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RESUMO

RESPOSTA IMUNE EM CAMUNDONGOS BALB/c IMUNIZADOS COM UM
ANTIGENO RECOMBINANTE DE Leishmania chagasi (Lc9), SAPONINA E
INTERLEUCINA-12 (IL-12). CRISTIANE GARBOGGINI MELO DE PINHEIRO.
Em um estudo prévio, cinco antigenos recombinantes de Leishmania chagasi foram
selecionados, através de soro de cdo, para avaliagdo como candidatos a componente de uma
vacina contra leishmaniose visceral canina. Um desses antigenos, denominado Lc9, foi
posteriormente utilizado isoladamente ou em combinagdo com diversos adjuvantes para
imunizar camundongos. Apos a injecdo de Lc9 isoladamente ou em associagdo com
saponina ocorreu indugdo de resposta imune do tipo Th2 ou mista (Th1/Th2),
respectivamente. Interleucina-12 ¢ uma citocina que pode promover o desenvolvimento de
resposta imune do tipo Thl a antigenos co-administrados. No presente trabalho, visando
uma modificacdo adicional da resposta imune a Lc9, de Th1/Th2 para Thl, camundongos
foram injetados com um plasmideo codificando IL-12 murina (pcDNA3.1-scmu-IL-12)
durante a sensibilizacdo realizada com Lc9 e saponina. Grupos de camundongos BALB/c
foram submetidos a trés séries de inje¢des, com 21 dias entre cada duas séries consecutivas,
por via subcutanea, com salina (G1), saponina em salina (G2), Lc9-saponina (G3). Durante
a primeira série de injegdes, os animais receberam 50 pg pcDNA3.1 vazio (G4) ou 50 pg
(G5), 10 png (G6), 2 ng (G7) € 0,4 ng (G8) de pcDNA3.1-scmull-12, por via intramuscular
seguida de eletroporagdo. A resposta imune humoral foi avaliada pela mensuragdo dos
niveis de anticorpos em amostras de soro. A resposta celular foi avaliada por ensaio de
linfoproliferacdo e producao de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-5) por esplendcitos, estimulados
in vitro com antigenos de Leishmania. Todos os grupos de animais que receberam Lc9
produziram anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a reativos ao antigeno recombinante Lc9. Nenhum
dos grupos apresentou resposta linfoproliferativa significante. Contudo, os grupos (G3 a
G7) produziram e todos os grupos que receberam Lc9 (G3 a G8) produziram IL-5. Além
disso, apenas os grupos G4 ¢ G8 apresentaram niveis elevados de produgdo de I1L-4. Esses
resultados sugerem que camundongos imunizados com Lc9 e saponina desenvolvem uma
resposta mista Th1/Th2, e que, nenhuma das doses de plasmideo codificando IL-12 ¢ capaz
de modificar a resposta imune para tipo Th1.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, antigeno recombinante, interleucina-12, imunizagao



vii

ABSTRACT

IMMUNE RESPONSE IN BALB/c MOUSE IMMUNIZED WITH Leishmania chagasi
(Lc9) RECOMBINANT ANTIGEN, SAPONIN AND INTERLEUKIN-12 (IL-12).
CRISTIANE GARBOGGINI MELO DE PINHEIRO. In a previous study, five
Leishmania chagasi recombinant antigens were selected as potential candidates for a canine
vaccine against visceral leishmaniasis. One of these antigens, named Lc9, was injected in
mice associated with different adjuvants. Mice that were injected with the Lc9 antigen
alone or Lc9-saponin induced a Th2 or mixed Th1/Th2 immune response, respectively.
Interleukin-12 is a cytokine able to induce a Thl immune response to co-administrated
antigens. In this work, aiming to assess an additional modification of the immune response
to Lc9, from Th1/Th2 to Thl, groups of BALB/c mice were injected with a plasmid
encoding murine IL-12 (pcDNA3.1-scmu-IL-12) during Lc9-saponin treatment. The
animals received three injection series at 21-day intervals with saline(G1), saponin in saline
(G2) and Lc9-saponin (G3). In the first serie of injections, a single dose of an empty
plasmid (pcDNA3.1) (G4) or different amounts 50 pg (GS5), 10 pg (G6), 2 ng (G7) or 0,4
png (G8) of a plasmid encoding single-chain murine IL-12 (pcDNA3.1-scmu-IL-12) was
administered. The plasmid DNA was injected intramuscularly, followed by electroporation
while saline, saponin in saline and Lc9 were injected subcutaneously. After treatment,
specific IgG, IgGl, IgG2a antibodies reactive to Lc9 were measured by ELISA. The
cellular immune response was assessed by lymphoproliferative response and cytokine
production. All groups that were injected with Lc9 developed specific IgG, IgG1 and IgG2a
antibodies reactive to recombinant antigen Lc9. Neither of the groups had a significant
lymphoproliferative response. However, the production of IFN-y was observed in the
groups (G3 to G7) and IL-5 in all groups that received Lc9 (G3 to G8). Moreover, only G4
and G8 groups presented high IL-4 production. These results suggest that mice that were
injected with Lc9-saponin develop a mixed Th1/Th2 response. Nevertheless, administration
of a plasmid enconding murine IL-12, whatever amount used, do not change the immune
response to Th1 type.

Keywords: Visceral leishmaniasis, recombinant antigen, interleukin-12, immunization
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA

As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania. A leishmaniose visceral (LV), que ¢ a forma mais grave das leishmanioses, ¢
causada, na maioria das vezes, por uma das seguintes espécies: Leishmania donovani,
Leishmania infantum e Leishmania chagasi (LAINSON et al., 1987).

Epidemiologicamente, a LV pode ser classificada em dois tipos que sao
denominados antroponotico e zoonotico. A LV do tipo zoondtico ¢ endémica em varios
paises da Bacia Mediterranea, em paises do Oriente Médio e no Brasil (DESJEUX, 2001).
O cdo ¢ considerado o principal reservatorio no ciclo doméstico do parasito (DEANE;
DEANE, 1954; LAINSON; SHAW, 1987; MORENO-ALVAR et al., 2002).
Historicamente, as espécies de Leishmania que causam a enfermidade nas areas geograficas
no Velho Mundo e do Novo Mundo foram denominadas, respectivamente, de Leishmania
infantum e Leishmania chagasi (NICOLLE, 1908; CUNHA; CHAGAS, 1937). Alguns
autores, no entanto, acreditam que Leishmania infantum e Leishmania chagasi sao
geneticamente indistinguiveis uma da outra e, por isso, as consideram como uma s6 espécie
(MAURICIO et al.1999; MAURICIO et al., 2000; LUKES et al., 2007).

Os protozoarios do género Leishmania sdo transmitidos, na maioria das vezes, de
um individuo para outro através da picada dos insetos vetores pertencentes ao género
Phlebotomus e Lutzomyia, encontrados no Velho ¢ no Novo Mundo, respectivamente
(LAINSON et al, 1977).

A LV ¢ considerada um grave problema para a satide publica (BRASIL, 2003). Isso
decorre do fato de que, a enfermidade ¢ potencialmente fatal caso ndo seja instituido o
tratamento adequado. Além disso, nas ultimas décadas, tem ocorrido aumento no nimero
de pessoas e da extensdo de dareas geograficas afetadas por leishmaniose visceral
(DESJEUX, 2001).

