao de lise (20 mM NdHB@ mM NaCl e 10-20 mM
Imidazol, pH 7.5-8.0), com auxilio de um agitaddrtex. Em seguida, lisozima (Sigma-
Aldrich) foi adicionada para atingir uma concendi@d¢inal de 1 mg para cada mililitro de
tampédo de lise. Cada suspensdo foi incubada a tetage ambiente por 30 minutos.
Posteriormente, para cada 3 mL, foram acrescentddosy de desoxicolato de sdédio
(SIGMA-ALDRICH, Miossouri, USA) e cada suspensabificubada a temperatura ambiente
por mais 30 minutos. Com o objetivo de fragmentaddDMA gendmico da bactéria, cada
suspensao foi submetida a sonicacdo, com aplicde&s®eis pulsos de 200 Watts, com 20
segundos de duracédo de cada por pulso e com ilnema 1 minuto entre cada dois pulsos
consecutivos, sob o gelo. Para a obtencdo protdm&®cao soluvel ou dos corpusculos de
inclusdo, cada suspenséao foi centrifugada a 1& @)@ 4°, por 15 minutos.

A purificacdo das proteinas recombinantes foi zeadik por fracionamento
cromatografico, usando-se sefarose (Sepharoset@befast Flow; Amersham Biosciences,
Uppsalla, Suécia) imobilizada com niquel, seguis€oas recomendacdes do fabricante.
Resumidamente, um volume adequado da resina (3l $oi colocado em tubos de 50 mL
(Corning) e, apGs lavagem com agua destilada, Ni®ERCK, Frankfurt, Alemanha) a 0,1
M foi adicionado ao tubo, permanecendo sob agita@dtemperatura ambiente, por 15
minutos. Uma nova lavagem com agua destilada &bizeela e, entdo, a resina carregada com
niquel foi equilibrada com tampéao de lise com (pa@4A-NHG6, rLci2-NT-5R-CT-NH6 e
rLci2-NT-CT-NH6) ou sem uréia (para rLci2B-NH6).rBgurificacdo de rLci2B-NH6 ou de
rLci4A-NH6, rLci2-NT-5R-CT-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6, gbrenadante sem uréia ou cada
sedimento ressuspenso com tampao de lise com 8 Wéde obtidos apoés lise bacteriana e
centrifugacéo foi misturado com a resina e inculjaad30 minutos, sob agitagcédo constante, a
temperatura ambiente. O procedimento de lavageragilaa para remocao das proteinas que
nao se ligaram ao niquel consistiu na utilizacadale tampdes, sendo o tampéo de lavagem |
composto por 20 mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 31,25 mmMdéazol, 0,1% triton X-114

(v/v), pH 7.5 a 8.0 e o tamp&o de lavagem Il cortippslos mesmos reagentes, porém sem o



39

triton X-114 (REICHELTet al., 2006). Cada aliquota de resina foi consecutivamiaviada
com um volume 50 vezes do tampédo | e 20 vezes dwpdma |l, para remover
lipopolissacarideos e Triton X-114, respectivamed® proteinas ligadas a resina foram
eluidas pela adicdo do tampéao contendo 20 mM NaHB@mM NaCl e 500 mM Imidazol,
contendo ou ndo 8 M de uréia, pH 7.5 a 8.0. Ostaduabtidos, contendo as proteinas
purificadas, foram submetidos a didlise contra &nfpsfato tamponado com salina (PBS,
NaCl a 137 mM, KCl a 2,68 mM, Na2HPO4 a 9,58 mMaKRPO4 a 1,47 mM, pH 7.2),
4°C. O grau de pureza das proteinas foi determieadael de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio e coloracdo com azul de comagsieoncentracdo de cada proteina
purificada foi determinada pelo método de Lowry YMRY, 1951) modificado. Tal
modificacdo consistiu em solubilizar as amostraprdéeina utilizando hidroxido de sodio a 2
N e aquecer a 100° C, por 10 minutos, conforme daoéttescrito por Waterborg, 2002. A
avaliagdo da presenca de endotoxinas nas amogtoéSicas purificadas foi realizada
utilizando o kit Limulus Amebocyte LysateQCL-1000 (Lonza), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante.

Para uso em imunizacdo e em ensaio envolvendo/@uglular, as suspensdes de
rLci2B-NH6 e rLci4A-NH6 purificadas foram estrilidas por irradiacdo gama (60.000 rads
sob o gelo, usando-se irradiador IBL 437C, CIS IBternational) e as suspensodes de rLci2-
NT-5R-CT-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6 purificadas foram teslizadas por irradiacao

ultravioleta por um periodo de 30 minutos sob getoe,uma cabine de fluxo laminar.

5.5AVALIACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR SDS-PAGE E/OU
Western Blot

Para andlise das amostras de proteina recombinamnatguzidas emE. coli
BL21(DE3)pLysS e/ou purificadas por cromatogrataafinidade por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS3A eWestern bloforam o sistema de
gradiente descontinuo com gel de separacdo a 1@ &e, conforme método previamente
descrito (LAEMMLI, 1970). Foram aplicadas e analssem gel de poliacrilamida lisado de
E. coli BL21(DE3)pLysS transformada com: pRSETsem inserto, bpRSET-Lci2B c)
PRSET-Lci2-NT-CT d) pRSET-Lci2-NT-5R-CTe) pRSET-Lci4A além das proteinas
purificadas, f) rLci2B-NH6, g) rLci2-NT-CT-NH6, h)Lci2-NT-5R-CT-NH6, e i) rLci4A-

NH6. Foram aplicadas em gel para andlise pdestern blat a) lisado E. coli
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BL21(DE3)pLysS transformada comRSETsem inserto e, as proteinas purificadas, b)
rLci2B-NHS6, c) rLci2-NT-CT-NH6, d) rLci2-NT-5R-CT-N6, e e) rLci4A-NH6.

Para a transferéncia das proteinas do gel de plmeda para membrana
nitrocelulose para a realizacao \destern blofoi usado o método de transferéncia semi-seco
em um aparelhdransblotter da BIO-RAD (BIO-RAD, Hercules, EUA), seguindo-se a
instrucdes do fabricante. A transferéncia foi mmla usando-se o tampao Tris a 24 mM,
glicina a 192 mM, metanol a 20 % (v/v), pH 8.3).pbis disso, a membrana foi lavada com
agua destilada e, para a visualizacao das proteiregistro de pontos geograficos, foi feita a
coloracdo com vermelho de Ponceau [Ponceau S% Qni/v) e &cido acético a 5 % (m/v)].
Em seguida, o corante foi removido pela lavagermdmbrana com agua destilada. Os sitios
de ligacéo de proteina na membrana foram bloqugslasncubacéo a temperatura ambiente
por 16 horas, a 4 °C, com solugcéo contendo legeatado Itambé ou Molico a 5 % (m/v) em
salina tamponada com Tris (TBS, NaCl a 137 mM,s 4,8 mM, pH 7,5) e Tween 20 a
0,05 % (v/v, TBS-T). A membrana foi entdo lavadee3es com TBS-T e posicionada em um
aparelhablotter, Immunetics, Modelo MN25 (Immunetics, Boston, US&ada uma das trés
raias da membrana de nitrocelulose impregnadas wora das amostras protéicas foi
incubada com 35QiL de: a) leite desnatado a 5% em TBS-T (TBS-T-L),sbro de
camundongo normal diluido de 1:500 em TBS-T-L ou articorpo monoclonal de
camundongo anti-histidina (Invitrogen) diluido 8d0 em TBS-T-L. A membrana foi
incubada por 1 hora, a temperatura ambiente, Std;ag suave. Apos lavagem da membrana
de 3 a 6 vezes com TBS-T, cada uma das raias ¢dabatda por 1 hora, a temperatura
ambiente e sob agitacdo suave, com 380 de anticorpo anti-imunoglobulinas de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (SigrdaieNl) diluido 1:500 em TBS-T-L. A
membrana foi lavada 5 vezes com TBS-T e 2 vezes T8 Um volume de 10 mL de
substrato para fosfatase alcalina [33 pL de 5-brdrotwro-3-indolil fosfato (BCIP, Sigma) a
50 mg/mL e 330 pL délitro Blue Tetrazolium(NBT, Sigma) a 10 mg/mL em 10 mL do
tampéao Tris a 100 mM, NaCl a 100 mM e Mg&l5 mM, pH 9,5) foi usado para a revelagéo
de bandas de proteina detectadas pelos anticomogegrca de 5 minutos. A reacao

enzimatica foi interrompida pela adicdo de aguéldda.
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5.6 OBTENCAO DE LISADO DE PROMASTIGOTAS E AMASTIGOT AS
AXENICAS DE Leishmania chagasi

Para realizacdo da estimulacéo de esplendGaitagro nos ensaios de linfoproliferacao
e inducdo da produgcdo de citocinas, antigenos Ldshmania chagasida cepa
MHOM/BR2000/Merivaldo2 (BALEEIROet al, 2006) foram produzidos sob forma de
lisado de promastigotas ou fracdo soluvel de agwas axénicas.

A cepa deL. chagasiMHOM/BR2000/Merivaldo2 vem sendo mantida no nosso
Laboratério através de passagens sucessivas entehsrmg em meio de cultivo Schneider
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

Para a obtencdo das formas promastigotas, um fragnee baco de hamster
infectado foi macerado e, em seguida, incubado eio me cultura Schneider, pH 7.2,
suplementado com 20 % de soro bovino fetal inatW&BF, Gibco BRL Life Technologies,
EUA). A suspensdo contendo os parasitos foi incabad4° C até o inicio da fase de
crescimento estacionaria. ApGs cerca de 4 passagemsrmas promastigotas foram lavadas
trés vezes com cloreto de sodio a 0,9 % e cenarifag a 1.200 x g, a 4 °C, por 10 minutos. O
sedimento foi ressuspenso em cloreto de sédio @@&%rmazenados a -20 °C até o momento
do uso.

Para a obtencdo das formas amastigotas, 5°¥rbfhastigotas/mL foram colocados
em um frasco de cultura de 75%em um volume final de 50 mL de meio Schneider7p
suplementado com 20 % SBF. Em seguida, as fornoasgstigotas foram incubadas & G5
por 13 dias para a transformacdo em amastigota$orome método descrito previamente
(TEIXEIRA et al,, 2002).

Para a obtencéo de antigenos do lisado das formoamgtigotas e fracdo soluvel das
formas amastigotas axénicaas respectivas suspensfes de parasito em saliaan for
submetidas a lise por 5 ciclos descongelament®Caedcongelamento em nitrogénio liquido a
— 196°C. A lise parasitaria foi confirmada pela visuatiza em microscépio. O lisado de
formas amastigotas axénicas foi submetido a cagaifdo a 1.2000 x g, por 10 minutos’a 4
C e, depois disso, 0 sobrenadante foi coletadoocentracdo protéica do lisado total das
promastigotas e da fracdo soluvel das amastiga&scas foi determinada pelo método de
LOWRY modificado. Para a esterilizagdo, aliquotas ldado ou fracdo sollvel foram

submetidas a irradiagcdo gama, conforme descritogmente.
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5.7 OBTENCAO DE OLIGODEOXINUCLEOTIDEOS (ODN) 1826

Para uso como adjuvante em imunizacéo, oligonudieas ricos em sequéncias CpG
(ODN 1826, 5'-CCATGACGTTCCTGACGTT-3"), apropriadpara estimulacdo da resposta
imune celular de camundongos, foram obtidas da yCBlearmaceutical (Massachusetts,
Estados Unidos) ou da Invitrogen. Uma aliquota @iNC1L.826 foi usada para a determinacéo

da concentracéo de LPS, conforme descrito antegizen

5.8 ANIMAIS

Duzentos e dez camundongos BALB/c, fémeas, coneidatte 6 e 8 semanas, foram
obtidos do biotério do Centro de Pesquisas Gongrdniz (CPqQGM-FIOCRUZ-Salvador-
Bahia). Os animais foram alojados em caixas miclatoras sob condi¢cdes apropriadas de
temperatura e umidade e receberam agua e coadidéitum Os experimentos com o0s
animais foram aprovados pelo Comité de Etica engu*ss com Animais (protocolo CEUA
L-IGM-008/09) do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

5.9IMUNIZACAO DOS ANIMAIS

Para imunizacdo dos animais, cinco diferentes potds foram utilizados conforme
esquematizado a seguir. Os camundongos foram dibadim grupos experimentais contendo
6 animais em cada um (protocolos 1, 2, 3 e 5) ocanlidais em cada grupo (protocolo 4). Os
grupos de camundongos foram imunizados ou imungadmfectados conforme descricao

esquematica a seguir.



QUADRO 1 - Imunizacdo de camundongos com rLci4A-NHésoladamente ou associada

aos adjuvantes saponina ou ODN 1826 (n=6) — PROTOCO 1.

Grupos 12dose 2dose 3dose
Gl PBS PBS PBS
G2 rLci4A-NH6 rLci4A-NH6 rLci4dA-NH6
G3 rLci4A-NH6/ rLci4A-NH6/ rLci4A-NH6/

Saponina Saponina saponina
G4 rLci4A-NH6/ rLci4A-NH6/ rLci4A-NH6/
ODN 1826 ODN 1826 ODN 1826

Doses e volumes de administragéo:

= PBS em 20Q.L
= rLci4A-NH6 (100ug) em 20QuL

= rLci4A-NH6 (100pug) / Saponina (100g) em 20QuL
= rLci4A-NH6 (100pug) / ODN1826 (1Qug) em 20QuL
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QUADRO 2 - Imunizacao de camundongos com rLci4A-NHésoladamente ou associada

aos adjuvantes saponina, ODN 1826 ou plasmideo ciochndo IL-12 murina (n=6) —

PROCOLO 2.

Grupos 12dose 2dose 3dose
Gl PBS PBS PBS
G2 rLcidA-NH6 rLcidA-NH6 rLcidA-NH6
G3 rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/

Saponina Saponina saponina
G4 rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/
ODN 1826 ODN 1826 ODN 1826
G5 rLcidA-NH6 rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/
50 pg plL-12 Saponina Saponina
G6 rLcidA-NH6 rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/
10 pg plL-12 Saponina Saponina
G7 rLcidA-NH6 rLcidA-NH6/ rLcidA-NH6/
2 ug plL-12 Saponina Saponina

= PBS em 20QL

» rLci4A-NH6 (100ug) em 20QuL

» rLci4A-NH6 (100ug) / Saponina (10(g) em 200uL

= rLci4A-NH6 (100ug) / ODN1826 (1Qug) em 20QuL

= rLci4A-NH6 (100ug) em 20QuL / pIL-12 (50ug) em 50uL
= rLci4A-NH6 (100ug) em 20QuL / pIL-12 (10pg) em 50uL
» rLci4A-NH6 (100ug) em 20QuL / pIL-12 (2 ug) em 50uL
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QUADRO 3 - Imunizagéo de camundongos com rLci2B-NH&oladamente ou associada

aos adjuvantes saponina, ODN 1826 ou plasmideo ciichndo IL-12 murina (n=6) -

PROTOCOLO 3.

Grupos 12dose 2 dose 3dose
Gl PBS PBS PBS
G2 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6
G3 rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/

Saponina Saponina saponina
G4 rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/
ODN 1826 ODN 1826 ODN 1826
G5 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/
50 pg plL-12 Saponina Saponina
G6 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/
10 pg plL-12 Saponina Saponina
G7 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6/ rLci2B-NH6/
2 ug plL-12 Saponina Saponina
» PBS-20QuL

= rLci2B-NH6 (100ug) em 20QuL

= rLci2B-NH6 (100ug) / Saponina (10Qg) em 20QuL

» rLci2B-NH6 (100ug) / ODN1826 (1Qug) em 20QuL

» rLci2B-NH6 (100ug) em 20QuL / plL-12 (50ug) em 50ul
= rLci2B-NH6 (100ug) em 20QuL / plL-12 (10ug) em 50ulL
= rLci2B-NH6 (100pg) em 20QuL / plL-12 (2 ug) em 50uL
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QUADRO 4 - Imunizagdo de camundongos com esquema densibilizagdo com
plasmideo codificando rLci2B-NH6 e reforco com a pteina associada a saponina
(n=12) - PROTOCOLO 4.

Grupos 12dose 2dose 3 dose
Gl PBS PBS PBS
G2 pBK-CMV vazio pBK-CMV vazio PBS
G3 rLci2B-NH6 rL.ci2B-NH6 rLci2B-NH6
G4 rLci2B-NH6/ rL.ci2B-NH6/ rLci2B-NH6/

Saponina Saponina saponina
G5 pBK-CMV-Lci2B pBK-CMV-Lci2B pLci2B-NH6/
saponina

Quatro semanas apos a terceira dose de imunza;aninsais foram infectados com 1

X 10’ promastigotas de. chagasi por via intraperitoneal.

PBS — 20QuL

» rLci2B-NH6 (100ug) em 20QuL

» rLci2B-NH6 (100ug) / Saponina (10Qg) em 20QuL
= pBK-CMV vazio (50ug) em 70uL

» pBK-CMV-Lci2B-NH6 (50 ug) em 70uL
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QUADRO 5 - Imunizacdo de camundongos com esquema dnsibilizacdo com
plasmideo codificando as quimeras LAMP/Lci2-NT-5R-0@ ou LAMP/Lci2-NT-CT e

reforco com as respectivas proteinas associadasagasnina (n=6) - PROTOCOLO 5.

Grupos | 12dose 2dose 3dose

Gl p43.2 p43.2 saponina

G2 p43.2-LAMP p43.2-LAMP saponina

G3 p43.2-Lci2-NT-5R-CT p43.2-Lci2-NT-5R-CT rLci2B-NT-5RT-NH6/
saponina

G4 p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP | p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP |  rLi2B-NT-5R-CT-NH6/
saponina

G5 p43.2-Lci2-NT-CT p43.2-Lci2-NT-CT rLci2B-NT-CT-NH6/
saponina

G6 p43.2-Lci2-NT-CT-LAMP p43.2-Lci2-NT-CT-LAMP rLci2B-NICT-NH6/
saponina

= p43.2 vazio (5Qug) em 10QuL

= p43.2-LAMP vazio (5Qug) em 10QuL

» p43.2-Lci2-NT-5R-CT (5Qug) em 10QuL

= p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP (5Qug) em 10QuL

= p43.2-Lci2-NT-CT (5Qug) em 10QuL

» p43.2-Lci2-NT-CT-LAMP (50ug) em 10QuL

» rLci2-NT-5R-CT-NH6 (100ug) /Saponina (10Qg) em 20QuL
= rLci2-NT-CT-NH6 (100ug) / Saponina (10Qag) em 20QuL

Os camundongos usados nos 5 protocolos, foram adgst com proteina
recombinante, associada ou ndo a adjuvantes, aesim PBS, por via subcutanea, na regiao
dorsal. Os camundongos utilizados nos protocol8se?4 foram injetados com plasmideo por
via intramuscular, na regido do quadriceps, segdaleletroporacdo. Para isso, 0s animais
foram previamente anestesiados com 100 mg/kg damue (Virbac do Brasil) e 15 mg/kg
de xilazina (Bayer S.A.) por via intraperitoneaieldiatamente apds a injecdo, foram
aplicados cinco pulsos elétricos de 100 V/cm, camagBo de 20 milisegundos por pulso e
intervalo de um segundo entre cada dois pulsosecatisos. O aparelho eletroporador foi

confeccionado pelo Dr. Yuri Pepe do Departamentd-ideca da Universidade Federal da
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Bahia. Camundongos usados no protocolo 5 foramtaohjs com plasmideo por via
subcutanea na regiao do dorso.

Os animais receberam 3 doses de injecdes em cadasiprotocolos, sendo 21 dias o
intervalo entre cada duas doses consecutivas. i@grama da avaliacdo da resposta imune

humoral e celular e/ou infeccdo dos animais foitnad® esquematicamente na Figura 3.

OBTENCAO
DESAFIO SORO
- - [ |
OBTENCAO OBTENCAO
12DOSE 22DOSE SORO  3appsg SORO SACRIFICIO SACRIFICIO
| | | E = I
I I I I I I I
[ [ [ [ [ [ [
DIA 0 21 31 42 52 72 132

m== AVALIAGAO RESPOSTAIMUNE HUMORAL (PROTOCOLO 1)

mmm  AVALIAGAO RESPOSTAIMUNE HUMORAL (PROTOCOLOS 1 A5)

mmm AVALIACAO RESPOSTAIMUNE CELULAR (PROTOCOLOS 1 A5)

—= DESAFIO DOS ANIMAIS (PROTOCOLO 4)

=== AVALIAGAO RESPOSTAIMUNE HUMORAL E CELULAR (PROTOCO LO 4)

FIGURA 3. Desenho esquemético dos protocolos de imaacao

5.10 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Para a avaliacdo da concentracdo de anticorposifésp®, amostras de sangue foram
coletadas 10 dias a terceira dose de imunizag@towlos 1 a 5) ou ainda 60 dias apos a
infeccdo dos animais (protocolo 4). As coletasrforaalizadas pelo plexo orbital, mediante
anestesia local prévia no olho com uma gota deidcato de proximetacaina a 0,5 %
(Anestalcon, Alcon Laboratérios do Brasil Ltda, S@aulo, SP). Apés a coagulacdo do
sangue, aliquotas de soro foram obtidas pela figgagdo a 300 x g, por 5 minutos, e

armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

5.10.1 Avaliacdo da concentracdo anticorpos especifs da classe IgG e das

subclasses IgG2a e IgG1 por ensaio imunoenzimati@eLISA)

A avaliagcdo da concentracdo de anticorpos da clagSereativos a rLci4-NH6,
rLci2B-NH6, rLci2-NT-5R-CT-NH6 ou rLci2-NT-CT-NH6,por ELISA, foi realizada
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essencialemente conforme método descrito previa{BhHEIRO, 2007). Resumidamente,
placas de microtitulacdo de 96 pocos foram sermadids com 5 pg/mL de rLci4-NH6
(protocolos 1 e 2), 2 ug/mL de rLci2B-NH6 (protaz®3 e 4) ou 1 pg/mL de rLci2-NT-5R-
CT-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6 (protocolo 5) em tampao rlmanato-bicarbonato 0,1 M
(NaHCO; a 15 mM e NaHC®a 28 mM, pH 9.6), 100 uL/poco, por 16 horas, a #9as
duas lavagens com PBS, os pocos receberam 200qgolL4® PBS-T (v/v, PBS-T, Sigma-
Aldrich) contendo 10 % de leite desnatado (m/v, RBS Itambé). As placas foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Unusteande soro de cada camundongo
diluida em PBS-LT foi adicionada, 100 pL/poco. Pavaliacdo de anticorpos anti-rLci2B-
NH6 foram usadas diluicdes seriadas quintuplas:4@01a 1:1.250.000 e anti-rLci4-NH6,
anti-rLci2-NT-5R-CT-NH6 e anti-rLci2-NT-CT-NH6 fora usadas diluicbes seriadas
quadruplas de 1:200 a 1: 204.800. Amostras de sdeogamundongos submetidos a
imunizacdo em um experimento prévio foram usadasocoontrole positivo em cada placa.
Apos a incubacgdo das placas por 1 hora das platamperatura ambiente, os pocos foram
lavados 3 vezes com PBS-T e anticorpos de cabrdg@tde camundongo conjugados a
peroxidase (Sigma-Aldrich), diluidos a 1:400 em RBSforam adicionados em um volume
de 100 pL/poco. As placas foram incubadas por rhdisra a temperatura ambiente e, em
seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com PESslbstrato tetrametilbenzidina (TMB;
Sigma) em tampao acetato/citrato foi adicionad®@pL/poco [15QL de TMB a 10mg/mL
em dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma)], 2,91 mL de atetde sodio 0,5 M (Sigma), ¢ de
acido citrico 0,5 M (Sigma), 12 mL de agua deséladl5ul de peroxido de hidrogénio 30%
P.A (Isofar, Duque de Caxias, Brasil). A reacddneafica foi interrompida pela adicdo de 50
uL de &cido sulfdrico 4 M (Quimex, Sdo Paulo, BiasMl leitura da densidade Optica foi
realizada a 450 nm em um espectrofotdmetro (Emegistm Microplate Reader, Molecular
Devices Corporation, Sunnyvale, CA, EUA).

Para avaliacdo da concentracdo de IgG2a e IgGlivogataos antigenos
recombinantes, inicialmente, uma mistura de quadéd iguais de soro de cada animal do
mesmo grupo foi usada para uma titulacdo. Depesogdioi escolhida uma diluicdo de soro a
ser avaliada. Os ensaios foram realizados, es$mecige, conforme descricdo acima. Depois
da sensibilizacdo com os antigenos recombinantdslpgqueio dos sitios de ligacdo de
proteina foi feito pela adicdo de 200 pL/po¢co d&HBcom 10% (v/v) de soro bovino fetal
(PBS-TS, CULTILAB). Apos incubacéo por 1 hora em3ibutos, a temperatura ambiente, os
pocos foram lavados 4 vezes. As amostras de smamfdiluidas em PBS-TS e aplicadas em

duplicata, em um volume de 100 pL/poco nas segutitaicdes: 1:50.000 (animais injetados
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com rLci4A-NH®6, protocolo 1), 1:102.400 (animaigetados com rLci4A-NH6, protocolo 2),
1:50.000 (animais injetados com rLci2B-NH6, protocd), 1:10.000 (animais injetados com
rLci2B DNA/proteina, protocolo 4), 1:51.200 ou 230 (animais injetados com Lci2-NT-
5R-CT/LAMP ou Lci2-NT-CT/LAMP DNA/proteina, resp@camente, protocolo 5). Os
pocos foram novamente lavados 4 vezes com PBS+iie@gos de rato anti-lgGl e anti-
IlgG2a de camundongo conjugados a biotina (Sigmaiehl diluidos a 1:500 em PBS-TS,
foram adicionados, 100 pL/poco. As placas foramuliacas por 2 horas, a temperatura
ambiente. Avidina conjugada a peroxidase (Sigmaiétij, diluida 1:400 em PBS-TS, foi
acrescentada, em um volume de 100 pL/poco, apégedav dos pogos 6 vezes com PBS-T.
As placas foram incubadas por 45 minutos, a teryerambiente e, aos pocos lavados 8
vezes com PBS-T foram acrescentados 100 uL deratdoste peroxidase. O substrato foi
preparado pela mistura de 1 mL de TMB a 1 mg/mLEMSO, 9 mL de tampdo citrato-
fosfato 0,05M, pH 5.0 [Fosfato de sédio dibasicd M, (Isofar), acido citrico 0,1 M (Sigma-
Aldrich)] e 2 puL de peroxido de hidrogénio 30% Rlgofar). As placas foram incubadas por
15 minutos, a temperatura ambiente e a reacaatrompida pela adicdo de 50 pL de acido
fosforico (Quimex, Sao Paulo, Brasil), diluido 2@.(v/v). A leitura da densidade 6ptica foi

realizada conforme descricdo acima.

