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TEIXEIRA, Naiara Carvalho. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGS COM
FRAGMENTOS RECOMBINANTES DE CINESINA DELeishmania chagas E/OU
PLASMIDEOS CODIFICANDO IL-12 E IL-2 MURINAS. Dissta¢do — Fundagéo Oswaldo
Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salwe@ieil 1.

RESUMO

Leishmaniose visceral zoonética (LV) € uma doengaafeta homens e cées e é causada por
protozoarios das espéciksishmania infantum e Leishmania chagasi. O cdo doméstico € o
principal reservatério do agente causal. Uma vaefaiva contra a LV canina podera
contribuir para o controle da infeccdo e/ou doehgmana e canina. A resposta imune
protetora contra a LV canina é do tipo celular (JTHIm nosso laboratério, dentre um grupo
de cinco antigenos recombinantes selecionados @ebibitioteca de cDNA dé. chagas,
usando-se uma mistura de soro de caes naturalinéteados e que exibiam resposta imune
humoral e celular especifica, um fragmento da ettade carboxila de uma cinesina com
cauda de 6 histidinas (rLci2B-NHG6), para permitirparificacdo, foi escolhido para a
avaliacdo do seu potencial como candidato a conmpe@rde uma vacina contra LV canina.
No presente trabalho foi avaliada a imunizacdo amundongos BALB/c com rLci2B-
NH6/saponina em associacdo com o0s plasmideos pcDMA&BuU-IL-12 e/ou pcDNA3.1-
mu-IL-2. Os animais imunizados com rLci2B-NH6/sapanem associacdo com a IL-12 e/ou
IL-2 produziram anticorpos 1gG, 1gG2a e IgG1l esfpens. Esplendcitos desses animais
exibiram proliferacdo, mas ndo produziram IlfFNu IL-5 apds estimulacaim vitro com
rLci2B-NH6. Esses resultados sugerem que a adiegacBNA3.1-mu-IL-2 no protocolo de
imunizacdo nao € capaz de promover uma resposteipnedominantemente Thl. Também
foi avaliada a imunizacdo de camundongos com prateicombinante quimérica (rLci2-NT-
CT-NH6) formada pelos dominios néo repetitivos @néss nas extremidades amina e
carboxila codificadas pelo gene da cinesina. Camngas BALB/c imunizados com rLci2-
NT-CT-NH6 ou uma proteina recombinante quimericatrote, contendo 5 dominios
repetitivos presentes em rLci2B-NH6 entre os doosimao repetitivos de rLci2-NT-CT-
NH6, apresentaram producao de IgG, IgG2a e IgGpleRScitos desses animais exibiram
proliferacdo, mas ndo produziram IFNe apenas esplendcitos dos camundongos imunizados
com rLci2-NT-5R-CT-NH6 sintetizaram IL-5, apds estilacaoin vitro com as respectivas
proteinas. Contudo, durante a purificacdo de riI2ZET-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6
ocorreu intensa protedlise que pode ter resultaddestruicdo de epitopos capazes de induzir
resposta Thl. Previamente, em nosso laboratorip,ofservada a morte de alguns
camundongos injetados com 100 pg saponina/dosesgmrdoses menores de saponina (50
ou 25 pg) foram avaliadas como adjuvante na inddedesposta imune a rLci2B-NH6. Os
resultados da mensuracdo dos anticorpos foram lsentes nos trés grupos. Curiosamente,
somente esplendcitos do grupo injetado conu@®lose exibiram proliferacdo especifica. O
grupo injetado com 10Qg/dose produziu IFN-e IL-5 e 0 grupo injetado com p@/dose
sintetizou IFNy, mas ndo produziu IL-5, apds estimulag@aitro com rLci2B-NH6.

Palavras-chave: vacina, leishmaniose visceral e candongos
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ABSTRACT

Zoonotic visceral leishmaniasis (VL) is a diseds# affects humans and dogs and is caused
by protozoan specielseishmania infantum and Leishmania chagasi. There is evidence to
suggest that the domestic dog is the main reseonfoihe causative agent. An effective
vaccine against canine VL may contribute to infacticontrol and/or human and canine
disease. The protective immune response againgtecafl is cellular (Thl type). In our
laboratory, among a group of five recombinant arigyselected from a cDNA library bf
chagasi, using a mixture of sera from naturally infecteogs that showed humoral and
cellular specific responses, one fragment of thlbaeyl terminus of a kinesin with a 6 His-
Tag (rLci2B-NHG6) was chosen to evaluate its potdrds a candidate component of a vaccine
against canine VL. In the present study, we evatlidhe immune response of BALB/c
immunized with rLci2B-NH6/saponin in combination tivi pcDNA3.1-scmu-IL-12 and
pcDNA3.1-mu-IL-2. The animals immunized with rLci2¥H6 associated IL-12 and/or IL-2
produced IgG, 1gG2a and IgGl reactive to rLci2B-NHEplenocytes of these animals
exhibited proliferation but failed to produce IRNand IL-5 afterin vitro stimulation with
rLci2B-NH6. These results suggest that adding Ilw2as not enough to induce a
predominantly Thl immune response. We also analyhedimmunization of mice with
recombinant chimeric (rLci2-NT-CT-NH6) formed by moepetitive domains present in the
amine and carboxyl ends encoded by the gene faskin BALB/c mice immunized with
rLci2-NT-CT-NH6 or a control chimeric recombinanbfein containing 5 repeated domains
present in rLci2B-NH6 between the domains of ngwetiive rLci2-NT-CT-NH6 showed
production of IgG, 1gG2a and IgG1. Splenocyteshelse animals exhibited proliferation, but
failed to produce IFN-and only splenocytes from mice immunized with B-BIT-5R-CT-
NH6 synthesized IL-5 aftan vitro stimulation with the respective proteins. Howerring
the purification rLci2-NT-CT-NH6 and rLci2-NT-5R-CINH6 occurred intense proteolysis
that may have resulted in the destruction of epsopapable of inducing Thl. Previously, in
our laboratory, it was observed the death of sonwe nmjected with 100 pg saponin/dose,
therefore, lower doses of saponin (50 or 25 pgevexaluated as an adjuvant to induce an
immune response to rLci2B-NH6. The results of meaguhe antibodies were similar in the
three groups. Interestingly, only splenocytes frdme group injected with 25 pg/dose
exhibited specific proliferation. The group injedteith 100 pg/dose produced IENand IL-

5 and the group injected with 50 pug /dose syntleesiEN+, but did not produce IL-5 aftén
vitro stimulation with rLci2B-NH6.

Keys word: vaccine, visceral leishmaniasis, mice.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é causada por protaesado complexd.eishmania
donovani, composto poteishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi
(LAINSON et al., 1987). Leishmania donovani é a espécie causadora da doenca no
subcontinente indiano, em partes da Asia e na #&feaquanto que,eishmania infantum e
Leishmania chagasi, espécies geneticamente indistinguiveis (MAURIG#Dal., 2000;
LUKES et al., 2007), causam uma zoonose que afeta, espectalnaeBacia Mediterranea, a
regido central e o sudoeste da Asia e a Américaull¢(DESIEUX, 2001). A infecgéo natural
ocorre apos a inoculacdo de formas promastigotastamtes do parasito, através da picada
de insetos vetores conhecidos vulgarmente comatéeins, que pertencem a familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e aos gémbtelsotomus e Lutzomyia, no Velho e
no Novo Mundo, respectivamente (LAINS@Nal., 1977).

A LV pode apresentar-se no ser humano como umacdognave, debilitante,
potencialmente fatal caso nédo seja instituido darmanto adequado. No Brasil, a
leishmaniose visceral € uma zoonose causadd. pdnagasi que afeta tanto ser humano
guanto o cdo doméstico, sendo este Ultimo o prhaipservatdorio do agente causal. No
passado a doenca ocorria tipicamente em ambiemtais.r Atualmente, tem sido registrado
um aumento no numero de casos registrados em vagases do pais, inclusive em éareas
urbanas e periféricas de grandes cidades (JEROMNIMO, 1994; MARZOCH et al., 1994,
Ministério da Saude, 2009).

Entre as medidas adotadas pelo Ministério da Spade o controle da LV estd a
identificacdo e eliminacdo de cées infectadoslmshmania (Ministério da Saude, 2009).
Varios autores sugerem que o indice de infeccamaaras areas endémicas € bastante alto,
podendo atingir a cifra de 80% dos animais (BERRAH& al., 1996, SOLANO-
GALLEGO et al. 2001, COURTENAY O et al 2002). As atividades de vigilancia
epidemioldgica séo dispendiosas e, provavelmemegssitam ser implementadas por um
longo periodo para que surtam efeitos.

O cao domeésticqCanis familiaris) parece ser o principal reservatorio ldechagasi
em areas urbanas e peri-urbanas (DEANE & DEANE,4198UEIROZ, 2009). Uma

alternativa para o controle da LV zoondética seriesenvolvimento de uma vacina contra LV
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canina (TESH, 1995; DYE, 1996) que fosse capazngeedir ou reduzir a transmissao da
Leishmania do céo para o fleb6tomo. Para o desenvolvimentona vacina, como existem
informacdes que indicam que a resposta imune pratebntra a LV canina e do tipo celular
(tipo Thl), em ensaios de imunizacao procuram-s®polos capazes de induzir este tipo de
resposta imune. Depois disso, protocolos capazéesideir resposta imune especifica contra
antigenos dd_eishmania sdo avaliados quanto a capacidade de induzir gétoteontra o
desafio pela infeccéo.

Visando o desenvolvimento de uma vacina contra iivhesso laboratoério, a partir de
uma biblioteca de cDNA de formas amastigotasLdehagasi, foram selecionados cinco
antigenos recombinantes diferentes do pardsitcil, rLci2B, rLci3, rLci4 e um que foi
perdido ao longo dos experimentos) naturalmentenagénicos para o cdo. Para a selecéo
desses antigenos foi utilizada uma mistura de derquatro cdes naturalmente infectados
(com confirmacdo parasitologica) e que revelavaspasta imune humoral e celular
especifica (TEIXEIRAet al, 2007). Um desses antigenos, produzido com caudseide
histidinas na extremidade amina (NT), rLci2B-NH®6j &scolhido arbitrariamente para a
avaliacao do seu potencial como candidato vadmalalmente, usando-se o modelo murino.
Fraga (2007) avaliou a resposta imune induzida patbgeno recombinante rLci2B-NH6
(denominado anteriormente como Lc9). A imunizacgocdmundongos com rLci2B-NH6
separadamente ou com alguns adjuvantes (adjuvarfeedind, hidréxido de aluminio, 6leo
de amendoim ou plasmideo codificando IL-12 muriadanma de proteina de fusdo de cadeia
anica (pcDNA3.1-mu-IL-12), administrado por eletwogcao (AEL), aplicadas em trés doses,
resultou na indugdo de resposta imune do tipo Th@nico adjuvante que promoveu desvio
da resposta imune especifica para Thl foi a sappgire induziu a producdo de anticorpos
da subclasse de IgG2a, resposta linfoproliferagiygioducao de interferon gama (IFNpor
esplenocitos. Contudo, os animais imunizados conei2B-NH6/saponina também
produziram anticorpos IgG1l e IL-5 por esplendcitesgerindo que esses camundongos
desenvolveram uma resposta imune mista (Thl/Th2ZyheRo (2007) avaliou em
camundongos BALB/c a imunizacdo com rLci2B-NH6p@@na em combinacdo com
diferentes doses de pcDNA3.1-scmu-IL-12 AEL (50, 200u 0,4 pg) na primeira dose,
seguida de duas doses de rLci2B-NH6/saponina. Arastnacdo de pcDNA3.1-scmu-IL-12
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em qualquer das doses utilizadas ndo promoveualadigional da resposta imune especifica
para o tipo Thl.

Como IL-2 apresenta sinergia com IL-12 na induc& ptoducdo de IFN-
(KOBAYASHI et al., 1989, GOLLOBgt al 2000) e, a combinacdo de IL-12 e IL-2 poderia
ser mais eficiente que IL-12 separadamente na gr@onde resposta imune Thl a antigenos
co-administrados, no presente trabalho, foi aval@admunizagédo de camundongos BALB/c
com rLci2B-NH6/saponina em combinacdo com pcDNASLUHL-12 e pcDNA3.1-mu-IL-2
e a resposta imune especifica observada foi Th1/Ahfzoteina rLci2B-NH6 corresponde a
um fragmento de cinesina que possui ~5,5 domindms motivos repetitivos (5R) de 39
aminoacidos (AA) seguido de um dominio ndo repetile 76 AA. Dominios repetitivos,
provavelmente, tendem a favorecer a apresentacaatitgenos por linfécitos B e a inducéo
de resposta imune humoral, do tipo Th2 (GG @l, 2006, DEYet al., 2008). O produto do
gene que codifica rLci2B possui um segmento naetitep de 701 AA na extremidade
amina (NT) (BURNSgt al., 2003; GERALDet al., 2007; OLIVEIRA et al., submetido a
publicacdo) A partir das informacdes acima, umatgina recombinante néo repetitiva
contendo os 701 AA da regido NT do gene que cadilici2B e o segmento CT da rLci2B
(rLci2-NT-CT-NH6) foi produzida, a partir de constbes plasmideais elaboradas, bem como
uma proteina controle (rLci2-NT-5R-CT-NH6), visandamunizacdo de animais e indugéo
de resposta imune do tipo Thl. Além disso, comdoago de varios experimentos de
imunizacdo em nosso laboratério foi observada aende alguns camundongos injetados
com 100 pg saponina/dose, as vezes prejudicandéliseaestatistica, no presente trabalho,
doses menores de saponina (50 ou 25 pg) foramadaalcomo adjuvante na inducdo de

resposta imune a rLci2B-NH6.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A LEISHMANIOSE VISCERAL

Leishmaniose visceral € um sério e crescente prablale saude publica.
Aproximadamente 300 milhdes de pessoas moram danvigara regides tropicais ou
subtropicais de risco. A leishmaniose é endémicamens de 80 paises e sua prevaléncia
excede 12 milhées de casos no mundo. Anualmentexiagadamente 500 mil casos de LV
ocorrem no mundo, 90% dos casos ocorrem na indidd® Nepal, Bangladesh e Brasil
(DESJEUX 2001; SUNDAR, 2001).

A LV é uma enfermidade causada por protozoariostepeentes a ordem
Kinetoplastida e ao género Leishmania (RIOU& al., 1990). As espécies que, mais
freqientemente, causam a doenca formam o compemovani: Leishmania donovani,
Leishmania infantum e Leishmania chagasi, (LAINSON et al., 1987; MURRAYet al., 2005).

A L. donovani é a espécie causadora da doenca no subcontindi#ed, em partes da Asia e
na Africa, enquanto que, la infantum, espécie que provavelmente é indistinguivelLda
chagasi, causa uma zoonose que afeta, especialmentejaaNBaditerranea, a regiado central e
o sudoeste da Asia e a América do Sul (MAURI@@I., 1999; DESJEUX, 2001).

Os protozoarios do génekeishmania sdo heteroxénicos, ou seja, durante seu ciclo de
vida necessitam de um hospedeiro invertebrado eo owtrtebrado. O inseto vetor,
vulgarmente conhecido como fleb6tomo, adquire dogmario durante o repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado infectado. Os protamoae transformam em promastigotas no
tubo digestivo do inseto. As formas promastigotage exibem um flagelo se aderem as
vilosidades das células que revestem o intestinagkio, proliferam e passam por uma série
de mudancas bioquimicas e morfoldgicas, resultaragoformas promastigotas metaciclicas
(infectantes) (RITTIG & BOGDAN, 2000). Quando oHlt#omo realiza um novo repasto
sanguineo, pode ocorrer inoculacdo de promastigotdaciclicas na derme do hospedeiro
vertebrado, seguida de fagocitose por macréfag@nsformacdo em formas amastigotas. As
formas amastigotas podem proliferar no interior rdacréfagos, dentro de vesiculas
denominadas fagolisossomas, e posteriormente disdese para 0rgaos ricos em células do

sistema fagocitico mononuclear como baco, figadmjuia 6ssea e linfonodos (MC ADAM
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& SHARPE, 2005). Em seres humanos em areas dg rist dos métodos utilizados para o
diagnostico consiste na obtencdo de material akpiddo baco ou da medula 6ssea. No
entanto, 0 método é invasivo e pode associar-semplicacdes, como hemorragia e morte
(SUNDAR, 2007).