As medidas preconizadas para o controle dessa enfermidade sdo onerosas e
laboriosas para serem mantidas de forma sistematica por um tempo prolongado,
provavelmente necessario, para que sejam efetivas.

Nas areas endémicas de LV, a percentagem de cades que adquirem a infec¢do natural

pode ser muito elevada, podendo mesmo atingir cerca de 80 % da populagdo desses animais
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(BERRAHAL et al., 1996; SOLANO-GALLEGO et al. 2001; COURTENAY et al.,

2002). Além disso, uma parcela de cerca de 10 % dos cdes desenvolve manifestacdes
clinicas apds a aquisi¢ao da infec¢do, que podem incluir linfadenopatia, lesdes cutaneas,
perda de peso, anormalidades nas unhas, esplenomegalia, uremia, lesdes oculares, anorexia,
epistaxe e diarréia (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999). Quando caes
enfermos sao submetidos ao tratamento farmacoldgico, que provavelmente resulta na
redugdo da carga parasitaria, apesar de nao promover a esterilidade da infeccao,
desenvolvem cura clinica. No entanto, a cura clinica ¢ transitoria, sendo que apds a
interrup¢do do tratamento, habitualmente, os cdes apresentam recaida da doenga
(SLAPPENDEL & TESKE, 1997; MORENO et al. 1999; RHALEM et al., 1999;
BANETH & SHAW, 2002). Além disso, apos algumas séries sucessivas de tratamento, que
¢ geralmente realizado com os mesmos quimioterdpicos usados na terapéutica humana,
in6culos de Leishmania resistentes aos farmacos podem ser selecionados (GRAMICCIA, et
al, 1992). Pelas razdes apontadas acima, leishmaniose visceral canina representa um grave
problema em Medicina Veterinaria.

Uma alternativa para o controle de LV do tipo zoondtico, no homem e no cao,
poderia ser o uso de uma vacina contra LV canina (TESH, 1995; DYE, 1996). Idealmente,
tal vacina deveria ser capaz de: a) impedir a aquisi¢ao da infeccao pelos caes ou b) apds a
aquisicdo da infeccdo, prevenir ou reduzir substancialmente a transmissao do parasito de
cdes para o flebotomo e, c) prevenir o desenvolvimento de doenca nesses. Infelizmente, até
o momento, ndo ha uma vacina que tenha sido suficientemente avaliada e apresente as
propriedades indicadas acima.

As informagdes disponiveis na literatura sugerem que a resposta imune capaz de
controlar a infec¢do por Leishmania no homem, no camundongo e no cdo ¢ uma resposta
celular, na qual hé produgdo de interferon gama (IFN-y) e metabdlitos do oxido nitrico ou
oxigénio (PINELLI et al. 1994, GHALIB et al. 1995, RIBEIRO-DE-JESUS et al. 1998).
Portanto, provavelmente, para que uma vacina seja capaz de induzir resisténcia contra a
infecgdo, ela deve promover uma resposta imune eficiente e do tipo Thl contra a
Leishmania.

Em estudos prévios realizados em nosso laboratério, alguns antigenos

recombinantes (Lc9, Lcl2, Lcl3, Lcl4, Lcl6, Lcl8 e Le30), naturalmente imunogénicos
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para o cdo, codificados por cinco diferentes genes, foram selecionados a partir de uma

biblioteca de cDNA de Leishamania chagasi (TEIXEIRA et al, 2007). A resposta imune
induzida pelo antigeno Lc9 isoladamente ou em associacdo com adjuvantes compativeis
com o uso no cdo foi avaliada em camundongos BALB/c. Os resultados desse experimento
mostraram que Lc9, isoladamente, induz resposta imune do tipo Th2 e que apenas a
saponina, um dos adjuvantes avaliados, promovia uma resposta imune mista (Th1/Th2)
(FRAGA, 2007).

A IL-12 ¢ uma citocina produzida principalmente por células apresentadoras de
antigeno profissionais (células dendriticas, macréfagos, mondcitos e linfocitos B) e
neutréfilos (WATFORD et al., 2003) que exibe vérias atividades funcionais, incluindo a de
promover a diferenciacdo de células T CD4+ virgens para células do tipo T CD4+ Thl
(HSIEH et al., 1993).

Viarios autores demonstraram que IL-12 pode favorecer o desenvolvimento de
resposta imune do tipo Th1l quando co-administrada com antigenos (AFONSO et al., 1994;
YAMAKAMI et al., 2001; TEWARY et al., 2007).

No presente trabalho, camundongos BALB/c foram imunizados com a combinag¢do
Lc9 e saponina em associacdo com diferentes doses de um plasmideo codificando IL-12
murina visando a definicao de condi¢des apropriadas para a indugdo de uma resposta imune
especifica predominantemente ou exclusivamente do tipo Thl. O conhecimento de
condicdes apropriadas para a inducdo desse tipo de resposta imune através do uso de I1L-12,
provavelmente, seria Util no planejamento de experimentos de imunizagdo de cdes com o

objetivo de se desenvolver uma vacina contra leishmaniose visceral.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

2.1.1 Consideragdes gerais sobre a leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) ¢ causada por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae ¢ ao género Leishmania (RIOUX et al., 1990).
As espécies que, mais freqiientemente, causam a doenga, Leishmania donovani, Leishmania
infantum e Leishmania chagasi, formam o complexo donovani (LAINSON ef al., 1987,
MURRAY et al., 2005). Embora com menor freqiiéncia, outras espécies de Leishmania
(Leishmania amazonensis e Leishmania tropica) também podem causar a doenca
(MURRAY et al., 2005).

A Leishmania donovani causa uma antroponose distribuida principalmente no
subcontinente Indiano, na Asia e na Africa enquanto que a Leishmania infantum, ou
Leishmania chagasi, causa uma zoonose que afeta especialmente a Bacia Mediterranea, a
regido central e o sudoeste da Asia, além da América do Sul (DESJEUX, 2001). Cerca de
90 % dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em cinco paises: India, Nepal,
Bangladesh, Sudao e Brasil (WHO, 2002).

Protozodarios das espécies do género Leishmania sao heteroxénicos e necessitam de
um animal invertebrado e outro vertebrado para completarem seu ciclo de vida. Durante um
repasto sanguineo realizado pelo fleb6tomo em um hospedeiro vertebrado infectado, que na
forma zoondtica da leishmaniose visceral pode ser o cdo, o parasito pode ser adquirido pelo
inseto. No tubo digestivo do inseto, o protozoario se transforma e passa a exibir a forma
flagelada denominada promastigota. Tal forma se adere as vilosidades das células
intestinais e passa por um processo de multiplicacdo e mudangas bioquimicas, resultando
em formas infectivas chamadas promastigotas metaciclicas (RITTIG; BOGDAN, 2000).
Quando o inseto vetor faz um novo repasto sanguineo, promastigotas metaciclicas podem
ser depositadas na derme do hospedeiro vertebrado, que pode ser o homem ou o cdo. No
hospedeiro vertebrado, o parasito pode penetrar em macrofagos, alojar-se dentro de
organelas denominadas fagolisosomas, transformar-se em amastigota, que ¢ uma forma sem

flagelo evidente a microscopia Optica, e multiplicar-se. A partir dai, provavelmente no
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interior de células, os parasitos podem disseminar-se para 6rgdos ricos em células do

sistema fagocitico mononuclear, como por exemplo, baco, figado, medula 6ssea e
linfonodos (HANDMAN, 2001; BRASIL, 2003, MC ADAM; SHARPE, 2005).