5.11AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

Para avaliacdo da proliferacédo celular e produgdaitdcinas, os camundongos foram
sacrificados 4 semanas apos a Ultima dose de iagfoz(protocolos 1 a 5) ou 8 semanas
apos infeccdo corh. chagasi(protocolo 4) Apds o sacrificio dos camundongos, o baco de
cada animal foi removido assepticamente e coloesd@laca de petri de 35 mm. Com o
auxilio do émbolo de uma seringa de 3 mL, cada b#gonacerado, separadamente, em meio
1640 do Instituto Roswell Park Memorial (RPMI 1648igma-Aldrich). Em seguida, as
células esplénicas foram transferidas para um m@#woaderente de 15 mL e meio RPMI foi
adicionado para formar um volume final de 10 mL.t@®s foram centrifugados a 100 g, por
1 minuto, para remocao de debris de tecido esmgénios sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos. Os tubos foram centrifugadoo G ¢hOpor 10 minutos, a 4 °C. Cada
sedimento obtido foi ressuspenso com 2 mL meio RBdlementado com 10 mM de
HEPES (pH 7,0), 10% de soro bovino fetal (SBF, thegen Corporation), 2 mM de L-
glutamina (Sigma-Aldrich), 10 uM de 2-mercaptoetaf®igma-Aldrich) e 50 pg/mL de
gentamicina (Nova Farma Ltda., Anapolis, GO, Bjasiqui denominado meio RPMI
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completo. A concentracdo celular foi determinaal@avés de contagem em camara de
Neubauer, fazendo-se uma diluicdo das célulasemiéneio RPMI e, a partir dessa diluicao,
1:2 em corante azul de Trypan (Sigma-Aldrich). gheentracdo celular obtida do baco de

cada animal foi ajustada para 3 ¥ t8lulas/mL.

5.11.1 Ensaio de linfoproliferacao

ApoOs a obtencdo de suspensédo de células isoladespmocitos, um volume de em
100 pL contendo 3 x £Ccélulas por poco foram colocados em cada pocoedelatas de
microtitulacdo de 96 pocos (Corning Incorporatdein triplicatas foram acionados 100
puL/poco de meio RMPI completo ou 100 pL/poco deceoavalina A (Con A; Sigma-
Aldrich) a 0,8 ou 2,5 pg/mL, lisado protéico de mestigotas dé.. chagasia 10 pg/mL
(protocolos 1 a 4) ou antigeno soluvel de amastggakénicas a 10 pg/mL (protocolo 5), ou
ainda, rLci4-NH6 (protocolos 1 e 2), rLci2B-NH6r@pocolos 3 e 4) ou rLci2-NT-5R-CT-
NH6 e rLci2-NT-CT-NH6 (protocolo 5), a 10 pg/mLsAlacas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera Umida com 5% de @QPlacas com células cultivadas apenas com meiolRMP
1640 completo e Con A ou cultivadas com meio RPMHQL completo, lisado de
promastigota, fracdo solluvel de amastigota axénitagl-NH6, rLci2B-NH6, rLci2-NT-5R-
CT-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6, foram incubadas por 3 edfas, respectivamente. Dezoito
horas antes da interrupc¢do da incubacéo, um vollen®® pL de RPMI completo contendo 1
uCi de timidina[Hf* (Amersham Biosciences) foi acrescentado em pocopldsas foram
congeladas a -20 °C até o momento da coleta dass@&m membrana de vidro. A contagem
de particulas betas por minuto (cpm) de cada eefbc realizada em um aparellilate
ChamaleonHIDEX, (Turku, Finlandia).

5.11.2 Avaliacéo da producéo de citocinas (IFM-e IL-5) por esplendcitos atraves
do método ELISA

A mensuracdo da concentracdo de citocinas (IFhaga IL-5) em sobrenadantes de
esplendcitos estimuladas vitro com Con A, antigenos do lisado de promastigotafsaméo
solivel de amastigotas axénicas ou antigenos reéoantbs foi realizada por ELISA de
captura usando-se reagentes da Pharmingen (BD PRlgarm San Jose, EUA) e seguindo-se

as recomendacdes do fabricante.
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Um volume de 300uL, contendo 9 x 10 esplendcitos em suspensdo de cada
camundongo, foi colocado por poco de uma placa weotitulacdo de 24 pocos (Costar
Corning Inc.). Em seguida, foram acrescentadospagss apropriados, um volume de 300
puL de meio RPMI 1640 completo ou contendo Con A,6aadli 5pg/mL), antigenos do lisado
de promastigotas (a 20 pug/mL, protocolos 1 a 4jganos da fracdo sollivel de amastigotas
axénicas (a 20 pg/mL, protocolo 5), ou ainda, antlg recombinantes rLci4-NH6
(protocolos 1 e 2), rLci2B-NH6 (protocolos 3 e A)¢i2-NT-5R-CT-NH6 e rLci2-NT-CT-
NH6 (protocolo 5) a 20 pg/mL. As placas foram iredss por 48 h em atmosfera Umida de
CO, a 5 % e, em seguida, cada sobrenadante de ctdticoletado, centrifugado a 300 x g,
por 5 minutos. Os sobrenadantes resultantes forarazanados a -20° C, até o momento do
uso.

Para a determinagdo da concentracdo das citocibds € IFN-gama) placas de
microtitulacdo de 96 pocos (“High Binding”; Cornirigcorporated Life Sciences) foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais de géajog{mL) anti-IFNy ou anti-IL-5 murino,
em um volume de 100 pL/poco, e foram incubadasndeirs6 h, em camara umida, a 4°C. Os
pocos foram lavados duas vezes com PBS-T e blogsearn 200 pL/poco de PBS contendo
10% de soro bovino fetal (CULTILAB) e as placasafarincubadas por 2 horas, em camara
umida, a temperatura ambiente. Para a elaboracdandecurva de calibracdo, diluicdes
seriadas duplas de IFNmurino [sobrenadante de células COS-7 (AmericapeT@ulture
Collection — ATCC; Manassas, VA, EUA) transfectadaesm pRSV2-IFNy com
concentracdo conhecida de IFNnurino] ou IL-5 recombinante (BD Pharmigen)] fora
usadas em duplicatas de pocos, 100 puL/poco. Asteaeate sobrenadante do cultivo celular
foram diluidas quando necesséario e testadas enrcaligptie pocos, 100 puL/poco. As placas
foram incubadas por 4 horas, em camara Umida, petatura ambiente e, apds 1SS0, 0S pogos
foram lavados 4 vezes com PBS-T. Anticorpos de catjugados com biotina especificos
para cada uma das citocinas foram utilizados neetdracao de 2 pg/mL, em um volume de
100 pL/ poco. As placas foram incubadas por 45 togjlem camara Umida, a temperatura
ambiente. ApGs 6 vezes lavagens dos pocos com PBSidina conjugada a peroxidase
(Sigma-Aldrich), diluida 1:400, foi adicionada emm wolume de 100 pL/poco. As placas
foram incubadas por mais 30 minutos. Os pocos féaaados 8 vezes com PBS-T e a reacao
foi revelada pela adicdo de 100 pL/poco do sulsstiat peroxidase (TMB em de tampéo
citrato-fosfato) conforme previamente descrito.eagao foi interrompida pela adicdo de 50
puL de &cido sulfdrico a 4 M. A leitura da densiglaiptica a 450 nm foi feita conforme

descrito anteriormente.
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5.12 INFECCAO DOS ANIMAIS COM Leishmania chagasE DETERMINACAO DE
CARGA PARASITARIA NO BACO

Previamente em nosso Laboratério, camundongosizaados usando-se o protocolo 4
(injetados duas vezes copBK-CMV-Lci2B-NH6e receberam reforco com rLci2B-NH6
associada a saponina) apresentaram resposta inmmeg®npnantemente do tipo Thl
(PINHEIRO, C.G.Met al manuscrito em preparacdo). Para avaliar se essecglo
promovia protecdo contra a infeccao porchagasi no presente trabalho, seis dos dozes
animais de cada grupo experimental do protocoloorani infectados com 1 x 10
promastigotas/300 pL, por via intraperitoneal, B3 dpds a dltima dose de imunizagao.

A carga parasitaria do baco de cada animal foirsét@da pelo método da diluicdo
limitante descrito previamente (BUFFESt al, 1995). Resumidamente, o baco de cada
animal foi removido assepticamente, como descotdem 4.11 e um fragmento do baco foi
removido e pesado. O fragmento foi macerado em oheioultura Schneider suplementado
com 20% de SBF (Schneider suplementado) a concéotrfoi ajustada para gerar uma
suspensao de tecido esplénico a 1 mg/mL. Em pldeasicrotitulacdo de 96 pocos, 12
diluicdes seriadas triplas foram feitas com a susfe celular do bago de cada animal. As
placas foram incubadas a 24°C, por 14 dias. Arkeitlas placas quanto a presenca ou
auséncia dé.eishmaniafoi avaliada a partir de observacdes realizadas14 dias ap0s o
inicio da incubacéo. Para cada um de trés poctgptieata de cada animal, foi determinada
a Ultima diluicdo onde foi possivel visualizar pe@nos umd.eishmaniae, em seguida,
calculou-se a média geométrica dos trés titulosl@dtassim como o numero de parasitos por
miligrama de baco. Para o calculo da carga par@sii@tal, o titulo obtido foi multiplicado

pelo peso do baco de cada animal.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados obtidos fita fatravés do teste paramétrico de
analise de variancia ANOVA. Quando houve diferenease teste, comparacdes adicionais
entre cada dois grupos foram realizadas pelo testmomparacdo multipla de Bonferroni. O
valor fixado para significancia estatistica pa@otos testes utilizados foi de p < 0,05.
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6.0 RESULTADOS

6.1 PRODUCAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES rLci4A-NH6 , rLci2B-NH86,
rLci2-NT-CT-NH8, rLci2-NT-5R-CT-NH6 E DOS PLASMIDEO S PARA
IMUNIZAGCAO E/OU AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE

Os antigenos recombinantes rLci4A-NH6, rLci2B-NHB¢i2-NT-CT-NH6, rLci2-
NT-5R-CT-NH6, produzidos na forma solavel (rLci2B48) ou como corpusculo de inclusao
(rLci4A-NH6, rLci2-NT-CT-NH6, rLci2-NT-5R-CT-NH6) B bactérias E. coli
BL21(DE3)pLysS transformadas com as constru¢cdesnptbeais em plasmidepRSET
foram purificados por cromatografia de afinidadenamluna de sefarose-niquel. No processo
de purificacdo, um tampéo contendo triton X-100ufilizado para remocéo de endotoxinas.
O rendimento das proteinas purificadas, determinaelo método de Lowry modificado,
mostrou que para cada litro de cultura bacteriarent obtidos: 1,96 mg, 3 mg, 1,06 mg e 2,8
mg de rLci4A-NH6, rLci2B-NH6, rLci2-NT-CT-NH6 e rli2-NT-5R-CT-NHS6,
respectivamente.

A analise das proteinas recombinantes purificagasizada por SDS-PAGE, mostrou
que rLci4A-NH6 (28 kDa, Figura 4 A) e rLci2B-NH6 93kDa, Figura 4 B) estavam
essencialmente integras, com somente poucas baulipeptidicas adicionais de fraca
intensidade, geralmente com menor mobilidade valati

Ja a analise das proteinas rLci2-NT-CT-NH6 (96 kBigura 4 C) e rLci2-NT-5R-
CT-NH®6 (116 kDa, Figura 4 C) purificadas reveloudhas de intensidade fraca compativeis
com as proteinas integras e, além disso, variamsoltandas polipeptidicas, por vezes
intensas e com menor mobilidade relativa. Comoisedd deE. coli BL21(DE3)pLysS-
PRSET-Lci2-NT-CTou BL21(DE3)pLYysRSET-Lci2-NT-5R-CT obtido apdés 3 h da
inducéo da proteina recombinante por IPTG, obsesaimandas de forte intensidade com 96
kDa e 116 kDa compativeis com rLci2-NT-CT-NH6 eci@-NT-5R-CT-NH6 integras,
respectivamente, ausentes no lisad& deoli BL21(DE3)pLysSpRSETsem inserto (Figura 4
C), provavelmente, outras bandas além de 96 kDd6ekDa representam produtos de
degradacgao gerados durante o processo de purdidasdproteinas recombinantes.

A andlise realizada pdiNVestern blotusando-se anticorpo anti-histidina, confirmou
que as bandas 28, 39, 96 e 116 kDa observadasD®PBGE correspondiam as proteinas
recombinantes purificadas rLci4A-NH6, rLci2B-NH@,ci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-

CT-NH®6, respectivamente (Figura 5). Além disso, @éliae também mostrou que
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praticamente todas as bandas com mobilidade relatenor, detectadas com anticorpos anti-
histidina, correspondem a produto de degradacaproésinas recombinantes produzidas em
E. coli BL21(DE3)pLysS, sendo observado mais intensameaseproteinas rLci2-NT-CT-
NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 (Figura 5 B)
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Figura 4. Avaliacdo em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dagroteinas recombinantes
purificadas por cromatografia de afinidade Em (A), marcador de peso molecular (raia 1),
lisado de Bactériak. coli BL21(DE3)pLysS transformada copRSETsem inserto 3 horas
apos inducdo com IPTG (raia 2), lisado He coli BL21(DE3)pLysS transformada com
PRSET-Lci4A3 horas apos inducdo com IPTG (raia 2) e rLci4A-Npifificada por
cromatografia de afinidade (raia 3); (B) marcadepdso molecular (raia 1), lisado Eecoli
BL21(DE3)pLysS transformada copRSETsem inserto 3 horas apos inducdo com IPTG
(raia 2), lisado dée. coli BL21(DE3)pLysS transformada copRSET-Lci2B3 horas apos
inducdo com IPTG (raia 2) e rLci2B-NH6 purificadaié 3); (C) lisado de Bactérias coli
BL21(DE3)pLysS transformada copRSETsem inserto 3 horas apds indugcdo com IPTG
(raia 2), lisado dé. coli BL21(DE3)pLysS transformada copRSET-Lci2-NT-CT3 horas
apos a inducdo com IPTG (raia 2), rLci2-NT-CT-NH@&ificada (raia 3), lisado dE. coli
BL21(DE3)pLysS transformada copRSET-Lci2-NT-5R-CT3 horas apos a indugdo com
IPTG (raia 4), rLci2-NT-5R-CT-NH6 purificada (ral). As setas indicam bandas integras
das proteinas purificadas.
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Figura 5. Deteccdo porwestern blotdas proteinas recombinantes purificadas por
cromatografia de afinidade Em (A), marcador de peso molecular (raia 1), 4BeNH6
(raias 5, 6 e 7) e rLci2B-NH6 (raias 8, 9 e 10)ifzadas; (B), marcador de peso molecular
(raia 1), rLci2-NT-CT-NH6 (raias 5, 6 e 7) e rL&I-5R-CT-NH6 (raias 8, 9 e 10) foram
fracionadas em gel de poliacrilamida a 12 (A) olol®), respectivamente. As amostras de
BL21(DE3)pLysSpRSET sem inserto, obtidas apdés 3 h de indugdo com IFfo@m
utilizadas nas raias 2, 3 e 4, nos dois géis, coomirole negativo. As proteinas fracionadas
foram transferidas para membranas de nitroceluldseaaias 2, 5 e 8 foram incubadas com
diluente (TBS-T-L); as 3, 6 e 9 com soro de canomgd sadio na diluicdo 1:500 e as 4,7 e
10 com anticorpo anti-histidina na diluigdo de DAOEm seguida, as raias foram incubadas
com anticorpos anti-imunoglobulina de camundongojugado a fosfatase alcalina na
diluicdo de 1:500. A revelacdo foi feita pela adigib substrato contendo BCIP e NBT,
conforme descrito em material e métodos. As setdieam bandas intactas das proteinas
recombinantes.
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Os plasmideos utilizados nos protocolos de imudzdgram produzidos efa. coli
TOP10 transformadas pelas constru¢cdes plasmidpai3NA3.1-scmu-IL-12, pcDNA3.1-
sem inserto, pBK-CMV-Lci2B, pBK-CMV-sem insertp43.2-Lci2-NT-CT p43.2-Lci2-NT-
5R-CT, p43.2-LAMP-Lci2-NT-Cp43.2-LAMP-Lci2-NT-5R-CT p43s=m insertoe p43.2-
LAMP) e purificados usando-se reagentes de um conpgamt@IAGEN. O rendimento de
plasmideo variou de 1,53 a 3,2 mg por 500 mL deiuldeE. coli TOP10. A avaliacdo do
grau de pureza determinada pela relacdo entrdusalé@ptica a 260/280 nm mostrou valor
superior a 1.8, indicando que cada preparacédo plaaimexibia um nivel muito baixo de
contaminacdo de proteinas. A avaliacdo de aliqutaagreparagcdes plasmideais através de
eletroforese em gel de agarose revelou um bomdgantegridade e de pureza das moléculas
de DNA plasmideal purificadas. Cada uma das prepasm apresentou bandas que
correspondem a molécula de DNA plasmideal supestaga, sendo essas bandas as mais
baixas e intensas nos géis (Figura 6). Além difs@m observadas bandas que devem
corresponder a concatameros de plasmideo.

A determinacdo da concentracdo de LPS foi realizadaamostras das proteinas
recombinantes, das preparacdes plasmideais e do IBR6! para examinar a qualidade das
solugbes ou suspensdes administradas nos aninoaisusadas na avaliacdo das respostas
imunes. A concentracdo de LPS variou de 1,97 EUAnB,55 ng/mL) a 31,54 EU/mL=(
56,77 ng/mL), 0,7 EU/mL (1,26 ng/mL) a 88,1 EU/nil58,58 ng/mL) e 12,6 EU/mL (22,68
ng/mL), para as proteinas recombinantes, prepasagiiasmideais e ODN 1826,
respectivamente.

Considerando-se as diferentes combina¢cées admmhstrnos camundongos, nos 5
protocolos utilizados, como: apenas proteina, prate plasmideo, proteina e adjuvante ou
plasmideo, proteina e adjuvante, a quantidade n@ademendotoxina injetada foi de 13,4 ng

de LPS por animal/dose.
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Figura 6. Avaliacdo da integridade e pureza dos p&mideospor eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etididds plasmideos foram produzidos &mncoli
TOP10 transformadas com cada construcdo plasmélealrificados por cromatografia de
troca ibnica com reagentes e materiais da Qiageripene descrito em material e métodos.
Marcador de peso mlecular (A, B e C, na raiadDNA3.1Ao0u pcDNA3.1A-scmullL-12A,
raias 2 e 3)pBK-CMVou pBK-CMV-Lci2B-NHG(B, raias 2 e 3p43.2 p43.2-LAMR p43.2-
Lci2-NT-CT, p43.2-Lci2-NT-CT-LAMP p43.2-Lci2-NT-5R-CTou p43.2-Lci2-NT-5R-CT-
LAMP (C, raias 2 a 7).
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6.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM ANIMAIS INJETADO S COM rLcidA-
NH6 ASSOCIADA A SAPONINA, ODN1826 OU pcDNA3.1-scmut-12
(PROTOCOLOS 1 E 2)

Visando avaliar a imunogenicidade do antigeno rédoamte rLci4A-NH6 e o perfil
de resposta imune induzido (Thl ou Th2), dois erpartos foram realizados.

A anadlise da concentracédo de anticorpos da clgsse Idas subclasses IgG1 e 1gG2a
reativos a rLci4A-NH6 foi realizada por ELISA em astras de soro obtidas 10 dias ap6s a
terceira dose de imunizagdo, enquanto que, a respasiferativa de esplendcitos e producao
de citocinas (IFN¢ e IL-5), apdés estimulacam vitro com rLci4A-NH6 (10 pg/mL),
antigenos do lisado de formas promastigotad..dehagasi(10 pg/mL) ou Con A (0,8

pg/mL), foram avaliadas 4 semanas depois da tardese de imunizagéo.

6.2.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR DOS
ANIMAIS DO PROTOCOLO 1

No primeiro experimento, camundongos BALB/c forametados 3 vezes, por via
subcutéanea, com PBS (G1), rLcidA-NH6 (G2), rLcidAt®lsaponina (G3) e rLci4A-
NH6/ODN1826 (G4).

6.2.1.1 Deteccao de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2aate/os a rLci4A-NH6

Os valores de densidade Optica, obtidos nos ensaio®enzimaticos em amostras de
soro diluidas de 1:12.800 (IgG) ou 1:102.400 (IgGlhG2a), estdo representadas na Figura
7.

Em relacdo a producéo de IgG, todos os grupos ieaanque receberam rLci4A-
NH6 (G2, G3 e G4) produziram IgG antigeno-espexifids valores de média + desvio
padrdo (X £ SD) da densidade oOptica encontradagngsos foram: G1 (0,04 + 0,00), G2
(0,63 £ 0,38), G3 (1,37 £ 0,36) e G4 (1,16 = 0,38comparacao entre as médias, realizada
por ANOVA, mostrou diferenca estatisticamente digante entre os grupos (p<0,0001).
Comparacdes adicionais, realizadas através doegtesde Bonferroni, entre cada dois grupos
selecionados, revelou que os grupos G2, G3 e G$apiaram maiores concentracdes de IgG
do que o grupo controle G1 (Figura 7 A). Além djssagrupo G3, que recebeu saponina
como adjuvante, apresentou uma maior concentraggpGlem relacdo ao grupo G2, no qual
o antigeno foi usado isoladamente.
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Na andlise de anticorpos das subclasses de imindiglas 1gG2a e IgG1 reativas a
rLci4A-NH6, também observou-se producdo dessas duaslasses de anticorpos pelos
grupos G2, G3 e G4. Os valores de X £ SD encongrdolam: G1 (0,15 + 0,02 e 0,19 +
0,01), G2 (0,38 +0,31 e 1,06 £0,59), G3 (1,613 @ 1,51 £0,57) e G4 (1,53 +0,56 e 0,71
+ 0,28) para 1gG2a e IgG1, respectivamente. A sedistatistica dos dados, por ANOVA,
mostrou diferenca significante entre os gruposotpara IgG2a quanto para IgG1 (p<0,001).
As comparacdes entre cada dois grupos, pelo ptes-desBonferroni, mostraram maiores
concentracdes de IgG2a apenas nos grupos em que fdilizados algum adjuvante G3 e
G4 em relacdo ao grupo controle G1 (Figura 7 BenAldisso, esses mesmos grupos
apresentaram concentracfes maiores de 1gG2a do qgreipo que recebeu o antigeno
isoladamente (G2). Ja em relacédo a IgG1, a corgmrdessa subclasse de anticorpo foi
maior nos grupos G2 e G3 em relacéo ao G1 (Fig@a Os valores de média da proporcao
IgG2a/lgG1l obtidos nos grupos testes G2, G3 e Ghf®,46, 1,22 e 2,4, respectivamente,
mostrando que a associagdo da saponina e ODN 18d88icaram o perfil de produgéo

dessas imunoglobulinas.
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Figura 7. Deteccdo de anticorpos IgG, 1gG2a e IgG1 reativosraci4A-NH6. Grupos de
camundongos BALB/c (n=6) foram injetados 3 vezes ¢&BS (G1), 10Qug rLci4A-NH6
(G2), 100ug rLci4A-NH6 / 100ug saponina (G3), 10Qg rLci4A-NH6 / 10pg ODN1826

(G4), por via subcutanea, em intervalos de 21. Araate soro de cada animal, obtida 10 dias
apos a terceira dose de injecao, foi avaliada A, na diluicdo de 1:12.800 (IgG,em A)
ou 102.400 (lgG2a e IgG1l, em B e C, respectivamentmforme descrito em material e
meétodos. Os simbolos representam os valores indilddde densidade Optica e as linhas
indicam as médias dos grupos de animais. A anéksatistica foi realizada pelo teste

ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni, p<O,En A (G1<G2<G3=G4), B
(G1=G2<G3=G4) e C (G1=G4<G2=G3).
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6.2.1.2Avaliacdo da proliferacédo de esplendcitos

Os valores encontrados de indice de proliferalf&ior§zao entre os valores de cpm
obtidos pelo cultivo na presenca de antigenokeighmaniaou Con A e os valores de cpm
obtidos na auséncia dos antigenos ou do mitégetéx) eepresentados na Figura 8.

No cultivo das células na presenca de rLci4A-Nétbyalores de X + SD encontrados
foram: G1 (3,70 £ 3,27), G2 (9,42 + 9,61), G3 (70438,12) e G4 (15,22 £ 10,36). Apesar de
ter sido observada uma grande variagdo nos valotdesduais de IP em um mesmo grupo
experimental (Figura 8 B), esplendcitos de camugdsrdo grupo rLci4A-NH6/ODN1826
(G4) apresentaram uma tendéncia a aumento deguagiE#o celular, com valor de média de
IP 4 vezes maior do que a encontrada no grupoideenque recebeu PBS (G1). No entanto,
a andlise estatistica, por ANOVA, néo revelou éifiga significante entre os grupos (p>0,05).

Em relac@o a resposta proliferativa dos esplemdatidtivados na presenca de lisado
de promastigota dé. chagasi,ndo foi observada proliferacdo celular dos aninmais 4
grupos (Figura 8B).

O uso do mitégeno concanavalina A induziu a pnaigéo celular em todos os grupos
de animais, porém os valores individuais de IP nforauito varidveis (Figuras 8C). Os
valores de X = SD obtidos foram: G1 (77,02 + 47,873 (45,24 + 15,48), G3(55,60 = 32,39)
e G4 (46,89 + 20,40). Nao houve diferenca estedigtntre os grupos (ANOVA, p>0,05).
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Figura 8. Avaliacdo da resposta proliferativa de gdendcitos estimuladosin vitro com
rLci4A-NHS6, lisado de L. chagasiou Con A.Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram
injetados trés vezes com salina PBS (G1), d§0Lci4A-NH6 (G2), 100ug rLci4A-NH6 /
100 pg saponina (G3), 100y rLci4A-NH6 / 10pug ODN1826 (G4). Os esplendcitos (3 X 10
células por poco, em triplicata) foram cultivadas @acas de microtitulacdo de 96 pocos, por
5 dias na presenca de rLci4A-NH6 a 10 pg/mL (Fighyau lisado de promastigotas te
chagasia 10 ug/mL (Figura B) ou por 3 dias na preseng@ateA a 0,8 pg/mL (Figuras C) e
pulsados com LCi de timidina [H]3. Os simbolos representam o®ned individuais de
indice de proliferacdo e as linhas indicam as nsédias grupos de animais. A analise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, p>0.05.
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6.2.1.3Avaliacao da producéao de citocinas (IFNf, IL-5)

A producédo de IFN- e IL-5 foi avaliada, por ELISA de captura, em atras
individuais de sobrenadantes obtidas a partir dtivou dos esplendcitos conforme
mencionado anteriormente. O valor minimo de detedghiensaio para IFN-e IL-5 foi de

0,234 ng/mL e 0,062 ng/mL, respectivamente.