2.2 ASPECTOS GERAIS DA IMUNIDADE CONTRA Leishmania

MOSMANN & COFFMAN (1989) propuseram um modelo paexplicar o
desenvolvimento de respostas imune humoral ouazelub qual essas respostas dependeriam
de linfocitos do tipo Thl ou Th2 (MOSMANN & COFFMAN989). Os linfécitos do tipo
Thl produzem IFNy IL-2, IL-3, fator estimulador de colbnias de n@Eagos e granuldcitos
(GM-CSF) e fator de necrose tumoral beta (T]B&o responsaveis pela imunidade celular,
por reacdes inflamatdrias, e auxilio de linfociBpara a producdo, predominantemente, de
anticorpos da subclasse IgG2a. Por outro ladanfixcitos do tipo Th2 produzem IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13 e sao responsaveis pela imunidadednainreacdes alérgicas e estimulo de
linfécitos B para a producgdo, predominantementeamntécorpos da subclasse IgM, IgA e
lgG1 (MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Na LV humana, a resposta imune frente aos antiggedsishmania é complexa e
ainda ndo é completamente compreendida. Algung@stpontam para a existéncia de uma
correlacéo entre o desenvolvimento da doenca (gtilsitielade) com a resposta imune Th2
através da alta producdo de anticorpos, ausénciadiéeracdo de linfécitos, auséncia de
producdo de IFN-e producdo de mRNA de IL-10, ap0s estimulagéatro com antigenos
de Leishmania (NEOGY et al., 1987; CARVALHOEet al, 1992; GHALIB HW et al 1993).
Por outro lado, existe uma correlacdo entre o otntida infeccdo em individuos
assintomaticos (resistentes) e a resposta linfidgrativa, alta producdo de IFNe baixa
producdo de IL-10, caracterizando uma resposta emiiml (CARVALHO et al., 1992;
D'OLIVEIRA JRet al., 1997).

Ainda ndo sao completamente compreendidos os efat@ue predispdem o
desenvolvimento da forma clinica polissintomaticg#gddenopatia, lesées cutaneas, perda de

peso, onicogrifose, esplenomegalia) ou que promaveontrole, mesmo que temporario, da
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infeccdo polL. infantum e L. chagasi no cdo. Alguns estudos atribuem o controle dagée
no cao ao estabelecimento de uma resposta imumeittsp Thl, com linfoproliferagéo,
producédo de IFNg IL-2 e fator de necrose tumoral-alfa (TNJ;-apds a estimulacaa vitro
com antigenos déeishmania (PINELLI et al., 1994, 1995; RHALEMet al., 1999). O
desenvolvimento deste tipo de resposta celular éambsta associado a acdo de IL-12
(SALDARRIAGA et al., 2006). A susceptibilidade, por outro lado, estaatacionada com
auséncia de resposta linfoproliferativa bem cormauséncia da producédo de IfNiL-2 e
TNF (PINELLI et al., 1994; RHALEMet al., 1999)

Estudos realizados em camundongos infectados exgetalmente corh. donovani,
L. infantum ou L. chagas indicam que esses animais, independentemente Hagém
avaliada, sdo capazes de controlar a infeccdo (KAXED4). Isso parece ocorrer em
decorréncia da predominancia de resposta imunecifispedo tipo Thl nesses animais
(AHMED et al., 2003; KAYE, 2004).

2.3. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA O CONTROLE DA LEIS HMANIOSE
VISCERAL CANINA

As medidas para o controle da leishmaniose visgeemionizadas pelo Ministério da
Saude sédo: 1) diagnéstico precoce e tratamentaadegle casos da doenca em humanos; 2)
eliminacdo de cées infectados; 3) utilizacdo deticisla no domicilio e peri-domicilio em
areas endémicas para combate ao inseto vetor;ivijladies em educacdo em saude
(Ministério da Saude, 2006). Tais medidas aplica#ds Sistema de Saude sédo honerosas e
trabalhosas para serem mantidas de forma sistenggfior longo prazo. Uma alternativa para
o controle da leishmaniose visceral zoonética senmevencao da infeccdo canina e/ou da
transmissao do parasito do cao para o inseto wssim, a utilizagdo de uma vacina efetiva
para uso canino, culminaria, provavelmente, nag&uolwa incidéncia de LV humana (DYE,
1996; MORENO & ALVAR, 2002).

Ha mais de trés décadas pesquisadores vém trabalhemm o objetivo de
desenvolver uma vacina contra leishmaniose vis@amaina. As formulagdes vacinais que

foram estudadas de forma mais avancada foram elddé®icom Fucose-Manose-Ligantes de
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Leishmania donovani (FML/saponina, comercializada com o nome de Leisten BORJA-
CABRERA et al. 2002), proteina A2/saponina (comercializada comome de Leish-Tec, de
Leishmania infantum, FERNANDES et al., 2008) e fatores secretadosétados de
Leishmania infantum (LIESAp-MDP, LEMESRE et al. 2007). Conduto, os temips obtidos
com essas formulagdes vacinais ainda nao confirsnddoforma independente, usando-se
uma metodologia adequada, por outros grupos pesdis isso, 0 Ministério da Saude ainda
nao recomenda o uso de Leishmune ou LeishTechopawatrole da leishmaniose visceral no

Brasil (Nota Técnica).

2.4. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

Muitos experimentos séo realizados no sentido dact&izar a resposta imune
induzida por antigenos candidatos a vacina conttaanina, incluindo parasitas vivos ou
mortos, antigenos purificados, antigenos recomtesanbactérias vivas expressando
antigenos recombinantes e plasmideos codificantigeaos (MIRCet al, 2008). A avaliacéo
da resposta imune de individuos apés a administrdedantigenos produzidos por DNA
plasmideal vem sendo realizada. Além disso, forg@ida que favorecam a distribuicdo de
plasmideos, a otimizacdo de plasmideos (com otgizale codons (ANDRIEt al 1998,
SCHNEIDEREet al., 1997), a adicdo de sequéncia lider para promosec@¢ado de proteinas
(YANG et al., 2001) e métodos para aumentar a entrada de plkesreid células teciduais e,
consequentemente, promover a expressao de protegtasnbinantes codificas pelo
plasmideo, tem sido desenvolvida (AIHARA, 1998).

Também tem sido estudado o uso de agentes imundswodes (administrados na
forma de plasmideo, por exemplo, codificando caitas) em combinacdo com antigenos
(BOYER et al 2005). Além disso, outro adjuvantes tem sido aados, incluindo saponina
que pode contribuir para a indugdo de resposta emiiml apropriada para controle de
infecgBes por patdgenos intracelulares (SOLTY&I&. 1995).

2.5. ASPECTOS GERAIS DA INTERLEUCINA 12

A IL-12 foi descoberta pela capacidade de promavamadurecimento de linfcitos
citotoxicos ou estimular células NK (WONg#bBal 1988;STERNet al 1990;KOBAYASHI. et
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al., 1989). Nesses estudos, a IL-12 mostrou-se capgzainover a produgéo de IRNsor
CMNSP e atividade litica de NK.

A IL-12 é uma proteina heterodimérica compostasildminidades denominadas p40
(40 kDa) e p35 (35 kDa), ambas glicosiladas e wnielatre si por pontes dissulfidicas
(STERNet al 1990;KOBAYASHI et al 1989). E a IL-12 humana foi originalmente clonada,
a partir de células linfoblastoides B por dois gsuple pesquisa diferentes (GUBLERal,
1991; WOLFet al., 1991).

A IL-12 € uma citocina produzida por mondcitos, mégos, neutréfilos, microglia,
células dendriticas e, em menor escala, por litdéd8 apresentadores de antigeno, mediante
estimulos inflamatoérios gerados por bactérias,gitasaintracelulares e fungos (TRINCHIERI
et al 2003). IL-12 é capaz de contribuir para a prai¢g&io bem como para a producao HN-
por células NK e células T CD4 T CDS8 (GATELY et al., 1991). IFNy por sua vez
promove a atividade microbicida e a expressédo d€Mldsse | e MHC classe Il em células
fagociticas, deflagrando a resposta imune inategalando a diferenciacdo e expansao de
populacdes de linfécitos Thl CD4+ antigenos-espesie CD8+ (WATFORLzt al., 2003).

IL-12 mostrou-se capaz de promover a regressaaumeres primarios em ratos,
desenvolvimento de metastases, e induzir uma riesposne protetora antitumoral de longa
duracdo contra neoplasias (NASTAIlefal., 1994).Alguns trabalhos demonstraram que IL-
12 pode exercer uma toxicidade intensa apds a &tragfo de IL-12 em camundongos,
primatas e no homem que, pelo menos em parte, demkninducdo da producéo de IfN-
(LEONARD et al 1997).

Devido as suas propriedades biolégicas, incluinda@acidade de reverter resposta
imune em curso, para o tipo Thl (HSIEHal., 1993), varios pesquisadores investigam o
potencial de IL-12 como imunomodulador, especiabmeem enfermidades onde o

estabelecimento de resposta Th2 é prejudicial dwiduo.

2.6. ASPECTOS GERAIS DA INTERLEUCINA 2

A IL-2 é uma glicoproteina monomeérica com peso cuwbr de cerca de 15 kDa

(TANIGUCHI et al., 1983), secretada naturalmente por linfocitosadtds por estimulos
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mitogénicos e antigénicos, é capaz de promoveifgnatdo de linfécitos T (SMITH, 1980) e
citotoxicidade mediada por células NK (HENNEX al., 1981). A IL-2 é secretada
principalmente por linfocitos T, sendo as céluldsl Tas que mais produzem IL-2 apés
estimulo antigénico (ABBAS & LICHTMAN, 2003) AlgursaAPC, como linfocitos B
(WALKER et al., 1988). Células dendriticas também sdo capazegrathizir pequenas
quantidades de IL-2 e assim contribuir para a efivalos linfocitos T durante a exposi¢do ao
antigeno. (GRANUCC#t al., 2001)

A IL-2 atua como um fator de expansdo para popelsge linfocitos T ativados e
participa na determinacdo da magnitude e da durdgdoesposta imune primaria e de
memoria. Durante o estabelecimento da respostaeirnantra um determinado patégeno, a
expansao seletiva de populagdes de linfocitos Ertig da producédo e secrecdo de IL-2 e de
seu receptor de alta afinidade na superficie ddecativada (ABBAS & LICHTMAN, 2003).

A IL-2 participa da regulacao da resposta imun® eahtrole do estabelecimento de
autoimunidade. Quando ocorre persisténcia do eltiemtigénico, a IL-2 também contribui
para a expressao de Fas-L por linfécito que, aragir com seu ligante (Fas), induz a morte
programada de populacdes de linfocitos T ativadostribuindo para a homeostase na
resposta imune (VAN PARIJS & ABBAS, 1998; REFAHitlal., 1998).

Quando administradia vivo, a IL-2 promove proliferagéo, principalmente ngafio,
baco, rins, linfonodos e cérebro, de uma populdedcélulas com caracteristicas de linfocitos
citotoxicos (ORTALDO et al., 2005). Além disso, logo apdés a administracdo de,IL
observa-se aumento transitorio da concentracdoasde IFNy secretado por células NK
(ORTALDO et al., 2005).

Em camundongos BALB/c experimentalmente infectaoina Leishmania donovani,

o tratamento com IL-2 promove a formacdo de granatbbbem desenvolvidos, capazes de

isolar o parasito, com expresséo de lhb tecido hepatico (MURRA¥ al., 1993).

2.7. SINERGISMO DA IL-12 E IL-2 NA RESPOSTA IMUNE

IL-2 e IL-12, separadamente, sdo capazes de indyazioducdo de IFN-por células
NK. Além disso, IL-12 e IL-2 usadas em combinac&ereem atividade sinérgica na indugéo
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da producao de IFM-por células NK (TRINCHIEREt al., 1984 KOBAYASHIet al., 1989,
CHAN et al. , 1991). Além de favorecer a producdo de ;N duas citocinas usadas em
combinacdo aumentam a atividade litica de célukasbses sub-6timas de IL-12 (2 U/mL)
combinadas com IL-2 (60 U/mL) sdo capazes de imdaamento de atividade litica de
células NK correspondente ao dobro da atividadenpvida por cada uma dessas citocinas
usadas separadamente. O aumento da citotoxicidgldeiona-se a maior expressao de
granzimas e perforinas (BLAKER-HOH#al., 1995).

O sinergismo dessas citocinas pode ser exploradsmde doses de IL-12 e IL-2 que,
separadamente, sejam sub-0timas, mas que em c@@bicanduza a efeitos terapéuticos ou
imunomodulatérios, diminuindo o risco de efeitosid6s promovidos por maiores doses de
cada uma quando utilizadas isoladamente (KAUFM&AMI., 2002). Resultados de producao
de IFN«y, bem como nas células T pré ativadas, células Kostas a células T helper 1
(Th1) como interleucinas-2 (IL-2), IL-12, ou IL-¥8sultam na expressao de IFNBIRON
et al, 1999).
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO

3.1. GERAL
Determinar as condi¢des para inducéo de resposiaeimio tipo Thl contra antigenos

recombinantes dieeishmania chagasi.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a producdo de anticorpos, proliferacdo leele producéo de citocinas em
camundongos BALB/c imunizados com:
* rLci2B-NH6/saponina associado a plasmideos codifiodL-12 e/ou IL-2;
* Antigenosrecombinantes com codons otimizados: rLci2-NT-CTeNtHLci2-
NT-5R-CT-NHG6

» rLci2B-NH6 associado a diferentes doses de saponina
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ANTIGENOS
4.1.1 LISADO DE FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE Leishmania chagasi.