A Leishmania ¢ transmitida ao homem pela picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae e sub-familia Phebotominae, conhecidos comumente como flebotomineos,
sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie transmissora da Leishmania chagasi no
Brasil (LAINSON et al., 1977). Recentemente, no Estado de Mato Grosso do Sul, uma
outra espécie, Lutzomyia cruzi, vem sendo apontada como responsavel pela transmissdao do
parasito (BRASIL, 2003).

Existe uma concordancia generalizada na literatura cientifica que o cdo doméstico
(Canis familiaris) representa o principal reservatério da L. infantum ou L. chagasi.
Acredita-se que a L. chagasi ¢ mantida em comunidades urbanas e peri-urbanas através de
um ciclo cado-inseto-cio (WHO EXPERT COM, 1990, MORENO et al, 2002). Em areas
endémicas, a percentagem de caes naturalmente infectados pode ser muito elevada,
podendo atingir a cifra de 80 % (BEHARRAL et al., 1996; SOLANO-GALEGO et al.,
2001 e QUINNEL et al., 2001). Experimentos nos quais caes infectados sdo expostos a
flebotomos, a transmissdo do parasito para o inseto vetor do género Phlebotomus ou
Lutzomyia ocorre com grande freqiiéncia (KILLICK-KENDRICK et al, 1994; MOLINA et
al,, 1994; GUARGA et al., 2000; TRAVI et al, 2001; COURTENAY et al, 2002,
MICHALSKY et al, 2007). Além do cdo, em ambiente silvestre no Brasil, duas espécies
de raposa a Lycalopex ventulus e Cerdocyon thous e uma de marsupial Didelphis
marsupialis sdo consideradas como reservatorios do parasito (PARANHOS-SILVA et al.,

1996; BRASIL, 2003; CABRERA et al., 2003).

2.1.2 Aspectos clinicos e laboratoriais

- No homem

Apds a inoculagdo do parasito pelo flebétomo na derme do homem, na dependéncia

de varios parametros, como idade, estado nutricional, fatores genéticos, resposta imune

inata e resposta imune adquirida, pode se estabelecer uma forma de infecgdo assintomatica,



17
oligossintomatica ou polissitomatica, essa ultima referida como a forma classica da LV

(MURRAY et al.,, 2005). Além disso, fatores genéticos do parasito devem contribuir para o
tipo de desfecho que a infeccdo pode ocasionar no hospedeiro. Enquanto que a forma
assintomatica pode passar completamente desapercebida e muitos casos da forma
oligossintomatica podem evoluir para cura espontanea (PAMPIGLIONE et al., 1975,
BADARO et al., 1986), a forma classica ¢ habitualmente fatal, caso nio seja aplicado o
tratamento especifico. Os individuos que desenvolvem a forma clédssica da LV podem
apresentar vdarias manifestagcdes clinicas, incluindo febre prolongada, perda de peso,
anemia, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenomegalia e sangramento espontaneo
(EVANS et al., 1985; PEARSON et al., 2000).

O desenvolvimento das manifestagdes clinicas na LV esta relacionado a
incapacidade do hospedeiro em controlar a multiplicacdo dos parasitos nas células do
sistema fagocitico mononuclear e pela instalagio de um processo inflamatorio cronico
ineficaz em varios 6rgaos (ASHFORD, 2000).

Os achados laboratoriais que costumam ser encontrados em pacientes com a forma
classica da  enfermidade sdo  eritropenia, leucopenia e  plaquetopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (HANDMAN, 2001; GUERIN et al., 2002;
WILSON et al., 2005; GARG; DUBE, 2006). A hipergamaglobulinemia provavelmente
decorre de ativagdo policlonal de linfocitos B que produz grandes quantidades de

anticorpos (GALVAO-CASTRO, 1984).

- No cao

O cdo, quando ¢ naturalmente inoculado com o protozoario, tal como o homem,
também pode exibir uma das trés formas clinicas da doenga: assintomatica,
oligossintomatica e polissintomatica (LANOTTE et al., 1979; POZIO et al., 1981;
ABRANCHES et al., 1991; MORENO et al., 1999) Provavelmente, varios aspectos
relacionados ao cdo, incluindo idade, estado nutricional, fatores genéticos e imunologicos
(MORENO; ALVAR, 2002, QUINNEL et al., 2003) e fatores relacionados a cepa do
parasito influenciam na evolucdo da infecg¢do nesse animal. Os animais que desenvolvem a

forma polissintomatica, considerada como forma classica da LV canina, apresentam,
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principalmente, os sinais e sintomas descritos a seguir: lesdes cutaneas (perda de pelo,

descamacdo e ulceragdo); perda de peso; linfadenomegalia, lesdes oculares, epistaxe,
apatia, anemia, insuficiéncia renal, onicogrifose e diarréia (CIARAMELLA et al., 1997,
KOUTINAS et al., 1999; FERRER, 1999) Os achados clinico-patologicos mais
freqiientemente observados no cdo sdo: eritropenia, plaquetopenia, neutrofilia,
hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e uremia (CIARAMELLA et al., 1997;
KOUTINAS et al., 1999).

2.1.3 Aspectos gerais da imunidade contra protozodrios do complexo Leishmania donovani

A resposta imune contra protozodrios do complexo Leishmania donovani tem sido
estudada em seres humanos e em cdes. Devido as limitagdes éticas e a complexidade para
se realizar experimentos no homem e no cdo e para compreender-se a interagdo entre
sistema imune do hospedeiro vertebrado e o parasito, varios pesquisadores procuraram
identificar um modelo animal apropriado. Dentre os animais utilizados como modelo para a
obtengdo de informacdes sobre as interagdes mencionadas, o mais estudado ¢ o
camundongo (KAYE et al., 2004).

A resposta contra patdgenos que invadem organismos vertebrados, em especial os
mamiferos, pode ser dividida em imune inata e resposta imune adquirida. A resposta imune
inata, que conta com a participagdo células como neutréfilos, células “natural killers (NK)”,
macrofagos, células dendriticas, deve participar no combate inicial assim que o protozoario
¢ inoculado na derme. Essas células podem promover o controle da multiplicagdo do
parasito ou produzir citocinas capazes de influenciar o tipo de resposta imune adquirida
que, mais tarde, serd desenvolvida contra o patégeno (STENGER; ROLLINGHOFF, 2001).