A concentracdo de IFM-em sobrenadantes de esplendcitos cultivados samya de
rLci4A-NH6 ou Con A variou de individuo para indivio em um mesmo grupo, com
excecdo de sobrenadantes de esplendcitos cultivamos rLci4A-NH6 do grupo injetado
com PBS, no qual ndo houve deteccdo dessa cit@igara 9 A e B). Os valores de X £ SD
encontrados nos grupos G2, G3 e G4 quando as £étukam estimuladas com rLci4A-NH6
foram, em ng/mL, de 0,54 £ 0,45; 1,74 + 1,99; 1+03,89, respectivamente. Embora tenha
sido observada uma tendéncia a producao deylpbF parte dos animais imunizados com
rLci4A-NH6 em combinagdo ou ndo com adjuvantesp@paracao estatistica ndo revelou
diferenca entre os grupos (ANOVA p>0,05, Figura)9J&a no cultivo na presenca de Con A,
observou-se uma maior variacdo nos valores indmgdoos grupos G1, G2, G3 e G4, sendo
os valores encontrados, em ng/mL, iguais a 13,25,94; 13,50 + 7,41; 13,65 + 7,25 e 11,74
+ 6,97, respectivamente. A analise estatistica ne#elou diferenca significante entre os
grupos (ANOVA, p<0,05, Figura 9 B).

Em relacdo & concentracdo de IL-5, os valores éramws foram muito baixos
quando as células foram cultivadas com rLci4A-NH6 @on A e ndo houve diferenca

estatistica significante entre os grupos (Figuta€D)

No sobrenadante das células esplénicas cultivadgsreasenca apenas de meio de
cultura ou de lisado protéico de promastigotas.dehagasindo houve producdo detectavel

pelo ensaio de ambas citocinas (dados ndo mosjrados
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Figura 9. Avaliacdo da producéo de IFNy e IL-5 apds estimulag&aon vitro com rLci4A-
NH6 ou Con A Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram injetattés vezes com PBS
(G1), 100pug rLcidA-NH6 (G2), 100ug rLci4A-NH6 / 100pug saponina (G3) ou 10fg
rLci4A-NH6 / 10 g ODN1826 (G4), por via subcutanea. Os esplen6(®os10/poco, em
duplicata) foram cultivados em placas de 24 pogopresenca de rLci4A-NH6 a 10 pg/mL
(A e C)ouCon A a0,8 ug/mL (B e D). Sobrenadackescultivo celular de cada animal,
obtido ap6s 48 horas de cultivo, foram avaliadoant a presenca dessas citocinas por
ELISA de captura, conforme descrito em material éoahos. Os simbolos representam os
valores individuais de cada animal e as linhasesspitam a média de cada grupo. A analise
estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA, 050.
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6.2.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR DOS
ANIMAIS DO PROTOCOLO 2

No segundo experimento, camundongos BALB/c forgetados 3 vezes, com PBS
(G1), rLci4A-NH6 (G2), rLci4dA-NH6/saponina (G3) LceidA-NH6/ODN1826 (G4), rLci4A-
NH6/50 ug (G5), 10 pg (G6) ou 2 ug (G7) do plasmigeDNA3.1A-scmu-IL-12 (aqui
denominado de pIL-12). Os grupos G1 ao G4 foraetadjos pela via subcutanea, enquanto
que os plasmideos foram administrados pela viarmiscular com eletroporacdo. Nas
segunda e terceira doses, os animais dos grupcsoG5/ receberam rLci4A associada a

saponina.

6.2.2.1 Deteccao de anticorpos IgG, IgG2a e IgGlate/os a rLci4A-NH6

Os valores de densidade 6Optica de cada animatjosbéim amostras de soro diluidas
1:10.000 (IgG) ou 1:50.000 (IgG1 e IgG2a), estfwasentados na Figura 10.

Na avaliacdo de IgG, observou-se producdo dessmigoat por todos os grupos de
animais que receberam rLci4A-NH6, no entanto, aisntews grupos G2, G5, G6 e G7
apresentaram baixos valores de densidade Optigaré10 A).

Os valores de X = SD de densidade 6ptica observidas: G1 (0,00 + 0,00), G2
(0,17 + 0,09), G3 (1,26 * 0,26), G4 (0,46 + 0,28} (0,12 + 0,13), G5 (0,08 £ 0,05) e G6
(0,06 = 0,05). A comparacdo estatistica revelou lymeve diferenca significante entre os
grupos (ANOVA, p<0,0001). Comparacdes adicionatseecada dois grupos, pelo pds-teste
de Bonferroni, mostraram que houve maior concetralz IgG nos grupos de animais que
receberam o antigeno com saponina (G3) ou com O826 1G4) em relacdo ao grupo
controle (G1). Além disso, esses mesmos gruposeamiagaam maiores concentracdes de IgG
do que o grupo que recebeu apenas o antigeno (23 g<0,001 e G4 e G2, p<0,05, Figura
10 A).

Em relacéo a producédo das subclasses IgG2a e &gBias a rLci4A, os valores de X
+ SD de densidade oOptica encontrados nos grupamfofG1 (0,00 + 0,00 e 0,00 + 0,00), G2
(0,15+0,19 e 1,55 + 0,45), G3 (2,24 £ 0,24 e 23406), G4 (1,47 £ 0,61 e 1,76 £ 0,65), G5
(0,18 £ 0,26 e 1,29 + 0,6), G6 (0,06 + 0,09 e KAY,54) e G7 (0,06 + 0,09 e 0,85 + 0,48)
para 1gG2a e IgG1l, respectivamente. A andlise isstat dos dados mostrou diferenca
significante entre os grupos na producdo das dudxlasses (ANOVA, p<0,001).

Comparacdes adicionais entre cada dois grupos anastrque houve maior concentracao de
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IgG2a apenas nos grupos que receberam o antigencia a saponina (G3) ou ODN 1826
(G4) em relagdo ao grupo controle G1. Esses megmpos também apresentaram uma
maior concentracdo de IgG2a em relacdo ao grupoapadeu o antigeno sem adjuvante. A
utilizacdo de doses diferentes de IL-12 ndo favewrem producdo de IgG2a (Figura 10 B).
Com relacdo a producgdo de IgGl, a concentracae geggorpo foi maior em todos os
grupos testes (G2 a G7) em relacdo ao grupo cenBt| sendo em menor significancia no
grupo G7 (Figura 10C). As médias dos valores degug@o IgG2a/lgGl encontradas nos
grupos que receberam rLci4A-NH6 (G2), rLcidA-NH@/saina (G3), rLci4A-
NH6/ODN1826 (G4), rLci4A-NH6/50pgplL-12 (G5), rLadNH6/10 ugplL-12 (G6) ou
rLci4A-NH6/2ugplL-12 (G7) foram 0,12; 0,95; 1,18;11; 0,06 e 0,08, respectivamente,
mostrando mais uma vez que o uso de ODN 1826 caljowamte promoveu mudanca do

perfil de producéo dessas subclasses de anticorpo.
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Figura 10. Avaliacdo da producao de anticorpos IgG, IgG2a e [gl reativos a rLci4A-
NH6. Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram injetaBlegezes com PBS (G1), 109
rLci4A-NH6 (G2), 100ug rLci4A-NH6 / 100ug saponina (G3), 100g rLci4A-NH6 / 10ug
ODN1826 (G4), 10Qug rLci4A-NH6 / 50ug plL-12 (G5), 10Qug rLci4A-NH6 / 10ug plL-

12 (G6) ou 100ug rLci4A-NH6 / 2 pg pIL-12 (G7). A injecdo de PBS, da proteina
isoladamente ou associada a adjuvantes (G1, GZ& G3) foi feita em trés doses por via
subcutanea. As diferentes doses do plasmideo pcOMRAsEmu-IL-12 foram administradas
por via intramuscular, seguido de eletroporacaenap na primeira dose de injecéo (G5, G6 e
G7). Nas segunda e terceira doses, esses grugheram 10Qg de rLci4A-NH6 associada
a 100ug saponina., por via subcutanea, em intervalosld@mostra de soro de cada animal,
obtida 10 dias apds a terceira dose de injecdayvhdiada por ELISA, na diluicdo de 1:10.000
(IgG, em A) ou 1:50.000 (IgG2a e IgGl, em B e GCspeetivamente). Os simbolos
representam os valores individuais de densidadieadpt as linhas indicam as médias dos
grupos de animais. A analise estatistica foi redbzpelo teste ANOVA, seguido do pés-teste
de Bonferroni, p<0,05. Em A (G1=G2=G5=G6=G7<G3=G4), B
(G1=G2=G5=G6=G7<G3=G4) e C (G1<G2=G3=G4=G5=G6=G7).
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6.2.2.2Avaliacdo da proliferacédo de esplendcitos

A resposta proliferativa dos esplendcitos cultosda presenca de rLci4A-NH6 ou
lisado deL. chagasifoi muito baixa, em geral, em todos os grupos erpartais (Figura 11
A e B). No cultivo na presenca de rLci4A-NH6, olveer-se aumento de IP apenas em alguns
animais. Os valores de X + SD encontrados foram(Z;11 + 0,75), G2 (3,34 = 2,41), G3
(6,40 + 5,82), G4 (4,17 + 2,34), G5 (4,48 + 1,635 (5,98 + 8,63) e G7 (2,29 + 0,80). A
analise estatistica desses dados nao mostrourdigesggnificante entre as médias (ANOVA,
p>0,05). No entanto, observou-se uma tendénciauaterto de IP no grupo que recebeu

saponina como adjuvante (G3) (Figura 11 A).

Com relacdo ao uso do mitégeno concanavalina Agesaltados individuais de IP
encontrados foram muito variaveis e ndo houve atiiga estatisticamente significante entre
os grupos (ANOVA, p>0,05, Figura 11 C). Os valaldesX + SD de IP encontrados estdo na
tabela 1.

Tabela 1 Avaliacao da resposta linfoproliferativa de esplendtos cultivados na presenca
de concanavalina A (protocolo 2).

Grupos indice proliferacéo
(Média + desvio padrdo)

G1 (PBS) 18,50 + 13,46

G2 (rLci4A-NH6) 16,58 + 7,23

G3 (rLci4A-NH6/saponina) 17,59 + 14,19
G4 (rLci4A-NH6/ODN1826 16,52 £ 8,7

G5 (rLci4A-NH6/5QugplL-12) 20,06 + 12,40

G6 (rLci4A-NH6/1QugplL-12) 19,26 + 12,17

G7 (rLci4A-NH6/21gpIL-12) 27,37 + 16,77
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Figura 11. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
rLci4A-NHS6, lisado de L. chagasiou Con A.Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram
injetados trés vezes com PBS (G1), 1@0rLci4A-NH6 (G2), 100ug rLci4A-NH6 / 100ug
saponina (G3), 10Qg rLci4A-NH6 / 10pg ODN1826 (G4), 10Qug rLci4A-NH6 / 50 ug
pIL-12 (G5), 100ug rLci4A-NH6 / 10ug plL-12 (G6) ou 10Qug rLci4A-NH6 / 2pug plL-12
(G7). A injecdo da proteina, adjuvantes ou PBS3¢iite em trés doses por via subcutanea. As
diferentes doses do plasmideo pcDNAS3.1A-scmu-ILfbPam administrados por via
intramuscular, seguido de eletroporacao, apengsimeira dose de injecao (G5, G6 e G7).
Nas segunda e terceira doses, esses grupos renel@dag rLci4A-NH6 associada a 1Q@
saponina. Os esplendcitos (3 X télulas por poco, em triplicata) foram cultivagos placas

de microtitulacdo de 96 pocos, por 5 dias na pgesee rLci4A-NH6 a 10 pg/mL (A) ou
lisado de promastigotas dle chagasia 10 pg/mL (B) ou por 3 dias na presenca de Cen A
0,8 pg/mL (C) e pulsados comuCi de timidina [H]3. Os simbolos representam o®ne
individuais de indice de proliferacdo e as linhidam as médias dos grupos de animais. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOpAQ.05.
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6.2.2.3Avaliacdo da producéo de citocinas (IFN¢e IL-5)

A produgdo das citocinas IFN-e IL-5 foi determinada por ELISA em cada
sobrenadante do cultivo celular apds a estimulagéovitro, conforme mencionado
anteriormente. O valor minimo de deteccéo do ensaia IFNy e IL-5 foi de 0,234 ng/mL e

0,062 ng/mL, respectivamente.

Com relacdo a producdo de IFNnos sobrenadantes dos cultivos celulares na
presenca de rLci4A-NH6, os valores de X + SD emealats, em ng/mL, foram G1 (4,43 =
2,77), G2 (5,58 + 3,38), G3 (14,51 + 7,88), G4 18#64,51), G5 (8,60 + 5,80), G6 (9,43 *
6,12) e G7 (7,69 + 4,77). Esses resultados mostrgtee houve uma producéo dessa citocina
em todos o0s grupos que receberam o antigeno, cosemuadjuvante. Inesperadamente,
também houve producéo inespecifica de #Fhb grupo controle G1 (Figura 12 A). Apesar
disso, o valor de média do grupo G3 foi 3 vezentgie a do grupo G1. Como os resultados
individuais encontrados apresentaram uma consielevaviacdo dentro de um mesmo grupo
experimental, a analise dos dados ficou prejudi¢ABBDVA, p>0,05). No cultivo celular na
presenca de Con A, houve producdo de JFBim todos os grupos (Tabela 2). Nao foi
observada diferenca significante entre as médisgdgos (ANOVA, p>0,05, Figura 12 B).

Na avaliacdo da producéo de IL-5, apos estimulat&iro com rLci4A-NH6, apenas
foi observada producéo dessa citocina no grupaepebeu o antigeno associado a saponina
(G3), apresentando valor de X + SD igual a 0,2602 0A concentracdo encontrada de IL-5
nesse grupo foi maior que a do grupo controle (@&3jm como a do grupo que recebeu
apenas a proteina recombinante (G2) (Figura 1N@)cultivo das células na presenca de
Con A, observou-se uma baixa producédo de IL-5 mopag experimentais, sugerindo mais
uma vez que esse mitdgeno ndo induz uma producliosiea mesma forma que induz de
IFN-y (Figura 12 D). Os valores de X = SD encontradt&oasa Tabela 3.

No sobrenadante das ceélulas esplénicas cultivadasresenca apenas de meio de
cultura ou de lisado protéico de promastigotas.dehagasindo houve producéo detectavel

de ambas citocinas (dados ndo mostrados).



Tabela 2. Concentracdo de IFN¢ no
presenca de Con A (protocolo 2)
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sobrenadante do cultivo de esplendcitos na

Grupos Concentracéo (ng/mL)
Média * desvio padréao

G1 (PBS) 46,13 + 44,62

G2 (rLci4A-NH6) 33+£27,33

G3 (rLci4A-NH6/saponina) 28,97 + 12,38

G4 (rLci4A-NH6/ODN1826 32,65+ 17,2(

G5 (rLci4A-NH6/5QugplL-12) 27,21 £5,36

G6 (rLci4A-NH6/1QugplL-12) 29,54 + 11,32

G7 (rLci4A-NH6/2ugplL-12) 37,77 + 18,07

Tabela 3. Concentracéo de IL-5 no sobrenadante dalktivo de esplendcitos na presenca

de Con A (protocolo 2)

Grupos Concentragéo (ng/mL)
Média * desvio padréo

G1 (PBS) 0,04 + 0,04

G2 (rLci4A-NH6) 0,08 + 0,09

G3 (rLci4A-NH6/saponina) 0,28 +0,24

G4 (rLci4A-NH6/ODN1826) 0,07 £ 0,06

G5 (rLci4A-NH6/5QugplL-12) 0,09 £ 0,08

G6 (rLci4A-NH6/1QugplL-12) 0,05 + 0,05

G7 (rLci4A-NH6/2ugplL-12) 0,10+ 0,11
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Figura 12. Avaliacdo da producdo de IFN¢ e IL-5 apOs estimulacéoin vitro com
rLci4A-NH6 ou Con A. Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram injetantés vezes
com PBS (G1), 10Qg rLci4A-NH6 (G2), 10Qug rLci4A-NH6 / 100ug saponina (G3), 100
ug rLci4A-NH6 / 10pg ODN1826 (G4), 10Qg rLci4A-NH6 / 50ug plL-12 (G5), 10Qug
rLci4A-NH6 / 10 ug plL-12 (G6) ou 10Qug rLci4A-NH6 / 2ug plL-12 (G7). A injecdo da
proteina, adjuvantes ou PBS foi feita em trés dpsewia subcutanea. As diferentes doses
do plasmideo pcDNA3.1A-scmu-IL-12 foram administragbor via intramuscular, seguido
de eletroporacao, apenas na primeira dose de m{&% G6 e G7). Nas segunda e terceira
doses, esses grupos receberam AQO0rLci4A-NH6 associada a 10Qg saponina. Os
esplendcitos (9 x Plpoco, em duplicata) foram cultivados em placas2depocos na
presenca de rLci4A-NH6 a 10 pg/mL (A e C) ou ConaA0,8 ug/mL (B e D).
Sobrenadantes do cultivo celular de cada animaigdmlapds 48 horas de cultivo, foram
avaliados quanto a presenca dessas citocinas p8AKle captura, conforme descrito em
material e métodos. Os simbolos representam osegalndividuais de cada animal e as
linhas representam a média de cada grupo. A anddisistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni, p<0,05.Em C
(G1=G2=G4=G5=G6=G7<G3), A, B e D (ANOVA p>0,05).

6.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM ANIMAIS INJETADO S COM rLci2B-
NH6 ASSOCIADA A SAPONINA, ODN1826 OU IL-12 - PROTOQLO 3

Diante dos resultados obtidos nos dois primeirosopplos, nos quais nao foi possivel
observar a inducdo de uma resposta imune predotemante celular Thl, um novo
protocolo foi realizado, porém utilizando outroigeho recombinante (rLci2B-NH6). Nesse

protocolo, os camundongos receberam trés dosd3Bf:(G1), rLci2B-NH6 (G2), rLci2B-
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NH6/saponina (G3), rLci2B-NH6/ODN1826 (G4), rLcidg+6/50ugplL-12 (G5), rLci2B-
NH6/10ugplL-12 (G6) e rLci2B-NH6/2ugplL-12 (G7). kjecdo de PBS ou da proteina,
sozinha ou associada a saponina ou ODN 1826 (G#)af@ feita por via subcutanea,
enquanto que a dos plasmideos codificando as diésredoses de IL-12 foi feita pela via
intramuscular, seguida de eletroporacdo, apengsimeira dose de injecdo. Nas segunda e
terceira doses, 0s animais dos grupos G5 ao GBara rLci2B associada a saponina.

6.3.1 Deteccao de anticorpos IgG, IgG2a e IgG1 reats a rLci2B-NH6

A resposta imune humoral dos animais foi avaliadalihs apos a terceira dose de
imunizacdo em amostras de soro diluidas a 1:50t@0@ para IgG quanto para IgGl e
IgG2a.

Os valores de densidade O6ptica obtidos nos ensammoenzimaticos estao
representados na Figura 13.

Em relacéo a IgG, houve producao desse anticorpim@ns os grupos teste (G2 a G7)
e a analise estatistica revelou diferenca sigmifeeantre os grupos (ANOVA, p<0,001). As
comparacoes, realizadas entre cada dois grupog,anams que os grupos G2 (X = SD; 0,70 £
0,25), G3 (1,14 + 0,18), G4 (0,73 £ 0,30), G5 (0#60,24), G6 (0,65 + 0,36) e G7 (0,71 +
0,20) apresentaram maiores concentracfes de guscdo que o grupo controle G1 (0,04 +
0,00). Além disso, o grupo G3, que recebeu saparin® adjuvante, apresentou uma maior
concentracdo de 1gG que o grupo que recebeu apardgeno (G2) (Figura 13 A).

Na andlise da producdo das subclasses, observawwdecdo de IgG2a e IgG1 em
alguns ou todos grupos testes, respectivamentaalsa estatistica, por ANOVA, revelou
diferenca entre os grupos nas duas avaliacoesO@K0Em relacdo a IgG2a, apenas o grupo
que recebeu o antigeno associado a saponina GB0,54) apresentou maior concentracao
do que o grupo controle G1 (0,06 £ 0,02). Além aliss concentracdo dessa imunoglobulina
encontrada nesse mesmo grupo foi quase 10 vezes dwague a do grupo de animais que
receberam o antigeno isoladamente (G2, 0,13 +.0MN¥gse experimento, o uso de ODN ou
IL-12 ndo favoreceu a producdo de IgG2a (Figurd)l3J4 para IgG1l, observou-se que 0s
grupos G2 (1,50 + 0,37), G3 (1,86 + 0,42), G4 (:z50,42), G5 (1,32 + 0,42), G6 (1,28
0,55) e G7 (1,53 £ 0,59) apresentaram maiores obragdes desse anticorpo do que 0 grupo
G1 (0,06 + 0,01) (Figura 13 C). Os valores de médigroporcao IgG2a/lgG1l nos grupos
G2, G3, G4, G5 G6 e G7 foram 0,09; 0,67; 0,26; ;0090 e 0,10, respectivamente,
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mostrarando que n&o houve producgédo predominantendenigG2a em nenhum dos grupos

experimentais.
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Figura 13. Deteccéo de anticorpos IgG , 1gG2a e IgG1 reativasrLci2B-NH6. Grupos de
camundongos BALB/c (n=6) foram injetados 3 vezeas &@BS (G1), 10Qug rLci2B-NH6
(G2), 100ug rLci2B-NH6 / 100ug saponina (G3), 10Qg rLci2B-NH6 / 10pg ODN1826
(G4), 100pg rLci2B-NH6 / 50ug plL-12 (G5), 10Qug rLci2B-NH6 / 10ug plIL-12 (G6) ou
100 pg rLci2B-NH6 / 2 ug plL-12 (G7). A injecao de PBS, da proteina isatadnte ou
associada a adjuvantes (G1, G2, G3 e G4) foi fatatrés doses por via subcutanea. As
diferentes doses do plasmideo pcDNA3.1A-scmu-ILfbPam administradas por via
intramuscular, seguido de eletroporacao, apengsimeira dose de injecao (G5, G6 e G7).
Nas segunda e terceira doses, esses grupos renel@ag de rLci4A-NH6 associada a 100
ug saponina., por via subcutanea, em intervalos ldeAfhostra de soro de cada animal,
obtida 10 dias ap0s a terceira dose de injecdayvhdiada por ELISA, na diluicdo de 1:50.000
(IgG, 1gG2a e IgGl, em A, B e C, respectivamen@d. simbolos representam valores
individuais e as linhas as médias de cada grupandlse estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni, p<Opi A (G1<G2=G4=G5=G6=G7<G3),
B (G1=G2=G4=G5=G6=G7<G3) e C (G1<G2=G3=G4=G5=G6=G7)
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6.3.2 Avaliagcdo da proliferacédo de esplendcitos

A avaliagdo da resposta linfoproliferativa foi ieatla no cultivo de esplendcitos dos
animais, na presenca de rLci2B-NH6 a 10 pg/mL,ginats do lisado de promastigotasL.de
chagasia 10 pg/mL ou Con A a 2,5 pg/mL.

Os valores de IP encontrados apos cultivo nasigdesin vitro supracitadas estado
representados na Figura 14.

Nos cultivos dos esplendcitos na presenca de rkbiBB ou lisado dd.. chagasi
observaram-se valores de IP muito baixos (Figura 84B). No entanto, houve um discreto
aumento da média de IP no grupo que recebeu rLNiaBisaponina G3 (3,03 + 2,66) e foi
estimulado com a proteina recombinante em relagagrapo controle G1 (1,20 = 0,47).
Contudo, néo foi observada diferenca estatisticansgnificante entre as médias dos grupos
(ANOVA, p>0,05, Figura 14 A).

Por outro lado, o cultivo dessas mesmas célulapresenca de Con A induziu a
proliferacdo dos esplendcitos de cada um dos grdposamundongos, porém com valores
individuais de IP variando dentro de um mesmo gmripoais baixos do que nos outros dois
protocolos (Figura 14 C). Os valores de X £ SD Eeshcontrados estdo na tabela 3. Nao

houve diferenca estatisticamente significante eagrmédias dos grupos (ANOVA, p>0,05).

Tabela 4. Avaliacéo da resposta linfoproliferativade esplendcitos cultivados na presenca
de concanavalina A (protocolo 3).

Grupos indice proliferacéo
(Média + desvio padrao)

G1 (PBS) 7,01 +8,61

G2 (rLci2B-NH6) 9,28 +5,58

G3 (rLci2B-NH6/saponina) 5,78 £5,20

G4 (rLci2B-NH6/ODN1826 451+4,0

G5 (rLci2B-NH6/5QugplL-12) 533+3,42

G6 (rLci2B-NH6/1QugplL-12) 6,37 + 5,70

G7 (rLci2B-NH6/2:gplL-12) 5,28 £ 3,21




77

20+ A
O ~ —
© 15
Z £
~
Qg 10
S 9
=~ M
51 v
T T e W e
T T T T T T T
20- B
- 5
> 8 15
S5 ®
_C S
cE 2 10
-2 8
LS |
8= 8 5
0 S
- [ ]
= o A N g e e W
T T T T T T T
30+ c
251 o
— 20
o * .
< E 154 .
52 .
O 10 ) ° °
o RO : d
51 S : ° .y ©
° L e g e o0 o
0 T T T T T T T
PR VI N AN
AP P R AR VY
& S Q & &
Q/ > oo QQ QQ QQ
& PSS
NEIR OIS S R SR
S S
& N o
A\ \\/ ‘\5-’ ‘\5-’ Q

Figura 14. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
rLci2B-NHS6, lisado de L. chagasiou Con A.Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram
injetados trés vezes com PBS (G1), 100rLci2B-NH6 (G2), 10Qug rLci2B-NH6 / 100ug
saponina (G3), 100g rLci2B-NH6 / 10ug ODN1826 (G4), 10Qg rLci2B-NH6 / 50ug plL-

12 (G5), 10Qug rLci2B-NH6 / 10ug plL-12 (G6) ou 10Gug rLci2B-NH6 / 2ug plL-12 (G7).

A injecdo da proteina, adjuvantes ou PBS foi feita trés doses por via subcuténea. As
diferentes doses do plasmideo pcDNAS3.1A-scmu-ILfbPam administrados por via
intramuscular, seguido de eletroporacao, apengsimeira dose de injecao (G5, G6 e G7).
Nas segunda e terceira doses, esses grupos renel@dag rLci4A-NH6 associada a 1Q@
saponina. Os esplendcitos (3 X télulas por poco, em triplicata) foram cultivagos placas
de microtitulacdo de 96 pocos, por 5 dias na pgesee rLci2B-NH6 a 10 pug/mL (A) ou
lisado de promastigotas dle chagasia 10 pg/mL (B) ou por 3 dias na presenca de Cen A
2,5 pg/mL (C) e pulsados comuCi de timidina [H]3. Os simbolos representam o®nesd
individuais de indice de proliferacdo e as linhidam as médias dos grupos de animais. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOpAQ.05.
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6.3.3 Avaliacdo da producéo de citocinas (IFN¢e IL-5)

A producédo de IFN- e IL-5 foi avaliada, por ELISA de captura, em atress
individuais de sobrenadante dos cultivos descatderiormente. O valor minimo de deteccéo
do ensaio para IFN-e IL-5 foi de 0,234 ng/mL e 0,062 ng/mL, respesinente.