Tecido macerado de um fragmento de baco de hammégetado comLeishmania
chagas da cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2, cepa inicialmewotatida de paciente com
leishmaniose visceral do municipio de Jequié-B&BMRLEEIRO et al., 2006), foi cultivado
em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich, Saouis, MO, EUA) pH 7,2 suplementado
com 20% de soro bovino fetal (SBF, Gibco BRL Lifechinologies, EUA) inativado (meio
Schneider suplementado) a 28 por 4 dias. As formas promastigotas resultanbeanf
submetidas a seis passagens em meio Schneidemsmpdelo para eliminacédo de debris de
tecido esplénico. Para a obtencdo das formas ajo@siaxénicas, formas promastigotas em
uma concentracéo de 5X1farasitos/mL, foram cultivadas a 24°C, por 3-%,d#é o inicio
da fase estacionaria e posteriormente foram tradagepara estufa a 37°C. Apos 13 dias de
cultivo, formas amastigotas axénicas (TEIXEIR®Aal., 2007) foram lavadas 3 vezes em
salina (Glicolabor, Sdo Paulo, Brasil), centrifugaise a 2.500 x g, por 10 minutos 4G4
Em seguida, os parasitos em suspenséao foram sdosetiise por 5 ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido e descongelamento a 4°C.s@db foi dividido em duas partes. Uma
parte para ser usada sem modificacdo adicionabfdimada lisado total) e a outra parte para
ser usado somente o sobrenadante obtido apésfugatdo a 2.500 x g, por 5 minutos°g 4
(denominado fracdo soluvel). Varias aliqguotas dadb total ou da fracdo solivel foram
congeladas a -2Q até o momento do uso. Uma aliquota do lisadd eotautra da fracéo
solavel foram utilizadas para a determinacdo daeuamnacdo de proteinas pelo método de
Lowry modificado. A modificacdo realizada consistia solubilizacdo de cada amostra de
10QuL de mistura de proteinas com LQOhidroxido de sédio a 2N e aquecimento a 100°C,
por 10 minutos, antes da realizacdo do ensaio (WFBIEBRG, 2002). Para a esterilizacéo do
material, as aliquotas do lisadold&shmania chagas foram submetidas a luz ultravioleta por
30 minutos sob gelo em uma capela de fluxo lananges de serem utilizados nos ensaios de

linfoproliferacéo e inducao da producéo de citogina
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4.1.2 ANTIGENOS RECOMBINANTES DE Leishmania chagas{rLci2B, rLci2-NT-CT
e rLci2-NT-5R-CT)

A selecdo do antigeno rLci2B (anteriormente denadwnrLc9) ja foi descrita
previamente em trabalhos realizados em nosso I#biara (PINHEIRO, 2007)
Resumidamente, quatro antigenos recombinantesdtagas foram selecionados a partir de
uma biblioteca de <cDNA da forma amastigota de&. chagas, cepa
MHOM/BR2000/Merivaldo2 (BALEEIROet al., 2006) confeccionada em fago lambda,
usando-se uma mistura de soros de quatro caeslnadute infectados pdvr. chagasi, com
infeccdo confirmada parasitologicamente, que aptagam resposta imune humoral e celular
especifica (TEIXEIRAet al., 2007 e OLIVEIRAet al., 2011, submetido a publicacdo). Apds
a excisdo dos clones de fagos selecionados pdercdo de plasmidgBK-CMV contendo
cDNA L. chagasi, os quatro antigenos foram caracterizados peldeseipmento parcial das
extremidades 5'e 3" ou sequéncia completa de DNA isertos. As sequéncias forma
comparadas com a utilizacdo dos bancos de dadosDBerdo Instituto Sanger

(www.genedb.ory Reino Unido, e GenBank do Instituto Nacional gpdnformacéo

Biotecnoldgica (www.ncbi.nim.nih.gdy Estados Unidos da Ameérica. Um dos antigenos,

denominado rLci2B, foi escolhido arbitrariamentegpa realizagdo de estudos visando o
desenvolvimento de uma vacina contra leishmania®nral. O antigeno rLci2B possui ~5,5
dominios com motivos repetitivos na extremidadenaniNT) seguidos de um segmento nao
repetitivo que corresponde a extremidade carbatafaninal (CT) do produto do gene
LinJ14 V3.1180 (OLIVEIRA et al., 2011). A sequéncia deduzida de aminoacidos da
extremidade amina da proteina codificada pelo dethe chagasi ou a sequiéncia completa do
gene homologo de. donovani ja haviam sido relatadas anteriormente (BURNE., 1993;
GERALD et al., 2007). O insertd.ci2B foi subclonado em plasmidgiRSET (Invitrogen,
Carlsbad, California, EUA), gerando a construpRSETB-Lci2B, capaz de promover super-
expressdo do polipeptideo recombinante rLci2B-NH@ gossui cauda de histidina na
extremidade amina (Figura 1) na linhagem Hecherichia coli BL21(DE3)pLysS
(Invitrogen).

Os dominios com motivos repetitivos (39AA) devenorpover a resposta imune
humoral, visando favorecer a inducdo de uma reaposine do tipo Thl. Assim, uma nova



26

construcaol(ci2-NT-CT) foi concebida de modo a produzir o polipeptidici2-NT-CT-NH6
(Figura 1B) em pRSET introduzido er. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen). Esse
polipeptidio é composto por uma cauda de histidmaegido N-Ter, pelo segmento de 701
AA néo repetitivo da N-Ter e o segmento de 76 AA népetitivo da C-Term (Figura 1),
correspondentes a uma sequéncia de aminoacida#tal@seviamente (BURNEt al., 1993)

e a C-Ter do produto do gehsJ14 V3.1180. Como controle, foi concebida uma construgéo
(Lci2-NT-5R-CT) para produzir o polipeptidio rLci2-NT-5R-CT-NHé@zsse polipeptidio
possui a mesma sequéncia de aminoacidos do rLci&NNH6 além da insercdo de 5
dominios com motivos repetitivos de 39AA entre omithios ndo repetitivos de 701AA e
76AA (Figura 1C), descritos anteriormente. A camsdo Lci2-NT-5R-CT foi elaborada
através da colaboracdo com o Dr. Rafael DhaliatrGete Pesquisas Aggeu Magalhaes,
otimizada para a expressdo em camundongos e cad3N@& correspondente foi sintetizado
pela Geneart (Geneart GmbH, Regensburg, Alemanhaserido em um plasmideo de
clonagem (pMK). As subclonagens foram realizadaands-se reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e, depois disso, sequenciamemstindertos para confirmar a presenca das
sequéncias concebidas previamente, em colaborag@ioDe. Osvaldo Pompilio de Melo
Neto, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. Dessairmaforam geradas as construcdes
PRSET-LcCi2-NT-CT e pRSET-Lci2-NT-5R-CT.
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Figura 1. Desenho esquematico dos fragmentos recombinantesaeesina del. chagasi
utilizados em imunizacdo e avaliacdo da reposta ime. Fragmentos da cinesina: A)
rLci2B-NH6, B) rLci2-NT-CT-NH6 e C) rLci2-NT-5R-CTINH6. Os diversos dominios sao
mostrados: segmento de ~31 aminoacidos (AA) cootenth cauda de 6 histidinas (NH6 =
m), segmento nao repetitivo amino-terminal de 701 (AA=f ), segmentos de dominio com
motivo repetitivo de 39 AA (5R% ) e segmento mépetitivo carboxila-terminal de 76 AA
(CT=n).
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Para a producdo dos antigenos rLci2B-NH6, rLci2@IFNH6 e rLci2-NT-5R-CT-
NH6, E. coli da cepa BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) transformadasncas construgdes
plasmideais pRSET-Lci2B, PRSET-Lci2-NT-CT ou pPRSEA2-NT-5R-CT,
respectivamente, foram utilizadas, seguindo-se mmeodacbes do fabricante.
Resumidamente, bactérias de colbnias isoladas d@1(BE3)pLysS-pRSET-Lci2B,
BL21(DE3)pLysS-pRSET-Lci2-NT-CT ou BL21(DE3)pLYysRBET-Lci2-NT-5R-CT foram
cultivadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL conté&s@onL de caldo de cultura Luria-
Bertani [LB: triptona a 1 % (m/v, HiMedia, Mumbéndia), extrato de levedura a 0,5 % (m/v,
BD Pharmingen, San Jose, San Diego ou New Jeréd4) E cloreto de sédio a 1 % (mlv,
Isofar, Duque de Caxias, Brasil), pH 7.0) com 180mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) e
35 pug/mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich)], a 37°€hb agitacdo orbital de 250 rpm, por
cerca de 16 h, para a preparacao de pré-indculasdguida, cada pré-inoculo foi diluido em
1L de meio LB, de modo a exibir densidade 6pticdDdea 600 nm, e cultivado a 37°C, a
250 rpm, até que em leitura a DO de 600nm atindiséea 0,6 (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia). A partir dai, para au@dd da producdo das proteinas
recombinantes, isopropB-D-tiogalactopiranosideo (IPTG, Invitrogen) foi ednado a
suspensao bacteriana para alcancar uma concenfragfide 0,1 mM para rLci2B-NH6 ou
0,2 mM para rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6.lijuotas de 1 mL de cada cultura
bacteriana foram coletadas antes e trés horas ap@ducdo com IPTG. Depois de 3h de
incubacédo, cada suspensao bacteriana foi centtiduga.000 xg, a 4°C, por 15 minutos. Os
sedimentos resultantes foram pesados e armazenad®8°C, até o momento do uso. As
aliquotas coletadas foram submetidas a centrifugagé@mperatura ambiente por 5 minutos a
12.000 xg. Cada sedimento foi solubilizado em tamng®iamostra para eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDSGHA SDS a 2% (mv), glicerol a 10%
(v/v), dithiotreitol (DTT) a 100 mM, 2-mercaptoetdn5% (v/v), tris-hydroximetil-
aminometano (Tris) a 62,5 mM (pH 6,8) e azul dentwfenol a 0,01% (m/v)), fervido por 10
minutos e, depois, avaliados por SDS-PAGE (LAEMMIL970), usando sistema descontinuo
com gel de separacéao de 12% para rLci2B-NH6 ou A& rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-
5R-CT-NH6. ApoOs a corrida, os geéis foram coradasgzol de Coomassie (Sigma-Aldrich) e
descorados com uma solugdo contendo metanol 30%cido &cético glacial 7%
(SAMBROOK et al., 2001).
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4.1.3 PURIFICACAO DAS PROTEINAS rLci2B-NH6, rLci2-N T-CT-NH6 e rLci2-NT-
SR-CT-NH6

A purificacdo das proteinas recombinantes foiizadh por cromatografia de
afinidade, utilizando-se coluna His Trap HP (GE lHeare, Pittsburgh, EUA) e seguindo-se
as recomendacdes do fabricante. Resumidamente seddaento bacteriano foi ressuspenso
na razao de 3 mL de tampéao de ligacaoli®, a 20 mM, NaCl a 500 mM e imidazol a
20 mM, pH 7,4) para cada 1 g de sedimento com iaudé um agitador vértex (Labnet,
Woodbridge, Nova Jersey, EUA). Em seguida, pararidig parede bacteriana, foi adicionada
lisozima (Sigma-Aldrich) em concentracédo final dem@/mL. Cada suspenséo foi incubada a
temperatura ambiente por 20 minutos sob agitacastaote. Depois disso, visando a
solubilizacdo das membranas lipidicas, para cagldelsedimento, foram acrescentados 4 mg
de desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich) e cadapensdo foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Com o objetivo de fragewenotDNA gendmico bacteriano, cada
suspensao foi submetida a sonicacao sob o gelonitagao foi realizada pela aplicacdo de
seis pulsos, com poténcia de 200 Watts, cada umdcwatdo de 20 segundos e intervalo de
60 segundos entreada dois pulsos consecutivos (Sonifier 250, Bmankltrasonics
Corporation, Danbury, EUA). Cada lisado bacterism@entrifugado a 17.000 x g, a 4°C, por
15 minutos. O sobrenadante contendo rLci2B-NH6 saalimentos contendo rLci2-NT-CT-
NH6 ou rLci2-NT-5R-CT-NH6 depois de solubilizadosn éampdo 20mM Na2HPOA4,
500mM NacCl e 20mM imidazol, pH 7,4 (Sigma-Aldriai)) com 8 M de uréia (Vetec, Duque
de Caxias, Brasil) (tampao de ligacdo com uré@erh passados por filtros de 0,22 um e
aplicados em colunas cromatograficas de niquelesepb de 1 mL (HisTrap HP, GE
Healthcare Bio-Sciences, EUA). As colunas haviado spreviamente equilibradas com
tampéao de ligacdo sem ou com uréia para a purdacde rLci2B-NH6 e rLci2-NT-CT-NH6
ou rLci2-NT-5R-CT-NH6, respectivamente. Visando mmacdo da maior parte dos
lipopolissacarideos (LPS) contaminantes, apdés magflo de solucdo de proteinas, cada
coluna foi lavada com 50 mL de tampao contendo JR& a 20 mM, NaCl a 500 mM e
imidazol a 31,25 mM, Triton X-114 a 0,1% (Fluka,oBhemika, France) pH 7,4; a 4°C
(REICHELT, 2006) sem ou com uréia a 8 M, conformpeopriado. As colunas foram eluidas
com tampéao contendo BHPO4 a 20 mM, NaCl a 500 mM e imidazol a 500 mM, H4;
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sem ou com uréia a 8 M. Durante o processo dedaluitacoes de 1 mL foram obtidas e
armazenadas &@ e aliquotas dessas fracGes foram analisadasOQ@®PAGE. As fracGes

que continham cada proteina alvo com um bom graputeza foram, separadamente,
misturadas e submetidas a dialise contra tampdatéosamponado com salina (PBS, NaCl a
137 mM, KCI a 2,68mM, N#POs a 9,58 mM e NakPOr a 1,47 mM), a 4°C. Para isso,

foram realizados seis banhos (com 1L de tampaod)ashdh 12 horas cada. Apds a didlise,
para a esterilizacdo, aliquotas das proteinas iqadds foram transferidas para tubos
Eppendorf e submetidas a luz ultravioleta por 3@uttis sob o gelo, conforme descricdo
prévia. A concentracdo protéica de cada proteic@ambinante foi determinada pelo método
de Lowry modificado (conforme descrito previamergeg concentracdo de LPS foi avaliada
usando-se reagentes do conjunto QLC-1000 (Lonzalkergzille, EUA), seguindo-se

recomendacdes do fabricante.

4.1.4 IMUNODETECCAO DAS PROTEINAS rLci2B-NH6, rLci2 -NT-CT-NH6 e rLci2-
NT-5R-CT-NH6

O grau de pureza e degradacdo das proteinas rewtds purificadas foram
avaliados conforme métodos previamente descrit@3S-BAGE (LAEMMLI, 1970) e
Western blot (TOWBIN et al. 1979) modificado. Para \0/estern blot, usou-se o método de
transferéncia semi-seco em aparelho de transfaréileiroforética (“trans-blot”, Bio-rad,
Califérnia, EUA), seguindo-se as recomendac¢desatodante. Resumidamente, um sistema
de gel de poliacrilamida com gradiente descontifaioutilizado, onde dois géis foram
elaborados. Cada gel contém o gel para empilhangtgib@rado com 5% e abaixo o gel para
separacdo com 12% ou 10% de bisacrilamida/acrimnmmaspectivamente, em tampao Tris.
Amostras de marcadores de peso molecular, de Iidaéocoli sem inserto, codificando as
proteinas recombinantes 3h ap6s a indugdo com IB\T@ma amostra de cada proteina
recombinante purificada foram colocadas em po¢egyés, conforme descricao na Figura 3.
A corrida foi realizada usando-se um aparelho Ho8t600 (Hoefer Inc., Holliston, EUA).
Um dos géis foi corado com azul de Coomassie, cordalescrito acima. O outro gel foi
usado para a transferéncia de proteinas para umdnaea de nitrocelulose de 45 um (Bio-
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Rad), utilizando-se o tampao Tris a 24 mM, glianB92 mM e metanol a 20 %, p.H 8,3 e um
aparelho de transferéncia eletroforética (Bio-Rad)transferéncia foi realizada por 1 h,
usando-se 0,8 mAmp de corrente elétrica por cadadenmembrana de nitrocelulose. Ao
término, para a avaliacdo da transferéncia, a mmmabde nitrocelulose foi corada com o
corante vermelho Ponceau (vermelho Ponceau S a 1% em acido acético glacial a 5%
(v/v)), por 5 minutos sob agitacdo constante. Deplidso, a membrana foi lavada corOH
destilada e pontos geograficos, como por exemplmha de frente da corrida e as bandas
correspondentes as moléculas indicadoras de peseutay foram marcadas. Em seguida, a
membrana foi bloqueada com tampéao de bloqueio P#j8 mM, NaCl 137 mM (TBS), leite
desnatado 5 % (m/v) e Tween 20 0,05 % (v/v), pH(8BS-TL)], durante a noite, a 4°C.
Depois de lavar 3 vezes com TBS, 5 minutos cadas@y agitacdo constante, a membrana
foi montada em um aparelho “Blotter” (Immuneticspdalo MN25, Boston, EUA). Esse
aparelho divide a membrana de nitrocelulose ems raraividuais com canaletas
correspondentes, permitindo a revelacdo de prateimacada raia separadamente. Em cada
canaleta foram colocados 350uL de anticorpo monactlanti-histidina N-ter (Invitrogen R-
940) diluido a 1:1000 em TBS-TL. O “blotter” conttna membrana foi incubado por 1h a
temperatura ambiente, sob agitacao suave. As tasdtram lavadas 3 vezes com TBS com
Tween a 0,05 % (v/v, TBS-T). Depois disso, em cealaaleta foram colocados 350uL de
anticorpos anti-imunoglobulinas camundongo conjogadosfatase alcalina (Sigma-Aldrich)
diluidos a 1:500 em TBS-TL. O “blotter” contendon@mbrana foi incubado novamente por
1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo suaveadAaletas foram lavadas novamente 3
vezes com TBS-T. Em seguida, as canaletas foraaddav3 vezes com TBS-T, a membrana
foi transferida para um recipiente de plasticovada 2 vezes com TBS. Cada lavagem foi
realizada em 5 minutos. Um volume de 15 mL de satostle fosfatase alcalina foi colocado
sobre a membrana, usando-se nitroazultetrazolid (MByma-Aldrich) a 0,033 % (m/v) e 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP, Sigma-Aldhg a 0,0165 % (m/v) em tampéo Tris a
0,1 M, NaCl a 100 mM e Mggla 5 mM, pH 9,5; seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. A membrana foi incubada por 5 minuebsemperatura ambiente, sob agitacao

suave. Depois disso, a reacdo enzimatica foi omgpida pela adicdo de,@ destilada.
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4.1.5 OBTENCAO DE PLASMIDEO: pcDNA3.1-scmu-IL-12 epcDNA3.1-mu-IL-2