Durante a evolugdo o sistema imune de mamiferos desenvolveu duas estratégias
diferentes para lidar com patogenos que invadem e residem dentro de células (patogenos
intracelulares, por exemplo: algumas bactérias, protozoarios e virus) e patégenos que vivem
extracelularmente, ou seus produtos, e que podem circular no interior do organismo (por
exemplo: algumas bactérias, toxinas bacterianas e virus). A resposta dirigida contra
patdgenos intracelulares ¢ denominada reposta imune celular enquanto que a resposta

imune contra elementos extracelulares é chamada de humoral.
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Mosmann et al. (1986) ao avaliarem a producdo de citocinas de clones de

células T CD4 + (células T auxiliadoras) estimulados por antigenos ou por concanavalina A
(Con A) descobriram que essas células poderiam ser classificadas em dois tipos que
denominaram Thl e Th2. Os linfécitos do tipo Thl produzem IFN-y, interleucina (IL)-2,
IL-3, fator estimulador de col6nias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF), e fator de
necrose tumoral beta (TNF-B) e sdo responsaveis pela imunidade celular, por reagdes
inflamatoérias, e também, pela producao de anticorpos da classe IgG2a. Por outro lado, os
linfocitos do tipo Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e sdo responsaveis pela
imunidade humoral e reacdes alérgicas (MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Ap6s inoculagdo do protozoario do complexo Leishmania donovani, provavelmente,
na dependéncia da resposta imune inata e do tipo de resposta imune adquirida
(CARVALHO et al., 1992), o ser humano ou o cido pode desenvolver desde uma forma
inaparente da infeccdo até uma enfermidade sistémica grave.

Infelizmente, pouco se conhece sobre a atuacdo das células responsdveis pela
resposta imune inata nos tecidos de seres humanos ou em cées apds a infeccao. Entretanto,
estudos em camundongos mostram que em uma fase inicial da infec¢do a multiplicacao
parasitaria no interior de células fagociticas pode ser, em parte, controlada geneticamente
contando com a participagdo de um gene (Sc//41, antigo Nramps1) envolvido no controle
da infeccdo parasitaria (VIDAL et al, 1995). Esse gene codifica uma proteina
transportadora de ions, localizada na membrana de fagolisossoma de macrofagos.
Polimorfismos presentes em Scll4] ja foram relacionados com a susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenga no homem e no cao (ALTET et al., 2002; MOHAMED et al.,
2004).

No camundongo, a resposta imune inata pode ter importante papel no controle da
infec¢do por parasitos do complexo L. donovani, (KAYE et al., 2004). Participam desse
tipo de resposta células como neutrofilos, células natural killer (NK), macrofagos, células
dendriticas (NATHAN et al., 1983). A atividade leishmanicida é depende da capacidade
dos macréfagos em produzir radicais de oxigénio e nitrogénio toxicos em resposta ao IFN-y
produzido principalmente por células células NK e, mais tarde, por células TCD4+ Thl,

(BARRAL-NETTO et al.., 1998; GRADONI, 2001).
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A resposta imune tipo Thl, ou a predomindncia dos efeitos das citocinas

produzidas por células T auxiliadoras Thl, ¢ exibida por seres humanos e cdes que
desenvolvem a forma assintomdtica da leishmaniose visceral (PINELLI et al. 1994,
RIBEIRO-de-JESUS ef al. 1998). Se, apos a infeccdo pela Leishmania, linfocitos TCD4+
do tipo Thl sdo estimulados, ocorre a produgdo predominante de IFN-y, com conseqiiente
ativacdo do macréfago e destruigdao do parasito (MURRAY; NATHAN, 1999). Além disso,
hipersensibilidade cutanea tardia e resposta linfoproliferativa, frente a estimulacdo com
antigenos de Leishmania foram observadas em seres humanos (DE ANDRADE et al.,
1982; CARVALHO et al, 1992, D’OLIVEIRA JUNIOR et al, 1997), assim como em caes
infectados natural ou experimentalmente com L. chagasi (PINELLI et al.,, 1994; RHALEM
etal., 1999).

Ja& os individuos que desenvolvem a doenca tendem a apresentar uma resposta
imune do tipo Th2 ou a predominéncia da atividade de citocinas produzidas por células T
CD4+ Th2 (CARVALHO et al., 1985; GHALIB et al., 1993; SUNDAR et al., 1997). Neste
tipo de resposta, ocorre uma predominancia da producao endogena de IL-10 e IL-4 sobre o
IFN-y, além de uma ativacdo policlonal das células B, o que leva a uma
hipergamaglobulinemia (KHARAZMI et al., 1999).

Linhagens de camundongos podem ser classificadas como susceptiveis (BALB/c e
C57BL/6) ou resistentes (CBA, C3H/Hel) a infec¢do por protozoario do complexo L.
donovani (KAYE et al., 2004). Embora as linhagens de camundongo susceptiveis nao
cheguem a apresentar uma forma grave da doenga tal como pode ocorrer em casos humanos
ou caninos, o estudo da resposta imune nesse animal pode contribuir na elucida¢do da
participagdo de fatores e mecanismos imunologicos que participam e influenciam os
desfechos clinicos conseqiientes a infec¢ao.

Apods a infeccdo experimental com L. chagasi em camundongos de linhagem
susceptivel, os animais desenvolvem parasitismo no figado e no bago de forma diferente.
Formas amastigotas do parasito se multiplicam rapidamente nas 4 primeiras semanas apos a
infeccdo, quando entdo caem substancialmente na oitava semana. Entretanto, a
multiplica¢do dessas formas no bago ocorre mais tardiamente e se mantém por um longo

periodo de tempo (WILSON; WEINSTOCK, 1996).
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Estudos realizados em células imunes isoladas em granulomas presentes no

figado de camundongos, no estagio inicial da infec¢ao por L. chagasi, t€m demonstrado um
defeito local na produgdo de IFN-y devido a fatores soluveis liberados no sobrenadante da
cultura de esplendcitos. No entanto, existe uma ampla produg¢do de IFN-y antigeno
especifico por esplendcitos dos mesmos animais (WILSON; WEINSTOCK, 1996). Fatores
imunossupressores, como por exemplo TGF-f, tem sido associado a essa inibi¢do, uma vez
que a utilizacdao de anticorpos neutralizantes para TGF-P revertem a inibi¢ao da produgao
de IFN-y (WILSON et al., 1998). No bago, a persisténcia do parasitismo esta associada a
desagregagdo de arquitetura e a falta de formacdo de granulomas, provavelmente,
conseqiientes a producao exagerada de TNF, além da sintese de IL-10 e TGF-B nesse 6rgao

(WILSON et al., 1998; KAYE et al., 2004).

2.2 O uso da interleucina-12 como agente modulador da resposta imune contra a

Leishmania

A interleucina-12 (IL-12) ¢ uma citocina que foi inicialmente caracterizada por
Kobayashi e colaboradores (1989) e, posteriormente, clonada a partir de células B
transformadas com virus Epstein-Barr (GUBLER et al., 1991). A IL-12 ¢ uma proteina
heterodimérica, com mobilidade relativa correspondente a 70-75 kDa (p70), composta pelas
subunidades p35 e p40. Essas subunidades sao codificadas por dois genes, distintos entre si,
e localizados em cromossomos diferentes. O heterodimero p70 estimula a produgdo de
IFN-y por células “natural killer” (NK), promove diferenciacdo de linfocitos T CD4+ em
c€lulas Thl produtoras de IFN-y, além de aumentar a atividade citolitica de células NK
ativadas e de linfocitos T CD8+ (KOBAYASHI et al.,, 1989). A IL-12 ¢ produzida,
principalmente, por células apresentadoras de antigeno (macrofagos, células dendriticas e
linfocitos B) e por neutrofilos (TRINCHIERI, 2003).