Com relacdo a producédo de IFNHhouve uma producdo detectavel dessa citocina
apenas no grupo que recebeu o antigeno com sapanimaltivo com rLci2B-NH6 (Figura
15 A). Somente foi observada diferenca significagtére os grupos no cultivo celular na
presenca de rLci2B-NH6 (ANOVA, p<0,001). A compa@ag@ntre cada dois grupos mostrou
que apenas o grupo G3 (0,48 + 0,23 ng/mL) apresentor concentracao de IFN-do que
o grupo G1 (0,01 + 0,01 ng/mL) (Figura 15 A). Jaaudtivo na presenca de Con A, houve
deteccédo dessa citocina em todos 0s grupos, eriret@m consideravel variacdo nos valores
individuais (ANOVA, p>0,05, Figura 15 B). Os valsrde X + SD encontrados nos grupos
experimentais estdo na Tabela 5.

J& na avaliagdo da producao de IL-5, observouiga peoducdo dessa citocina pelos
esplendcitos dos animais, tanto em amostras desrsadeinte do cultivo com rLc4A-NH6
guanto com Con A. Os valores de X £ SD da concefdrale IL-5, quando as células foram
cultivadas na presenca do mitdégeno, estdo na Té&b&lao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (ANOVA, p>0,05, FigligaC e D).
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Tabela 5. Concentracdo de IFN¢r no sobrenadante do cultivo de esplendcitos na
presenca de Con A (protocolo3).

Grupos Concentracéo (ng/mL)
Média + desvio padréo

G1 (PBS) 27,01 £ 27,58

G2 (rL.ci2B-NH6) 13,56 £ 9,19

G3 (rLci2B-NH6/saponina) 12,47 + 8,14

G4 (rLci2B-NH6/ODN1826 22,24 + 6,3

G5 (rLci2B-NH6/5QugplL-12) 22,48 £ 23,10

G6 (rLci2B-NH6/1QugplL-12) 30,90 + 29,90

G7 (rLci2B-NH6/21gplL-12) 27,30 + 34,07

Tabela 6. Concentragdo de IL-5 no sobrenadante daltivo de esplendcitos na presenca
de Con A (protocolo 3)

Grupos Concentragéo (ng/mL)
Média * desvio padréo

G1 (PBS) 0,07 £ 0,04

G2 (rLci2B-NH6) 0,14 £ 0,04

G3 (rLci2B-NH6/saponina) 0,16 £ 0,07

G4 (rLci2B-NH6/ODN1826 0,06 £ 0,03

G5 (rLci2B-NH6/5QugplL-12) 0,16 £ 0,06

G6 (rLci2B-NH6/1QugplL-12) 0,12 £ 0,02

G7 (rLci2B-NH6/2igplL-12) 0,16 + 0,08
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Figura 15. Avaliacao da producao de IFN¢ e IL-5 apds estimulacaan vitro com rLci2B-
NH6 ou Con A Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram injetatités vezes com PBS
(G1), 100ug rLci2B-NH6 (G2), 10Qug rLci2B-NH6 / 100ug saponina (G3), 100g rLci2B-
NH6 / 10ug ODN1826 (G4), 10Qg rLci2B-NH6 / 50ug pIL-12 (G5), 10Qug rLci2B-NH6 /

10 pg pIL-12 (G6) ou 100ug rLci2B-NH6 / 2 ug plL-12 (G7). A injecdo da proteina,
adjuvantes ou PBS foi feita em trés doses por ulacigénea. As diferentes doses do
plasmideo pcDNA3.1A-scmu-IL-12 foram administragms via intramuscular, seguido de
eletroporacdo, apenas na primeira dose de injegg&p G6 e G7). Nas segunda e terceira
doses, esses grupos receberam [f0rLci2B-NH6 associada a 10Qg saponina.. Os
esplendcitos (9 x Ppoco, em duplicata) foram cultivados em placag4lpocos na presenca
de rLci2B-NH6 a 10 pg/mL (A e C) ou Con A a 2,5my/(B e D). Sobrenadantes do cultivo
celular de cada animal, obtido apds 48 horas devauforam avaliados quanto a presenca
dessas citocinas por ELISA de captura, conformeridesem material e métodos. Os
simbolos representam os valores individuais de aa@taal e as linhas representam a média
de cada grupo. A andlise estatistica foi realizala teste ANOVA, seguido do pés-teste de
Bonferroni, p<0,05. Em A (G1=G2=G4=G5=G6=G7<G3)Be D (ANOVA, p>0,05).
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6.4 A\{ALIA(;AO DA RESPOSTA IMUNE APOS SENSIBILIZACAO COM
PLASMIDEO CODIFICANDO rLci2B-NH6 E REFORCO COM rLc i2B-NH6
ASSOCIADA A SAPONINA — PROTOCOLO 4

Previamente em nosso laboratério, camundongos eggberam 2 doses de pBK-
CMV-Lci2B e reforco com rLci2B-NH6 associada a s@ipa apresentaram uma resposta
imune celular especifica Thl, caracterizada palfpracéo linfocitaria, producao de IFNe
anticorpos IgG2a em relagcéo ao grupo controletnegéSANTOS, 2007). Visando avaliar a
capacidade de indugcao de protecdo contra infecgabgishmania chagagpor esse grupo
experimental e, além diss@elo grupo que recebe rLci2B-NH6 associada a saponi
(resposta mista Thl/Th2gamundongos BALB/c foram imunizados com PBS (GBK®p
CMVWvazio/PBS (G2), rLci2zB-NH6 (G3) e rLci2B-NH6/sapina (G4), pBK-CMV-Lci2B-
NH6/rLci2B-NH6-saponina (G5). Os grupos G1, G3 & réceberam trés doses de PBS ou
proteina, por via subcutanea, enquanto que os gr@e G5 receberam duas doses dos
plasmideos sem ou com inserto de rLci2B-NH6, paa intramuscular, seguido de
eletroporacéo e a terceira dose de PBS (G2) oeipeoassociada a saponina (G5), por via
subcutdnea. Quatro semanas apos a terceira ddssudigacdo 6 dos 12 animais de cada
grupo foram infectados com 1 X 1Promastigotas dé. chagasi,por via intraperitoneal
Dois dias apés a primeira dose de imunizacéo, umakrdo grupo G4 e um animal do G5

foram encontrados mortos.

6.4.1 Deteccao de anticorpos IgG, 1gG2a e IgG1 reats a rLci2B-NH6

A avaliacdo da resposta imune humoral foi realizH@lalias ap0s a terceira dose de
imunizacdo, em 12 animais de cada grupo experimentzerca de 2 meses apds o desafio,
em 6 animais de cada grupo. Dados de densidadmpphitidos por ELISA, em amostras de
soro diluidas a 1:20.000 (IgG) e 1:50.000 (IgGlg@&32a) apds imunizacdo e desafio dos
animais, estao representados nas Figuras 16 espgativamente.

A avaliacdo da deteccao IgG, IgGl e IgG2a, nasicGds mencionadas acima,
mostrou que houve producdo de anticorpos reativhsiaB-NH6 nos grupos G3, G4 e G5
(IgG e 1gG1) e apenas nos grupos G4 e G5 (lgGaatp apds imunizacédo quanto desafio.

Com relacdo a imunoglobulina 1gG, a analise esidisnostrou diferenca entre os
grupos (ANOVA, p<0,001). As comparacdes feitaseentida dois grupos, apds imunizacgao,
revelaram que os grupos G3 (048,17), G4 (0,9& 0,23) e G5 (0,33 0,22) apresentaram

maiores concentracdes de IgG em relacdo aos goopd®les e que a utilizacdo de saponina
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como adjuvante (G4) levou a uma producdo mais satetesse anticorpo em relagdo aos
outros dois grupos G3 e G5. O mesmo padrao desesfm encontrado apos o desafio dos
animais, sendo os valores de X + SD observado&8€0,33+ 0,14), G4 (0,63 0,05) e G5
(0,38+ 0,09).

Em relacdo a producéo de IgG2a e IgG1, apds imeanze desafio, os valores de X +
SD de densidade éptica obtidos nos grupos estdalrela 7.

A andlise estatistica dos dados mostrou diferemgafisante entre 0os grupos para
producao de ambas as subclasses de anticorpoaf@omunizacao quanto apds imunizacao
e desafio (ANOVA, p<0,001). As comparac¢Oes adiag®eatre cada dois grupos, mostraram
que houve deteccdo de maior concentracdo de IgG2@mipos que receberam o antigeno
com saponina (G4) ou DNA/proteina (G5) do que agp@s controles, como também em
relacdo ao grupo que recebeu apenas o antigeno(Fi@Rkas 16 e 17 B). No entanto,
observou-se uma concentracdo maior de IgG2a noogguye recebeu saponina como
adjuvante (G4), somente apés a imunizacdo (FigerB)1 Para 1gG1, apesar de terem sido
detectadas maiores concentracfes desse anticospgruymos G3, G4 e G5 em relacdo aos
grupos controles, a utilizacdo de DNA/proteina (&8uziu uma concentracdo mais baixa de
lgG1 em relacdo ao uso de apenas o antigeno (G&8)tageno com saponina (G4). (Figuras
16C e 17C). Os valores de média da proporcdo IgG2/Imostraram que a utilizacdo de
DNA/proteina modificou o perfil de producdo dessasinoglobulinas, favorecendo a
producao de IgG2a (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de densidade Optica obtidos nosisaios imunoenzimaticos para
deteccao de IgG2a e IgG1 reativos a rLci2B (prototm4).

Apbs imunizacao Apb6s imunizacao e desafio
Grupos —5G2a IgG1 _ IgG2allgGl  IgG2a IgG1 __ IgG2aligGl
Gl 0,00 £0,00 0,00 +0,00 - 0,00 £0,00 0,00 0,0 -
G2 0,00 £0,00 0,00 +0,00 - 0,00 £0,00 0,00 €0,0 -
G3 0,06 £0,07 1,36+0,26 0,04 0,09+0,10 1,37 +0,36 0,06
G4 1,47+0,21 186+0,09 0,79 1,10+0,16 1,50+0,23 0,73

G5 0,75+0,55 0,36+0,19 2,08 1,05+0,23 0,341 3,09
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Figura 16. Deteccdo de anticorpos IgG , IgG2a e IgG1 reativos rLci2B-NH6 (ap0s
iImunizagao). Grupos de camundongos BALB/c (n=12) foram injesaciam PBS (G1), 509
pBK-CMVvazio/PBS (G2, pvazio/PBS), 10Qg rLci2B-NH6 (G3), 100 ug rLci2B-
NH6/saponina (G4), 5ug pBK-CMV-Lci2B-NH6 / 100 pg rLci2B-NH6-saponina [G5,
pLci2B/rLci2B-saponina (DNA/prot.)]. Os grupos G&3 e G4 foram injetados 3 vezes por
via subcutdnea, enquanto que o0s grupos G2 e Ghemee o plasmideo por via
intramuscular seguido de eletroporacao, nas duaeipas doses, e o reforco com PBS (G2)
ou 100ug rLci2B-NH6 associada a 1Q@ saponina (G5), por via subcutanea, em intervalos
de 21 dias. Amostra de soro de cada animal, olhfid#ias apods a terceira dose de injecéo, foi
avaliada por ELISA, na diluicdo de 1:20.000 (Ig@&, &) e 1:50.000 (IgG2a e IgG1l, em B e
C, respectivamente). Os simbolos representam walndividuais e as linhas as médias de
cada grupo. A analise estatistica foi realizad® peste ANOVA, seguido do pés-teste de
Bonferroni, p<0,05.Em A (G1<G3<G4; G2<G5; G3=G5<GB) (G1=G3<G4; G2<G5;
G3<G4=G5) e C (G1<G3<G4, G2<G5; G5<G3<G4).
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Figura 17. Deteccdo de anticorpos IgG , IgG2a e IgG1 reativos rLci2B-NH6 (apos
imunizagao e desafio)Grupos de camundongos BALB/c (n=12) foram injesadom PBS
(G1), 50 ug pBK-CMVvazio/PBS (G2, pvazio/PBS), 104y rLci2B-NH6 (G3), 100ug
rLci2B-NH6/saponina (G4), 50g pBK-CMV-Lci2B-NH6 / 100ug rLci2B-NH6-saponina
[G5, pLci2B/rLci2B-saponina (DNA/prot)]. Os grup&l, G3 e G4 foram injetados 3 vezes
por via subcutanea, enquanto que os grupos G2 eeGihberam o plasmideo por via
intramuscular seguido de eletroporacao, nas duaipas doses, e o reforco com PBS (G2)
ou 100ug rLci2B-NH6 associada a 1Q@ saponina (G5), por via subcutanea, em intervalos
de 21 dias. Quatro semanas ap6s a terceira dosajimais foram infectados com 1 X’10
promastigotas dé. chagasj por via intraperitoneal. Amostra de soro de Grean$ de cada
grupo, obtida 60 dias apos o desafio, foi avalalaELISA, na diluicdo de 1:20.000 (IgG) e
1:50.000 (IgG2a e 1gG1). Os simbolos representdoresindividuais e as linhas as médias
de cada grupo. A andlise estatistica foi realizala teste ANOVA, seguido do pés-teste de
Bonferroni, p<0,05. Em A (G1<G3<G4; G2<G5; G3=G53@ (G1=G3<G4; G2<G5) e C
(G1<G3=G4; G2<G5; G5<G4).
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6.4.2 Avaliacdo da prolifecdo de esplendcitos

A avaliacdo da resposta linfoproliferativa de esptétosin vitro foi realizada no
sobrenadante de cultivo celular na presenca d@BENIH6 a 10 pg/mL, proteinas do lisado
de promastigotas de chagasia 10 pg/mL ou Con A a 2,5 pg/mL.

ApoOs imunizagdo, a estimulac#ovitro das células com rLci2B-NH6 ndo induziu a
proliferacdo dos esplendécitos (ANOVA, p>0,05). Gdoves de X + SD de IP nos grupos
controles foram G1 (1,36 £ 0,62) e G2 (1,77 = 1,38)r outro lado, apesar de nao haver
diferenca significante entre os grupos, houve wendéncia a aumento de IP nos grupos teste
G3 (3,98 + 1,51), G4 (4,06 = 2,68) e G5 (4,24 H02,da apos imunizacdo e imunizacao
desafio dos animais, houve maior proliferacdo eelnb grupo G4 (4,93 £ 3,07) em relacao
ao grupo G1 (1,21 + 0,44) (Figura 19 A).

AplOs a imunizacdo e desafio dos animais, ndo halifegenca estatisticamente
significante entre as médias de IP dos grupos gquasdesplendcitos foram cultivados na
presenca do lisado de promastigotd_dehagasia 10pg/mL(ANOVA, p>0,05, Figuras 18 e
19 B).

O cultivo dessas mesmas células na presenca dgend6Con A, tanto pos-
imunizacdo quanto pos-imunizacéo e desafio, indazwliferacdo dos esplendcitos de cada
um dos grupos de camundongos, sendo os valoregidudis de IP encontrados muito
variados, sem diferenca estatistica entre os gr{figsras 18 e 19 C). Os valores de X £ SD,
apos imunizacgédo e desafio, estdo na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliacdo da resposta linfoproliferativade esplendcitos cultivados na presenca
de concanavalina A (protocolo 4).

ApoOs imunizacao Apoés imunizacao e

Grupos ' ' desafio
Indice proliferacdo Indice proliferacéo
(Média £ desvio) (Média £ desvio)
G1 (PBS) 12,89 + 4,61 18,65 + 16,51
G2 (pBK-CMYV vazio/PBS 10,69 + 3,30 11,16 £+ 6,41
G3 (rL.ci2B-NH6) 10,61 £ 5,27 15,53 + 13,84
G4 (rLci2B-NH6/saponina) 7,81+4,72 20,22 + 14,39

G5 (pBK-CMV-Lci2B — DNA/proteina) 13,01 £ 8,24 29,40 * 36,80
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Figura 18. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
rLci2B-NHS6, lisado de L. chagasiou Con A (apos imunizacdo)Grupos de camundongos
BALB/c (n=12) foram injetados com PBS (G1), 5@ pBK-CMVvazio/PBS (G2,
pvazio/PBS), 10Qug rLci2B-NH6 (G3), 100ug rLci2B-NH6/saponina (G4), 5Q0g pBK-
CMV-Lci2B-NH6 / 100 pg rLci2B-NH6-saponina [G5, pLci2B/rLci2B-saponina
(DNA/prot)]. Os grupos G1, G3 e G4 foram injeta@sgezes por via subcutanea, enquanto
que os grupos G2 e G5 receberam o plasmideo porinttiamuscular seguido de
eletroporacdo, nas duas primeiras doses, e o0 cetorpm PBS (G2) ou 100g rLci2B-NH6
associada a 10Qg saponina (G5), por via subcutéanea, em interval®s21l dias. Os
esplendcitos de 6 animais de cada grupo (3 Xc#lulas por poco, em triplicata) foram
cultivados em placas de microtitulacdo de 96 pagosb dias na presenca de rLci2B-NH6 a
10 pg/mL (A) ou lisado de promastigotas Idechagasia 10 pg/mL (B) ou por 3 dias na
presenca de Con A a 2,5 ug/mL (C) e pulsados cq@ilde timidina [H]3. Os simbolos
representam os valores individuais de indice difgmacao e as linhas indicam as médias dos
grupos de animais. A andlise estatistica foi radhzpelo teste ANOVA, p>0.05.
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Figura 19. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
rLci2B-NH6, lisado de L. chagasiou Con A (apds imunizacdo e desafiolsrupos de
camundongos BALB/c (n=12) foram injetados com PB3)( 50ug pBK-CMVvazio/PBS
(G2, pvazio/PBS), 10Qg rLci2B-NH6 (G3), 10Qug rLci2B-NH6/saponina (G4), 50g pBK-
CMV-Lci2B-NH6 / 100 pg rLci2B-NH6-saponina [G5, pLci2B/rLci2B-saponina
(DNA/prot)]. Os grupos G1, G3 e G4 foram injetadsgezes por via subcutanea, enquanto
que os grupos G2 e G5 receberam o plasmideo porintiamuscular seguido de
eletroporacéo, nas duas primeiras doses, e o0 cetorpm PBS (G2) ou 100g rLci2B-NH6
associada a 10Qg saponina (G5), por via subcutanea, em intervd®21 dias. Quatro
semanas apods a terceira dose, os animais foraotadés com 1 X 1Opromastigotas de.
chagasi por via intraperitoneal . Os esplenécitos de 6 aisrde cada grupo (3 x 2L6élulas
por poco, em triplicata) foram cultivados em plagasnicrotitulacdo de 96 pocos, por 5 dias
na presenca de rLci2B-NH6 a 10 pg/mL (A) ou lisadéopromastigotas de chagasia 10
pg/mL (B) ou por 3 dias na presenca de Con A gug/mL (C) e pulsados com (iCi de
timidina [H]3. Os simbolos representam os valongbviduais de indice de proliferacéo e as
linhas indicam as médias dos grupos de animaisialise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni, p<OBB A (G1=G3<G4; G2=G5); Be C
(ANOVA, p>0,05).



88

6.4.3 Avaliacdo da producao de citocinas (IFN-e IL-5)

Com relacdo a producédo das citocinas HBl-IL-5 no sobrenadante do cultivo dos
esplendcitos, por ELISA, o valor minimo de detecgdd@nsaio foi de 0,234 ng/mL para IFN-
vy e 0,062 ng/mL para IL-5.

Na avaliacédo da producéo de IFNguando esplendcitos foram cultivados na presenca
de rLci2B-NH6 a 10 pg/mL, tanto apds imunizacaonjoi@pos imunizacao e desafio, nao foi
verificada diferenca estatisticamente significaptére os grupos de animais (ANOVA,
p>0,05, Figuras 20 e 21 A). Apenas alguns animaessgtupos G4 e G5 produziram IRN-
detectavel pelo método e, por esse motivo, obsesgatma tendéncia nesses dois grupos em
produzir essa citocina, principalmente apos a izagéo e o desafio dos animais (Figuras 20
e 21 A). Apesar do grupo que recebeu DNA/prote(®a) (ndo ter produzido quantidade
significante de IFN¢ e proliferacdo celular, os resultados encontradesse protocolo
mostram uma tendéncia a geracao de resposta inelularcThl nesse grupo, pelo menos em
alguns animais. Com relacdo a IL-5, observou-se esnm padrdo de resultado apoés
imunizacdo e desafio dos animais (Figuras 20 e P1c@Gm diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (ANOVA, p<0,05). Obserse producdo detectavel de IL-5
tanto no grupo que recebeu apenas o0 antigeno G&)to no grupo que recebeu o antigeno
com saponina G4 (0,598 + 0,510 e 0,49 % 0,27 ng/mapps imunizacdo e desafio. No
entanto, apenas houve producao estatisticamemiécagte no grupo G4, mostrando assim a
inducao de resposta imune mista (Th1/Th2).

Na presenca de Con A, ap6s imunizagéo e desafiardo®is, verificou-se producao
de IFNy em todos os grupos, com consideravel variacdoae® um mesmo grupo. Os
valores de X + SD encontrados estdo na tabela @ héve diferenca estatisticamente entre
as médias dos grupos (ANOVA, p>0,05, Figuras 2B R). Ja para IL-5, observou-se uma
maior producdo dessa citocina apenas no grupoepabeu 0 antigeno com saponina (G4,
1,38 + 1,13 ng/mL). Os outros grupos produziranxdmiconcentracdes de IL-5 (Tabela 10),
sendo a producao individual mais heterogénea apasaizacao e o desafio (Figuras 20D e
21D).

Os sobrenadantes obtidos do cultivo celular naepgesde meio ou de lisado total de
L. chagasi tanto ap0s imunizacdo quanto apos a imunizagéaesafio, ndo apresentaram

niveis detectaveis dessas citocinas (dados nagados}.



Tabela 9. Concentracdo de IFN¢r no sobrenadante do cultivo de esplendcitos na

presenca de Con A (protocolo 4)

Apds imunizacao

Ap0s imunizacéo e

Grupos desafio
Concentragéo Concentragao
(ng/mL) (ng/mL)
G1 (PBS) 17,53 + 3,844 34,95 + 21,20
G2 (pBK-CMV vazio/PBS) 17,99 + 12,54 44,70 + 15,21
G3 (rLci2B-NH6) 20,95 + 7,454 40,36 + 11,31
G4 (rLci2B-NH6/saponina) 17,24 + 6,406 42,45 + 10,28
G5 (pBK-CMV-Lci2B — DNA/proteina) 20,90 *+ 2,029 38,54 + 25,18

Tabela 10. Concentracéo de IL-5 no sobrenadante amiltivo de esplendcitos na presenca

de Con A (protocolo 4)

Apds imunizacao

Ap0s imunizacéo e

Grupos desafio
Concentragéo Concentragao

(ng/mL) (ng/mL)
G1 (PBS) 0,13+0,04 0,09 £ 0,15
G2 (pBK-CMV vazio/PBS) 0,22 £0,13 0,20 £ 0,27
G3 (rLci2B-NH6) 0,48 £ 0,23 0,41 +0,23
G4 (rLci2B-NH6/saponina) 1,37+1,13 0,65 + 0,22
G5 (pBK-CMV-Lci2B — DNA/proteina) 0,20 + 0,06 0,28 £ 0,28
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Figura 20. Avaliacdo da producédo de IFN¢ e IL-5 ap0s estimulag&adn vitro com rLci2B-
NH6 ou Con A (apds imunizacdo) Grupos de camundongos BALB/c (n=12) foram
injetados com PBS (G1), 5@ pBK-CMVvazio/PBS (G2, pvazio/PBS), 10Q rLci2B-NH6
(G3), 100ug rLci2B-NH6/saponina (G4), 5(g pBK-CMV-Lci2B-NH6 / 100ug rLci2B-
NH6-saponina [G5, pLci2B/rLci2B-saponina (DNA/photDs grupos G1, G3 e G4 foram
injetados 3 vezes por via subcutanea, enquantog|geupos G2 e G5 receberam o plasmideo
por via intramuscular seguido de eletroporacéo,duas primeiras doses, e o reforco com
PBS (G2) ou 10@g rLci2B-NH6 associada a 1Q@ saponina (G5), por via subcutanea, em
intervalos de 21 dias. Os esplendcitos (9 ¥pd¥o, em duplicata) foram cultivados em
placas de 24 pocos na presenca de rLci2B-NH6 aghlu(A e C) ou Con Aa 2,5 ug/mL (B

e D). Sobrenadantes do cultivo celular de cadaaniwbtido apos 48 horas de cultivo, foram
avaliados quanto a presenca dessas citocinas d&AHEle captura, conforme descrito em
material e métodos. Os simbolos representam osegaladividuais de cada animal e as
linhas representam a média de cada grupo. A anéfitdistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni, p<0,8m C e D (G1=G3<G4; G2=Gb5;
G5<G4), A e B (ANOVA, p>0,05).
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Figura 21. Avaliacdo da producao de IFN¢ e IL-5 apds estimulacaan vitro com rLci2B-
NH6 ou Con A (ap6s imunizacdo e desafio)Grupos de camundongos BALB/c (n=12)
foram injetados com PBS (G1l), 5@ pBK-CMVvazio/PBS (G2, pvazio/PBS), 100y
rLci2B-NH6 (G3), 100ug rLci2B-NH6/saponina (G4), 50g pBK-CMV-Lci2B-NH6 / 100

ug rLci2B-NH6-saponina [G5, pLci2B/rLci2B-saponinBNA/prot)]. Os grupos G1, G3 e
G4 foram injetados 3 vezes por via subcutanea,amqujue os grupos G2 e G5 receberam o
plasmideo por via intramuscular seguido de eletay@m, nas duas primeiras doses, e 0
reforco com PBS (G2) ou 10 rLci2B-NH6 associada a 1Q8y saponina (G5), por via
subcutanea, em intervalos de 21 dias. Quatro sexremas a terceira dose de injecéo, 6
animais de cada grupo foram infectados com 1 XL1@hagasi, por via intraperitoneal. Os
esplendcitos (9 x Ppoco, em duplicata) foram cultivados em placag4lpocos na presenca
de rLci2B-NH6 a 10 pg/mL (A e C) ou Con A a 2,5my/(B e D). Sobrenadantes do cultivo
celular de cada animal, obtido apds 48 horas devauforam avaliados quanto a presenca
dessas citocinas por ELISA de captura, conformeridesem material e métodos. Os
simbolos representam os valores individuais de aa@taal e as linhas representam a média
de cada grupo. A andlise estatistica foi realizala teste ANOVA, seguido do pés-teste de
Bonferroni, p<0,05. Em C (G1=G3<G4; G2=G5; G5<32)(G1=G3<G4; G2=G5), Ae B
(ANOVA, p>0,05).
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6.4.4 Determinacdo da carga parasitaria no baco

A avaliacdo da carga parasitaria no baco dos amifoarealizada pelo ensaio de
diluicdo limitante, oito semanas apés a infeccds @mimais com 1 X Z20formas
promastigotas deeishmaniaconforme descrito em material e métodos.