O plasmideo capaz de expressar IL-12 murina, camemolécula de fusdo de cadeia
anica (pcDNA3.1-scmu-IL-12), ou IL-2 murina (pcDNA3mu-IL-2) em células de
mamifero foi obtido conforme descri¢do prévia (SANE, 2007) ou gentilmente cedido pelo
Dr. Hildegund C. J. Ertl, Instituto Wistar e Unigetade da Pensilvania, EUA,
respectivamente. O plasmideo pcDNA3.1 sem inseiov@zio) foi obtido da Invitrogen.
Para a producdo e purificacdo de plasmidecsoli da linhagem TOP10 (Invitrogen) foi
transformada por pcDNA3.1-scmu-IL-12, pcDNA3.1-millou pcDNA3.1 sem inserto. Para
isso a bactéria quimicamente competente, apos agéobcom plasmideo e choque térmico,
foi cultivada por 16 horas em meio de cultura LBncd00 pg/mL de ampicilina (Sigma-
Aldrich). O isolamento de plasmideo e o process@rdelucdo feito anteriormente foram
realizados seguindo-se recomendacdes da QiageValencia, EUA, fabricante do conjunto
usado na purificagdo (“Endofree Plasmid Mega kR¢sumidamente, bactérias provenientes
de col6nia isolada foram usadas para inocular 5 dalLcaldo LB com 100 pg/mL de
ampicilina. Cada suspenséo bacteriana foi cultizadZ°C, a 300 rpm, por 8 h, para gerar os
pré-inéculos. Um volume de 5 mL de cada pré-inéctdo transferido para frascos
Erlenmeyer de 2 L contendo 500 mL de caldo LB d®@® pg/mL de ampicilina. Os frascos
foram incubados a 8, a 300 rpm, por 12 a 16 h. Sedimentos bacteriforam obtidos por
centrifugacdo por 15 minutos a 6.000 xg, por 15utais, a 4C. Depois foi utilizado o
método da lise alcalina da bactéria e neutralizagdopH com acetato de potassio
(CH3COOK), o sobrenadante de cada lisado foi aplicamlocolunas cromatograficas de
troca iOnica previamente equilibradas com tampaotecmlo NaCl a 750 mM, 3-(N-
morfolino) acido propano sulfénico (MOPS) 50 mM, pkD; isopropanol a 15% (v/v) e
Triton X-100 a 0.15% (v/v). As colunas foram lavadam tampé&o contendo NaCl a 1 M,
MOPS a 50 mM, pH 7,0 e isopropanol a 15% (v/v)epais, eluidas com tampédo MOPS a 50
mM, pH 7.0 e 15% isopropanol (v/v). O DNA plasmidfa precipitado com isopropanol e
lavado com etanol. Tubos contendo DNA plasmideabhrnfo deixados abertos para a
evaporacao de vestigios de etanol. Depois diss@, plksmideal foi ressuspenso em solucéo
salina (NaCl a 0,9 %, m/v) estéril, livre de endatas, e armazenados a —20°C, até o
momento do uso. Antes do armazenamento, aliquetasdia preparacdo plasmideal foram
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usadas para determinacdo da concentracdo de DNAgrawde pureza, pela leitura da
densidade o6ptica a 260 e 280 nm (Nanodrop, ND-106@rmo Scientific, EUA) e pelo
fracionamento em gel de agarose a 1% com bromettidie (SAMBROOKGet al., 2001) e

concentracdo de endotoxinas, conforme método tieserieriormente.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 70 camundongos fémeas da linhd&®bB/c, com idade entre 5 e 6
semanas. Destes animais, 48 foram obtidos do Cémattdisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboiat@a Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB/UNICAMP/Campinas-SP) e 22 do Biatédo Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz (CPgGM). Os animais obtidos do CENUBICAMP/Campinas-SP foram
usados apés um periodo de 15 dias de adaptacadmtéoidddo CPqGM. Os animais foram
alojados em caixas microisoladoras sob condicoegumtlas de temperatura (21 £ 1 °C),
umidade (50 — 60 %) e com fornecimento de racidoB&e Base Quimica Prod. Quim.
Ltda., Brasil) e aguad libitum.

Os camundongos foram utilizados seguindo-se asnendacdes para experimentacao
animal da Fundacg&do Oswaldo Cruz e aprovacgio petasSao de Etica no Uso de Animal do
CPqGM (protocolo: CEUA-008/2009).

4.3 IMUNIZACAO DOS ANIMAIS

Para a imunizacdo de camundongos com rLci2B-NH@@mbinacdo com IL-12 e/ou
IL-2, grupos de 6 animais foram injetados uma yereira dose) com: salina (grupo 1: G1)
ou com 100 pg de rLciB-NH6 e 100 pg de saponingng&tAldrich) (G2, G3, G4, G5 e G6),
administrados em um volume de 200 pL, por via sidip@a na regido dorsal. Os
camundongos dos grupos G3, G4, G5 e G6 foram dgetad00 pg de pcDNA3.1 vazio, 50
Mg pcDNA3.1-mu-IL-12 e 50 pg de pcDNAS.1 vazio, 5§ pcDNA3.1-mu-IL-2 e 50 pug de
pcDNA3.1 vazio e 50 pg pcDNA3.1-mu-IL-12 e 50 pug geEDNA3.1-mu-IL-2,

respectivamente, administrados em um volume t@&&0uL, por via muscular na regiao do
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quadriceps. Em seguida foi realizada eletroporégi&co pulsos elétricos de 100 V/cm com
duracdo de 20 milissegundos por pulso e intervalam segundo entre cada dois pulsos
consecutivos) na regidao do quadriceps na qualeaiizada a injecdo, conforme método
descrito previamente (PINHEIRO, 2007) Antes darepsiracdo cada camundongo foi
anestesiado pela administragcéo de xilazina (B&#a&w,Paulo, Brasil, 100 mg/kg) e quetamina
(Rhobifarma, Hortolandia, Brasil, 15 mg/kg) por yaritoneal. Posteriormente, 0s animais
foram injetados, 21 e 42 dias ap0s a primeira dms®,salina (G1) ou 100 pug de rLciB-NH6
e 100 pg de saponina (G2, G3, G4, G5 e G6), admadezs em um volume de 200 pL, por
via subcutanea na regiao dorsal.

Para imunizacdo de camundongos com rLci2-NT-CT-NH6Lci2-NT-5R-CT-NH6,
grupos de 6 animais foram injetados 3 vezes, cdervialo de 21 dias entre cada duas
injecdes consecutivas, com 100 pg de rLci2-NT-CTeNHL00 pg de saponina ou 100 pg de
rLci2-NT-5R-CT-NH6 e 100 pg de saponina, administrados em um volum20@eul, na
regido dorsal. Os grupos de camundongos G1 e G&itdssacima foram usados como
controles, uma vez que esses dois experimentas fi@alizados simultaneamente.

Para imunizacdo de camundongos com rLci2B-NH6 edd#erentes de saponina,
grupos de 5 animais (ou 7 animais para o G2) farg@tados 3 vezes, com intervalo de 21
dias entre cada duas injecbes consecutivas, conoBB80 g de rLci2-NH6 e 100 pg (G2),
50 ug (G3) ou 25 ug (G4) de saponina diluida em, RBBiinistrados em um volume de 200

pL, por via subcutanea na regido dorsal.
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Dose
Grupo 12 dose 22 e 3 doses
Gl Salina Salina
G2 rLci2B-NH6 / saponina 10Qug rLci2B-NH®6 / sap.
G3 pcDNA 3.1 A @ + rLci2B-NH6 / sap. rLci2B-NH6 / sap.
G4 pcDNA 3.1 A + pC DNA 3.1 A IL-12+ rLci2B-NH6 / sap. rLci2B-NH6 / sap
G5 pcDNA 3.1 A @ + pC DNA 3.1 A IL-2+ rLci2B-NH6 / sap. rLci2B-NH6 / sap.
G6 pcDNA 3.1 A IL-12 + pC DNA 3.1 A IL-2+ rLci2B-NH6 / sap. rLci2B-NH6 / sap
Dose
Grupo 12,22 e 32 dose
Gl Salina
G2 rLci2B-NH6 / saponina 10qug.
G3 rLci2-NT-5R-CT-NH6 / saponina 10Qug.
G4 rLci2 -NT-CT-NH6 / saponina 10Qug.
Dose
Grupo 12,22 e 32 dose
Gl PBS
G2 rLci2B-NH6 / saponina 10qug
G3 rLci2B-NH6 / saponina 5qug
G4 rLci2B-NH6 / saponina 25ug
Obteng&o de soro Linfoproliferagéo e
12 dose 22 dose 32 dose Producéo de citocina

D1 D22 D43 D53 D71

Figura 2. Desenho esquematico das imunizacdes realizadas nesperimentos As imunizagfes de
camundongos com os fragmentos de cinesind a@lghmania chagasi foram realizadas em trés diferentes
experimentos. Para a imunizagdo de camundongos fagalizadas trés doses, com intervalo de 21 diae e
cada duas injegbes consecutivas com diferentesinagiies. Dez dias ap0ds a terceira dose foi realizatbta
de sangue para posterior avaliacdo da respostailmumoral. Quatro semanas apés a terceira doseimgis
foram sacrificados para remocao do baco e postehtancdo dos esplendcitos utilizados para a @é@iaa
resposta imune celular.
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4.4 AVALIAQAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL POR ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Para a avaliacdo da producdo de anticorpos espmecifior ELISA, foi realizada a
coleta de uma amostra sangue de cada animal, d& d¢erl00 pL, 10 dias apls a terceira
dose de imunizacdo. Cada coleta de sangue foradaliatravés do plexo orbital com auxilio
de uma pipeta Pasteur, ap0s anestesia local pktag@o de uma gota de cloridrato de
proximetacaina a 0,5 % (Anestalcon, Alcon Laborasddo Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
Apés a coagulacdo das amostras de sangue em tppesdorf, os tubos foram centrifugados
a 300 x g, por 10 minutos, a temperatura ambientejgois disso, aliquotas de soro foram

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

4.4.1 MENSURACAO DA CONCENTRACAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS DA
CLASSE 1IgG E DAS SUBCLASSES 1IgG2a E 1I1gGl POR ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Para a determinacdo da concentracdo de anticogqueciBcos da classe IgG e
subclasses IgG2a e IgGl, ELISAs foram realizadssereialmente, conforme métodos
descritos previamente (FRAGA, 2007). Resumidameiéeas de microtitulacdo de 96 pocos
foram sensibilizadas com 100 pL/poco de rLci2B-HN&@j2-NT-CT-NH6 ou rLci2-NT-5R-
CT-NH6 na concentracdo de 1 pg/mL. Antes da sdizsipfio, as proteinas foram
solubilizadas com SDS a 2 % (SANTOS, 2007). Pareeasuracéo de IgG anti-rLci2B-NH6,
anti-rLci2-NT-CT-NH6 e anti-rLci2-NT-5T-CT-NH6 ambas de soro foram testadas na
diluicao de 1:50.000, 1:30.000 e 1:30.000 em 100p@¢o, respectivamente. Para a
mensuracao de IgG2a ou IgG1 anti-Lci2B-NH6, aniRtNT-CT-NH6 e anti-Lci2-NT-5T-
CT-NH6 as amostras de soro foram testadas nadliue 1:150.000, 1:32.000, 1:32.000 em
100 plL/poco, respectivamente. Para a escolha dagfdis apropriadas para avaliacéo,
amostras de soro de cada animal (para IgG) ou rassttom quantidades iguais de soros de
cada grupo de animais (para IgG2a e IgGl) forammstilas, previamente, a titulacédo.
Depois disso, anticorpos de cabra conjugados &ipase (Sigma-Aldrich) especificos para

IgG de camundongos (na diluicdo de 1:2.000) owaros especificos para anti-lgG2a ou
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anti-lgG1 de camundongos conjugados a biotina (hac@io de 1:500, Sigma-Aldrich)
seguidos de conjugado avidina-peroxidase (na d@iuige 1:400) foram utilizados em 100
puL/poco. Em seguida, 100 plL/poco de substrato pam@xidase. O substrato para a
mensuracdo de IgG foi preparado em tampdo acetetdc (10 mg/mL de
tetrametilbenzidina-TMB; Sigma-Aldrich, em acetate sédio (CHCOONa) a 0,024 M,
acido citrico (GHsO7) a 0,00075 mM e 25 uL de.8, a 30 %, v/v (Proguimios, Rio de
Janeiro) e para a mensuracdo das subclasses deilg@parado em tampao fosfato/citrato
(2 mg/mL de TMB em fosfato a 0,046 M, citrato adZ2M, pH 5,0 com 2 pL de 4@, a 30
%, vIv). Finalmente, a reacao enziméatica foi imtepida pela adi¢cdo de 50 pL/poco de acido
sulfarico 4M para mensuracdo de IgG (Quimex, SaoldPaBrasil) ou é&cido fosférico
(Quimex) a 1:20 para as subclasses de IgG e asasplmcam submetidas a leitura da
densidade Optica a 450 nm em um espectrofotomEimax Precison Microplate Reader,
Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, EUA). EMxibe linearidade de leitura entre
0,001 a 3 unidades de densidade 6ptica.

4.5 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

Para avaliagdo da resposta imune celular, ensaopraliferacdo ou cultivos de
esplendcitos, seguidos mensuracédo de interferora d#AN-y) e interleucina-5 (IL-5) nos
sobrenadantes, foram realizados, conforme métoggitbs previamente (SANTOS, 2007),
4 semanas apos a ultima dose de imunizacdo. Remwende, apds o sacrificio de cada
camundongo, o baco foi removido assepticamenteagoupara elaboragdo de suspensao de

células nos ensaios isoladas.