A identificagdo de IL-12 como elemento chave no desenvolvimento de resposta
imune celular do tipo Thl levou ao uso desta citocina como agente imunomodulador da
resposta imune e como adjuvante em formulagdes candidatas a vacina (HEINZEL et al.,
1993; AFONSO et al, 1994; STOBIE et al., 2000; YAMAKAMI et al., 2001; LUCAS;
HELLER, 2001; SALDARRIAGA et al., 2006; TEWARY, et al., 2006).
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Camundongos BALB/c, que receberam IL-12 murina recombinante durante a

primeira semana da infeccao experimental com L. major, apresentaram uma resposta imune
protetora, com controle da multiplicagdo do parasito, aumento da producao de IFN-y e
reducdo da producdo de IL-4 por esplenodcitos estimulados in vitro por antigenos
parasitarios (HEINZEL et al., 1993).

De forma semelhante, a resposta imune gerada em camundongos BALB/c injetados
com extrato de antigenos soluveis de L. major e a IL-12 na forma de proteina foi
caracterizada pela produgao de IFN-y e auséncia de sintese de IL-4 em células do linfonodo
drenante. Os niveis de IFN-y encontrados nas culturas de células desses animais foram até
maiores do que os observados em animais pertencentes a linhagem C3H/HeN, resistente a
L. major, injetados com extrato de antigenos soliveis de Leishmania. Por outro lado, os
grupos de camundongos BALB/c controles negativos, que receberam apenas IL-12 ou
somente extrato de antigenos, produziram pequenas quantidades das citocinas (IFN-y e IL-
4) e uma resposta do tipo Th2, respectivamente (AFONSO et al., 1994) .

Yamakami et al. (2001) induziram uma resposta imune protetora em camundongos
BALB/c contra leishmaniose ao administrarem, uma semana antes da inoculacdo dos
animais com os parasitos vivos, extrato de antigenos soluveis de L. major e 10 pg de
plasmideo codificando IL-12 murina (pCAGGS-IL-12). Os animais injetados com a
combinagdo, extrato de antigenos e pPCAGGS-IL-12, desenvolveram uma resposta tipo Thl,
que foi demonstrada pela producao de IFN-y e produgdo predominante de IgG2a, quando
comparados com animais que receberam plasmideo vazio (pCAGGS) e extrato de
antigenos ou apenas pCAGGS-IL-12.

Realizando experimentos em camundongos BALB/c, Tewary e colaboradores,
(2006) observaram que a administracdo de um antigeno recombinante de L. donovani
“recombinant open reading frame F” (rORFF) e um plasmideo codificando IL-12 murina
(VR-IL-12) promoveu uma resposta imune protetora contra leishmaniose visceral
experimental mais intensa que a obtida com a imunizag¢do usando-se somente rORFF. A
resposta imune observada pela administragdo de rORFF e VR-IL-12 foi caracterizada por
um aumento da resposta linfoproliferativa alem de produgdo de: IFN-y, anticorpos da

subclasse IgGG2a e baixos niveis de IL-4. Como a administragdo de apenas rORFF resultou
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em uma resposta mista Th1/Th2, a associacdo de rORFF a VR-IL-12 resultou em um

desvio na dire¢ao de uma resposta imune do tipo Th1 (TEWARY et al., 2006)

Recentemente, nosso grupo demonstrou que células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) de cdes naturalmente infectados com L. chagasi aumentam a expressao
de RNAm de IFN-y quando cultivadas na presenga de IL-12 canina recombinante de cadeia
unica, mesmo na auséncia de estimulo antigénico adicional (DOS SANTOS et al., 2004).
Além disso, Strauss-Ayali et al. (2005), observaram que a estimulagdo de CMSP de caes,
naturalmente ou experimentalmente infectados por Leishmania infantum com IL-12 canina
recombinante restaurou ou promoveu aumento da resposta proliferativa especifica e da
producao de IFN-y. Finalmente, Saldarriaga et al. (2006) demonstraram que a
administracao de um plasmideo codificando IL-12 (VR1051-1L- 12p40-linker-p35) em caes
induziu aumento da expressao de [IFN-y em CMSP no plasma.

Os dados mencionados acima sugerem que IL-12 pode promover a proliferacao de
linfécitos T CD4+ e a diferenciacao dessas células para CD4+ do tipo Thl.

Em experimentos prévios, realizados em nosso laboratorio, a injecdo de uma
proteina recombinante de Leishmania chagasi (Lc9) ou a injecdo de Lc9 e saponina,
induziu, em camundongos BALB/c, uma resposta imune do tipo Th2 e mista (Th1/Th2),
respectivamente (FRAGA, 2007). Visando avaliar a capacidade de IL-12 em promover
desvio de uma resposta Th1/Th2 para uma resposta Thl, foi realizado o presente estudo, no
qual diferentes quantidades de um plasmideo codificando IL-12 murina (pcDNA3.1-scmu-
IL-12) foram utilizadas, em associagdo com Lc9 e saponina, em um protocolo de

imunizag¢ao em camundongos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Definir condi¢des apropriadas para indugdo de resposta imune do tipo Thl, a fim de
contribuir para o desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniose visceral canina
3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a resposta imune de camundongos BALB/c injetados com um antigeno
recombinante de Leishmania chagasi (L.c9), saponina e diferentes doses de um plasmideo

codificando IL-12 murina , no que diz respeito a:

» Producdo de anticorpos especificos da classe IgG e das subclasses IgG2a e

IgGl;

» Resposta proliferativa de esplenocitos, apos estimulago especifica in vitro;

» Produgdo de citocinas (IFN-gama, IL-4 e IL-5) por esplendcitos, apos

estimulagdo especifica in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Antigenos

4.1.1 Obtengao de lisado de Leishmania chagasi

Para realizacdo de ensaios imunologicos (de linfoproliferacdo e para producao de
citocinas), antigenos de Leishmania chagasi da cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2 foram
utilizados sob forma de lisado de promastigotas.

Previamente, exemplares da cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2 foram isolados de
tecido esplénico de um paciente com quadro clinico de leishmaniose visceral e residente em
Jequi¢ — Bahia. O material obtido do bago foi incubado com meio de cultivo e, apds
proliferacdo, a suspensdo dos protozodrios foi armazenada em nitrogénio liquido
Posteriormente, essa cepa de Leishmania foi caracterizada (Paranhos-Silva et al., 2001).
Desde entdo, a cepa vem sendo mantida no laboratorio através de passagens sucessivas em
meio de cultivo Schneiders (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) ou em hamsters.