Os valores de média da carga parasitaria no bag@mpos G1, G2, G3, G4 e G5
foram de 2,39 x 102,32 x 16; 1,11 x 16; 1,43 x 16 e 1,75 x 16 respectivamente. N&o
houve reducdo de carga parasitaria no baco em menles grupos teste (G3, G4 e Gb5)
(ANOVA, p>0,05, Figura 22), mostrando assim queratgrolo utilizado nao foi capaz de
conferir protecao contra infecgdo dos animaislp@hagasi.
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Figura 22. Avaliacdo da carga parasitaria no bacoGrupos de camundongos BALB/c
(n=12) foram injetados com PBS (G1), 59 pBK-CMVvazio/PBS (G2, pvazio/PBS), 109
rLci2B-NH6 (G3), 100ug rLci2B-NH6/saponina (G4), 50g pBK-CMV-Lci2B-NH6 / 100

ug rLci2B-NH6-saponina [G5, pLci2B-NH6 (DNA/prot)Ps grupos G1, G3 e G4 foram
injetados 3 vezes por via subcutanea, enquantog|geupos G2 e G5 receberam o plasmideo
por via intramuscular seguido de eletroporacdo,duas primeiras doses, e o reforco com
PBS (G2) ou 10@wg rLci2B-NH6 associada a 1Q@ saponina (G5), por via subcutanea, em
intervalos de 21 dias. Quatro semanas apoés areerdese de injecdo, 6 animais de cada
grupo foram infectados com 1 X 0. chagasi, por via intraperitone@ls esplendcitos foram
cultivados em triplicata de pocos, em 12 diluicesadas quadruplas do macerado do baco
(1 mg/mL), por 14 dias. Para determinacdo da cpegasitaria, em cada um dos pocos da
triplicata de cada animal, foi determinada por aigacdo em microscopio Optico a ultima
diluicdo onde foi possivel visualizar pelo menosal®ishmaniae, em seguida, calculou-se a
meédia geométrica dos trés titulos obtidos, assimoco numero de parasitos por pug de baco.
Para o célculo da carga parasitaria no baco, lo ttatido foi multiplicado pelo peso do baco
de cada animal (ANOVA, p>0,05).
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6.5 AVALIA(;@O DA RESPOSTA IMUNE EM CAMUNDONGOS APOS

SENSIBILIZACAO COM AS QUIMERAS LAMP/LCiZ-NT-SR:CT ou LAMP/LCiZ-NT-‘
CT E REFORCO COM AS RESPECTIVAS PROTEINAS ASSOCIADAS A
SAPONINA — PROTOCOLO 5

Os resultados obtidos até o momento utilizandotige@mo recombinante rLci2B-NH6
mostraram que esse antigeno isoladamente induzaspasta imune Th2 e que, a utilizacao
de saponina como adjuvante desvia essa respostanista Th1l/Th2. Como essa proteina
possui dominios repetitivos de aminoacidos e exgdo pode servir como alvo de ligacdo de
células B, induzindo assim uma resposta imune haimoesolvemos utilizar uma nova
construcdo sem os dominios repetitivos, a partinfilemacdes do gene que codificai2B.
Novas construgbes plasmideais foram obtidas coatesedmentos dos genes de interesse,
assim como as duas proteinas recombinantes (rLEH&NNH6 e rLci2 NT-5R-CT-NH6),
conforme descrito em material e métodos. Plasmideddicando LAMP foram utilizados
para geracdo das quimeras dessa molécula com agrod, a fim de favorecer a
apresentacao dos peptideos via MHC de classe II.

Nesse ultimo protocolo utilizado, camundongos BALBIram injetados duas vezes
com p43.2 (G1), p43.2-LAMP (G2), p43.2-Lci2-NT-5R-@53), p43.2-LAMP-Lci2-NT-5R-
CT (G4), p43.2-Lci2-NT-CT (G5), p43.2-LAMP-Lci2-NTT (G6), por via subcutanea. Na
terceira dose, os animais receberam 100 ug deisap@l e G2), 100 pg de rLci2-NT-5R-
CT-NH®6 associada a 100 pg saponina (G3 e G4) oy Qe rLci2-NT-CT-NH6 associada a
100 pg de saponina (G5 e G6), também por via sabeat Dois dias apds a terceira dose,

dois animais do grupo G1 foram encontrados mortos.

6.5.1 Deteccado de anticorpos IgG, 1gG2a e IgG1 réads aos antigenos rLci2-NT-
5R-CT-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6

A resposta imune humoral foi avaliada 10 dias a@ptesceira dose de injecado quanto a
producdo de anticorpos antigeno especificos 1gG1 lg IgG2a reativos a rLci2-NT-5R-CT-
NH6 em amostra de soro de cada animal dos gruppo&23XG3 e G4 ou anticorpos reativos a
rLci2-NT-CT-NH6 para os grupos G1, G2, G5 e G6. Vakres de densidade optica, na
diluicdo de 1:200, (IgG, todos os grupos), 1:51.¢0G1 e IgG2a, grupos G1, G2, G3 e G4)
ou 1:3.200 (IgG1 e IgG2a, grupos G1, G2, G5 e 4o representados na Figura 23.



94

A resposta imune humoral induzida nesse protocelomlinizagdo foi menos intensa
do que a resposta imune observada nos 4 protocolpss resultados foram descritos
previamente.

Com relacdo a producédo de IgG, observou-se umaiggiocheterogénea dessa classe
de anticorpos pelos animais dos grupos G3, G4, G&eA andlise estatistica revelou
diferenca significante apenas entre os grupos Gl,G&3 e G4 (ANOVA, p<0,001). As
comparacdes entre cada dois grupos mostraram omioentracao de IgG no grupo G3 (1,31
+ 0,65) em relacdo ao grupo controle G1 (0,05 #)0® do grupo G4 (1,36 £ 0,40) em
relacdo ao grupo controle G2 (0,05 + 0,00) (Fig2B&\). A utilizacdo do antigeno fusionado
a LAMP néo alterou o perfil de producao de IgG. Qahacao aos animais que receberam o
antigeno sem os dominios repetitivos de aminoacidpssar de ter sido observada uma
tendéncia a aumento de producéo de IgG pelos gfEp¢e,42 + 0,48) e G6 (0,56 = 0,52) em
relacdo aos controles G1 (0,05 £+ 0,00) e G2 (0,08,00), esses resultados nao foram
estatisticamente significantes (ANOVA, p>0,05 FgadBD).

Com relagcédo a lgG2a, apesar de terem sido obserwadores de X + SD maiores
nos grupos G3 (1,09 +1,11), G4 (0,83 + 1,09) ,(G%2 £ 1,01) e G6 (0,46 + 0,51), ndo
houve diferenca estatisticamente significante endses grupos e seus controles,
provavelmente, devido a grande variagdo enconteadaum mesmo grupo experimental
(ANOVA, p>0,05, Figura 23 B e E). J& para lgGlpaaentracdo desse anticorpo foi maior
apenas no grupo G4 (0,93 = 0,80) em relacédo a B8 ¢00,02). Nos outros grupos (G3, G5 e
G6), apesar de alguns animais terem produzido lg@tande variacdo encontrada dificultou
a analise dos resultados (ANOVA, p>0,05 Figura 23 &). Os valores de média da
propor¢do 1gG2a/lgGl foram 1,01; 0,61; 0,78 e Or®% grupos G3, G4, G5 e G6,
respectivamente. A utilizacdo da nova construcao e dominios repetitivos, fusionadas os

nao a LAMP, ndo induziu producao predominante @&2&yantigeno especifico.
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Figura 23. Deteccdo de anticorpos IgG, IgG2a e IgGeEativos a rLci2-NT-5R-CT-NH6

(A, B e C) ou rLci2-NT-CT-NH6 (D, E e F). Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram
injetados com 50 pg p43.2 (G1, pvazio), 50 pg p43RIP (G2, pvazio-LAMP), 50 pg
p43.2-Lci2-NT-5R-CT [G3, pLci2-NT-5R-CT(DNA/prot,)]50 pug p43.2-rLci2-NT-5R-CT-
LAMP [G4, pLci2-NT-5R-CT-LAMP(DNA/prot.)], 50 pg @t2-Lci2-NT-CT [G5, pLci2-
NT-CT(DNA/prot.)] ou 50 pg p43.2-rLci2NT-CT-LAMP (&  pLci2-NT-CT-
LAMP(DNA/prot.)]. Os grupos G1 a G6 receberam naasdprimeiras doses 50ug de cada
plasmideo, por via subcutanea, e na terceira deggrupos G1 e G2 receberam de 100ug
saponina, os grupos G3 e G4 100 pg rLci2-NT-5R-8Joeaada a 100 pg saponina e o0s
grupos G5 e G6 100 pg rLci2-NT-CT associada a 1Gapgpnina, por via subcutanea, em
intervalos de 21 dias. Amostra de soro de cadaanobtida 10 dias apos a terceira dose de
injecdo, foi avaliada por ELISA, na diluicdo de @02(IgG, em A e D), 1:51.200 (IgG1 e
IgG2a, B e C ) ou 1:3.200 (IgG1 e IgG2a, em E e@3.simbolos representam valores
individuais e as linhas as médias de cada grupandlse estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni, p<O0Bt A (G1<G3; G2<G4), C (G1=G3;
G2<G4), B, D, E e F (ANOVA, p>0,05).
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6.5.2 Avaliacdo da proliferacdo de esplendcitos

A resposta linfoproliferativa de esplendcitnsritro foi avaliada no cultivo celular dos
animais de cada grupo experimental, na presengacdNT-5R-CT-NH6 a 10 pg/mL, para
animais dos grupos G1, G2, G3 e G4, rLci2-NT-CT-N&@A0 pg/mL, para animais dos
grupos G1, G2, G5 e G6, antigeno solluvel de anmaigaxénicas de chagasia 10 pg/mL
ou Con A a 2,5 pg/mL para todos 0s grupos.

Células de alguns animais dos grupos G3, G4, G6 pr@iferaram apos estimulacao
in vitro com as respectivas proteinas recombinates (FighraAZanalise estatistica dos dados
mostrou que houve diferenca apenas entre os greyjas células foram cultivadas com
rLci2-NT-5R-CT-NH6 (ANOVA, p<0,05). As comparacOadicionais revelaram que houve
um aumento de IP no grupo G4 (5,05 + 1,70) em &elap grupo controle G2 (1,21 * 0,46)
(Figura 24 A). Com relacao ao cultivo na presergaldi2-NT-CT-NH6, apesar de ter sido
observada uma tendéncia a aumento de IP, houvevaniagdo nos valores individuais de IP
e as médias dos grupos nao foram estatisticamigmiéicantes (ANOVA, p>0,05, Figura 24
B).

Com relacdo ao cultivo celular na presenca de embigsolivel de amastigotas
axénicas dd.. chagasia 10 pg/mL, ndo foi observada diferenca estatisicdae entre oS
valores de média de IP dos grupos experimentai©O(\ p>0,05, Figura 25A)

Ja no cultivo dessas mesmas células na presengatageno Con A a 2,5 pg/mL,
houve proliferacdo dos esplendcitos dos animaisadie um dos grupos de camundongos,
sendo também encontrada uma variagdo nos valatiesdmis (ANOVA, p>0,05, Figura 25
B). Os valores de X £ SD obtidos estdo na Tabela 11

Tabela 11. Avaliacdo da resposta linfoproliferativade esplendcitos cultivados na
presenca de concanavalina A (protocolo 5)

Grupos indice proliferacéo
(Média + desvio padrdo)

G1 (p43.2) 50,83 + 7,55

G2 (p43.2-LAMP) 50,95 + 13,82

G3 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT) DNA/prot. 36,85 + 10,85

G4 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP) DNA/prot. 24,43 + 10,22

G5 (p43.2-Lci2-NT-CT) DNA/prot. 34,91 + 15,60

G6 (p43.-Lci2-NT-CT-LAMP) DNA/prot. 33,06 * 6,2
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Figura 24. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
rLci2-NT-5R-CT-NH6 (A) ou rLci2-NT-CT-NH6 (B). Grupos de camundongos BALB/c
(n=6) foram injetados com 50 pg p43.2 (G1, pvazif), g p43.2-LAMP (G2, pvazio-
LAMP), 50 pg p43.2-Lci2-NT-5R-CT [G3, pLci2-NT-5RICDNA/prot.)], 50 pg p43.2-
rLci2-NT-5R-CT-LAMP [G4, pLci2-NT-5R-CT-LAMP(DNA/pot.)], 50 pg p43.2-Lci2-NT-
CT [G5, pLci2-NT-CT(DNA/prot.)] ou 50 pg p43.2-rI2NT-CT-LAMP (G6, pLci2-NT-CT-
LAMP(DNA/prot.)]. Os grupos G1 a G6 receberam naasdprimeiras doses 50ug de cada
plasmideo, por via subcutanea, e na terceira degrupos G1 e G2 receberam de 100ug
saponina, os grupos G3 e G4 100 pg rLci2-NT-5R-83oaada a 100 pg saponina e 0s
grupos G5 e G6 100 pg rLci2-NT-CT associada a 1Gapgpnina, por via subcutanea, em
intervalos de 21 dias. Os esplendcitos de 6 anideisada grupo (3 x 1@élulas por poco,
em triplicata) foram cultivados em placas de mitutzicdo de 96 pocos, por 5 dias na
presenca de rLci2-NT-5R-CT-NH6 a 10 pg/mL (A) owiB-NT-CT-NH6 a 10 pg/mL (B) e
pulsados com LCi de timidina [H]3. Os simbolos representam o individuais de
indice de proliferacdo e as linhas indicam as nsédies grupos de animais. A analise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguld@os-teste de Bonferroni, p<0,05. Em A
(G1=G3, G2<G4), B (ANOVA, p>0,05).
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Figura 25. Avaliacdo da resposta proliferativa de splendcitos estimuladosn vitro com
lisado deL. chagasi(A) ou Con A (B). Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram
injetados com 50 pg p43.2 (G1, pvazio), 50 ug p43RIP (G2, pvazio-LAMP), 50 ug
p43.2-Lci2-NT-5R-CT [G3, pLci2-NT-5R-CT(DNA/prot.)]50 pg p43.2-rLci2-NT-5R-CT-
LAMP [G4, pLci2-NT-5R-CT-LAMP(DNA/prot.)], 50 pg p2-Lci2-NT-CT [G5, pLci2-
NT-CT(DNA/prot.))] ou 50 pg p43.2-rLci2NT-CT-LAMP (&  pLci2-NT-CT-
LAMP(DNA/prot.)]. Os grupos G1 a G6 receberam naasdprimeiras doses 50ug de cada
plasmideo, por via subcutanea, e na terceira deggupos G1 e G2 receberam de 100ug
saponina, os grupos G3 e G4 100 pg rLci2-NT-5R-83oeaada a 100 pg saponina e 0s
grupos G5 e G6 100 pg rLci2-NT-CT associada a 1Gapgpnina, por via subcutanea, em
intervalos de 21 dias. Os esplendcitos foram @dids por 5 dias na presenca antigeno
soluvel de amastigota axénica ldechagasia 10 pg/mL (A) ou por 3 dias na presenca de
ConA a 2,5 pg/mL (B) e pulsados conuCi de timidina [H]3. Os simbolos representam os
valores individuais de indice de proliferacdo dimlsas indicam as médias dos grupos de
animais. A analise estatistica foi realizada pesbet ANOVA, p>0,05.
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6.5.3 Avaliacdo da producao de citocinas (IFN-e IL-5)

A producdo das citocinas IFN-e IL-5 foi avaliada, por ELISA de captura, no
sobrenadante de cada cultivo celular. O valor nonda detec¢cdo do ensaio foi de 0,117
ng/mL para IFNy e 0,062 pg/mL para IL-5.

Com relacdo ao cultivo celular na presenca dog@ms recombinantes rLci2-NT-
5R-CT-NH6 ou rLci2-NT-CT-NH6, houve producédo deéal de IFNy apenas em alguns
animais dos grupos teste (G3, G4, G5 e G6) e néwehdeteccéo de IL-5 em grupo algum
(Figura 26 A e B).

Na presenca de Con A, houve deteccédo tanto de kiinto IL-5 em todos 0s grupos
de animais, sendo a producéo de KMwito mais intensa (ANOVA, p>0,05, Figura 27 A e
B). Os valores de X = SD encontrados para {#FR-IL-5 estdo nas tabelas 12 e 13,
respectivamente.

N&o houve producédo detectavel de ambas as citoemasenhum dos sobrenadantes
dos cultivos celulares, tanto na presenca de meé&bdIRquanto de antigeno solluvel de

amastigotas de. chagas{dados ndo mostrados)
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Tabela 12. Concentracdo de IFN- no sobrenadante do cultivo de esplendcitos na
presenca de Con A (protocolo 5)

Grupos Concentracéo (ng/mL)
Média + desvio padréo
G1 (p43.2) 50,83 + 7,55
G2 (p43.2-LAMP) 50,95 + 13,82
G3 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT) DNA/prot. 36,86 + 10,85
G4 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP) DNA/prot. 24,43 £ 10,22
G5 (p43.2-Lci2-NT-CT) DNA/prot. 34,91 + 15,60
G6 (p43.-Lci2-NT-CT-LAMP) DNA/prot. 33,0¢ £ 6,2¢€

Tabela 13. Concentracdo de IL-5 no sobrenadante doultivo de esplendcitos na
presenca de Con A (protocolo 5)

Grupos Concentracéo (ng/mL)
Média * desvio padréo

G1 (p43.2) 0,19 + 0,05

G2 (p43.2-LAMP) 0,28 £ 0,27

G3 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT) DNA/prot. 0,20 £ 0,05

G4 (p43.2-Lci2-NT-5R-CT-LAMP) DNA/prot. 0,28 £0,11

G5 (p43.2-Lci2-NT-CT) DNA/prot. 0,16 £ 0,12

G6 (p43.-Lci2-NT-CT-LAMP) DNA/prot. 0,19+ 0,0¢
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Figura 26. Avaliagdo da producdo de IFN¢ e IL-5, por ELISA de captura, apés
estimulacdo in vitro com rLci2-NT-5R-CT-NH6 ou rLci2-NT-CT-NH6 . Grupos de
camundongos BALB/c (n=6) foram injetados com 50p48.2 (G1, pvazio), 50 pg p43.2-
LAMP (G2, pvazio-LAMP), 50 png p43.2-Lci2-NT-5R-CT GB, pLci2-NT-5R-
CT(DNA/prot.)], 50 pg p43.2-rLci2-NT-5R-CT-LAMP  [G4 pLci2-NT-5R-CT-
LAMP(DNA/prot.)], 50 pg p43.2-Lci2-NT-CT [G5, pLciRIT-CT(DNA/prot.)] ou 50 ug
p43.2-rLci2NT-CT-LAMP (G6, pLci2-NT-CT-LAMP(DNA/prt)]. Os grupos G1 a G6
receberam nas duas primeiras doses 509 de cataigée, por via subcutanea, e na terceira
dose os grupos G1 e G2 receberam de 100ug saposigaypos G3 e G4 100 ug rLci2-NT-
5R-CT associada a 100 pg saponina e os grupos @b 0 ug rLci2-NT-CT associada a
100ug saponina, por via subcutanea, em intervadsldlias. Os esplendcitos (9 x 105/pogo,
em duplicata) foram cultivados em placas de 24 pogopresenca de rLci2-NT-5R-CT-NH6
a 10 pg/mL (A e C) rLci2-NT-CT-NH6 a 10 pg/mL ( B@. Sobrenadantes do cultivo
celular de cada animal, obtidos apés 48 horas lfiea;uforam avaliados quanto a presenca
dessas citocinas por ELISA de captura, conformerdesem material e métodos. Os
simbolos representam os valores individuais de aeadaal e as linhas representam a média
de cada grupo. A analise estatistica foi realizsda teste ANOVA, p>0,05.
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Figura 27. Avaliagdo da producdo de IFN¢ e IL-5, por ELISA de captura, apés
estimulacaoin vitro com Con A Grupos de camundongos BALB/c (n=6) foram injesado
com 50ug p43.2 (G1, pvazio), 50ug p43.2-LAMP (G&z0-LAMP), 50ug p43.2-Lci2-NT-
5R-CT / rLci2B-NT-5R-CT-NH6-saponina [G3, pLci2-NaR-CT(DNA/prot.)], 50ug p43.2-
rLci2-NT-5R-CT-LAMP / rLci2B-NT-5R-CT-NH6-saponina [G4, pLci2-NT-5R-CT-
LAMP(DNA/prot.)], 50ug p43.2-Lci2-NT-CT / rLci2B-NBR-CT-NH6-saponina [G5,
pLci2-NT-CT(DNA/prot.)] ou 50ug p43.2-rLci2NT-CT-LMP / rLci2B-NT-5R-CT-NH6-
saponina (G6, pLci2-NT-CT-LAMP(DNA/prot.)]. Os grop G1 a G6 receberam nas duas
primeiras doses 50ug de cada plasmideo, por vizutrea, e na terceira dose os grupos G1
e G2 receberam de 100ug saponina, os grupos G310@4y rLci2-NT-5R-CT associada a
100ug saponina e os grupos G5 e G6 100ug rLci2-NB&€sociada a 100ug saponina, por
via subcutanea, em intervalos de 21 dias. Os esgtes (9 x 105/poco, em duplicata) foram
cultivados em placas de 24 pocos na presenca deACar?2,5 pg/mL. Sobrenadantes do
cultivo celular de cada animal, obtidos apos 4&éate cultivo, foram avaliados quanto a
presenca dessas citocinas por ELISA de capturdprroe descrito em material e métodos.
Os simbolos representam os valores individuaisadia @nimal e as linhas representam a
média de cada grupo. A analise estatistica foizadd pelo teste ANOVA, p>0,05.
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7.0 DISCUSSAO

Visando a utilizacdo de antigenos ldeishmaniaem meétodo diagndstico, vacina e
terapia para leishmaniose visceral, em nosso |&raa proteinas recombinantes foram
identificadas a partir de bibliotecas genéticas deishmania chagasi (cepa
MHOM/BR2000/Merivaldo2) construidas em fago lambda (ZAP Express, Stratageme
Jolla, CA, EUA). No processo de triagem da bibkate30 clones de fagos recombinantes
contendo segmento de cDNA dechagasiforam selecionados pela reatividade das proteinas
recombinantes produzidas éfacherichia cola anticorpos de uma mistura de soros de quatro
caes naturalmente infectados porchagasj que apresentavam resposta imune humoral e
celular especifica (TEIXEIRAet al, 2007). Antigenos recombinantes codificados pocai
diferentes genes foram selecionados e os insantasfdenominadaiscil, Lci2, Lci3, Lci4 e
Lc30. Clones de fago lambda codificando 4 antigenogatifes (rLcilA, rLci2B, rLci3A,
rLci4A) foram excisados dando origem as construgilasmideaipBK-CMV-LcilA pBK-
CMV-Lci2B pBK-CMV-Lci3Ae pBK-CMV-Lci4A apropriados para a expressaokencoli e
em mamiferos. Os insertos dessas construcdes fa@paradamente, transferidos para o
plasmide@RSET que é capaz de induzir a producéo das respegioésinas ent. coli da
cepa BL21(DE3)pLysS com uma cauda de seis hisgdmaaextremidade amina (OLIVEIRA
et al, 2011, submetido a publicacdo). Dentre essesajaatigenos produzidos pé&r. coli
BL21(DE3)pLysS transformada por construcao plasalidenpRSET dois foram escolhidos
arbitrariamente para serem utilizados no preseatmlho. Adicionalmente, para avaliar a
influéncia de dominios repetitivos sobre a quakddd resposta imune, foi concebida uma
construcdo de DNALCI2-NT-CT) codificando a seqUéncia ndo repetitiva de 701daANT
codificada pelo gene da cinesina (BURBSal, 1993; GERALDet al, 2007) e sequéncia
nao repetitiva de 76 AA da CT de rLci2B-NHBirJ14_V3.1180GERALD et al, 2007),
apropriada para produzir a proteina recombinant®2+NT-CT-NH6, usando-se plasmideo
pRSET(Figura 1B). Além disso, outra constru¢cdo de DNAdoncebida l(ci2-NT-5R-C7,
adequada para produzir uma proteina recombinantertio 5R entre os dominios das NT e
CT, denominada rLci2-NT-CT-NH6, usando-se plasmiglRSET(Figura 1C).

Alguns protocolos de imunizacdo ja foram realizagos nosso grupo, utilizando
especialmente o antigeno recombinante rLci2B-NH®&ado a adjuvantes ou os antigenos
LcilA, Lci2B, Lci3A e Lci4A na forma de DNA plasnedl. No entanto, nenhum dos
protocolos até entdo avaliados com esses antigansesou-se eficaz na inducdo de uma

resposta imune celular Thl intensa (dados naogqadus).
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No presente trabalho, a resposta imune humoralubacénduzida por 4 antigenos
recombinantes de. chagasifoi avaliada em diferentes protocolos de imunipadisando a
inducdo de resposta imune celular do tipo Thl,mafpiestratégias foram utilizadas, sendo
elas: () utlizacdo dos antigenos associados a éculds imunomoduladoras,
reconhecidamente capazes de induzir uma respostaeincelular do tipo Thi, (ll)
administracdo de plasmideos codificando os antgydednteresse seguido de reforco com a
proteina, sistemarime — boost(lll) utilizacdo de quimera composta por um agnig sem
motivos repetitivos de aminoacidos e LAMP, a fim deecionar a apresentacdo dos
antigenos para células TCD4+ via MHC classe Il.nAldisso, optou-se por utilizar
camundongos nesses experimentos, a fim de qudesentés estratégias fossem avaliadas
primeiramente nesse modelo animal, para depoisised os protocolos a serem utilizados
em céaes.

Inicialmente, os antigenos utilizados no presenddatho foram rLci4A-NH6 e
rLci2B-NH6. A proteina recombinante rLci4A-NH6 cesponde a um segmento da
extremidade carboxila (CT) da poli-ubiquitina cozhfla peloLinJ36_V3.369QOLIVEIRA
et al, submetido a publicacdo), sendo composto por umdacde seis histidinas (NH6),
seguidos~ 2,3 segmentos repetitivos de 76 aminoacidos (&idlD). J& rLci2B-NH6
corresponde a um segmento da CT de uma cinesinéicadd pelo gend.inJ14 V3.1180
(BURNS, et al, 1993; GERALDet al, 2007). Esse antigeno possui uma cauda NHS6,
seguidos de um segmento com 5,5 motivos repetitieo89 AA (5R) e um segmento nao
repetitivo de 76 AA (Figura 1A).

Estudos anteriores realizados por nosso grupo amasir que a injecao em
camundongos de um plasmideo codificando a protagi#e induz a producéo significante
de anticorpos IgG1l e IgG2a antigeno especificadifgnacéo celular e producdo detectavel
de IFNy, porém nao significativa (SANTOS, 2007). Sendanassim novo protocolo de
imunizacao foi realizado utilizando esse mesmaoganti, no entanto, na forma de proteina,
associada ou nao a adjuvantes capazes de induziragmosta imune celular Thl.