4.5.1 ENSAIO DE LINFOPROLIFERACAO

Para a realizacdo dos ensaios de linfoproliferagfiquotas de 100 pL contendo
3 x 10 esplendcitos de cada camundongo, ressuspensose@ndm cultura RMPI 1640
suplementado (RPMI 1640, 10% de soro fetal bovigibco BRL Life Technologies, EUA,
L-glutamina a 2 mM, Sigma-Aldrich, e 2-mercaptoelasigma-Aldrich, a 0,01 mM) foram
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colocadas em pogos de placas de microtitulacdo &d@agos (High Binding; Corning
Incorporated Life Sciences, New York, EUA). As lidgatas de pocos com esplendcitos de
cada animal, foram adicionados 100 pL de RPMI 1&48lementado ou 100 uL de RPMI
1640 suplementado com concanavalina A (Con A, Sigidach) a 5 pg/mL; lisado dé.
chagas a 20 pg/mL ou rLci2B-NH6, rLci2-NT-CT-NH6 ou rLdT-5R-CT-NH6 a 20
png/mL. As placas de microtitulacdo foram incubagl@sestufa a 37 °C, imida e com 5% de
CO,. Placas com pocos contendo meio de cultura supkache ou meio de cultura
suplementado com Con A foram congeladas a -20°€ amtias do inicio da cultura. Placas
com pocgos contendo meio de cultura suplementadaneio de cultura suplementado
contendo lisado dk. chagasi ou antigenos recombinantes foram congeladas &€ @08s 5
dias do inicio da cultura. A cada poco, foram adliados 30 pL de meio de cultura
suplementado contendopCi de timidina [Hf* (Amersham Biosciences, Uppsalla, Suécia)
18 horas antes do congelamento. As placas forapongsladas, as células foram coletadas
em membrana de fibra de vidro e foram realizadasagens de particulas betas por minuto
(cpm), correspondentes a cada poco, em um apaké#itox 9600 Direct Beta Counter
(Packard, Houston, Texas, EUA). Os resultados foi@mesentados como indice de
proliferacdo (média aritmética dos valores de cmcélulas estimuladas/média aritmética

dos valores de cpm de células cultivadas apenasramde cultura suplementado).

452 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS (IFN-y e IL-5) POR
ESPLENOCITOS ATRAVES DE ELISA

Para a mensuragdo da concentracdo das citocindsy (#-1L-5), esplendcitos (9 x
10°/300uL/poco) foram colocados em placas de 24 pocos §E@nrning Inc.) usando-se
RPMI suplementado. A cada duplicata de pocos faditionados 30QlL de meio de cultura
suplementado ou 3QL de meio de cultura suplementado contendo CorbAitg/mL, lisado
de L. chagas a 20 pug/mL ou rLci2B-NH6, rLci2-NT-CT-NH6 ou rLci®T-5R-CT a 20
png/mL. Apds 48 horas de cultura a 37°C, em atmashatida, com 5% C£os sobrenadantes

de cada duplicata foram coletados, misturados mstitbos a centrifugacdo por 5 minutos, a
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2.000 xg, a 4°C. Os sobrenadantes resultantes fooagelados a -20°C, até o momento do
uso.

Os ensaios para a mensuracdo deFNH.-5 foram realizados usando-se reagentes
da BD Pharmigen e seguindo-se as recomendacdesdoante. Resumidamente, placas de
microtitulacdo de 96 pocos (High Binding, Corningcdrporated Life Sciences) foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais de ratolBN-y ou anti-IL.-5 murinos a 2
ug/mL, 100ul/poco, durante 16 h, em camara umida, a 4°C. Assaas de sobrenadante de
cultura de esplendcitos estimulados com rLci2B-NH®6j2-NT-CT-NH6, rLci2-NT-5R-CT-
NH6 ou Con A (sobrenadantes estimulados com Conoranf diluidos de 1:5 para
mensuracgao de IFN}de cada camundongo foram avaliadas em duplicataslO0uL/poco.
Misturas com partes iguais de sobrenadante deraultel esplendcitos de animais de cada
grupo, cultivados somente com RPMI 1640 suplementadestimulados com lisado de
chagasi, foram avaliadas em duplicatas. A cada poco foemrescentados 10Q0L de
anticorpo de rato anti-IFN-ou anti-IL-5 de camundongo conjugado com biotimadiluicdo
de 2ug/mL) seguidos de 1Q0@L de conjugado avidina-peroxidase (na diluicdo d&Q,
Sigma-Aldrich). A reacdo enzimatica foi reveladateirompida, e a leitura dos pocos foi

realizada como descrito acima para mensuracacutdakasses de imunoglobulina.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da resposta imune humoral e celnler earios grupos foram avaliados
através do Teste Paramétrico de Analise de Vadafone-way ANOVA), seguidala
comparacao adicional entre os grupos pelo pos-wstdukey. Entre dois grupos, foi
realizado o teste T de Student ndo pareado. Osegakstabelecidos para a significancia

estatistica foram definidos como: * p<0,05, ** p&De *** p<0, 001.
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5 RESULTADOS

5.1 PRODUCAO E PURIFICACAO DOS ANTIGENOS rLci2B-NH6, rLci2-NT-CT e
rLci2-NT-5R-CT

As proteinas rLci2B-NH6, rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NFJR-CT-NH6 produzidas
em E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas com as constructasnpteais pRSET-Lci2B,
PRSET-LcCi2-NT-CT e pRSET-Lci2-NT-5R-CT, respectivame, foram purificadas por
cromatografia de afinidade usando-se colunas deasege quelada com niquel. A proteina
rLci2B-NH6 foi purificada em uma coluna pré-montddaluna HisTrap HP, GE Healthcare)
e as proteinas rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NHéram purificadas em colunas
montadas em nosso laboratorio. rLci2B-NH6 foi poaifla da fracdo soluvel e rLci2-NT-CT-
NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 foram purificadas depoia dolubilizacdo de corpusculos de
inclusdo pelo uso de uréia a 8 M. Durante o pracekss purificacdo, ap0s a ligacdo das
proteinas recombinantes, as resinas das colura® flavadas com um tampao mantido a 4
°C, contendo o detergente Triton X-114 para remaigibPS. Depois da elui¢do das colunas
por imidazol e didlise da mistura de fracOes emgilas em cada proteina recombinante, as
concentracdes de proteina e LPS observadas foeamdimL, 8,2 EU/mL (~14,76 ng/mL);

2 mg/mL, 7,0 EU/mL (~12,60 ng/mL) e 1 mg/mL, 6,7 Ell (~12,06 ng/mL), sendo o
rendimento 3 mg, 2,5 mg e 1,06 mg por litro dewsaltdeE. coli, para rLci2B-NH6, rLci2-
NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6, respectivamente. &do amostras de rLci2B-NH6,
rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 purificadas fam analisadas por SDS-PAGE
observaram-se uma banda intensa de 39 kDa, uma loEnttaca intensidade de 97 kDa e
uma banda de fraca intensidade de 116 kDa, resaswnte, que parecem corresponder a
moléculas intactas (Figura 3A e B). Além dissoaforobservadas algumas bandas (nas
amostras de rLci2B-NH6) ou varias bandas (nas aamde rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-
5R-CT-NH6) com intensidade variavel e com menor ilitzge relativa (Figura 3A e B). A
maioria das bandas correspondentes as observad@®BePAGE foi detectada puvestern

blot, indicando que as bandas com menor mobilidadévalaorrespondem a produtos de
degradacgdo gerados Bacoli ou durante o processamento das proteinas rLci2B;Ktti2-
NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6. (Figura 3C e D).
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Figura 3. Avaliacdo por SDS-PAGE eWestern blotdos fragmentos recombinantes de
cinesina de L. chagasi purificados por cromatografia. Fragmentos recombinantes de
cinesina purificados por cromatografia de afinidadealisados por SDS-PAGE (A: gel a 12
% e B: gel a 10 %) &vestern blot (C e D). Avaliacdo da purificacdo por SDS-PAGE: A)
marcador de peso molecular (raia 1), amostra de/awe BL21(DE3)pLys$RSET-Lci2B-
NH6 ap6s 3 h de inducdo com IPTG (raia 2) e amostrad2B-NH6 purificada (raia 3); B)
marcador de peso molecular (raia 1), amostra devzaude BL21(DE3)pLys$RSET-vazio
(raia 2) ou BL21(DE3)pLysPRIET-Lci2-NT-5R-CT-NH6 (raia 3) apos 3 h de inducdo com
IPTG, amostra derLci2-NT-5R-CT-NH6 purificada (raia 4), amostra de cultivo de
BL21(DE3)pLysSpRSET-Lci2-NT-CT-NH6 apdés 3 h de inducdo com IPTG (raia 5) e
amostra de rLci2-NT-CT-NH6 purificada (raia 6). ”2NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-
NH6 purificadas estéo parcialmente degradadasDCAwvaliacdo da purificagdo paevestern
blot com anticorpo de camundongo anti-histidina corgoga fosfatase alcalina (anti-His-fa),
conforme descrito na seccdo de material e métdttosiarcador de peso molecular (raia 1),
BL21(DE3)pLysSprset-vazio (raia 2), rLci2B-NH6 purificada (raia 3), narcador de peso
molecular (raia 1), BL21(DE3)pLysfset-vazio (raia 2), rLci2-NT-5R-CT-NH6 purificada
(raia 3) e rLci2-NT-CT-NH6 purificada (raia 4). Astas indicam as proteinas intactas. Notar
a existéncia de varias bandas com menor mobilideldéva que rLci2-NT-5R-CT-NH6 e
rLci2-NT-CT-NH6 intactas nas raias 3 e 4 reveladasy anti-His-fa, respectivamente. Na
imagem dowestern blot foi realizado um ajuste de contrate no Adobe Plnajosersao 6.
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5.2 PRODUCAO E PURIFICACAO DOS PLASMIDEOS

Os plasmideos foram purificados a partir Be coli TOP10 transformadas com
pPcDNA3.1-scmu-IL-12, pcDNA3.1-mu-IL-2 ou pcDNA3.Bkxio através do método de lise
alcalina e cromatografia de troca i6nica (Qiagédg. plasmideos pcDNA3.1-scmu-IL-12,
pcDNA3.1-mu-IL-2 ou pcDNA3.1-vazio purificados eldalizados em salina apresentaram
concentracbes de DNA e LPS: 2.569ug/@18,5 EU/mL; 1.805ug/uL e 3,5 EU/mL; e
2.140pg/uL e 1,1 EU/mL, respectivamente. Os redoftada proporcdo da leitura optica a
260/280 nm mostraram-se superiores a 1,8, sugehat@a concentragcdo de contaminantes
protéicos e um grau de pureza satisfatorio. Pashiaa\a integridade e o grau de pureza das
preparacdes plasmideais, amostras dos plasmideos fnalisadas através de eletroforese
em gel de agarose 1% com brometo de etidio (Figur® gel de agarose mostra nas raias
correspondentes a aplicacdo de pcDNA3.1-scmu-ILptPNA3.1-mu-IL-2 ou pcDNA3.1-
vazio, duas bandas de DNA, uma compativel com natdécinicas de plasmideo super-
espiralado (banda mais baixa) e outra compativeh oooléculas de concatameros de
plasmideo (banda mais alta) figura 4 . Além dissmente na raia correspondente a aplicacao
de pcDNAS3.1-vazio, observa-se, ainda, uma terdarmla com intensidade mais fraca que as
descritas previamente. Esta banda provavelmentesema moléculas de plasmideo com
uma das duas fitas de DNA cortada.
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5.3 RESPOSTA IMUNE DE CAMUNDONGOS BALB/c IMUNIZADOS COM rLci2B-
NH6 E SAPONINA EM COMBINACAO COM pcDNA3.1-scmu-IL-12 E/OU
pcDNAS.1-mu-IL-2

Em experimentos prévios realizados em nosso lah@a observou-se que
camundongos BALB/c imunizados com rLci2B-NH6 e sapa apresentavam resposta imune
especifica mista (Th1/Th2) e que a administracé&wlsdnea de pcDNA3.1-scmu-IL-12 ndo
resultava no estabelecimento de resposta predotamante ou exclusivamente do tipo Thl.
Como IL-2 exibe sinergia com IL-12 na producéo [, que poderia favorecer a inducao de
resposta imune do tipo Thl a antigenos co-admawissy, no presente trabalho, a resposta imune
de camundongos injetados com rLci2B-NH6/ saponi&NA3.1-scmu-IL-12 e pcDNAS.1-

mu-IL-2 foi avaliada.

5.3.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

A resposta imune humoral foi avaliada em amosteasato obtidas 10 dias apoés a
terceira dose de imunizacdo. As amostras de soamfavaliadas nas diluicdes de 1:50.000,
1:150.000 e 1:150.000, para a mensuracao de gmigaa classe IgG e subclasses 1gG2a e
IgG1, respectivamente.

O grupo de camundongos injetados com salina (Qitrale negativo) exibiu baixos
valores de densidade Optica (DO) em ELISA para oragdo de anticorpos da classe IgG e
das subclasses IgG2a e IgGl: (X £ SD) 0,077 + Q,04800 + 0,073 e 0,135 £ 0,175,
respectivamente. Os outros grupos controles, ¢oftkis por camundongos imunizados com
rLci2B-NH6/saponina (G2, DO: 0,989 * 0,100; 1,8340411 e 1,986 = 0,080), rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1 vazio (G3, DO: 1,085 + 0,380 76 + 0,056 e 1,996 + 0,060),
rLci2B-NH6/saponina/pcDNA3.1-mu-IL-2/pcDNAS.1 vazié4, DO: 1,073 + 0,245; 1,739 +
0,094 e 1,950 £ 0,050) ou rLci2B-NH6/saponina/pcCANIAmMu-IL-12/pcDNA3.1 vazio (G5,
DO: 1,001 £ 0,194; 1,808 + 0,119 e 1,981 * 0,04pyesentaram valores significantemente
mais altos de DO (p<0,001), indicando que animasgtupos G2, G3, G4 e G5 produziram
anticorpos especificos da classe IgG e das subsldg&2a e 1gG1 reativos a rLci2B-NH6
(Figura 5). O grupo de animais imunizados com rBeNH6/saponina/pcDNA3.1-mu-IL-

12/pcDNA3.1-mu-IL-2 revelou valores de DO corregpemes a mensuragao de anticorpos
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da classe IgG e das subclasses IgG2a e IgG1 (388 @&, 0,136; 1,828 + 0,097 e 1,934 *
0,079, Figura 5) semelhantes aos grupos de camgasgonontroles injetados rLci2-

NH6/saponina em associacdo ou ndo com plasmided3&254 e G5, p>0,001).
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Figura 5. Avaliacdo de anticorpos da classe IgG ailsclasses IgG2a e IgG1l especificos
em camundongos imunizados com rLci2B-NH6/saponinaasmideos codificando IL-12

e IL-2 murinas. Grupos de 6 camundongos BALB/c foram injetado®8es, com intervalo
de 3 semanas entre inje¢cées consecutivas. Na paith@se um grupo de animais foi injetado
com salina (G1) e 5 grupos foram injetados comyi@@de rLci2B-NH6 e 100 pug de saponina
(rLci2B-NH6 /saponina) por via subcutéanea. Os gsuge camundongos foram imunizados
com rLci2B-NH6/saponina também foram injetados 1@0de pcDNA3.1 vazio (G3), 50 ug
PcDNA3.1-mu-IL-2 e 50 pug de pcDNA3.1 vazio (G4), 8 pcDNA3.1-mu-IL-12 e 50 ug
de pcDNAS.1 vazio (G5) ou 50 pg pcDNA3.1-mu-IL-125@ pg de pcDNA3.1-mu-IL-2
(G6), por via muscular na regiao do quadriceps.deguida, foi realizada eletroporacéo na
regido do quadriceps conforme descrito em Materialetodos. Na segunda e terceira doses
foram realizadas a injecdes de salina (G1) ou B-¢8H6/saponina (G2, G3, G4, G5 e G6)
por via subcutanea. Ensaios imunoenzimaticos (E)LFSram realizados pocos de placas de
microtitulacdo sensibilizadas com rLci2B-NH6, amastde soro coletadas 10 dias apds a
altima dose imunizacdo diluidas de 1:50.000 (pg@)11:150.000 (para IgG2a e IgGl).
***n<0,001 (ANOVA e poébs-teste de Tukey). Os quadrad@) representam valores
individuais e as linhas—+) representam a média aritmética dos valores.
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5.3.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

A resposta imune celular foi avaliada através dsaiende linfoproliferacdo e
mensuragdo da concentracdo de citocinas ¢IlENH.-5) em sobrenadantes de esplendcitos
obtidos 4 semanas apos a terceira dose de imuniZdgéa os ensaios de linfoproliferacéo, os
esplendcitos foram estimuladosvitro por 3 dias com Con A a 2,5 ug/mL ou 5 dias com
antigenos do lisado de formas amastigotas axédi&hschagas ou rLci2B-NH6, ambos a
10 pg/mL, enquanto que, para a mensuracdo dasneisogs esplendcitos foram estimulados
por 48 h.