Para a obtencdo de promastigotas, no presente trabalho, um fragmento de bago de
hamster infectado foi macerado e, em seguida, incubado em meio de cultura Schneider
(Sigma-Aldrich), pH 7.2, suplementado com 20 % de soro bovino fetal inativado (SBF,
Gibco BRL Life Technologies, EUA). A suspensdo de promastigotas resultante foi
incubada a 24° C até o final da fase de crescimento logaritmico ou inicio da fase
estacionaria. ApoOs passagens sucessivas, cada vez em volumes maiores de meio de cultivo,
as promastigotas foram lavadas trés vezes com cloreto de sddio a 0,9 %. Apds a lavagem,
os protozoarios foram centrifugados a 3.500 rpm, a 4 °C, por 10 minutos. Os protozodarios
do ultimo sedimento foram ressuspensos em cloreto de sddio a 0,9 % e armazenados a -20
°C até o momento do uso. Posteriormente, os protozoarios da suspensdo foram submetidos
a lise por sonicacao (cinco pulsos de 40 Hz, com 45 segundos de duragdo em cada pulso e
com 60 segundos de intervalo entre cada dois pulsos consecutivos, realizada sob o gelo),
usando-se um aparelho Ultrasonic Processor (PGC Scientifics, Gaithersburg, Maryland,
EUA). A concentracdo protéica do lisado foi mensurada pelo método de Bradford

(BRADFORD, 1976) e aliquotas foram armazenadas a -20 °C até o momento do uso.
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Para a obtencdo de material estéril para uso em ensaios celulares, aliquotas do

lisado de Leishmania foram submetidas a irradiagdo gama, 60.000 rads sob o gelo, usando-
se irradiador IBL 437C (CIS Bio International, Gif-Sur-Yvette Cedex, Franca), antes de

serem armazenadas a -20 °C.

4.1.2 Obtengao do antigeno recombinante de Leishmania chagasi (Lc9)

Previamente, em nosso laboratério, visando a sele¢do de antigenos recombinantes
de Leishmania chagasi a serem avaliados como candidatos a componentes de uma vacina
contra leishmaniose visceral canina, uma biblioteca de cDNA da forma amastigota de L.
chagasi (cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) foi construida em fago lambda (ZAP Express,
Stratagene, La Jolla, CA, EUA). A partir de uma triagem inicial da biblioteca, 30 clones de
fagos recombinantes contendo segmento de cDNA de L. chagasi foram selecionados pela
reatividade das proteinas recombinantes produzidas com anticorpos de uma mistura de
soros de caes naturalmente infectados por L. chagasi, apresentando resposta imune humoral
e celular especifica (TEIXEIRA et al, 2007).

Os fagos selecionados foram submetidos a excisdo para a obten¢do dos plasmideos
recombinantes correspondentes (pBK-CMV contendo insertos de cDNA de L. chagasi),
conforme recomendacdes do fabricante (Stratagene). Com o seqlienciamento do DNA das
extremidades 5’e 3’ e a comparagdo com seqiiéncias dos bancos de dados GeneDb
(www.genedb.org — “The Wellcome Trust Institute, Pathogen Sequencing Unit”) e do
GenBank no NCBI (www.ncbinlm.nih.gov — “National Center for Biotechnology
Information”) cada inserto foi caracterizado. O inserto de um dos clones, denominado Lc9,
foi subclonado em um plasmideo pRSETB (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA),
gerando a constru¢gdo pRSETB-Lc9. Essa construgdo codifica uma proteina recombinante
de fusdo, Lc9, com uma seqiiéncia de seis histidinas na extremidade N-terminal.

Escherichia coli da cepa BL21(DE3)pLysS foi transformada com o plasmideo
pRSETB-Lc9 e a produgdo da proteina recombinante foi induzida seguindo-se instrugdes
do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). Resumidamente, uma colonia de E.
coli transformada com o pRSETB-Lc9 foi usada para a preparagdo de um pré-indculo e,

posteriormente, em um volume maior de cultura contendo os antibidticos apropriados
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[caldo Luria-Bertani (LB): bacto-triptona a 1 % (m/v, HiMedia, Mumbai, India),

extrato de levedura a 0,5 % (m/v, Isofar, Duque de Caxias — RJ), cloreto de so6dio a 1 %
(m/v, Isofar), pH 7.0, 50 pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) e 35 upg/mL de
cloranfenicol (Sigma-Aldrich]. A suspensdo de bactérias foi incubada a 250 rpm, a 37°C,
até que densidade oOptica a 600 nm atingisse de 0,4 a 0,6. A partir dai, para a indugdo da
producao da proteina recombinante, Isopropil-B-D-thiogalactosideo (IPTG, Invitrogen,
Carlsbad, California, EUA) foi adicionado a suspensdo para alcangar uma concentragao
final de 0,1 mM. Apds 3 horas de incubacdo, nas mesmas condi¢cdes, a suspensdo de
bactéria foi centrifugada a 6.000 g, 4 °C, por 15 minutos e o sedimento foi armazenado a -
20 °C até o momento do uso. Uma aliquota da cultura de bacteria foi coletada para
avaliacdo da producao da proteina Lc9 em gel de poliacrilamida com duodecilsulfato de

sodio (SDS-PAGE, LAEMMLLI, 1970).

4.1.2.3. Purificacao da proteina recombinante Lc9 por cromatografia de afinidade

O sedimento bacteriano obtido foi ressuspenso em tampao de lise a 4° C (20 mM
NaHPO4, 500 mM NaCl e 10mM Imidazol, pH 8.0), 3 mL de tampao/1 g de sedimento,
com auxilio de um agitador vortex (Labnet, Woodbridge, NJ). Em seguida, lisozima
(Sigma-Aldrich) foi adicionada para atingir uma concentragdo final de 1 mg/mL. A
suspensao foi incubada a 4° C por 30 minutos. Depois disso, 4 mg de desoxicolato de sodio
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany) /1g de sedimento foram acrescentados e a
suspensdo foi incubada a 37 °C, por aproximadamente 1 hora. Com o objetivo de
fragmentar o DNA gendmico da bactéria, a suspensao foi submetida a sonicagdo (quatro
pulsos de 300 Watts, com 30 segundos de duragdo de cada por pulso e com intervalos de 10
segundos entre cada dois pulsos consecutivos), sob o gelo. Em seguida, foi realizada
centrifugacdo a 17.000 g, a temperatura ambiente, por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado e submetido ao fracionamento cromatografico, utilizando-se a resina “Sepharose
Chelating Sepharose Fast Flow” e seguindo-se as recomendagdes do fabricante (Amersham
Biosciences Corp., New Jersey, EUA). Resumidamente, resina lavada com agua destilada
foi incubada com NiSO4 (Merck, Sao Paulo, Brasil) a 100 mM, sob agitacdo, a temperatura

ambiente, por 15 minutos. A resina foi novamente lavada com agua destilada, equilibrada
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com tampao de lise e incubada com o sobrenadante contendo as proteinas solubilizadas

durante 30 minutos, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Lavagem com o tampao
contendo 20 mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 31,25 mM Imidazol, pH 8.0 foi realizada para
retirada do material ndo ligado a resina. As proteinas ligadas a resina foram eluidas pela
adi¢do do tampao: 20 mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 500 mM Imidazol, pH 8.0. O eluato
obtido, contendo as proteinas de interesse, foi submetido a didlise contra tampao PBS (150
mM, pH 7.2), a 4° C, realizando-se trés banhos, cada um de 8 horas. Apods a didlise, a
concentragdo protéica foi determinada pelo método da Lowry (LOWRY, 1951) e o grau de
pureza foi determinado por SDS-PAGE e coloragdo com azul de Commassie.