Os resultados encontrados nos dois primeiros qotie avaliados nesse trabalho
mostraram que rLci4A-NH6, utilizada na forma detphoa, sem adjuvante algum, induz uma
resposta imune tipicamente humoral, com produc@&dagoninante de anticorpos 1gG1. Por
outro lado, a utilizagcdo de saponina (Quil A) ouNDDB826 como adjuvante induz producao
significante de 1gG1, IgG2a e uma tendéncia a atonge IFNy e proliferacdo celular de
esplendcitos. Os resultados para producdo de Il&® foram reprodutiveis nos dois

protocolos, sendo detectada apenas a presencacitesg@a no sobrenadante do cultivo dos
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esplendcitos dos animais que receberam rLci4A-NH@monina, no protocolo 2. Contudo,
esse grupo experimental também se destaca quanétuls dos animais sao cultivadas com
0 mitdgeno concanavalina A. Curiosamente, a ugfizade diferentes doses de um plasmideo
codificando IL-12 murina falhou em promover umapeta imune celular predominamente
Th1l. Nos trés grupos que receberam IL-12, houve producéo predominante de anticorpos
IgG1 e ndo houve uma producao significante deFim proliferacdo celular em nenhum
dos grupos.

Com relacéo ao uso de rLci2B-NH6, em estudos pséwalizados por nosso grupo, a
resposta imune induzida por esse antigeno, isokxi@nou em associacdo com adjuvantes
compativeis com o uso no cdo (saponina Quil Adxidio de aluminio, adjuvante de Freund
e pasmideo codificando IL-12 murina — pcDNA3.1-sdilP), foi avaliada em
camundongos BALB/c. Nesse experimento, demonsiaguge a utilizacdo de rLci2B-NH6,
isoladamente, induz uma resposta imune do tipo &h#8entre os adjuvantes utilizados,
apenas a saponina foi capaz de modificar a respuostze induzida pelo antigeno para uma
resposta mista (Th1/Th2), caracterizada pela pémwe 1gGl e IgG2a, IFN-IL-5 e
linfoproliferacéo de esplendcitos, sugerindo unviteparcial da resposta imune em direcéo a
Thl (FRAGA, 2007). Nesse mesmo estudo néo foi ebgdaruma inducao de resposta imune
Thl pelos animais que receberam rLci2B-NH6 e 50dggpcDNA3.1-scmu-IL-12 em trés
doses de injecdo. Suspeitou-se que a administdednés doses do plasmideo contendo
inserto de IL-12 tenha sido tOxica e, portanto, t&tha induzido o efeito desejado. Essa
hipotese foi reforcada em outro experimento, nd fpi@bservado aumento de baco, figado e
linfonodos de camundongos BALB/c 10 dias apO0s umaadadministracdo de 50 pg de
pcDNA3.1-musc-IL-12 em comparacdo aos 6rgdos dosads que receberam o plasmideo
sem inserto, sugerindo um efeito toxico. Portawliferentes doses (50, 10, 0,2 upg) de
pcDNA3.1-musc-IL-12 foram utilizadas apenas na pirendose de administracao junto com
rLci2B-NH6 associada a saponina a fim de tentampr@r um desvio da resposta imune
Th1/Th2 para predominantemente ou exclusivamente Sarpreendentemente, nenhuma das
doses de pcDNA-mulL-12 utilizadas foi capaz de rficalii a resposta imune Th1l/Th2
(PINHEIRO, 2007). Acredita-se que a resposta imndezida pela combinacdo de rLci2B-
NHG6 e saponina tenha sido muito intensa, ndo peaitque o fornecimento adicional de IL-
12, consequente a administracdo do plasmideo pcON#3Bnu-IL-12, levasse a um efeito
aditivo.

Diante dos resultados acima descritos, um novapobtt foi realizado nesse trabalho

(protocolo 3) utilizando os mesmos adjuvantes dostopolos 1 e 2 (saponina, ODN 1826 e



106

doses diferentes de pcDNA3.1A-mulL-12. No entardderentemente do experimento
realizado anteriormente (PINHEIRO, 2007), doseS@el0 ou 0,2 ug de pcDNA3.1A-mulL-
12 foram co-administradas apenas com o0 antigen@Bt&H6 isoladamente, na primeira
dose de injecdo. A auséncia da saponina nessa ragabi poderia levar a uma resposta
imune menos intensa e a adi¢do de IL-12 poderiaates resposta imune de Th2 para Thl.
Os resultados desse novo protocolo mostraram qastigeno utilizado isoladamente ou
associado a saponina induziu, em parte, resulsgfoslhantes aos encontrados anteriormente
por Fraga (2007), e que o uso de ODN 1826 com B-BIRi6, apesar de favorecer a inducao
de uma maior concentracao de IgG2a, ndo alterarfo ge resposta imune ja induzido pelo
antigeno por si s6. Além disso, também ndo houveamga no perfil de resposta imune com
0 uso de alguma das doses de pcDNA3.1A-mulL-12.

Os resultados encontrados aqui, referentes ao asoadtigenos rLci4A-NH6 e
rLci2B-NH6 associados a saponina, ODN 1826 ou Ilidstraram que nao foi possivel a
obtencdo de uma resposta imune celular exclusii@mam predominantemente Thl em
nenhuma condicdo testada. As razdes pelas quais adgivantes ndo terem favorecido esse
tipo de resposta ainda ndo estdo bem esclarecidas.

Apesar de trabalhos demonstrarem que a utilizagdsagonina Quil A com um
antigeno dé.. donovanirORFF)induz uma resposta imune celular Thl capaz de prens
reducdo de carga parasitaria no figado (SANEDS&I., 2002), alguns estudos tém mostrado
que, geralmente, ha também inducdo concomitanteesigosta Th2 com o0 uso desse
adjuvante (TADOKORCet al., 1996). Como nossos dois antigenos, rLci4A-NH6 e2ikc
NH6, por si s0, ja induzem uma resposta predomemaente humoral, o uso da saponina
utilizada nesse trabalho, a Quil A, apesar de fo@ra geracdo de resposta imune celular,
provavelmente ndo é capaz de promover uma respbdtantensa quando associado aos
nossos antigenos. Uma alternativa poderia serliaagho em estudos futuros de uma das
fracbes da Quil A como, por exemplo, a QS-21, uemque estudos tém demonstrado que
essa fracdo € mais potente no que diz respeitalidcdn de anticorpos IgG2a antigeno
especifico (KENSILet al.,1991). Além disso, outro tipo de saponina, denaddRiedel De
Haen, vem sendo promissora em formulacdes vacindiszindo resposta Thl, com reducao
de carga parasitaria de 73% no figado de camundoimganizados com a proteina FML
associada a esse adjuvante e infectadosL.catanovani(SANTOSet al.,2002), assim como
inducéo de protecéo parcial no baco de 5 de 7iog@eszados com a proteina recombinante
A2 e Riedel e infectados colm chagasiFERNANDESet al.,2008).
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Com relagdo ao uso de oligodeoxinucleotideos (CpBHQ alguns trabalhos na
literatura tém utilizado com sucesso a sequéncitl @826, induzindo resposta imune celular
Th1l. Como exemplo disso, Tewary e colaborador@@4Pdemonstraram que essa sequéncia
de CpG-ODN €é um potente adjuvante na resposta inprogetora em camundongos
imunizados com rORFF/ODN 1826. Observou-se, nemsi@esais, 0 aumento de proliferacao
celular e concentracdes de IL-12 e IifNalém de reducéo parcial de carga parasitaria no
baco e figado. Em nossos protocolos, observamogemdéncia a inducao de resposta imune
Th1l quando ODN 1826 foi associado principalmenté@d-NH6. No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante com relagdproducdo de IFN-ou proliferacao
celular. Contudo a média entre os valores da pgdpode 1gG2a/lgGl sugeriram que
realmente houve uma mudanca no perfil de produeéssds subclasses de anticorpos, sendo
essa proporcdo 5 ou 9 vezes maior com relacdo aodoisantigeno isoladamente, nos
protocolos 1 e 2, respectivamente. Duas possiddéisigpodem ser aventadas para tentar
justificar as diferencas encontradas entre os erpatos de Tewary e 0S N0sSsos. A primeira
€ que pelo fato da utilizacdo apenas do antigeRé-FJa induzir uma resposta imune celular,
essa resposta € intensificada pelo uso de ODN ¥82fitra € que os antigenos, apesar de
terem sido administrados com a mesma dose de ORB (I® pg), as vias utilizadas foram
diferentes, sendo intramuscular e subcutanea rtadossde Tewary e no nosso trabalho,
respectivamente.

Ja com relacdo ao uso de IL-12, diversos estudddenatura mostraram que a co-
administracdo dessa citocina, na forma de protenaplasmideo codificando IL-12,
juntamente com alguns antigenos pode promoversifisacdo ou desvio para uma resposta
imune Thl (SYPEKet al, 1993; AFONSOet al, 1994; GURUNATHAN et al, 1998;
YAMAKAMI et al, 2001; TEWARYet al, 2006). Surpreendentemente, 0s animais injetados
com rLci4A-NH6 ou rLci2B-NH6 e doses diferentes d@cDNA3.1-scmu-IL-12 né&o
apresentaram uma resposta imune Thl. Algumashiatsies podem ser levantadas para
explicar a falha de inducédo desse perfil de respmstine, dentre elas a qualidade do DNA
plasmideal ou a quantidade de plasmideo injetade, ppderia ter sido insuficiente para
geracao da resposta imune desejada.

A construcdo plasmideal pcDNA-scmu-IL-12 utilizagfa todos 0s experimentos aqui
descritos foi obtida em nosso laboratério pela kuagem do inserto do plasmideo
pCl-neo-IL-12, gentilmente cedido pela Dra. Emaaud¢dndman (Eliza and Walter Institute,
Melbourne, Australia, Noormohammaei al, 2001), para o pCDNA3.1. A sequéncia do

inserto do pcDNA3.1-scmu-IL-12 analisada reveldossituicdo de um nucleotideo em quatro
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codons diferentes, em relagdo ao inserto da ca@stpiasmideal pCl-neo-IL-12, sendo que a
substituicdo em um dos cédons foi feita de modibelado para a introdugcédo da sequéncia
Kozak (KOZAK, 1986), para favorecer sintese da gira recombinante em células de
mamifero. As outras trés substituicbes introduzidge® intencionalmente, provavelmente
durante a PCR realizada no processo de subclonag&m,mplicam em alteracbes de
aminoacido da cadeia polipeptidica. Para demordsirata atividade biol6gica da IL-12
codificada pelo plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12, uxpeximento foi realizado, no qual a
concentracdo de IFN-foi avaliada no soro de camundongos BALB/c ijesacom 50 pg de
pcDNA3.1 sem inserto ou pcDNA3.1-scmu-IL-12, sequidk eletroporacdo ou ndo. Os
animais que receberam pcDNA3.1 sem inserto poropletacdo ou pcDNA3.1-scmu-IL-12
sem eletroporacéo apresentaram valores abaixooaunmmws ao limite inferior de deteccéo do
ensaio (15 pg/mL), enquanto que os camundongosegeberam pcDNA3.1-scmu-IL-12 por
eletroporacéo produziram cerca de 3 ng/mL de{RRARROUIN-MELLO et al, dados nao
publicados), demonstrando assim que houve uma géiodde IFN-y dependente de IL-12.
Com relacdo a qualidade da construcdo plasmideplasmideo purificado e utilizado no
presente trabalho apresentou boa integridade, ¢sunalizacdo de bandas bem definidas em
gel de agarose e relagdo de densidade Optica 28560/Mm de 1,8. Além disso, imediatamente
apos a administracdo do plasmideo no masculo dosan pulsos elétricos foram aplicados
com o uso de um aparelho eletroporador, com aidexd® de aumentar a permeabilidade
celular para entrada do DNA plasmideal nas céldlas animais e, consequentemente a
producao de IL-12.

O método de eletroporagdo consiste na aplicacguldes elétricos que abrem poros
na membrana pelos quais polinucleotideos, ou ount@yomoléculas de interesse, podem
passar para alcancar o interior das células. Rastemte, esses poros sao fechados e as
moléculas internalizadas podem exercer seus eféitWégicos (SOMIARIet al. 2000).
Varios fatores podem influenciar na eficiéncia dmsfeccdo de plasmideos administrados
por eletroporacdo, incluindo fatores relacionadws @ulsos elétricos aplicados (M al,
1999). Por isso, as condic¢des utilizadas nessallralioram baseadas em um estudo presente
na literatura, no qual os autores testaram difesenbndi¢cdes de eletroporacdo em células
musculares de camundongos, como baixa voltagemtervato entre os pulsos em
milisegundos ou alta voltagem e intervalo entres@al em microsegundos (LUCAS;
HELLER, 2001). Esses autores definiram parametrasa eletroporacédo utilizando um
plasmideo codificando IL-12 murina, 0S quais promraram um aumento na producao de

IL-12 e IFN< no soro dos animais.
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Outra possibilidade para explicar os resultadoscineados acima poderia ser que
uma unica dose do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-1Bhdesido insuficiente para induzir
uma resposta imune Thl. No entanto, conforme jécimeado, uma Unica dose de 50 ug de
pcDNA3.1A-scmu-IL-12 em camundongos BALB/c provamehte foi tdo intensa que levou
a efeitos toxicos levando a um aumento de bacaddige linfonodos (PINHEIRO, 2007).
Trabalhos presentes na literatura utilizando pldemtodificando IL-12 em camundongo tém
mostrado uma supressdo da resposta Thl, provavelecorrente da inducédo de apoptose
de células T devido a altas concentracdes deyllENsxido nitrico (KOBLISHet al, 1998;
LASARTE et al, 1999; CHENet al, 2001). Pelo fato de dados na literatura sugergama
administracdo de IL-12 durante o refor¢co da imug@papode ndo ser benéfica para a inducéo
de resposta imune Thl (GHERARIL, al., 2000), ndo podemos afastar a possibilidade que
doses menores (10 pg, 2 pg ou 0,4 pg) possam imduza resposta Thl se forem
administradas duas ou trés vezes nos animais.

Além disso, as vias de administracdo dos antigehoglA-NH6 e rLci2B-NH6
(subcutanea, no dorso) e pcDNA3.1-scmu-IL-12 (mtracular, no membro inferior) podem
nao ter proporcionado o encontro de células apraderas de antigeno, antigenos e IL-12 em
guantidades adequadas em um mesmo 6rgao linfénden@do de drenagem). Com base nos
resultados descritos na literatura cientifica, assequéncias da administragdo de IL-12
podem variar na dependéncia da quantidade e o olieedoses utilizadas e o processo de
optimizacao do seu uso pode ser dificil devem s@riosamente avaliados.

Uma nova estratégia de inducdo de resposta imubeDNWA prime protein booster,
vem sendo utilizada, na qual ha uma sensibilizag&animais com plasmideos codificando
antigenos recombinantes e reforco com as protgiuaficadas, associadas ou ndo a
adjuvantes (IBORRA, 2003; TEWARZ#t al, 2005; RAFATIet al, 2006; FERREIR/Aet al,
2008). Além disso, um estudo comparando a potéafi@cia e durabilidade da imunizacéo
em camundongos utilizando DNA/DNA, DNA/proteina quoteina/proteina com uma
proteina de superficie deeishmania donovan{gp63) mostrou que a imunizacdo com
DNA/proteina, ou seja, sensibilizacdo com DNA eomgh com a proteinanduziu uma
resposta imune celular duradoura e mais intensgudoa utilizacdo apenas de DNA ou
proteina isoladamente (MAZUMDER® al.,2001).

Utilizando essa estratégia no nosso laboratérimtadSaem 2007, demonstrou que
camundongos BALB/c injetados duas vezes com planidntendo inserto de rLci2B-NH6
e que na terceira dose receberam a proteina regantbiassociada a saponina (pBK-CMV-

rLci2B-NH6 / rLci2B-NH6-saponina) apresentaram umeaposta imune celular especifica
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Thl, caracterizada pela producdo de IENproliferacdo celular e anticorpos antigeno
especificos da subclasse IgG2a e auséncia de lprédeicdo de IgG1 ndo significante. Com
base nesses resultados, o protocolo 4 de imuniZatdealizado, no qual foi utilizado o
mesmo grupo experimental citado acima (pBK-CMV-BR:NH6 / rLci2B-NH6-saponina).
Porém, 2 meses apos o reforco com rLci2B-NH6/sayaoos animais foram infectados com 1
x 10’ promastigotas dé&. chagasipara avaliacdo de resposta imune protetora no gue d
respeito a carga parasitaria no baco dos animaisesdiltados desse experimento mostraram
gue houve geracdo de uma resposta imune celulamdhdntanto, de baixa intensidade e néo
homogénea. Além disso, ndo houve reducdo de cargaitdria no baco. Apesar de néo ter
sido possivel induzir uma resposta Thl protetosaseguimos mostrar que essa estratégia
levou a uma mudanca de perfil de resposta imungzidd pela administracdo do antigeno
isoladamente, de Th2 para Thl fraca. Talvez, ®allscde outro adjuvante para ser
administrado junto com a proteina possa intensifiaaresposta Thl gerada. Uma
possibilidade poderia ser o uso de ODN 1826, camdofoi utilizado recentemente no
trabalho de Mazunder e colaboradores (2011), nd fpiademonstrado que houve uma
reducdo de carga parasitaria no figado e bat@ I@° vezes, respectivamente, em animais
imunizados com plasmideo codificando gp63 + ODN1@&26eceberam reforco com a
proteina + ODN 1826.

Os resultados obtidos até entdo nesse trabalhwareos que, apesar de imunogénicos
em camundongos, 0s antigenos recombinantes utbzadsociados ou ndo a adjuvantes, ou
ainda, administrados como DNA/proteina ndo indozitama resposta predominantemente
celular Thl intensa ou protetora contra infec¢da ogoarasito.

Trabalhos na literatura sugerem que antigenos cstiop@or motivos repetitivos de
aminoacidos podem servir de alvos de ligacéo déciitos B e, portanto, favorecer a geracéo
de uma resposta imune humoral (GO&dt@l, 2006; DEYet al.,2008).

Conforme mencionado no capitulo de material e no&tod proteina recombinante
obtida em nosso laboratério (rLci2B-NH6) é compgsta aproximadamente 5,5 dominios
repetitivos de 39 aminoacidos e uma regido naditipeamino-terminal. Acredita-se que 0s
motivos repetitivos de aminoacidos presentes nastgeno estejam exercendo um papel
significante na indugcéo de resposta Th2. Pensasdionavisando avaliar o papel desses
motivos repetitivos 5R na indugéo da resposta imilh2, resolvemos utilizar um novo
antigeno sem os 5R.

Uma nova molécula foi sintetizada quimicamente o empresa biotecnolégica,

conforme descrito no item 4.2 (Figura 2) e a paitf, obtivemos novas construcdes
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plasmideais, assim como novos antigenos purificaBleses novos antigenos codificam a
sequéncia nao repetitiva de 701 AA da NT codificadi®d gene da cinesina (BURNS$ al,
1993; GERALDet al, 2007) e sequéncia nao repetitiva de 76 AA dad€TLci2B-NH6
(LinJ14 V3.1180GERALD et al, 2007), gerand&ci2-NT-CT,ou com os dominios 5R de
rLci2B, Lci2-NT-5R-CT sendo esta Ultima utilizada como controle no ienskssas
construcbes foram subclonadas em plasmidB&ET para purificagdo das respectivas
proteinas, assim como para um plasmideo aproppadoexpressao de proteinas em células
eucariotas, contendo ou ndo o gene que codifia yaa proteina transmembrana associada
a lisossomos (LAMP), descrita por Chen e colabaexl(1985). Alguns trabalhos, incluindo
relatos do grupo do pesquisador Ernesto T. A. Mesgque nos cedeu o plasmideo contendo
LAMP (p43.2-LAMB, tém demonstrado que antigenos fusionados a res$&cula sao
capazes de gerar uma intensa atividade T-citotogicaaior atividade proliferativa de
linfécitos antigeno-especifico em comparacdo aosmme antigenos ndo fusionados ao
LAMP (MARQUES et al., 2003; CHIKHLIKAR et al. 2004; ANWAR et al., 205;
ARRUDA et al.,2006).

Nesse ultimo protocolo de imunizacdo foram utilzmglasmideos codificando as
novas construcdes e reforco com as respectivaeipast recombinantes associadas a
saponina. Os resultados observados ndo foram agétiss. Animais que receberam o
plasmideo contendo esses novos antigenos, fus®madodo a LAMP, apresentaram uma
baixa producéo de anticorpos antigeno especifiaée) disso, essa producéo foi bastante
heterogénea entre os animais de um mesmo grupoiregpéal. Talvez, a fraca resposta
imune humoral pudesse ter ocorrido devido a indui#i@ma resposta predominantemente
Thl. Entretanto, surpreendentemente, ndo houve indh&do de resposta imune celular
significante. Contudo, aumento significativo de liecacdo celular pelos animais que
receberam a quimera Lci2-NT-5R-CT com LAMP e unmaléncia a aumento com a quimera
Lci2-NT-CT.

Dey e colaboradores (2008) demonstraram que camgodoque receberam duas
doses de um plasmideo codificando o dominio mogocidesina dé.. donovani(rLvacc)
desenvolveram uma resposta imune especifica caloldipo Thl. Essa proteina rLvacc &
composta por aproximadamente 300 aminoacidos, ais qarrespondem a um fragmento da
regido N-terminal (NT) da construgdo sintetizadamigamente e utilizada no presente
trabalho. Por esse motivo, esperavamos que aagfiliz da construcdo sem os dominios

repetitivos 5R (Lci2-NT-CT) fosse capaz de indugira resposta imune celular Thl.
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Analisando os 5 protocolos aqui descritos, obsese que, na maioria das vezes,
houve uma disperséo grande nos resultados obtidasremesmo grupo experimental o que,
consequentemente, dificultou a analise estatisliesa dados. Contudo, no protocolo 5,
observou-se a geracdo de uma fraca resposta imumerdl, na qual alguns animais dos
grupos teste ndo produziram anticorpos antigenecégms. Conforme mostrado na Figura 5,
os dois antigenos purificados, rLci2-NT-5R-CT-NH6Lei2-NT-CT-NH6, encontravam-se
degradados. Ainda ndo sabemos em qual etapa dacpmdiesses antigenos ocorreu essa
degradacédo. Entretanto, apesar de um coqueteilieoires de proteases ter sido adicionado
ao tampdo de lise no processo de purificacdo dateipas e memso assim o0s resultados
obtidos terem sido semelhantes ao encontrado naaFly uma avaliagdo mais criteriosa
precisa ser feita. A utilizacdo dessas proteingsadadas pode ter levado a perda de epitopos
importantes para geracao de uma resposta imuneifsgpe

Outra possibilidade que pode ser levantada papdicak a fraca resposta imune
encontrada, € que nesse ultimo protocolo, os pteerai foram administrados pela via
subcutédnea e nao intramuscular com eletroporacémw doi realizado anteriormente. A
Escolha dessa via de administracdo foi motivadaddeao estudo publicado por Arruda e
colaboradores (2006), no qual a administracdo deplasmideo contendo quimera de uma
proteina do virus da imunodeficiéncia humana corMIBALAMP/Gag), por via subcutanea,
induziu uma intensa resposta Thl, caracterizadaeducao predominante de IgG2a, IFN-
gama e baixa producéo de IL-4. Contudo, nesse iexgeio, o reforco foi realizado com 10
unidades formadoras de placas do virus recombirdateaccinia contendo a proteina de
interesse, rVV-gag-pol, o que pode ter contribyddoa intensidade da resposta observada
pelos autores.

Com relacdo aos plasmideos utilizados nesse ptotoas construcdes produzidas e
purificadas apresentaram boa integridade, com hzsgdo de bandas bem definidas em gel
de agarose e relacdo de densidade Optica a 260rd8fe 1,8. Apesar de esses resultados
sugerirem que os plasmideos estavam em boa qualidedudos para verificagdo da
expressao das proteinas em células de mamifewitso ndo foram realizados.

Em outro estudo realizado por nosso grupo, no gaalundongos foram injetados
com o0s antigenos recombinantes rLci2-NT-5R-CT-Ni6rlaci2-NT-CT-NH6 associados a
saponina, a producao de anticorpos, apesar desteygmntensa quando comparada aos outros
protocolos ja avaliados por nos, foi homogéneagnogos experimentais (TEIXEIRA, 2011).

Isso nos leva a suspeitar também que a grandec&ariencontrada em um mesmo grupo
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experimental pode ser atribuida a via a adminigtralps plasmideos, que pode ter levado a
transfeccdo de células vivode forma diferente nos animais.

Diante disso, torna-se necessaria a identificagéqudl etapa do processo de producao
ou purificacdo desses dois antigenos recombinaesés ocorrendo a degradacdo das
proteinas. E de fundamental importancia a obtede&mostras protéicas integras para serem
utilizadas em novos protocolos de imunizacdo. Aldisso, experimentos necessitam ser
realizados para verificar se as construcdes plamsdestdo de fato sendo capazes de
produzir as proteinas apos a administracdo nosaaifdesse novo protocolo de imunizagéo,
a administracdo dos plasmideos serd realizada pelaintramuscular, seguida de
eletroporacgédo, visando facilitar a penetragdo daleaculas de DNA nas células musculares
dos animais.

A realizacdo desse trabalho permitiu o conhecimdatoesposta imune induzida por
alguns antigenos de chagasiutilizando diferentes abordagens de imunizacdo eamunto
de metodologias aplicadas a biotecnologia. Outntigenos de.eishmaniaestdo disponiveis

em nosso laboratério para serem avaliados em retscolos de imunizacgéao.
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8.0 CONCLUSOES

- Os antigenos recombinantes ldgshmania chagagiLci4A-NH6 e rLci2B-NH6 séo
Imunogénicos em camundongos;

- Camundongos imunizados com rLci4A-NH6 ou rLci2B-NH&ssociados aos
adjuvantes saponina, ODN 1826 ou plIL-12 ndo aptassn resposta imune celular
especifica predominantemente Thl,;

- A imunizacdo de camundongos com plasmideos coddad.ci2B e reforco com a
proteina associada a saponina induziu respostaeiroelular fraca, a qual nao foi
capaz de conferir protecao contra infec¢cao dosasjm

- A utilizacdo das quimeras Lci2-NT-5R-CT/LAMP e La\T-CT/LAMP induziu uma

fraca resposta imune nos animais, provavelmentel@evdegradacgéo protéica

Os resultados obtidos no presente trabalho mostrguee os antigenos recombinantes
de Leishmania chagasipbtidos em nosso laboratorio, sdo imunogénicos adeto murino.
Entretanto, outras estratégias precisam ser wtdizaa fim de se conseguir a inducdo de

resposta imune predominantemente celular Thl iateostra o parasito.
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Abstract

Murine immune response to rLci2B-NH6 protein wasdstd. Mice that received rLci2B-
NH6 or pBK-CMV-Lci2B produced specific IgG. Animalgmmunized with rLci2B-
NH6/saponin or rLci2B-NH6 associated with any antoainsingle doses pcDNA3.1-scmlL-
12 tested produced specific IgG2a and IgG1, whileenmmunized with rLci2B-NH6 alone
or associated with Freund’s adjuvant, peanut dimaor plasmid encoding murine IL-12
(pcDNAS.1-scmliL-12), generated 1gG1 but no IgG2acsiic antibodies. Mice injected with
pBK-CMV-Lci2B followed by booster with rLci2B-NHGproduced IgG2a. Mice immunized
with rLci2B-saponin or with injection of pBKCMV-L@B/rLci2B-NH6-saponin showed
specific lymphoproliferative response and IkNproduction. However, the groups injected
with pBK-CMV-Lci2B or pBK-CMV-Lci2B/rLci2B-NH6-sapmin did not produce IL-5 and
the group sensitized with rLci2B-NH6/saponin/pcDNA3cmIL-12 showed a reduced IL-5
concentration related to rLci2B-NH6/saponin injectgroup, after in vitro stimulation with
rLci2B-NH6. In conclusion, mice immunized with rR2&8-NH6 develop Th2 immune
response. The association of rLci2B-NH6 with sapomduced a strong mixed Th1/Th2
immune response which was not modified to Thl tgpeusing IL-12. A cellular immune
response was generated after injection of pBK-CMN2B and booster with rLci2B-
NH6/saponin with proliferative response and a nifitl-y production. Nevertheless, neither
the immune response generated by injection of pBRY/E.ci2B/rLci2B-NH6 nor by

rLci2B-NH6/saponin reduced the parasite load ingpleen.