5.3.2.1 ENSAIO DE LINFOPROLIFERACAO

O grupo de camundongos injetados com salina agmsama alta média de indice de
proliferacdo (IP) de esplendcitos, com consideraglacdo dos valores de animal para
animal dentro do mesmo grupo, quando estimulaastro com Con A (X + SD 180,3 £
126,2). Por outro lado, esse grupo de camundongesiou baixos IP de esplendcitos
estimulados com lisado de chagas (4,2 + 2,6) ou rLci2B-NH6 (4,3 £ 1,2) (Figura 6)sO
grupos de camundongos controles imunizados com 2BEKiH6/saponina, rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1  vazio, rLciB2-NH6/saponind)ptA3.1-mu-IL-2/pcDNA3.1
vazio, rLci2B-NH6/saponina/pcDNAS3.1-mu-IL-12/pcDNA3  vazio e rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1-mu-1L-12/ pcDNA3.1-mu-IL-2 pre@sentaram valores de IP de
esplendcitos estimulados com Con A, 56,9 + 44,51 #354,1; 65,2 + 71,4; 42,9 + 32,7 e
103,4 + 67,4; respectivamente. A comparacdo sttaimostrou a média de IP do grupo
rLci2B-NH6/saponina/pcDNA3.1-mu-IL-12/pcDNA3.1 vazifoi menor que a do grupo
salina (ANOVA e poés-teste de Tukey p<0,05) (FigBp Em relacdo a resposta
linfoproliferativa especifica para estimulag&ovitro com lisado dd.. chagasi, observou-se
que os grupos de camundongos imunizados com rLdi2B/isaponina em associagao ou nao
com plasmideo (G2, G3, G4 e G5) revelaram médigatiges de IP semelhantes (variando
de 096 a 1,6 vezes) a do grupo salina. Ja o grgpe recebeu rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1-mu-1L-12/pcDNA3.1-mu-IL-2 (GB°: 12,2 + 7,5) que exibiu um
valor 2,4 e 2,5 vezes maior e significativamentierdnte da média do grupo G1 e G2,
respectivamente (ANOVA e pos-teste de Tukey p<O@yura 6). Além disso, os IP
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relacionados a resposta linfoproliferativa consatgge a estimulacam vitro com rLci2B-
NH6 variaram nos grupos G2 (14,9 + 9,2), G3 (20,18£), G4 (15,3 + 10,6) e G5 (20,3
14,2) de 3,5 a 4,7 vezes com relacdo ao valor dgrupos salina, porém nao diferiram
estaticamente, provavelmente, devido a variacaovdloses individuais em cada um desses
grupos. Novamente, a média do valor de IP do gruponizado com rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1-mu-I1L-12/pcDNA3.1-mu-IL-2 (X SD: 38,1 + 25,5) foi tanto
maior que a do grupo salina (8,8 vezes) quanto rMaiee a dos outros grupos de
camundongos (ANOVA e pos-teste de Tukey **p<0,Elgura 6. No grupo G6 também foi

observada uma grande variacdo dos valores indigidigalP.
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Figura 6. Avaliacdo da proliferacdo de esplendcitosstimuladosin vitro com Con A,
lisado de L. chagasi ou rLci2B-NH6 em camundongos imunizados com rLci2B
NH6/saponina e plasmideos codificando IL-12 e IL-thurinas. Grupos de 6 camundongos
BALB/c foram injetados com 3 vezes, com intervale 8 semanas entre injecdes
consecutivas. Na primeira dose um grupo de anifoaisjetado com salina (G1) e 5 grupos
foram injetados com 100 pg de rLci2B-NH6 e 100 ggsdponina (rLci2B-NH6 /saponina)
por via subcutanea. Os grupos de camundongos fonamzados com rLci2B-NH6/saponina
também foram injetados 100 pg de pcDNA3.1 vazio)(63 pug pcDNA3.1-mu-IL-2 e 50 pg
de pcDNA3.1 vazio (G4), 50 pg pcDNA3.1-mu-IL-12 @ |5g de pcDNAS3.1 vazio (G5) ou
50 pg pcDNA3.1-mu-IL-12 e 50 ug de pcDNA3.1-mu-Il(&6), por via muscular na regiao
do quadriceps. Em seguida foi realizada eletrogarata regidao do quadriceps conforme
descrito em Material e métodos. Na segunda e tardeises foram realizadas a injecfes de
salina (G1) ou rLci2B-NH6/saponina (G2, G3, G4,&356) por via subcutanea. Esplendcitos
dos animais de cada grupo (usados a 3#p@6o), obtidos apés 4 semanas da ultima dose de
imunizacao, foram estimuladas vitro com Con A a 2,5 pg/mL (por 3 dias), lisadolde
chagasi ou rLci2B-NH6 a 10 pg/mL (por 5 dias). Dezoito &®rantes da coleta das células,
cada poco foi pulsado com 1 uCi de timidina [H]33s valores sdo mostrados com indice de
proliferacdo. **p<0,01 (ANOVA e pés-teste de Tukey)s quadradosmj representam
valores individuais e as linhas-) representam a média aritmética dos valores.
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5.3.2.2 PRODUCAO DE IL-5 E IFN¥

O grupo de camundongos injetados com salina rexelmoducdo de IFN-e IL-5 no
sobrenadante de esplendcitos cultivados na presien€an A e rLci2B-NH6. Os valores de
concentracdo (X = SD) foram de 12,98 £ 5,91 e 2,23%3 ng/mL para IFN-e 0,14 + 0,11 e
0,07 = 0,00 ng/mL para IL-5, respectivamente (Fagd). Quando estimuladas vitro com
Con A, esplenocitos dos grupos de camundongos mados com rLci2B-NH6 em
associagdo ou ndo com plasmideo geraram sobreaadaoh concentracdes varidveis de
IFN-y e IL-5 (G2: 18,30 £ 11,97 e 0,48 £ 0,22, G3: 183248 e 0,48 + 0,15, G4: 18,31 +
12,19 e 0,42 + 0,20, G5: 16,61 + 8,63 € 0,49 + @%%H: 11,61 + 7,04 e 0,38 + 0,32 ng/mL).
As comparacdes estatisticas ndo revelaram qualifeeenca, seja na concentracao de {-N-
ou na concentracao de IL-5, entre os grupos de mdomgos, apesar de ter sido observado
uma tendéncia nos valores maiores para IL-5 ngsogrimunizados (G2, G3, G4, G5 e G6)
(Figura 7). As concentracdes de IFN IL-5 em sobrenadantes de esplendcitos estimsilado
invitro com rLci2B-NH6 nos grupos de camundongos imunigddam: (G2: 9,51 + 11,50 e
0,63 + 0,39, G3: 4,63 +4,86 e 0,69 + 0,48, G21% 8,33 e 0,65 + 0,43, G5: 11,28 + 19,34
e 0,89 + 0,66 e G6: 5,46 + 10,20 e 0,49 £ 0,47 hyfimram bastante variaveis, em especial
para a ultima citocina, Figura 7. Os valores deceatracdo de IFN-e IL-5 em sobrenadantes
de esplendcitos estimuladas vitro com lisado del. chagas ficaram abaixo do limite de

deteccado do ensaio (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Avaliacdo da producdo de IFNy (A e B) e IL-5 (C e D) por esplendcitos
estimulados in vitro com rLci2B-NH6 (A e C) ou Con A (B e D) em camundayos
imunizados com rLci2B-NH6/saponina e plasmideos coitando IL-12 e IL-2 murinas.
Grupos de 6 camundongos BALB/c foram injetados 8ormazes, com intervalo de 3 semanas
entre injecbes consecutivas. Na primeira dose wpogde animais foi injetado com salina
(G1) e 5 grupos foram injetados com 100 pug de B-AH6 e 100 pg de saponina (rLci2B-
NH6 /saponina) por via subcutanea. Os grupos deumdomgos foram imunizados com
rLci2B-NH6/saponina também foram injetados 100 egpdDNA3.1 vazio (G3), 50 ug
PcDNA3.1-mu-IL-2 e 50 pug de pcDNA3.1 vazio (G4), 0 pcDNA3.1-mu-IL-12 e 50 ug
de pcDNAS.1 vazio (G5) ou 50 pg pcDNA3.1-mu-IL-125@ pg de pcDNA3.1-mu-IL-2
(G6), por via muscular na regidao do quadriceps. deguida foi realizada eletroporacdo na
regido do quadriceps conforme descrito em Materialetodos. Na segunda e terceira doses
foram realizadas a injecdes de salina (G1) ou B-¢8H6/saponina (G2, G3, G4, G5 e G6)
por via subcutanea. Esplendcitos dos animais de gago (usados a 9 x 1800uL/poco),
obtidos apds 4 semanas da ultima dose de imunizém@on estimuladogn vitro por 48 h
com Con A a 2,5 pg/mL ou rLci2B-NH6 a 10 pg/mL. 8ncentracdo de IFN-e IL-5 foi
realizada por ELISA de captura seguindo-se protodal Pharmingen. *p<0,05 (ANOVA e
pos-teste de Tukey). Os quadraded (epresentam valores individuais e as linhas) (
representam a media aritmeética.
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5.4 RESPOSTA IMUNE DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM AN TIGENOS
rLci2-NT-CT-NHG6 E rLci2-NT-5R-CT-NH6

O antigeno rLci2B-NH6 é composto de ~5,5 domimiosm motivos repetitivos de 39
AA seguidos por um dominio ndo repetitivo de 76 AMatigenos com dominios repetitivos,
provavelmente, com maior frequéncia que antigerss dominios repetitivos, tendem a
estimular e a usar linfécitos B como células aprestoras de antigenos para células T CD4+,
levando ao desenvolvimento de resposta imune dgpedh2 em detrimento de resposta do
tipo Thl. Por isso, na tentativa de induzir repastane Thl a um antigeno recombinantd_de
chagasi, usando-se informacbes do gene que codifica rLci@Ba nova construgdo foi
elaborada de modo a gerar um polipeptidio com dionmigio repetitivo de 701 AA seguido do
dominio néo repetitivo de 76 AA (rLci2-NT-CT-NH6Lomo controle, foi elaborada uma
construcdo (rLci2-NT-5R-CT-NH6) onde entre os ddogmao repetitivos foram introduzidos
~5,5 dominios com motivos repetitivos de rLci2B.

Conforme mencionado na seccdo de Material e Métods grupos controles do
experimento cujos resultados serdo descritos airsédgetam dois dos grupos usados no
experimento realizado para examinar se a adicApc@NA3.1-mu-IL-2 no processo de
iImunizagdo com rLci2B-NH6/saponina/ pcDNA3.1-scrhttP promovia a inducdo de
resposta imune do tipo Thl (grupos G1 e G2). Darmundongos do grupo injetado com
rLci2-NT-CT-NH6/saponina foram encontrados mortds1 deles 3 dias ap0s a primeira e 0

outro 3 dias ap0s a segunda dose de imunizagéao.

5.4.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

O grupo de camundongos injetados com salina apgmsesalores baixos de DO
correspondentes a mensuracdo de anticorpos d& d¢gSse das subclasses IgG2a e IgG1l
reativos aos antigenos rLci2B-NH6 (X = SD: 0,07@,&45; 0,100 £+ 0,073 e 0,135 + 0,175),
rLci2-NT-CT-NH6 (0,043 + 0,001; 0,080 £ 0,016 e 802+ 0,141) e rLci2-NT-5R-CT-NH6
(0,044 + 0,002; 0,086 + 0,027 e 0,114 + 0,024),uFag8. O grupo de camundongos
imunizados com rLci2B-NH6/saponina exibiu valoresderados e altos de DO relacionados
a determinacdo da concentracdo de anti-rLci2B-N&l&ldsse I1gG (0,989 + 0,100) ou das
subclasses IgG2a (1,834 + 0,111) e I1gG1 (1,98®8&0), respectivamente, Figura 8. O grupo
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imunizado com rLci2-NT-CT-NH6/saponina revelou val moderados e altos de DO para
anticorpos da classe IgG (0,614 £+ 0,081) ou subetakg)G2a (0,983 + 0,445) e IgG1 (1,789 =
0,019) anti-rLci2-NT-CT-NH6, respectivamente, Figu8. O grupo imunizado com rLci2-
NT-5R-CT-NH6/saponina apresentou valores moderadattos de DO para anticorpos da
classe IgG (0,732 = 0,152) e subclasse IgG2a (7/3257) ou IgG1 (1,842 + 0,116) anti-
rLci2-NT-5R-CT-NH6, respectivamente, Figura 8. A®pgorgdes entre os valores obtidos
para 1gG2a/lgG1 foi de 0,92, para o grupo rLcizB@®4ponina, 0,55 para o grupo rLci2-
NT-CT-NH6/saponina e 0,40 para o grupo rLci2-NT-8R-NH6/saponina. Ocorreu variagcao
moderada dos resultados individuais somente rateranproducdo de 1gG2a nos grupos
imunizados com rLci2-NT-CT-NH6/saponina e rLci2-[SR-CT-NH6/sap. A comparacao
estatistica, quanto a producdo de anticorpos dmpscipara as respectivas proteinas
recombinantes, de cada um dos grupos imunizadost@paliferencas significantes com

relacéo ao grupo salina (Teste T de Student n&agar *** p<0,001, Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo de anticorpos da classe IgG ailsclasses IgG2a e IgG1l especificos
em camundongos imunizados com rLci2-NT-CT-NH6/sapona e rLci2-NT-5R-CT
NH6/saponina. Grupos de 6 camundongos BALB/c foram injetados dnaezes, com
intervalo de 3 semanas entre injecdes consecutweoas, 100 pug de rLci2-NT-CT-NH6 ou
rLci2-NT-5R-CT-NH6 em combinacdo com 100 pg de sapo por via subcutanea. Os
grupos G1 (salina) e G2 (rLci2B-NH6 /saponina) dé&ss nas Figuras 4, 5 e 6 foram usados
como controles. Ensaios imunoenzimaticos (ELISAxrio realizados em pocos de placas de
microtitulagao sensibilizadas com rLci2-NT-CT-NH6 ib.ci2-NT-5R-CT-NH6. Amostras de
soro coletadas 10 dias apés a ultima dose imurozddé@idas de 1:30.000 (para IgG)
1:32.000 (para IgG2a e IgG1). ***p<0,001 (ANOVA éspteste de Tukey). Os quadrade} (
representam valores individuais e as linka3 {epresentam a média aritmética dos valores.
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5.4.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

A reposta imune celular foi avaliada conforme déscna seccdo de Material e
Médodos e sumarizada na secc¢éo 5.3.2.