Para a obtencdo de material estéril para uso em ensaios celulares, a proteina
recombinante Lc9 purificada foi submetida a irradiacdo gama, 60.000 rads sob o gelo,
usando-se irradiador IBL 437C (CIS Bio International).

A concentragdo da proteina Lc9 obtida foi determinada pelo método de Lowry

(LOWRY, 1951).

4.2. Obtencao do plasmideo codificando IL-12 murina de cadeia unica

Os plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 e pcDNA3.1 sem inserto (Invitrogen) foram
produzidos em E. coli. A construgdo plasmideal pcDNA3.1-scmullL-12, que codifica IL-12
como uma proteina de fusdo de cadeia unica, foi confeccionada, em nosso laboratério, pela
subclonagem do inserto do plasmideo pCl-neo-IL-12, gentilmente cedido pela Dra.
Emanuela Handman (Eliza and Walter Institute, Melbourne, Australia, Noormohammadi e?
al., 2001).

Para a producdo dos plasmideos, E. coli da cepa TOP10 (Invitrogen Corporation)
transformadas com as constru¢cdes pcDNA3.1-scmulL-12 ou pcDNA3.1 sem inserto foram
cultivadas por 16 horas em caldo de cultura LB com 100 pg/mL de ampicilina (Sigma-
Aldrich). Apds centrifugacdo, o sedimento bacteriano contendo DNA plasmideal foi
armazenado a -20 °C até o momento do uso.

A purificacdo dos plasmideos foi realizada através do método de lise alcalina e
cromatografia de troca ionica usando-se um conjunto de reagentes da Qiagen (Plasmid

Mega Kit, Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA) e seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
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No final do processo de purificacdo, os plasmideo foram solubilizados em salina estéril,

livre de endotoxinas, e armazenados a —-20 °C até o momento do uso. Antes do
armazenamento, para determinacdo da concentragdo de DNA e grau de pureza, uma
aliquota de cada um dos plasmideos foi coletada. Posteriormente, as aliquotas foram
avaliadas pela da leitura da densidade optica a 260 e 280 nm e pelo fracionamento em gel

de agarose a 1 %.

4.3 Animais

Para avaliagdo da capacidade de pcDNA3.1-scmu-IL-12 em promover desvio da
resposta imune em animais injetados com Lc9 e saponina, 48 camundongos da linhagem
BALB/c, fémeas e machos, com idade entre 9 e 12 semanas, foram usados. Grupos de
camundongos foram formados com seis animais cada um, sendo trés fémeas e trés machos
para cada grupo. Trés animais do mesmo sexo foram alojados em cada caixa.

Para avaliacdo de efeitos toxicos resultantes da administragdo de pcDNA3.1-scmu-
IL-12 por eletroporagdo, 10 camundongos da linhagem BALB/c, fémeas com idade entre 9-
12 semanas. Grupos de cinco animais foram formados.

Os camundongos foram obtidos do biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz.
Esses animais foram alojados em caixas microisoladoras sob condi¢des apropriadas de
temperatura e umidade e receberam agua e comida ad libitum.

O uso de animais na experimentagdo proposta nesse trabalho tem aprovagao pelo

comité de ética do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

4.4 Injec¢ao de camundongos com Lc9-saponina e pcDNA3.1-scmu-IL-12

Os 48 animais foram injetados, por via subcutanea na regidao dos flancos, nos dias 0,
21 e 42 do experimento. Nos dias mencionados, foram administrados em cada flanco de
cada animal 100 pLde salina (grupo controle negativo, G1), 100 uL de saponina (Sigma-
Aldrich) em salina a 1.000 pg/mL (grupo controle negativo, G2) ou 100 pL de saponina em
salina a 1.000 pg/mL e Lc9 a 1.000pg/mL (grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8).

Imediatamente antes das injecdes no dia 0, os animais foram injetados no musculo
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gastrocnémio com 50 pL pcDNA3.1 a 1.000 pg/mL (G4) ou pcDNA3.1-scmu-IL-12

nas seguintes concentragcdoes 1.000 pg/mL (GS5), 200 pg/mL (G6), 40 pg/mL (G7) e 8
ng/mL (G8). Logo apos a injegdo, cada animal foi submetido a eletroporagdo (cinco pulsos
de corrente elétrica continua de 100 volts/cm, com duracdo de 20 milissegundos por pulso e
intervalo de um segundo entre cada dois pulsos consecutivos) em torno da regido muscular
injetada, usando-se um eletroporador construido pelo Dr. Yuri Pepe, Departamento de
Fisica da Universidade Federal da Bahia. Para realizacdao da eletroporagdo, cada animal foi
anestesiado pela injecdo intraperitoneal de uma mistura de quetamina a 100 mg/kg
(Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia, SP) e xilazina a 15 mg/kg (Bayer S. A., Sdo Paulo,
SP).

4.5 Avaliagdo da resposta imune humoral

Para a avaliagdo da producdo de anticorpos, amostras de sangue foram coletadas,
pelo plexo orbital, apds anestesia local com cloridrato de proximetacaina a 0,5 %
(Anestalcon, Alcon Laboratérios do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP), 10 dias ap6s a ultima série
de injecdes. Apos a coagulacdo das amostras de sangue, aliquotas de soro foram obtidas e

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

4.5.1 ELISA para mensuracao de anticorpos da classe IgG reativos com Lc9

Placas de microtitulacdo de 96 pogos (Cliniplate, Thermo Labsystems, Finlandia),
foram sensibilizadas com 100 pL/poco com Lc9 a 5 pg/mL em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,1 M (Na,HCO; a 15 mM e NaHCO; a 28 mM, pH 9.6), por 16 horas, a 4°C,
em camara umida. Apds duas lavagens com PBS, os pocos receberam 200 pL/pogo de
PBS-T (v/v, PBS-T, Sigma-Aldrich) contendo 10 % de leite desnatado (m/v, PBS-LT,
Itambé). As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Amostras de soro
diluidas em PBS-LT (1:400, 1:2.000, 1:10.000, 1:50.000, 1:250.000 e 1:1.250.000),
100pL/pogo, foram colocadas nos pogos. Amostras de soros de camundongos obtidas em
um experimento prévio foram usadas como controle positivo e negativo em cada ensaio. As

placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida, os pogos foram
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lavados 3 vezes com PBS-T. Anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo conjugados

a peroxidase (Sigma-Aldrich), diluidos a 1:400 em PBS-LT, foram adicionados,
100 uL/pogo, aos pocos. As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e,
depois, os pocos foram novamente lavados 3 vezes com PBS-T. A cada pogo foram
acrescentados 150 pL de substrato tetrametilbenzidina (TMB; Sigma) e as placas foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente. O substrato foi preparado pela mistura
de 150 uL de TMB (10 mg/mL), 2,91 mL de acetato de sddio 0,05 M (Sigma-Aldrich), 90
nL de acido citrico 0,5 M (Sigma-Aldrich), 12 mL de dgua destilada e 15 pL de peroxido
de hidrogénio 30 % (Isofar). A reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢do de 50 pL de
acido sulftrico 4 M (Quimex). A leitura da densidade optica foi realizada a 450 nm em um
espectrofotometro (Emax Precison Microplate Reader, Molecular Devices Corporation,

Sunnyvale, CA, EUA).