Keywords: Visceral leishmaniasis, recombinant antign, vaccine
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Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a progressive p@iamfection which is caused by at
least two different species of protozoareishmania donovani and Leishmania
infantum/chagas(Mauricio et al. 1999, WHO 1990). Natural infectiss transmitted by the
bite of phlebotomine sand fly insects of the fanflgychodidae, subfamily Phlebotominae
(Alexander 2000, Killick-Kendrick 1990).. infantum/chagasiwhich is found mainly in the
Mediterranean basin and South America, is a zoondisease that frequently causes
generalized disease in both people and dogs thaiegatal (Abranches et al. 1991, Corredor
et al. 1989, Dean& Deane 1955). Dogs are considered the major reserad L.
infantum/chagasand in endemic areas canine infection rates at@eed 30 % (Ashford et
al. 1995, Berrahal et al. 1996). Thus, canine tdacconstitutes an important problem for
controlling zoonotic VL because sick dogs, and fadgsasymptomatic animals, are the major
reservoirs of the parasite (Corredor et al. 19&fhds et al. 1984, Molina et al. 1994).

The evidence of acquired immunity and resistanaeinfection in naturdleishmania
hosts suggests that the vaccine design againstsMeasible. In dogs, protective immune
response against VL seems to be cellular of thealled Th1l type (Pinelli et al. 1994), and
the predominant cytokine expressed after speciiioutation is interferon gamma (IFi-
Thus, most of the studies aim to identifgishmaniaantigens capable of stimulating a Thl
type characteristic immune response. In fact, s¢vantigens identified as candidates to
vaccine component showed a protective-associateaduim response but with different
organ-specific protection degree in a murine expental model of VL (reviewed in
Khamesipour et al. 2006). Surprisingly, murine ekpental VL protection has been found

also in a mixed specific Th1/Th2 environment (Gheshal. 2001, Mazumdar et al. 2004)
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whereas an antigen highly immunogenic and Thl imemesponse inducer, rLACK, was not
capable to induce a protective immune responsenstgaeitherl.. donovaninor L. chagasi
(Melby et al. 2001, Marques-da-Silva et al. 2008 )spite of the fact that the clear Thl versus
Th2 dichotomy to be found in the murine cutane@ishimaniasis model caused lbymajor,
characterized by Thl cytokines (IR})N-associated with resistance/protection and Th2-typ
cytokines (IL-4) with disease exacerbation/sustditi, it is not so evident in experimental
visceral leishmaniasis. It is also of common sehsé protection in visceral leishmaniasis is
more difficult to obtain than the othdreishmaniamodels.

Traditionally experimentally used adjuvant suchFasund’s adjuvant and BCG can
modulate the strength, type and intensity immuspaase td_eishmaniaantigengChampsi
& McMahon-Pratt 1988, Kenney et al. 1999, Khalil et2006). However, the use of these
adjuvants to use in dogs and in humans is not re@rded due several toxic effects. In the
last years, many others adjuvant formulations as Mmmunization protocols have been
constantly evaluated (Palatinik-de-Sousa et al4199i & Afrin, 1998). Among different
vaccination protocols, the use of IL-12 in co-adistiation of parasite fractions or antigens
(Afonso et al. 1994, Tewary et al. 2006) and DNAdzhimmunization have driven, in same
cases, the specific cellular immune response totybpd without the induce local toxic effects
(Watts & Kennedy 1999), which plays an important role adainsracellular parasites.
Recently, the use of a heterologous DNA primergirobooster immunization strategy to
induce potent cellular immunity tioeishmaniaantigens and to promote control of infections
is been successful evaluated (Iborra et al. 208®ary et al. 2005, Rafati et al. 2006).

In this study, we examined the immunogenic progertof a newLeishmania
infantum/chagasiecombinant antigen (rLci2B-NH6) aimming to acc#ss potential of this
protein as a vaccine component. This recombinaotepr was identified in an amastigote

form cDNA library (Teixeira et al. 2007) and it waslected by antibody reactivity with



131

pooled serum samples of VL asymptomatic dogs. thtiah, aiming to modulate efficiently
the immune response to rLci2B-NH6, we evaluated atebscribed here different
immunization protocols in an attempt to induce rgdaspectrum of murine specific immune

response to rLci2B-NH6 to find furthel@ishmanigprotective-associated immune response.

Material and Methods

Animals

Five to six-week-old BALB/c mice (male and femah®re obtained from the Goncalo
Moniz Research Center Animal House and kept ungigrogriate conditions with free access
to food and water in accordance to the Institutighaidelines. All mice were used at ages
ranging from 6 to 8 weeks at the starter of expentation. The use of mice in this study was

previous approved by a national relevant committee.

Plasmid preparation

Plasmid DNA (pBK-CMV- rLci2B) was selected from ®&MNA library constructed
with L. chagasiRNA amastigotes (Teixeira et al. 2007) in lambdage (Stratagene) and
obtained after excision of this. For prokaryoticsteyn protein expression and further
purification to use in immunization, rLci2B-NH6 cIN fragment was subcloned by
transfering a code region of pBK-CMV- rLci2B to pRb plasmid (latter named pRSET-
rLci2B) by Kpnl and BanHIl enzymatic digestion and ligation with T4 DNA dge. The
plasmid encoding a single-chain murine IL-12 (p@©hksemu-IL-12) was provided by Dra.

Emmanuela Handman (The Walter and Eliza Hall latgibf Medical Research, Australia).



132

The single-chain IL-12 cDNA fragment was subclorteda plasmid ampicilin-resistance
pcDNA3.1 (Invitrogen) after PCR and named pcDNAScinu-IL-12. The plasmids used for
mice injection (pBK-CMV- rLci2B and pBK-CMV vectawithout insert, pcDNA3.1-scmu-
IL-12 and pcDNA3.1 vector without insert) were paegd from overnight cultures and
purified by anion-exchange chromatography usingiag€h Megaprep kit (Qiagen, Hilden,
Germany), according to the manufacturer's instomdi For use pRSET- rLci2B to
Escherichia colitransformation an alkaline mini-prep was done (Ba&awoks 1989). Plasmid
concentration and quality were evaluated by spphtitometric analysis and agarose gel
electrophoresis. The ratio of the optical densit2@ nm to that at 280 nm ranged from 1.83

to 1.88.

Expression of rLci2B-NH6 in Escherichia coli andifioation

For His-tagged rLci2B-NH6 production, th&. coli strain BL21(DE3)pLysS
(Invitrogen) was transformed with pRSET-rLci2B-NH#®d a single transformed bacterial
colony was grown following standard procedures Brrhedium. The overnight culture was
used to starter a freshly D.O 0.1 at 600nm cult@fer induction with IPTG (0,25 mM IPTG
at an OD600 of 0.6) the cells were grown for alfert3 h and centrifuged by 15 minutes,
4°C, at 6.000 g. The bacterial pellets were ressutgaem a lysis buffer (20 mM NEPQO;,
500 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH 8,0) with 4 mg cfakicholate acid/sediment weight (gr)
and 1 mg lisozyme/suspension volume (mL), therovedld by sonication and centrifugation
at 17.000 g, 4° C, for 15 minutes. The purificatafirLci2B-NH6 was done with the soluble
fraction of the centrifugation using Chelating Sagse Fast Flow (Amersham) charged with
Ni*. At the end, the bounded proteins were eluted wibuffer containing Imidazole 0,5 M.

The fractions containing the recombinant proteshdatermined by SDS-PAGE, were pooled
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and dialyzed against PBS. The purity of the recomfi protein was checked by running it on
SDS-PAGE gel followed by Comassie blue staining.swie blot was performed for
detecting rLci2B-NH6 protein, using a mixture ofgde serum with reactive antibodies anti-
Leishmaniaand a mouse anti-His tag antibody (Invitrogen)eraftansfer purified rLci2B-
NH6 to a nitrocellulose membrane using a Bio-Radngblot apparatus (Bio-Rad

Laboratories).

Mammalian cell expression of rLci2B-NH6

COS-7 cells were cultured in DMEM (Life TechnolagligGrand Island, NY, USA)
medium supplemented with 10% fetal bovine serumSEB2 mM L-glutamine (Life
Technologies), 1% non-essential amino-acid solutiife Technologies) and 1%
penicillin/streptomycin solution (Life Technolog)esrom now on referred as supplemented
DMEM, at 37 C and 5% C@ humidified atmosphere. The day before transfactid cells
were plated into 35 mm petri dishes. Transfectimese carried out with Jug of plasmid,
either pBK-CMV- rLci2B or pBK-CMV empty plasmid (éhlatter as the negative control),
per petri dish, using lipofectamine (Life Technoks), following the manufacturer's
instructions. The day after transfection, the dttaccells on the Petri dishes were washed
once with 0.15 M phosphate buffered saline, pH(PRS), and cultured with fresh DMEM
medium. After 48 hours, the cells were scrapedobpiates and ressuspended in SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) sample buffer. The rLci2B-NH6 exgs®n was determined in transfected
cells by Western blot analysis using a pool of serof Leishmaniapositive dogs. For

Western blotting, transfected or untransfectedscgéire analysed as whole cell lysate.

Immunization protocols
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Immunizations experiments with the recombinant girotvere performed injecting groups of
six mice with (i) 100ug of rLci2B-NH6 protein in saline or rLci2B-NH6 assated with (ii)
Freund’s adjuvant, (iii) saponin, (i.v) peanutail(v) alum, subcutaneously (s.c) in the dorsal
region. Control mice received the adjuvant aloneodters were given twice with the same
antigen preparations at 3-weeks intervals (table A9r the experiments with DNA
construction (pBK-CMV- rLci2B), animals were immued by intramuscular (i.m) injection
of 50 pug (in 50 pL) of plasmid DNA diluted in sadiin each hind leg quadriceps followed by
electroporation, 100V with 5 pulses and 20 ms ¢érwald. Control groups of mice were
injected with sterile saline and with the vectorkpBMV devoid of insert. In a DNA
primer/protein booster protocol, groups of mice avatjected with i.m. twice with plasmid
DNA at 3-week intervals and boosted s.c. once withi2B-NH6 /saponin. Additionally, fifty
micrograms of plasmid encoding murine 1L-12 (pcDNB&IL-12) was administered (i.m.
followed by electroporation) in groups of mice icted with rLci2B-NH6, at 3-week
intervals, or a single dose of different amountshefsame plasmid DNA (50 ug, 10 pg, 2 ug
and 0.4 pg pcDNA3.1-mlL-12) associated with rLciRBI6-saponin were injected, followed

by two additional rLci2B-NH6-saponin booster.

Determination of Ag-specific antibody response &otypes

Serum samples were obtained at 2 weeks after shénjaction dose by orbital plexus
puncture. Total I1gG, IgG1 and IgG2a were measundddividual serum samples by ELISA
against rLci2B-NH6 and promastigdteishmaniaantigens. Briefly, for the total specific IgG
production, 96-well microtiter plates were coateithvd,5 g rLci2B-NH6, overnight at’@,

in a 100 pL volume of carbonate-bicarbonate byftér9,6. All incubations were carried out
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for 60 minutes at room temperature except for thfessate-development step, and then the
plates were washed thrice after each incubatigm with PBS containing 0,05% Tween-20
(PBST). After blocking with 10% skimmed milk in PB®ells were incubated with a dilution
of each sample (1:5.000) followed by horseradistoyidase (HRP)-conjugated-goat anti
mouse IgG (Sigma) at 1:400 (protocol 1 and prot@abr other batch of anti mouse IgG at
1:4000 (protocol 3). Wells colors reaction were eleped at room temperature with TMB-
H.O, (Sigma) for 15 minutes and stopped witgSy. Then, the absorbance at 450 nm was
measured. To detect specific isotypes to rLci2B-Nif@ promastigoteeishmaniaantigens
the plates were coated as described above. Théimdpstage and washes were done with
10% FBS in PBS only and with PBST, respectivelyteAincubation of samples (diluted at
1:50.000 or 1:350.000), biotinylated monoclonalamati-mouse IgG1 or IgG2a (Pharmingem)
were added to the wells and incubated for two holwglin-peroxidase incubation followed
by addition of substrate TMB-®, was used to development of color and measure&@t 4

nm as described before.

Splenocytes culture and proliferation assay

Spleens were removed aseptically from mice in egohp 3 to 4-weeks after the last
injection dose. Single-cells suspensions were peephy grinding the spleen with the disk
bottom of the plunger from 5-mL syringe. RPMI 16d@dium (10 mL) was added to the
suspension, and then the contents was mixed welstcentrifuged at°€ by 100 x g for 30
seconds. The supernatant was pipetted out slovdyrencells were pelleted by centrifugation
at £C and 400 x g for 10 minutes. Supplemented RPMIlinmdFBS 10%; 5QuM 2-ME
0,01M; HEPES 1mM pH 7,2; glutamine 200mM) was useckssuspend and adjuste the cells

concentration to 3 x fOnL. For proliferation assay, 3 x 1@ells were plated in triplicate
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onto 96 well plates in a 1Q0L volume in the presence or absence @ig2nL cell mitogen
Concanavalin A (100 pL) or 10 pg/mL rLci2B-NH6 (100) for 3 and 5 days at 32 in 5%
CO,, respectively. Proliferation was quantified by si@ment of the incorporation of 1 pCi
of [*H]-labeled thymidine during additional 18 hours oftete. Stimulation index (Si) were
calculated as the ratios pH]-thymidine incorporation in the presence of antigersus the

non-stimulated (medium alone) control.

Cytokine production assay

For cytokine production 9 x 2@ells (300 pL), prepared as described above, plated onto
24-wells plates and incubated in the presence seraie of 2 ug/mL Con A mitogen (300 pL)
or 10 pg/mL of rLci2B-NH6 (300 pL). After 48 hourd incubation at 37 in 5% CQ,
supernatants were collected and cytokine concemtsatvere quantified by capture ELISA
with biotinylated anti-mouse IFN-gamma and anti-s®IL-5 (BD Pharmingem) followed by
incubation with avidin conjugated to peroxidasey(k). The color reation development was
done by the addition of substrate buffer (TMBEH). The reaction was stopped after 5-10
minutes with 50 pL of BEBO, and the absorbance at 450 nm was measured. Aasthadrve
was plotted using recombinant murine IFNor IL-5 in the same assay and the limit of

detection was 110 pg/mL and 40 pg/mL, respectively

» Statistical analysis

Comparison of the level of antibody induction, gplecells proliferation and cytokine

production between the groups were determined bgrvesy ANOVA test followed by
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Tukey's post-test using “GraphPad Prism” softwarergion 4.0). The reportelé-values <

0.05 were regarded as statistically significant.

Results

Purified recombinant rLci2B-NH6 and plasmid encagirci2B (pBK-CMV- Lci2B) used for

immunization

The rLci2B-NH6 protein used to immunize BALB/c mievas produced with a N-
terminal polyhistidine tail irE. coli BL21(DE3)pLysS strain transformed with the plasmid
pRSET-rLci2B and purified by Sepharose Ni-cheladfinity chromatography. After the
chromatographic purification and dialysis, the pmotobtained showed a prominent band of
approximately 39 kDa and very few faint bands, esponding to rLci2B-NH6 and
contaminating proteins, respectively, when analyme&DS-PAGE (Fig 1A). In addition, the
protein from the 39 kDa band was shown to be readtiith antibodies from dogs naturally
infected withLeishmaniabut not pooled serum from healthy animals, as$ aganti-histidine
murine monoclonal antibody, as assessed by WeBtetr{Figure 1B).

The plasmid pBK-CMV- rLci2B was shown to be able promote a transient
production of rLci2B-NH6 in COS-7 cells in transfien experiments carried out with
lipofectamine. In these experiments, antibodiemfangs naturally infected witheishmania
detected two protein of approximately 30 and 38 KiDathe lysates of COS-7 cells
transfected with pBK-CMV- rLci2B, but not in thedgtes of COS-7 cells transfected pBK-

CMV without insert (negative control), as assedsglVestern blot assays (Fig. 1C).
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Immune response of mice immunized with rLci2B-NbfBlined with different adjuvants

The BALB/c mice immunized with rLci2B-NH6 alone an combination with
Freund’s adjuvant, saponin, peanut oil, alum or lasmid encoding murine IL-12
(pcDNAS.1-scmu-IL-12) developed a specific humammune response, as compared with
mice injected with saline. The formers producedbaties of the class IgG and the subclass
IgG1 reactive to rLci2B-NH6 (Fig. 2). Among the gps of animals, the concentration of
specific antibodies of the class IgG and subclag€dllin the sera showed the following
relation: rLci2B-NH6-Sap > rLci2B-NH6-Freund’s AdjrLci2B-NH6-peanut oil = rLci2B-
NH6-Alum > rLci2B-NH6- pcDNA3.1-scmu-IL-12 = rLci2BIH6 > salina and rLci2B-NH6-
Sap = rLci2B-NH6-peanut oil = rLci2B-NH6-Alum > ri2B-NH6-Freund’s Adj = rLci2B-
NH6- pcDNA3.1-scmu-IL-12 > rLci2B-NH6 > salina, mectively (ANOVA and Tukey pos-
test, p<0.05). In addition, the group of mice imnzed with rLci2B-NH6-saponin was the
only one that produced antibodies specific of IgG@haclass, as compared with saline control
group (ANOVA and Tukey p<0.05, Fig. 2).

A significant cell mediated immune response waslewi only in mice groups that
were injected with rLci2B-NH6 in association to eam as compared with mice injected with
saline.

Cellular immune response was evaluated by the metation of immune response
phenotype elicited by rLci2B-NH6 injection alone ior combination of different adjuvant.
Suspensions of splenocytes from injected rLci2B-NHhi6e were restimulateth vitro with
rLci2B-NH6 and tested for the proliferation and akihe production. A significant cell
mediated response was evident only in mice thatewajected with rLci2B-NH6 in
association to saponin. As shown in Fig 2, immuiazawith this protein preparation resulted

in splenocyte proliferation (2 out of 3 experiments vitro response to O,fug/mL rLci2B-
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NH6 stimulation (ANOVA, p < 0.0014; Tukey, p < 0)0Dthers rLci2B-NH6 concentrations
used in then vitro culture also induced statistically significantlgabliferation (10pug/mL, 1
out of 3 experiments andplg/mL, 2 out of 3 experiments, data not shown). Heeveall the
other groups tested did not show significant spigte proliferation when compared to the
saline control group.

The cytokine production by splenocyte of mice tvate injected with rLci2B-NH6
showed a predominant Th2 immune response profideANl-gamma production was induced
in response to rLci2B-NH6 protein injection admiared with saline alone or in combination
with Freund’s adjuvant, peanut oil, alum or muribhel2 plasmid DNA in contrast to
production detected after rLci2B-NH6 /saponin adsimtion (Figure 2, ANOVA, p<
0.0005; Tukey, p < 0.01). All groups, with exceptiof Freund’s adjuvant and peanut oil,
showed a high IL-5 level production (Figure 2).emstingly, the association of rLci2B-NH6
with saponin was the only one that induced IFN-ganproduction (3 out of 3 experiments)
with concomitant IL-5 production (3 out of 3 expeants). Then, an exclusively Th2
characteristic immune response induced by rLci2BsNbtein could be modified to a mixed
Th1/Th2 type when rLci2B-NH6 recombinant proteinag@ministered in association with

saponin.

Immune response of mice immunized with rLci2B-NH@ different amounts of plasmid

encoding murine 1L-12

In order to modify to Thl type the specific immuresponse generated to rLci2B-
NH6 protein, a plasmid encoding a murine singlesthHa-12 was co-administrated with
rLci2B-NH6 in mice. However, as seen before, no ngea was observed with this

combination. Posterior experiments showed thatga diose of pcDNA3.1-scmur-I1L-12 (50
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1) in different lineages of mice caused a sigaifidncrease in the liver, spleen and draining
lymph node size of the injected animals so thabiild be compromised the immune system
(data not shown). Then, a single dose of diffeenbunts of pcDNA3.1-scmu-IL-12 were
used in association with rLci2B-NH6 protein and @ap (rLci2B-NH6 /sap) preparation to
verify if ain vivolower concentration of IL-12 was capable to dtive rLci2B-NH6 immune
response to a Thl type.

The high intensity specific humoral immune resgwmwas observed to rLci2B-NH6
protein in all conditions tested except to the pastgroups injected with saline or saponin
(Figure 3A, ANOVA, p < 0.0001; Tukey, p < 0.001 gjtoups compared to the control
groups). No difference occurred when the recomhipaotein was administered only with
saponin or with DNA plasmid (either pcDNA3.1 empty four different amounts of
pcDNA3.1-scmu-IL-12). However, even so all the greuhat received rLci2B-NH6 showed
the same intensity of a specific IgG1 productioigFe 3), a small difference was observed
in the level of lgG2a production when rLci2B-NH6 svao-administrated with 5Qg of
pcDNA3.1-scmu-IL-12 in a single dose of injectiokigure 3). This difference was
statistically significant (ANOVA, p < 0.0001; Tukep < 0.05) compared to rLci2B-NH6/sap
injection only or the lower IL-12 DNA plasmid quégtco-administration [pcDNA3.1-scmu-
IL-12 (0.4 pg)]. The other two concentrations of IL-12 DNA piad, as well as pcDNAS.1
empty, induced lgG2a specific antibody but with statistically difference compared to
rLci2B-NH6/sap response. The highest IgG2a/lgGib ratas observed in immunized mice
co-injected with 5Qug of pcDNA3.1-scmu-IL-12, with X SD of 0,81+ 0,14, but with no
statistical difference compared to the others gsoup

The cellular immune response induced using thisnamzation protocol was
evidenced only by cytokine production. No statestic significant splenocyte proliferation

difference was observed when all the groups wenepeoed (Figure 3) but the IFN-gamma
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production was detected in all the groups injectatth rLci2B-NH6. However, the group
injected with the higher and the lower murine ILRRRIA plasmid concentration showed the
reduction in IFN-gamma level (Figure 3). In additi@ven IFN-gamma have been detected,
statistical difference occurred only between rLeci®B6 /saponin injected group and the
controls groups injected with saline or saponin (ARA, p < 0.0158; Tukey, p < 0.05).
Interestingly, the IL-5 production observed afteci2B-NH6 administration was moderately
diminished when 5Qug of DNA plasmid encoding murine IL-12 was usedaisingle dose
injection co-administrated with the rLci2B-NH6 tminunization (Figure 3) and was kept
lower also when 0.4ug of DNA plasmid was used to injection. This latresult may

constitute a fortuitous result and need to be rspgeaconfirm the data.

Immune response of mice primed with a plasmid atingn_ci2B and boosted with rLci2B-

NH6-saponin

DNA immunizations are known to promote a Thl-typenune response to encoded
proteins (Watts and Kennedy, 1999, Gurunathan. e2@D0). Thus, we examined the use of a
recombinant DNA plasmid injection to produicevivo Lci2B protein and to try to induce a
Thl-type specific immune response in injected mi&grimals injected with pBK-CMV-
Lci2B alone were capable to respond specificallyLici2B-NH6 protein with IgG antibody
production but with a very lower intensity than tpeotein administration (Figure 4).
However, this response is predominantly of IgG2ayise (2 out of 2 experiments) as seen
clearly in others serum dilution tested (data riaiven). The cellular immune response was
also very weak (2 out of 2 experiments) and ndissteally significant when compared to

controls groups (Figure 4).
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A heterologous immunization strategy was usedryotd increase the intensity of
immune response to the recombinant protein withexgtrt the Thl type characteristic. To do
that, mice were injected twice with pBK-CMV-Lci2Bitlw 3-weeks intervals and boosted
once with rLci2B-NH6 /sap (table 1). As seen inUf@4, a specific antibody production was
also detected using this immunization strategy. dBgtistical analysis, the mean optical
density of the groups was different and showedrétegtion: rLci2B-NH6/sap > pBK-CMV-
rLci2B/ rLci2B-NH6/sap > pBK-CMV- rLci2B > empty p8CMV = saponin = saline
(ANOVA, p < 0.0001; Tukey, p < 0.001). Additionallwhile the IgG1 antibody production
was higher in the group injected with rLci2B-NH&asiated to saponin the IgG1 production
was not detected using the DNA primer/protein beoptotocol of immunization (Figure 4,
ANOVA, 0.0001; Tukey, p < 0.001 related to rLci2B48/saponin compared to all the others
groups). Finally, the IgG2a specific antibody prolon was not statistically different
between the two groups mentioned above (Figurkl@yever, an IgG2a/lgG1 ratio (X SD)
observed in the group injected with DNA primer/giatbooster (1.54 0.8) indicated a Thl
immune response. Statistical comparison of the ggausing the 1gG2a/lgG1 ratio values
showed the relation rLci2B-NH6/sap < pBK-CMV-Lci2BLci2B-NH6/sap = pBK-CMV-
Lci2B = empty pBK-CMV = saponin = saline (ANOVA pG<0001 and Tukey p < 0.05).

The cellular immune response analysis showed d@hsplenocyte proliferation and
Thl-type cytokine production were also induced by DNA primer followed by protein
booster protocol (Figure 4). The proliferative raspe induced was statistically different
compared to the controls groups and the rLci2B-NBHponin injected group (Saline =
Saponin = empty pBK-CMV = pBK-CMV-Lci2B < pBK-CMV-<Lci2B/ rLci2B-NH6 <
rLci2B-NH6 /saponina; ANOVA, p < 0.0001; Tukey, p &05). A more pronounced
proliferation, but not statistically different whemompared to controls groups, was observed

to DNA primer/protein booster injected group usioifpers concentrations of rLci2B-NH6
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used to culturein vitro (1 pg/mL and 10pg/mL, data not shown). Gamma-interferon
production was detected in the culture supernaiab8.9 ng/mL, 1.18 ng/mL and 1.88 ng/mL
to rLci2B-NH6/sap, pBK-CMV- Lci2B-NH6 or pBK-CMV- ti2B followed by rLci2B-NH6
booster, respectively, but only the rLci2B-NH6 /sam injected group showed a statiscally
significant diference related to all the othersugp® (ANOVA, p < 0.0005; Tukey, p < 0.01).
Administration of rLci2B-NH6 protein induced a ILgFoduction (Figure 4) as seen before in
other immunization protocol tested (table 1, Fig@reand 3). This IL-5 production was
completely abrogated, with no production detectéd,Lci2B-NH6 immune response is
primed with pBK-CMV- Lci2B DNA plasmid (Figure 4).