5.4.2.1 ENSAIO DE LINFOPROLIFERACAO

Os resultados dos IP de esplendcitos cultivados €om A, lisado dd.. chagas e
rLci2B-NH6 dos grupos de camundongos controle agjes com salina ou rLci2B-
NH6/saponina foram descritos na seccao 5.3.2.1le&&gtos do grupo de camundongos
injetados com salina mostraram baixos IP quandivadbs com tanto com rLci2-NT-CT-
NH6 (2,2 + 0,3) quanto com rLci2-NT-5R-CT-NH6 (2461,3) (Figura 9). O grupo de
animais imunizados com rLci2-NT-CT-NH6/saponinaibiel IP de esplendcitos estimulados
in vitro com Con A, lisado dé&. chagas e rLci2-NT-CT-NH6 de 86,1 + 35,6; 14,3 + 8,4 e
35,9 + 14,3 (Figura 9), respectivamente. J& os ndongos imunizados com rLci2-NT-5R-
CT-NH6/saponina e apresentaram IP de 96,3 £ 988, 2 21,7 e 29,7 = 21,7 (Figura 9);
quando os esplendcitos foram estimulagiogtro com Con A, lisado de. chagas e rLci2-
NT-5R-CT-NH6, respectivamente. Foram observadasg@es dos resultados individuais de
moderada a intensa dos IP nos grupos imunizadosgguho salina quando os esplendcitos
foram estimulados com Con A ou lisado ldechagasi. Além disso, também foram notadas
variacbes intensas dos valores individuais de IB gamupos imunizados quando seus
esplendcitos foram estimulados com as respectivateipas (Figura 9). A comparacao
estatistica entre os grupos ndo mostrou difereacpraliferacdo de esplendcitos cultivados
com Con A ou lisado de. chagasi (ANOVA: p>0,05), porém revelou diferencas entreacad
grupo imunizado e o grupo salina, quando as ceélalasn cultivadas com as respectivas

proteinas recombinantes (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo da proliferacdo de esplendcitosstimuladosin vitro com Con A,
lisado del. chagasiou rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT NH6 em camundongos
imunizados com rLci2-NT-CT-NH6/saponina e rLci2-NT5R-CT NH6/saponina.Grupos

de 6 camundongos BALB/c foram injetados com 3 veezes intervalo de 3 semanas entre
injecdes consecutivas, com 100 pg de rLci2-NT-CTeNéu rLci2-NT-5R-CT-NH6 em
combinagdo com 100 pg de saponina por via subautdde grupos G1 (salina) e G2
(rLci2B-NH6 /saponina) descritos nas Figuras 4, % doram usados como controles.
Esplendcitos dos animais de cada grupo (usadas E03poco), obtidos apés 4 semanas da
ultima dose de imunizacéo, foram estimulaofogitro com Con A a 2,5 pug/mL (por 3 dias),
lisado del. chagas, rLci2-NT-CT-NH6, rLci2-NT-5R-CT-NH6 ou rLci2B-NH& 10 pg/mL
(por 5 dias). Dezoito horas antes da coleta dagdas¢lcada poco foi pulsado com 1 puCi de
timidina [H]3+. Os valores sdo mostrados com iadle proliferacdo. *p<0,05 (ANOVA e
pos-teste de Tukey). Os quadradad (epresentam valores individuais e as linhas) (
representam a média aritmética dos valores.



62

5.4.2.2 PRODUCAO DE IFNy E IL-5

Os resultados das concentracdes de yFNIL-5 em sobrenadantes de esplendcitos
cultivados com Con A, lisado de chagas e rLci2B-NH6 dos grupos de camundongos
injetados com salina ou rLci2B-NH6/saponina foragsatitos na sec¢édo 5.3.2.2. O grupo de
camundongos injetado com salina apresentou baib@wentracbes de [IFN- em
sobrenadantes de esplendcitos cultivados com MEET-NH6 (0,51 £ 0,24) ou rLci2-NT-
5R-CT-NH6 (0,36+0,11). Sobrenadantes de esplergdits grupos de animais imunizados
com rLci2-NT-CT-NH6/saponina ou rLci2-NT-5R-CT-NH@ponina mostraram alta
concentracdo de IFN-em sobrenadantes de esplendcitos estimulados conmAG13,44 +
7,26 e 15,36 £ 12,40 ng/mL) e baixa concentracadFtkey quanto estimulados com as
respectivas proteinas recombinantes (rLci2-NT-CTeN6{41 + 0,02 ng/mL; rLci2-NT-5R-
CT-NH6: 0,41 = 0,01). O grupo de camundongos idetzom salina produziu baixa
guantidade de IL-5 quando seus esplendcitos fordtivados com rLci2-NT-CT-NH6 (0,07
+ 0,01) e rLci2-NT-5R-CT-NH6 (0,07 = 0,01), respeatmente. Os grupos de camundongos
imunizados com rLci2-NT-CT-NH6/saponina ou rLci2-48R-CT-NH6/saponina revelaram
moderada concentracdo de IL-5 em sobrenadantesptenécitos estimulados com Con A
(0,598 + 0,352 e 0,72 £ 0,37 ng/mL) ou baixa e madi@ com as respectivas proteinas
recombinantes (rLci2-NT-CT-NH6: 0,15 + 0,11 ng/miL¢i2-NT-5R-CT-NH6: 0,45 + 0,40),
respectivamente. Observou-se grande variacao deegaindividuais na producéao de IFN-
em todos os grupos de camundongos onde os esptenfacam estimulados com Con A e no
grupo camundongos imunizado com rLci2B-NH6/saponinmndo estimulados com a
respectiva proteina recombinante. Notou-se tambéma grande variacdo nos valores
individuais de IL-5 nos grupos imunizados quandcesglendcitos foram estimulados com
Con A e nos grupos rLci2zB-NH6/saponina e rLci2-NT-BH6/saponina quando
estimulados com as respectivas proteinas. A corg@arastatistica entre os grupos mostrou
uma maior producédo de IL-5 entre o grupo imunizeoio rLci2-NT-5R-CT-NH6/saponina e
o grupo salina (ANOVA e pés-teste de Tukey: **p<),Bigura 10). Além disso, também foi
observada diferenca significante na producédo d& Hos grupos imunizados com rLci2B-
NH6 ou rLci2-NT-5R-CT-NH6 quando os esplendcitosafo estimulados com as respectivas
proteinas recombinante (teste T de Student: p<QF&yra 10).
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Figura 10. Avaliacdo da producédo de IFNy (A e B) e IL-5 (C e D) por esplendcitos
estimuladosin vitro com rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 (A e C) ou Con A
(B e D) em camundongos imunizados com rLci2-NT-CT-N6/saponina e rLci2-NT-5R-
CT-NH6/saponina. Grupos de 6 camundongos BALB/c foram injetados Gowezes, com
intervalo de 3 semanas entre injecdes consecuitoms, 100 pug de rLci2-NT-CT-NH6 ou
rLci2-NT-5R-CT-NH6 em combinagcdo com 100 pg de sapo por via subcutanea. Os
grupos G1 (salina) e G2 (rLci2B-NH6 /saponina) di&se nas Figuras 4, 5 e 6 foram usados
como controles. Esplendcitos dos animais de cagaogusados a 3 x #poco), obtidos apés
4 semanas da ultima dose de imunizacao, foram @atimsin vitro por 48 h com Con A a
2,5ug/mL, lisado dé.. chagas, rLci2-NT-CT-NH6 ou rLci2-NT-5R-CT-NH6 rLci2B-NH&
10 pug/mL. A concentracdo de IFNe IL-5 foi realizada por ELISA de captura seguiseo
protocolo da Pharmingen. *p<0,01 (ANOVA e pés-tede Tukey). Os quadradom)(
representam valores individuais e as linka3 {epresentam a média aritmética.
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5.5 RESPOSTA IMUNE DE CAMUNDONGOS BALB/c IMUNIZADOS COM rLci2B-
NH6 ASSOCIADO A DIFERENTES DOSES DE SAPONINA.

Em nosso laboratério, durante a realizacdo deovaxperimentos, foi observada a
morte de cerca de 2 para cada 40 camundongos BAbhjtados 3 vezes, com intervalo de
21 dias entre duas doses consecutivas, com 108 ggpdnina por camundongo associada ou
ndo com rLci2B-NH6. O problema é que, as vezes,mastes observadas ocorrem,
aparentemente fortuitamente, em um mesmo grupaiengrgal, acarretando uma dificuldade
na analise estatistica de resultados. Visando-terndear se doses menores de saponina
seriam capazes de contribuir para o desenvolvimdateesposta imune a antigenos co-
administrados no mesmo grau de magnitude que 1@$ay para no futuro avaliarem-se se
doses menores de saponina correlacionam-se codugéede mortalidade, no experimento
cujos resultados sé&o descritos a seguir, foramaalza a administragéo de 50 ou 25 pg/dose
de saponina em associagcao com rLci2B-NH6 em cammguodoBALB/c. Dois camundongos
do grupo injetado com 1Q@ foram encontrados mortos 3 dias apos a primesraias apos
a segunda dose de imunizagdo e um camundongapo gue recebeu 3k foi encontrado

morto 4 dias apds a terceira dose de imunizacao.

5.5.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

A avaliacdo da resposta imune humoral foi realizednforme método descrito na
seccdo de Material e Métodos e de maneira semelldastimarizada no primeiro paragrafo
das seccao 5.3.1.

O grupo de camundongos injetados com PBS apresemalores de DO (X + SD)
correspondentes a mensuracdo de anticorpos d& d¢gSse das subclasses IgG2a e IgGl
especificos para rLci2B-NH6 de 0,046 *= 0,003; 0,0660,057 e 0,100 %= 0,024,
respectivamente (Figura 11). Os grupos de camuudoimunizados com a proteina rLci2B-
NH6 em combinagdo com saponina a 1@Q 50 ug ou 25ug por dose exibiram valores
significativamente mais elevados de DO nos engaana determinacdo da concentracao de
anticorpos da classe 1gG (0,828 + 0,094; 0,87826.e 1,593 + 0,131) e das subclasses
lgG2a (0,882 £ 0,060; 0,994 + 0,198 e 1,589 + 0)¥5BG1 (0,740 £ 0,128; 0,879 + 0,174 e
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1,456 = 0,096) reativos a rLci2B-NH6, em comparacam o grupo injetado com PBS
(ANOVA e pés-teste de Tukey, ***p<0,001) (Figura)lA comparacao estatistica entre os

grupos que receberam rLci2B-NH6/saponina néo revdiferenca significante.
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Figura 11. Avaliacdo de anticorpos da classe IgGsibclasses IgG2a e IgG1 especificos
em camundongos imunizados com rLci2B-NH6 e difereas doses de saponin&rupos
de 6 camundongos BALB/c foram injetados com 3 vezes intervalo de 3 semanas entre
injecOdes consecutivas, com PBS ou 100 pg de rLbiBPB-em combinacdo com 100, 50 ou
25 g de saponina por via subcutanea. Ensaios enaimaticos (ELISA) foram realizados
pocos de placas de microtitulacdo sensibilizada®m chci2B-NH6, amostras de soro
coletadas 10 dias ap0s a ultima dose imunizaca@dddd de 1:50.000 (para IgG) 1:150.000
(para 1gG2a e IgGl). ***p<0,001 (ANOVA e poés-testke Tukey) Os quadradoss)(
representam valores individuais e as linka3 {epresentam a média aritmética.
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5.5.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

A avaliagao da resposta imune celular foi realizedaforme a descrigéo feita em
Material e Métodos e de maneira semelhante a spadarino primeiro paragrafo das secc¢des
5.3.2.

5.5.2.1 ENSAIO DE LINFOPROLIFERACAO

O grupo de camundongos injetados com PBS apresentaalor moderado de indice
de proliferacdo (IP) de esplendcitos com um alguam gle variacéao entre valores individuais
dentro do grupo, quando estimuladiositro com Con A (X + SD: 33,8 £ 17,6). Além disso,
o grupo de camundongos injetado com PBS revelooraslbaixos de IP de esplendcitos
estimuladosn vitro com lisado dé.. chagasi (3,2 £ 1,5) ou rLci2B-NH6 (2,6 + 0,7) (Figura
12).

Os grupos de animais imunizados com rLci2B-NH6/sap quando estimulados
com Con A, lisado de. chagas e rLci2B-NH6, respectivamente revelaram valoresRlde
esplendcitos de 16,5 = 6,6; 3,8 £ 2,6 e 6,2 + @@ grupo de 100 pg de saponina/dose,
38,5+38,0;35+£0,4e13,6+12,6 parao grupd@ g de saponina/dose e 54,5 £ 26,9; 2,6
+ 0,9 e 20,1 £ 12,2 para o grupo de 25 pug de sapfiuse (Figura 12). Uma variacao de
moderada a intensa de IP dentro dos grupos forgdu$z no grupo 100 pg de saponina/dose
pela estimulacdo com rLci2B-NH6 e nos grupo 50 peg sdponina/dose e 25 pg de
saponina/dose, em ambos, pela estimulacdo com Con A_ci2B-NH6. A comparacéo
estatistica das médias de indice de proliferac&irmodiferenca significante somente entre o
grupo PBS e o grupo de 25 ug de saponina quandbnaugacéo foi realizada com rLci2B-
NH6 (ANOVA e pGs-teste de Tukey: p<0,05, Figura.12)
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Figura 12. Avaliacdo da proliferacdo de esplendcitoestimuladosin vitro com Con A,
lisado delL. chagasiou rLci2B-NH6 em camundongos imunizados com rLci2BNH6 e
diferentes doses de saponindrupos de 6 camundongos BALB/c foram injetados &m
vezes, com intervalo de 3 semanas entre injecOesecotivas, com PBS ou 100 pg de
rLci2B-NH6 em combinacdo com 100, 50 ou 25 pg deosmma por via subcutanea.
Esplendcitos dos animais de cada grupo (usadas E03poco), obtidos apés 4 semanas da
ultima dose de imunizacéo, foram estimulaofogitro com Con A a 2,5 pug/mL (por 3 dias),
lisado del. chagad, rLci2B-NH6 a 10 pg/mL (por 5 dias). Dezoito hoeages da coleta das
células, cada poco foi pulsado com 1 uCi de tinaidi]3+. Os valores sdo mostrados com
indice de proliferacdo. *p<0,05 (ANOVA e pos-teste Tukey). Os quadradoss)(
representam valores individuais e as linka3 {epresentam a média aritmética.
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5.5.2.2 PRODUCAO DE IFNy E IL-5

O grupo de camundongos injetados com PBS exibiu eaonaentracao de IFiN-alta
quando os esplendcitos foram cultivados na presdm€zon A (X £ SD: 39,50 + 5,55 ng/mL)
e baixa quando as células foram cultivadas na peasg.ci2B-NH6 (0,79 + 0,89). Esse grupo
de animais apresentou uma baixa concentracado @eelinr sobrenadantes de esplendcitos
cultivados com Con A (0,15 + 0,11 ng/mL) ou rLci&B46 (0,03 £ 0,00 ng/mL). Os grupos
de camundongos imunizados com rLci2B-NH6/saponévelaram média de concentracdo
IFN-y e IL-5 em sobrenadantes de esplendcitos progesssivie menores tanto estimulados
por Con A guanto estimulados com rLci2B-NH6, senthores os valores no grupo de 100
pg de saponina/dose (Con A/IRN36,48 + 17,58; rLci2B-NH6/IFN: 25,24 + 4,28; Con A/
IL-5: 0,38 £ 0,22 e rLci2B-NH6/IL-5: 0,82 + 0,48 fmgl), intermediarios no grupo de 50 ug
de saponina/dose (Con A/IFN-29,44 + 14,36; rLci2B-NH6/IFN: 18,94 + 9,93; Con A/IL-

5. 0,27 = 0,14 e rLci2B-NH6/IL-5: 0,35 + 0,16 ngjne menores no grupo de 25 ug de
saponina/dose (Con A/IFN-21,13 £ 12,24; rLci2B-NH6/IFN: 6,41 + 7,21; Con A/IL-5:
0,25 = 0,06 e rLci2B-NH6/IL-5: 0,20 + 0,08 ng/mipbservou-se variagdo moderada a
intensa dos valores individuais da concentracall-Ney em todos 0s grupos que receberam
saponina quando os esplendcitos foram estimuliaciasro com Con A e no grupo de 50 pg
de saponina/dose quando os esplendcitos foram utatios in vitro com rLci2B-NH6.
Também foi observada variacdo intensa dos valodisiduais da concentracdo de IL-5 no
grupo de 100 pug de saponina/dose quando os esptenfiram estimuladom vitro com
rLci2B-NH6. A comparacao estatistica entre as ng&deconcentracdo das citocinas mostrou
que os grupos 100 pg e 50 pg de saponina/dose zimatumaior quantidade de IFNedo
gue os grupos PBS e 25 pg de saponina/dose e pdlde saponina/dose sintetizou maior
guantidade de IL-5 do que os grupos PBS e 25 pgapenina/dose (ANOVA e pos-teste de
Tukey, p<0,05, Figura 13). Os valores de conceatralz IFNy e IL-5 em sobrenadantes de
esplendcitos estimuladds vitro com lisado de.. chagas ficaram abaixo do limite de deteccéo

do ensaio (dados ndo mostrados).
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Figura 13. Avaliacdo da producdo de IFNy (A e B) e IL-5 (C e D) por esplendcitos
estimulados in vitro com rLci2B-NH6 (A e C) ou Con A (B e D) em camundwos
imunizados com rLci2B-NH6 e diferentes doses de sapina. Grupos de 6 camundongos
BALB/c foram injetados com 3 vezes, com intervaéo3Isemanas entre injecdes consecutivas,
com PBS ou 100 pg de rLci2B-NH6 em combinacdo c66 50 ou 25 pg de saponina por via
subcutanea. Esplendcitos dos animais de cada dugamlos a 3 x £poco), obtidos apés 4
semanas da ultima dose de imunizagao, foram esttlosin vitro por 48 h com Con A a 2,5
png/mL, lisado dd.. chagas ou rLci2B-NH6 a 10ug/mL. A concentragdo de IFNe IL-5 foi
realizada por ELISA de captura seguindo-se protodal Pharmingen. *p<0,05 (ANOVA e poés-
teste de Tukey). Os quadrades (epresentam valores individuais e as linka$ fepresentam a

média aritmética.
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho foi avaliada a imunizacdo de cammgaBALB/c com rLci2B-NH6
em combinagcdo com saponina, pcDNA3.1-scmu-IL-12 AEpRcDNA3.1-mu-IL-2 AEL ou
com rLci2B-NH6 em combinacdo com diferentes dogsesaponina (100, 50 ou 25 pg). Além
disso, também foi avaliada a imunizacdo de camuyaBALB/c com a proteina rLci2-NT-
CT-NH6 em combinagdo com saponina.

A proteina recombinante rLci2B-NH6 representa onsmgo da extremidade
carboxila (CT) de uma cinesina tlaishmania chagasi (Burns et al., 1993; Gerald, et al.,

2007, http://www.genedb.orgédigo de acesso do gehenJ14 V3.1180 Oliveira, et al.,

submetido para publicacdo) com uma cauda de &linigd (NH6) na extremidade amina
(NT). Essa proteina possui 5,5 dominios com motiepstitivos de 39 AA (5R) seguidos de
um dominio ndo repetitivo de 76 AA (ver Figura Dentre um grupo de proteinas
recombinantes dé. chagas selecionado a partir de uma mistura de soro de cé®sa
infeccdo natural, rLci2B-NH6 foi escolhida arbiteemente para a avaliacdo do seu potencial
no desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniisceral canina. Além disso, por
razdes mencionadas na seccao de resultados (§ue mmbém serdo mencionadas abaixo,
foi gerada uma proteina recombinante iniciada cai6,Meguida de 701 AA da NT (Burns et
al., 1993; Gerald, et al., 2007) e do segmento re@etitivo de 76 AA da CT da cinesina
(rLci2-NT-CT-NH6, Gerald, et al., 2007;_http://wwyenedb.orgcodigo de acesso do gene

LinJ14_V3.1180;Oliveira, et al., submetido para publicacéo). Feragla ainda uma outra
proteina (rLci2-NT-5R-CT-NH6) para uso como corgrekibindo 5R entre os dominios néo
repetitivos de rLci2-NT-CT-NH6. As proteinas rLcikMBH6, rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-
5R-CT-NH6 foram produzidas er. coli da cepa BL21(DE3)pLysS e, posteriormente,
purificadas através de cromatografia de troca &nf analise dessas proteinas por SDS-
PAGE eWestern blot, realizada com anticorpo anti-histidina, mostraxe @ maior parte da
rLci2B-NH6 estava intacta e as proteinas rLci2-NT-HCH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6
estavam degradadas (Figura 3), provavelmente, aevigrotedlise. A protedlise pode ter
ocorrido durante a producdo dessas proteinas mplasina datE. coli ou durante o
processamento do sedimento bacteriano para agagéfd. Em um experimento realizado, no

qual foram usados inibidores de proteases durapteaessamento do sedimento bacteriano,
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rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 apresentararegiadacao, sugerindo que houve
protedlise durante a producao dentrd=deoli.

Para a realizacdo do experimento visando a adalide I1L-12 e IL-2, a purificacdo do
plasmideo gerou produtos de boa qualidade parmmmisttacdo em camundongos (Figura 4).
Embora ndo tenha sido avaliada concentracao d& B 1L-2, ou mesmo a de IFN-no soro,
para se confirmar a expressdo de cada plasmidesav@mente, ocorreu produgcdo dessas
citocinas apos a administracdo do plasmideo. Ewerarentos prévios realizados em nosso
laboratorio, foi observado um aumento do tamanhdalmp e aumento da concentracdo de
IFN-y no soro de camundongos BALB/c injetados com 5@@@cDNA3.1-scmu-12 AEL
(PINHEIRO, 2007). Além disso, o sobrenadante deulagl COS-7 transfectadas com
pcDNA3.1-mu-IL-2 promoveu proliferacédo de célulabLC-2 (células dependentes de IL-2,
(GILLIS et al., 1998), gerando uma curva dose-resposta (MENDES,. Aldlos né&o
publicados).

Como IL-12 e IL-2 exercem atividade sinérgica nadpcao de IFN+- (KOBAYASHI
et al., 1989, GOLLOB,et al 2000) e, em tese, a combinacédo dessas duas agoooteria
promover respostas predominantemente celulareigeaas simultaneamente administrados
de uma maneira mais eficiente que IL-12 isoladaemd?rteviamente, a tentativa de promover
polarizagcdo para resposta imune Thl em camundoB§a8/c imunizados com rLci2B-
NH6/saponina pela administracdo de doses diferéméegndo 0,4 a 50 pg) de pcDNA3.1-
scmu-IL-12 resultou em insucesso (PINHEIRO, 200W). presente estudo, foi realizada a
avaliacdo de camundongos BALB/c imunizados com2®RdNH6/saponina em combinacéo
com 50 pg de pcDNA3.1-scmu-IL-12 AEL e 50 pg pcDNABwu-IL-2 AEL, a qual,
infelizmente também, resultou em insucesso no quget a inducdo de resposta imune
especifica predominantemente celular.

Pode ser que a inducéo de resposta imune do tipedjh particularmente dificil para
rLci2B-NH6. Outros autores ao imunizarem camundsrgom uma proteina recombinahte
donovani (denominada rORFF), em associacdo a plasmidedicaodio IL-12, observaram
uma resposta imune especifica com producéo deogmie IgG2a e IFN5 fato que ocorreu
em menor ordem de magnitude quando os camundoogas fimunizados somente com
rORFF (TEWARY, 2006)
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Uma outra possibilidade para explicar a ndo indueeposta predominantemente
celular a rLci2B-NH6 seria o fato da combinacéell e IL-2 ter induzido a producéo de
uma grande quantidade de IL-10, citocina capaza®@ver supressao da producéo de 1FN-
(JEANNIN et al., 1996; BASHYAMet al., 2007).

O insucesso na inducao de resposta imune polarpadatipo Thl em camundongos
imunizados com rLci2B-NH6/saponina em combinacadDN&3.1-scmu-IL-12 AEL e/ou
pcDNA3.1-mu-IL-2 AEL poderia estar relacionado ar@sira da rLci2B-NH6, que possui
varios dominios repetitivos. A apresentacdo a aslul auxiliadoras de antigenos com
dominios repetitivos é realizada por linfécitos Boyyavelmente e gera resposta imune
predominantemente do tipo Th2 (GOEal., 2006; LINDELL et al., 2008). Uma estratégia
para determinar se os dominios repetitivos de B-&NB16 eram responsaveis pela inducdo de
resposta imune do tipo Th2 e estariam dificultaagmlarizacdo da resposta imune para Thl,
quando essa proteina recombinante é usada emagssmcom saponina e I1L-12 e/ou IL-2,
seria a producdo de uma molécula recombinante cstmpaclusivamente dos segmentos nao
repetitivos do gene que codifica rLci2B-NH6 (BURNSal., 1993; GERALD, et al., 2007;
http://www.genedb.orgcddigo de acesso do gebhmJ14 V3.1180). Por isso, foi elaborada

uma construcdo plasmideal capaz de produzir a ipeotéci2-NT-CT-NH6 em E. coli
descrita acima. Além disso, para uso como confmlelaboradaima constru¢éo plasmideal
capaz de produzir a proteifaci2-NT-5R-CT-NH6. A imunizagdo de camundongos Bt
com rLci2-NT-CT-NH6/saponina resultou na producde dnticorpos especificos das
subclasses IgG2a e IgG1, com uma proporcao dosegatte densidade Optica obtidos por
ELISA de 0,55, proliferacdo de esplendcitos na reeiséda producdo de IFNe de IL-5,
apos a estimulagdo com rLci2-NT-CT-NH6vitro. J& a imunizagcdo com rLci2-NT-5R-CT-
NH6 levou a uma producdo de anticorpos especifaparentemente, da mesma ordem de
magnitude observada para rLci2-NT-CT-NH6, prolié&a de esplendcitos na auséncia da
producdo de IFN-e producdo de IL-5, apds a estimulagdo com rLA25R-CT-NH6in
vitro. Esses dados indicam uma pequena diferenca essuétados obtidos na imunizagéo
com rLci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 e, infelzente, ndo mostram uma
polarizacdo de resposta imune no grupo injetado dari2-NT-CT-NH6. Como descrito
acima, durante o processo de purificacdo das pesei ci2-NT-CT-NH6 e rLci2-NT-5R-
CT-NH6 provavelmente ocorreu protedlise, que peddevar a destruicdo de epitopos
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apropriados para a apresentacdo a células T CD4+eTé interpretacdo destes resultados
ficou prejudicada. Portanto, em um futuro proxinewds realizados experimentos para se
determinar condicdes para purificacdo de rLci2-NITFNH6 e rLci2-NT-5R-CT-NH6 na
forma intacta para uso em imunizacao.

Interessantemente, Dey e colaboradores, 2008, w@taer que a imunizagdo de
camundongos BALB/c com um fragmento de 330 AA da @8 cinesina (rLvacc) de
Leishmania donovani (Gerald et al.,, 2007; DEY Aet al 2008) resulta na proliferacdo
especifica de esplendcitos e producdo deFblgerindo o desenvolvimento de resposta
imune do tipo Thl.

Em nosso laboratério, durante a realizacdo de vaiperimentos foi observada a
morte de cerca de 5 % dos camundongos injetados1@®mug saponina (FRAGA, 2007;
PINHEIRO, 2007 e dados ndo publicados). Aparentéenem morte dos camundongos
decorre do uso de saponina sem outro fator preakspe associado. Por vezes, a morte de até
dois animais de um mesmo grupo de 6 camundongasbfmrvada, causando um problema
para a comparacdo estatistica de resultados estgrupos. Visando a busca de doses
menores (menos téxicas) capazes de promover edejiovante apropriado, no presente
trabalho foi avaliada a imunizacdo de camundongdd Bc com rLci2B-NH6 em
combinag&o com 100, 50 ou 25 pg de saponina p@&. dosensuracao de anticorpos anti-
rLci2B-NH6 da classe IgG e subclasses IgG2a e lgiséemelhante nos 3 grupos. O grupo
injetado com 25 pg foi o Unico que apresentou f@m@icdo especifica de esplendcitos em
comparagao ao grupo controle negativo (PBS). Issardemente, grupo injetado com 50 pg
de saponina apesar de ndo exibir proliferacdo @&@ede esplendcitos produziu IFNsem
sintetizar em quantidades significativamente maiale IL-5 que o grupo PBS. Ao passo que
0 grupo injetado com 100 pg de saponina produzilwmtpantidade de IFN-e IL-5, em
comparacao ao grupo PBS. No que tange a inducéesgdesta imune celular, talvez, a dose
mais promissora seja a de 50 pg. Durante a redbzdesse experimento foi observada a
morte de um animal do grupo 25 ug 3 dias apésceitardose de saponina.

Saponinas, que séo glicosidios naturais de esésr@d terpenos encontrados em
muitas plantas, sdo capazes de exercer intensdaaliy adjuvante quando administradas
simultanteamente com antigenos (SEtNal., 2009). A partir da extragdo da casca de uma
planta sul-americana chamaQuaillaja saponaria pode se obter uma mistura de saponinas
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denominada Quil A. Quando o extrato Quil A é sulidoets cromatografia de fase reversa
usando o método de cromatografia de alta perforeM@iPLC), varias fracdes distintas séo
obtidas, incluindo QS-7, QS-17, QS-18, and QS-2hds que cada uma das fracbes pode
apresentar diferentes capacidades imunoestimwatéritoxicidade (KENSIlet al., 1991).
Toxicidade resultando em morte de camundongos tamfmé encontrada por Sun e
colaboradores, que relataram a perda de 2 de 5nclomgos injetados com Quil A quando
injetada 100 pg por dose (SWNal., 2010).

Interessantemente, na maioria das vezes Quil Maiaria das suas fracfes tendem a
promover resposta imune mista (Thl e Th2) a amgen-administrados (TADOKOR&
al., 1996; MARCIANI et al., 2003). Contudo, na dependéncia da fragcao de Quifilkxada
como adjuvante separadamente ou em associacdo ubten substancia adjuvante, por
exemplo, monofosforil A, a resposta imune resutgmide ser predominantemente do tipo
Thl (MOOREzet al., 1999; MARCIANI et al., 2003). Por isso, seria interessante testar, no
futuro, fragdes de Quil A associadas ou ndo a nusfiofil A na tentativa de induzir resposta
imune Thl a antigenos recombinantes Ldgshmania chagas selecionados em nosso

laboratorio.
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7 CONCLUSOES

* A adicdo de pcDNA3.1-mu-IL-2 no protocolo de inragdo com rLci2B-
NH6/saponina/pcDNA3.1-scmu-IL-12 ndo promoveu deshd resposta imune
(Th1/Th2) para predominante do tipo Thl em camugdsBALB/c;

* A imunizagdo com rLci2B-NT-CT-NH6/saponina, dentdas condigdes
testadas, ndo foi capaz de induzir resposta imoedominantemente do tipo
Th1l em camundongos BALB/c;

* Dentre as doses de saponina avaliadas (100, 50pg)2para a inducédo de
resposta imune a rLci2B-NH6, a dose deugdoi a Unica que produziu IFN-

na auséncia de producéo de IL-5, comparada cormeatiacao de salina.
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