The results of the fourth protocol, in which animalere also injected tree times with
rLci2B-NH6 or rLci2B-NH6-saponin tree times or wigBK-CMV-Lci2B twice and boosted
with rLci2B-NH6/saponin, showed that the groupsi2BsNH6 (X + SD; 0,33+ 0,14),
rLci2B-NH6/saponin (0,63 0,05) and pBK-CMV-Lci2B/rLci2B-NH6-saponin (0,380,09)
presented higher concentrations of IgG than thercbmgroups. Furthermore, the use of
saponin as adjuvant (G4) led to a more intenseyatazh of this antibody than the other two
groups rLci2B-NH6 and pBK-CMV-Lci2B/rLci2B-NH6-sap;mn  (ANOVA, p<0,0001,
Figure 5). Moreover, there was detection of a higtencentration of IgG2a in groups that
received the antigen with saponin or DNA / protduan the control groups, and also in
relation to the group that received only rLci2B-NKfeigure 5). Although IgG1 had been
detected in all tree groups, the DNA/protein grqupsented a lower concentration of this
antibody than rLci2B-NH6 or rLci2B-NH6/saponin gpmi(Figure 5). The mean value of the
proportion 19G2/IgG1 0,06 (rLci2B-NH6); 0,73 (rL&2NH6/saponin) and 3,09 (pBK-CMV-
Lci2B/rLci2B-NH6-saponin) showed that the stratefyising DNA / protein, one more time,

changed the profile of production of immunoglobslin
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The cellular immune response showed that only timémals injected with
rLci2B/saponin presented an increase of cell praifion after cell stimulation with the
antigen (Figure 5). However, Only a few animalglini2B-NH6/saponin and pBK-CMV-
Lci2B/rLci2B-NH6-saponin groups produced IRNdetected by the method and, therefore,
there was a tendency in these two groups to prothisecytokine (Figure 5). Despite the
group that received DNA / protein did not produggngicant amounts of IFN- and cell
proliferation, the results show a trend in thistpool to generate Thl cellular immune
response in this group, at least in some animalth Y¥spect to IL-5, there was production
statistically significant of this cytokine only m.ci2B-NH6/saponin group (X + SD; 0,49 *
0,27, ANOVA p<0,05, Figure 5).

After the animals challenge there was no significaduction of the parasite burden in
the spleen, showing that the protocol used wasblet to confer protection against infection

by L. chagasiANOVA, p> 0.05, Figure 6).

Discussion

In this study, we evaluated the immunogenic prioperof a newlL. infantum/L.
chagasi recombinant antigen (rLci2B-NH6) as a potentiatoiae component candidate
against canine visceral leishmaniasis. Groups ofLBA mice were used to the first
evaluation of rLci2B-NH6 injection as this is ansgaand useful model to manipulate and
access the immune response to a specific antigeefugther to check the role of this response
in an infection context. In an initial step, seveadjuvants were tested in association with
recombinant protein. In addition, DNA-based immuatian was examined. All protocols used

were done aiming to modulate as the specific imnresponse type as the intensity to further
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evaluation of the effective role of the immune wmsge to rLci2B-NH6 in an infection
challenge with_. infantum/L. chagasi.

The rLci2B-NH6 protein was successfully expresdmath in a prokaryotic and
eukaryotic systems. The specificity of the recorahirprotein (39 kDa approximately) was
confirmed by reactivity with positive pooled serwfdogs with visceral leishmaniasis and an
anti-His-Tag antibody to detect rLci2B-NH6 -(6) tnisne-fusion protein produced . col..

It is possible that a band of low molecular weigitognized by specific antibodies in the
pBK-CMV- rLci2B transfected COS-7 cells maybe rLBtAIH6 with partial degradation or

MRNA anormally transcribed as sometimes it is olesrin prokaryotic expression

(Schoemaker et al., 1985). A high purity degreeparation of rLci2B-NH6 was used to

injection of mice, as seen in the SDS-PAGE analysis

The immunogenic properties of the rLci2B-NH6 wetearly observed. A specific
antibody production was induced by rLci2B-NH6 adistiration. It must be emphasized that
this response presented a Th2-type character@tierp with exclusive IgG1 isotype and IL-5
production. No proliferative response or IfNbroduction was observed. Early observations
also have shown the natural immunogenicity of pinggein. The first one is that the screening
of the cDNA library was done with reactive dog suse toL. infantum/L. chagasvisceral
leishmaniasis and latter by the reactivity of hunvasteral leishmaniasis patient’'s serum.
Moreover, initial experiments in our lab showedttlize rLci2B-NH6 induced a strong
humoral specific response but it wasn’'t observeuiddiferative cellular immune response in
immunized dogs. Then, as protection or resolutidninbection in the dog’s visceral
leishmaniasis it is associated to a potent cellilamune response that result in IfyN-
production (Pinelli et al. 1994, Martinez-Morenoatt 1995, Rhalem et al. 1999), efforts to
modulate the immune system response to rLci2B-NH6& murine model were done first by

the use of several adjuvant association.
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Our data demonstrate that among the tested adjusaly one, the rLci2B-
NH6/saponin association, was effective to changerltici2B-NH6 immune response. Using
this preparation, a specific cellular immune reggomwas efficiently induced with only a
minor difference, but statistically significant, melation to the intensity of the humoral
response compared to the others adjuvant assaciddimvever, even so a specific cellular
proliferation has been observed, a mixed Th1l/Th&paof cytokine production (IFN-and
IL-5) and antibody isotype (IgG1 and 1gG2) was pres This result is in agreement with
other work that show the consistent ability of sapan stimulate of both Thl and Th2-type
cells, with concomitant production of IFN-gamma akhdl0 (Tadokoro et al. 1996). In
addition, when compared with a panel of differeatfjuvants, associated to a purified
glycoprotein fromTrypanossoma cruzsaponin also was the only one to induce delaypé-t
hipersensitivity and partial protective immunitydachallenge with live parasites (Scott et al.
1984). In thd_eishmaniamodels, the saponin as an adjuvant has been ssfabecombined
to the FML-antigen oL. donovanito induce strong specific humoral and cellular inma
response in immunized BALB/c mice after infectiohallenge and with high degree
protection (84.4%) in terms of the reduction ofgsdte liver burden (Palatinik-de-Sousa et al.
1994). In an outbreed mice model, the FML-sapomaparation (or their saponin fractions)
also induced IgG2a specific antibodies productiothe presence of IgG1 isotype with DTH
reaction and IFN-gamma detected in the serum ofuinined mice correlated with protection
(Santos et al. 2002). In our data reported here,itimune response pattern induced by
rLci2B-NH6 /saponin was consistently observed io tthers posterior experiments.

Contrary to our expectations, the potent immunamheddry activity of IL-12 was not
observed in the first realized experiments. Theafsecombinant murine IL-12 to modulate
the immune response to solulhleishmania majoantigens (SLA) was clearly demonstrated

prior by Afonso et al. (1994) and recently, as R-DNA plasmid injection given with a
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specificL. donovaniantigen rORFF (Tewary et al. 2006). We have prgdiom about ours
results that a toxic effect caused by IL-12 mustcbenpromised the immune response as
described by others (Kurzawa et al. 1998, Lasdrtd.€1999, Chen et al. 2001). In another
studies it was also demonstrated that IL-12 adrmatisn was midly detrimental to spleen
instead to contribute to protection (Satger e2@00). In the present work, a high level of IL-
12 in vivo expression could be induced after DNA plasmid atiggn followed by
electroporation technique as it is showed to offieteins (Rizzuto et al. 1999; Yamashita et
al. 2001). Moreover, initially it was used an imnmation protocol with 3 time injection of
pcDNA3.1-scmu-IL-12. In previous experiments readizn our laboratory, serum of BALB/c
mice injected intramuscularly with pcDNA3.1-scmu-R followed by electroporation
showed high levels of IFN-gamma as a consequencdlL-d2 effects and a evident
splenomegaly was also observed after IL-12 plasadndhinistration. Thus, as showed in
posterior experiments in this study, a single dagection of DNA plasmid encoding IL-12
was capable to modulate moderately the specific imenresponse to rLci2B-NH6 with a
reduction of IL-5 production.

The Thl-type immune response was induced to rL-&N#® when initial DNA-based
immunization was done but at lower intensity thaatgin injection. However, the low or
even absence of humoral response seems to beritggoemmon for DNA vaccines, which
favors cellular rather than humoral response (Gathan et al. 2000, Mendez et al. 2001,
Dumonteil et al. 2003, Aguilar-Be et al. 2005). $hut is not easy to explain why the
splenocyte proliferation and IFN-gamma productioaswabsent or was produced at not
statistically significant level, respectively, whenly pBK-CMV- rLci2B was administered.
We cannot exclude the possibility of a low protexpressionin vivo even using a plasmid

with a potent promoter and with a high GC contessoaiated to transfection enhancer



148

technique. There is need to consider the prokaryotmoter presence in the vector that can
cause interference with tlire vivo expression, as manufacturer insctructions (Steaiz)y

We demonstrated that an exclusive specific IgG2adymtion was detected in the
serum samples of initially pBK-CMV- rLci2B injecteghimals. As a clear correlation exist
between the antibody isotype switch and the cellutanune response pattern associated
(Snapper et al. 1987, Purkersarisackson, 1992) we speculated that Nploducer cells
were primed after pBK-CMV-rLci2B injection. This 2Zhrh1l change to rLci2B-NH6 immune
response was expected since almost all of the DAlZines already tested in leishmaniasis
experimental models resulted in the developmeat Th1-type response with varying degrees
of protection (Xu& Liew, 1995, Gurunathan et al. 1997, Walker et 8B8, Sjolander et al.
1998, Méndez et al. 2001, Rafati et al. 2001).rly @ne published study, a Th2-type specific
response to deishmaniarecombinant protein, the Meta 1 antigen, couldb®teverted by
the use of DNA injection (Serezani et al. 2002) #mel authors attributed this to the potent
Th2-immunodominance of the protein.

The intensity of the Thl-type response induced.tv2B-NH6 after DNA encoding
plasmid immunization could be moderately increalgdhe use of the heterologous DNA
primer/protein booster strategy. Moreover, in tmeluiced rLci2B-NH6 murine immune
response after heterologous DNA primer/protein toseither IgG1 antibodies nor IL-5
production was present at the tested conditionseitleeless, the animals injected with
DNA/protein did not present reduction of parasiteden in spleen. In other study, a lack of
protection againgt. major infection was observed following a primer/boostemunization
with rLIPO and the authors attributed this to tg&1 specific antibody detection although
splenocytes and lymph node cells from these mioduared high levels of IFN-gamma when
stimulatedin vitro with rLIPO (Iborra et al. 2003). In spite of thact that there was no

detection neither of IgG1 antibodies nor IL-5 irr oeuodel of immunization with rLci2B-NH6
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in a DNA-based immunization and in a DNA primertein booster strategy we cannot
exclude that IL-10, a key role cytokine involvedsimsceptibility and/or disease progression in
human visceral leishmaniasis and in murine experialanodel (Ghalib et al. 1993, Bacellar
et al. 2000, Murphy et al. 2001), it was productteran vitro stimulation with rLci2B-NH6.

Even though the rLci2B-NH6 protein has been setetly an amastigote form cDNA
library this protein is present in both the prongage and amastigote forms of the parasite
(data not shown). It was demonstrated by antibahctivity of immunized mice witho
infantum/chagaspromastigote total extract antigens. However, amliower reaction was
developed in the ELISA. Thus, our data suggest tthatrLci2B-NH6 protein could be in a
lower representation in thieeishmaniapromastigote total extract antigens. Even so, when
initial injection with pBK-CMV- rLci2B was used, pdominant IgG2a isotype reactive
antibodies were observed in the anti-total antigebkSA after the complete immunization
series. In addition, in a prior challenge experitmaith L. infantum/chagaspromastigotes,
splenocytes of previous pBK-CMV- rLci2B injectedogp produced high levels of IFN-
gamma afteiin vitro stimulation with rLci2B-NH6 which was statisticallifferent to the
controls (ANOVA, p<0.001 and Tukey, p < 0.05) wimg that in a recall response the
immunized animals were capable of reactive spegigmory cells.

In summary, a mild Th2 immune response was inducednice by the new
recombinant_. infantum/chagasantigen, named rLci2B-NH6. However, the use of sapo
as adjuvant associated with rLci2B-NH6 antigen dge@ihthe response to a strong mixed
Th1/Th2 pattern which was not modified to Thl typeusing miIL-12. Nevertheless, initial
injection of pBK-CMV-rLci2B induced a predominantlffhl immune response and
heterologous DNA primer/protein booster is a ussfrategy to intensify this response. Our
studies permitted us to obtain a broad range oi2B-&NH6 specific immune response in

mice.
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Table 1. Immunization protocols

Immunization Prime Boost
Day 21 Day 42

protocol Day 0

1 saline saline saline
rLci2B-NH6 rLci2B-NH6 rLci2B-NH6
rLci2B-NH6 CFA rLci2B-NH6 IFA° rLci2B-NH6 IFA
rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap
rLci2B-NH6 alum rLci2BNH6 alum rLci2B-NH6 alum
rLci2B-NH6 peanut oil rLci2B-NH6 peanut rLci2B-NHgeanut oil
rLci2B-NH6 plL-12 (50 pg) rLci2B-NH6 plL-12 rLCi2BNH6 plL-12

2 sap sap sap
rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap

rLci2B-NH6 sap + plL-12 (50 pg) rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap
rLci2B-NH6 sap + plL-12 (10 pg) rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap
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rLci2B-NH6 sap + plL-12 (2 ug)  rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap
rLci2B-NH6 sap + plL-12 (0.4 pg) rLci2B-NH6 sap rLci2B-NH6 sap

pBK-CMV empty
pBK-CMV- rLci2B
pBK-CMV- rLci2B
pBK-CMV empty
rLci2B-NH6
rLci2B-NH6 sap

pBK-CMV empty
pBK-CMV- rLci2B
pBK-CMV- rLci2B
pBK-CMV empty
rLci2B-NH6
rLci2B-NH6 sap

pBK-CMV empty
pBK-CMV- rLci2B
rLci2B-NH6 sap
PBS
rLci2B-NH6
rLci2B-NH6 sap

pBK-CMV-Lci2B-NH6 pBK-CMV-Lci2B- rLci2B-NH6 sap

NH6

Protocols used for BALB/c mice immunization. praitsc followed for BALB/c mice.
Animals were primed by injecting s.c. with 100 pfrbci2B-NH6 in combination with
different adjuvant or i.m. with 50 pg of plasmid WEMV- rLci2B. The animals were
boosted as indicated 21 or 42 day later. The cbgnmmup Saline was repeated in all the
immunization protocols tested. Furthermore, thesapand rLci2B-NH6 sap injected groups
(included in the protocol number 2) were used egrdrol group in immunization protocol 3.
4Complete Freund”Adjunt

®Incomplete Freund”Adjuvant

¢ saponin Quilaja barkSigma)

FIGURE LEGENDS

FIG 1. In vitro expression of rLci2B-NH6. (A) Procaryotic expression system of rLci2B-
NH6 in E. coli transformed with pRSET-rLci2B 3 hours before (laf)eand after (lane 5)
IPTG induction was evaluated after 12% SDS-PAGEe Titti2B-NH6 purified in a niquel

column is showed at lane 6. The negative contiedmpid pRSET without insert did not show
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any band at the same region neither before (lam®2after (lane 3) IPTG induction. In (B)
Western blot is showing the specificity of rLci2B46 protein inE. coli identified by a
pooled of dog’s serum with positive immune respdonde infantum/L. chagadiane 4) and
with a mouse anti-His tag antibody (lane 5) intaogellulose membrane blotted with rLci2B-
NH6 after a 10,5% SDS-PAGE. Serum of normal dog ammlise anti-lgG were used as
negative control (lanes 2 and 3, respectivelyXQhrLci2B-NH6 eukaryotic expression was
demonstrated in transfected COS-7 cells. The pBKYENLci2B DNA plasmid (lane 4) and
pBK-CMV empty control (lane 3) were introduced irammalian cells (COS-7 only, lane 2)
by lipofectamine treatment. Identification of rLBNH6 in the cell lysate was done after
10,5% SDS-PAGE followed by transfer to nitrocelk#domembrane. Reactivity with positive
pooled serum dog’s visceral leishmaniasis was tedeaonly in lane 3. The rLci2B-NHB.
chagasirecombinant protein is indicated by arrows torigat of the panel. The location and

size (kDa) of the molecular mass markers (Bio-Rad)shown at the left and in lane 1.

FIG 2. Specific immune response in mice injected withrLci2B-NH6 and different
adjuvants. BALB/c mice (six/group) were injected s.c.3 timess 3aweek intervals with
saline, 100ug of rLci2B-NH6 alone or associated with Freundd§uaant, saponin, peanut
oil, alum or 50ug of a plasmid encoding single chain murine IL-p2NA3.1-scmiL-12).
Plasmid DNA was injected intramuscularly followed &lectroporation. Mice were bled 10
day following the final injections and serum frometmice in each group was evaluated
individually. For indirect ELISA, 96-well microtiteplates were coated with 100 pL of
rLci2B-NH6 (5 pug/mL) by overnight incubation in 0,1M carbonatedstmonate buffer pH 9.6,
by overnight incubation. For total IgG detectiomuse samples were diluted 1:5000. Then,
goat anti-mouse lgG-peroxidase was used. For memsmt of IgG1l and lgG2a, samples

were diluted to 1:50.000 followed by biotin-conjtgg rat anti-mouse IgG1 or anti-mouse
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IgG2a and avidin-peroxidase incubation. Color depeient was done with substrate buffer
containing TMB-HO, and optical density at 450 nm was determined. Esahple was
examined in duplicate. Results are expressed am#an+ SD. Cellular immune response
was evaluated with 4 weeks after the final injatti;ndividual spleen cell suspension was
obtained and cultured for lymphoproliferative resp® assay and cytokine production
measurement. For cell proliferation, 3 x°Xlls/well were cultured, in triplicate, in a 96-
wells plate with supplemented culture medium alon&vith rLci2B-NH6 (0,1pg/mL) for 5
days at 37C in a humidified ambient with 5% GQCell proliferation was measured by more
18 h incubation of cells with 3H-thymidine. The ulis are presented as the mean of
Stimulation Index (SIx SD of each group. To cytokine production evalugtigplenocytes
were cultured in a 24-wells, 9 x 2Léells/well, in the presence of rLci2B-NH6 (u§/mL) for

48 h. Then, supernatants were collected and usedcapture ELISA to detect IFN-gamma
and IL-5. Individual samples were tested to IFN-gaamand pooled samples to IL-5
measurement. The IFvalues are represented as the me&D of each group. * ANOVA

and Tukey, p < 0.05 compared to control group.

FIG 3. Specific immune response in mice injected with rL&@B-NH6 and different
amounts of murine IL-12 encoding DNA plasmid BALB/c mice (six/group) were injected
s.c.3 times at 3-week intervals with 10§ of rLci2B-NH6 /saponin (rLci2B-NH6 sap). In the
first dose of injection, a plasmid encoding singi@in murine IL-12 (pcDNAS3.1-musc-IL-12)
was administered in animals of four groups at d#ffé quantities soon after rLci2B-NH6
injection. Plasmid DNA intramuscular injection wésdlowed by electroporation. Saline,
Saponin and pcDNA3.1 empty plasmid control groupsewncluded in the experiment. Mice
were bled 10 day after the final injections anduserfrom the mice in each group was

evaluated individually. To indirect ELISA assay,-®8ll microtiter plates were coated with
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100 pL of rLcizB-NH6 (5ug/mL) by overnight incubation in 0,1M carbonatedslmonate
buffer pH 9,6. For total IgG detection serum sammplere diluted 1:5.000. Next, goat anti-
mouse IgG-peroxidase was used. For measuremegiGdf &nd 1gG2a antibodies, samples
were diluted to 1:350.000 followed by biotin-congiigd rat anti-mouse IgG1 or anti-mouse
IgG2a and avidin-peroxidase incubation. Color depeient was done with substrate buffer
containing TMB-HO, and optical density at 450 nm was determined. Esahple was
examined in duplicate. Results are expressed am#ant SD. Cellular immune response
was evaluated with 4 weeks after the final injettimdividual spleen cell suspension was
obtained and cultured for lymphoproliferative resg® assay and cytokine production
measurement. For cell proliferation (A), 3 x° t@lls/well were cultured, in triplicate, in a 96-
wells plate with supplemented culture medium alongvith rLci2B-NH6 (0,1pug/mL) for 5
days at 37C in a humidified ambient with 5% GQCell proliferation was measured by more
18 h incubation of cells with 3H-thymidine. The ults are presented as the mean of
Stimulation Index (Sl standard deviation of each group. To cytokine potidn evaluation,
splenocytes were cultured in a 24-wells, 9 X délis/well, in the presence of rLci2B-NH6 (10
pug/mL) for 48 h. Then, supernantants were colleeted used in a capture ELISA to detect
IFN-gamma and IL-5 as described in Material andhdds. Individual samples were tested to

IFN-gamma and pooled samples to IL-5 measuremdrd. IFNy values are represented as

the meart SD of each group. * ANOVA and Tukey, p < 0.05 cargd to controls groups.

FIG 4. Specific immune response in mice injected with rL@&B-NH6/saponin or pBK-
CMV-Lci2B/rLci2B-NH6-saponin. BALB/c mice (six/group) were injected s.c.3 timé¢s3a
week intervals with saline, saponin, pBK-CMV emgtfasmid, rLci2B-NH6/sap or pBK-
CMV-rLci2B. Another group received two initial inggon of pBK-CMV- rLci2B followed

by a rLci2B-NH6/sap booster at the third injectioRlasmid DNA was injected
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intramuscularly followed by electroporation. Miceeng bled 10 day following the final
injections and serum from the mice in each group eraluated individually. For indirect
ELISA assay, 96-well microtiter plates were coateth 100 pL of rLci2B-NH6 (5ug/mL)

by overnight incubation in 0,1M carbonate-bicarliertauffer pH 9,6. For total IgG detection
serum samples were diluted 1:5.000. Then, goatnaotise 1gG-peroxidase was used. To
measurement of IgG1l and IgG2a, samples were diltdet:350.000 followed by biotin-
conjugated rat anti-mouse IgG1 or anti-mouse Ig&#thavidin-peroxidase incubation. Color
development was done with substrate buffer comtgiiiMB-H,O, and optical density at 450
nm was determined. Each sample was examined incdtgl Results are expressed as the
meanz standard deviation. Cellular immune response watuated with 4 weeks after the
final injection. Individual spleen cell suspensiowas obtained and cultured for
lymphoproliferative response assay and cytokinedgecbon measurement. For cell
proliferation (A), 3 x 18 cells/well were cultured, in triplicate, in a 9&ls plate with
supplemented culture medium alone or with rLci2Bé\{,1ug/mL) for 5 days at € in a
humidified ambient with 5% C£OCell proliferation was measured by more 18 h imtign of
cells with 3H-thymidine. The results are preserdsdhe mean of Stimulation Index ()
SD of each group. To cytokine production evaluatigplenocytes were cultured in a 24-
wells, 9 x 10 cells/well, in the presence of rLci2B-NH6 (4@y/mL) for 48 h. Then,
supernatants were collected and used in a captul®AEto detect IFN-gamma and IL-5.
Individual samples were tested to IFN-gamma andgabsamples to IL-5 measurement. The
IFN-y values are represented as the me&D of each group. * ANOVA and Tukey, p < 0.05

compared to controls groups.

FIG 5. Specific immune response in mice injected with rL&B-NH6/saponin or pBK-

CMV-Lci2B/rLci2zB-NH6-saponin and challenged with L. chagasi Animals (n=6) were
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injected with PBS (G1), 50 pg pBK-CMVempty and bedswith PBS (G2), 100 pug rLci2B-
NH6 (G3), 100 pg rLci2zB-NH6/saponina (G4), 50 RBK-CMV-Lci2B and boosted
with 100 ug rLci2B NH6-saponin (G5). The G1, G3 af@4 groups were injected by
subcutaneous route three times, while in the G2GHhdroups the plasmids were injected by
intramuscular route followed by electroporationuFareeks after the third
injection dose, 6 animals from each group werecief@ with 1x 10 promastigotes of
L. Chagasiby intraperitoneal route. For indirect ELISA ass@§-well microtiter plates were
coated with 100 pL of rLci2B-NH6 (2 pg/mL) by oveght incubation in 0,1M carbonate-
bicarbonate buffer pH 9,6. For total IgG detectgm@rum samples were diluted 1:20.000.
Then, goat anti-mouse IgG-peroxidase was used. €asurement of IgGl and IgG2a,
samples were diluted to 1:50.000 followed by bimiimjugated rat anti-mouse IgG1 or anti-
mouse IgG2a and avidin-peroxidase incubation. Cdésmelopment was done with substrate
buffer containing TMB-HO, and optical density at 450 nm was determined. Eaatple was
examined in duplicate. Results are expressed asnden + standard deviation. Cellular
immune response was evaluated with 4 weeks afeefirtal injection. Individual spleen cell
suspension was obtained and cultured for lymphdprative response assay and cytokine
production measurement. For cell proliferation (8),x 10 cells/well were cultured, in
triplicate, in a 96-wells plate with supplementedture medium alone or with rLci2B-NH6
(10 pg/mL) for 5 days at 8C in a humidified ambient with 5% GQCell proliferation was
measured by more 18 h incubation of cells with BiAxtidine. The results are presented as
the mean of Stimulation Index (SI) £ SD of eachugroTo cytokine production evaluation,
splenocytes were cultured in a 24-wells, 9 X délis/well, in the presence of rLci2B-NH6 (10
png/mL) for 48 h. Then, supernatants were colleeied used in a capture ELISA to detect

IFN-gamma and IL-5. Individual samples were testetFN-gamma and pooled samples to
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IL-5 measurement. The IFN-values are represented as the mean = SD of eacip.gf

ANOVA and Tukey, p < 0.05 compared to controls g®u

FIG 6. Parasite loads BALB/c mice spleens following immumation and challenge with

1 X 10 promastigotes of Leishmania chagasi Animals (n=6) were injected with PBS
(G1), 50 pg pBK-CMVempty and boosted with PBS (G@2)) pg rLci2B-NH6 (G3), 100 ug
rLci2B-NH6/saponina (G4), 50 nug  PBK-CMV-Lci2B and boosted  with 100 pg
rLci2B NH6-saponin (G5). The G1, G3 and G4 groupeninjected by subcutaneous route
three times, while in the G2 and G5 groups therpids were injected y intramuscular route
followed by electroporation. Four weeks after thiect injection dose, 6 animals from each
group were infected with 1 x i@romastigotes of.. Chagasiby intraperitoneal route. The
animals were analyzed individually and the resalts shown as mean + SD of measures

obtained in different groups (ANOVA, p> 0.05).
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