4.5.2. ELISA para mensuracdo de anticorpos das subclasses I1gG2a e IgG1 reativos

com Lc9

Placas de microtitulacido de 96 pogos foram sensibilizadas conforme descrito
previamente e, em seguida, os pogos foram lavados com PBS-T. Os pocos receberam
200 uL/poco de PBS-T com 10% de soro bovino fetal (PBS-TS, CULTILAB), para
bloqueio de sitios de ligacdo de proteina. As placas foram incubadas por 1 hora e 30
minutos, a temperatura ambiente. Apos lavagem dos pogos, as amostras de soro diluidas em
PBS-TS, a 1:350.000, foram aplicadas em duplicata, 100 pL/poco. As placas foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e, depois, os pogos foram lavados 4 vezes
com PBS-T. Anticorpos de rato anti-IgGl e anti-IgG2a de camundongo conjugados a
biotina (Sigma-Aldrich), diluidos a 1:500 em PBS-TS, foram adicionados, 100 pL/poco.
As placas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente. Os pogos foram entdo
lavados 6 vezes com PBS-T e avidina conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich), diluida
1:400 em PBS-TS, foi acrescentada, 150 pL/pogo. As placas foram incubadas por 45
minutos, a temperatura ambiente. Os pocos foram lavados 8 vezes com PBS-T e, em
seguida, a cada pogo foram acrescentados 100 uL de substrato de peroxidase. O substrato

foi preparado pela mistura de 1 mL de TMB a 1 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO;
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Sigma-Aldrich), 9 mL de tampao citrato-fosfato 0,05M, pH 5.0 [Fosfato de sdédio

dibésico 0,2 M (Isofar), acido citrico 0,1 M (Sigma-Aldrich)] e 2 puL de peroxido de
hidrogénio 30% P.A (Isofar). As placas foram incubadas por 15 minutos, a temperatura
ambiente e a reagdo foi interrompida pela adicdo de 50 uL de acido fosforico (Quimex),

diluido a 1:20. A leitura da densidade Optica foi realizada conforme descri¢ao acima.

4.6 Avaliagdo da resposta imune celular

Os ensaios para avaliagcdo de proliferagdo celular e produgdo de citocinas, realizados
com esplendcitos, foram feitos 4 semanas apds a ultima série de inje¢des. Para isso, dois

animais de cada grupo foram sacrificados a cada dia, durante 3 dias consecutivos.

4.6.1 Ensaio de linfoproliferagao

Apods o sacrificio dos camundongos, o baco de cada animal foi removido
assepticamente e colocado em placa de petri de 35 mm. Com o auxilio do émbolo de uma
seringa de 3 mL, o baco de cada animal foi, separadamente, macerado em meio 1640 do
Instituto Roswell Park Memorial (RPMI 1640; Sigma-Aldrich). Em seguida, as células
esplénicas foram suspensas em 10 mL de meio RPMI em um tubo falcon de 15 mL. Os
tubos foram centrifugados a 700 rpm, por 5 segundos, para remog¢do de debris de tecido
esplénico e os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos. Os tubos foram
centrifugadoo a 1.600 RPM, por 10 minutos, a 4 °C. O sedimento de cada tubo foi
ressuspenso com 2 mL meio RPMI suplementado com 10 mM de HEPES (pH 7,0), 10% de
soro bovino fetal (SBF, Invitrogen Corporation), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich),
10 uM de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) e 50 pg/mL de gentamicina (Nova Farma
Ltda., Anépolis, GO, Brasil), aqui denominado meio RPMI completo. A concentracao
celular foi determinada, através de contagem em camara de Neubauer, fazendo-se uma
diluicio 1:1 com o corante azul de Trypan (Sigma-Aldrich), e ajustada para 3 x 10°
célulass/mL. Em placas de microtitulagdo de 96 pogos, de fundo chato (Corning

Incorporated), a suspensdo de células de cada animal foi distribuida a 100 pL/ pogo, em
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triplicatas. Em cada triplicata de pocos foram acrescentados 100uL/pogo de meio RMPI

completo, concanavalina A (Con A; Sigma-Aldrich) a 0,8 pug/mL, lisado de L. chagasi a 10
png/mL (concentragdo protéica) ou Lc9 a 0,1 pg/mL, 1 pg/mL ou 10 pg/mL. As placas
contendo células em meio de cultura ou meio de cultura com Con A foram incubadas por 3
dias. As placas contendo células em meio de cultura ou em meio de cultura e lisado de
Leishmania ou Lc¢9 foram incubadas por 5 dias. A incubagdo das placas foi realizada a 37
°C em atmosfera imida com 5% de CO,. A cada pogo, foram adicionados 30 pL de meio
RMPI completo contendo 1 pCi de timidina[H]*" (atividade especifica 2 Ci/mmol -
Amersham Biosciences). Apos a adigdo da timidina, as placas foram incubadas por 18
horas e, em seguida, as placas foram congeladas até o momento da contagem de particulas
betas, realizada durante um minuto (cpm) em um aparelho Matrix 9600 Direct Beta

Counter (Packard).

4.6.2 Avaliagdo da produgdo de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-5) por esplenocitos
através do método ELISA

Placas de microtitulagdo de 24 pocos, de fundo chato (Costar Corning Inc.),
receberam 300 pL com 9 x 10> esplendcitos por pogo, em duplicata, obtidos conforme
descrito anteriormente. Um volume de 300 pL de meio RPMI completo, Con A a
0,8 ug/mkL, lisado de L. chagasi a 10ug/mL ou Lc9 a 1 e 10ug/mL, foram acrescentados a
cada pogo da duplicata de pogos. As placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C, em
atmosfera imida com 5% de CO,. Ao término da incubagdo, o sobrenadante de cada
duplicata de pogos foi coletado em tubos Eppendorf e centrifugado em microcentrifuga
(Eppendorf), a 2.500 RPM, por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubos novos
e congelados a -20 °C até o momento do uso.

Para a mensuracdo de IFN-y em células incubadas com Lc9, amostra de
sobrenadante correspondente a cada animal foi avaliada separadamente. Para a mensuragao
de IL-4 e IL-5, misturas de sobrenadantes de cultivo celular dos animais de cada grupo

foram preparadas com quantidade igual de sobrenadante de cada animal do grupo.
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A determinagdo da concentragdo das citocinas foi realizada por ELISA de

captura, usando-se anticorpos produzidos pela BD Pharmigen, seguindo-se recomendacdes
do fabricante (BD Pharmigen). Resumidamente, placas de microtitulacdo de 96 pocos
(“High Binding”; Corning Incorporated Life Sciences) foram sensibilizadas com anticorpos
monoclonais de rato (2 pg/mL) anti-IFN-y, anti-IL-4 ou anti-IL-5 murino, 50 uL/pogo,
durante 16 h, em camara umida, a 4°C. Os pogos foram lavados duas vezes com PBS-T e
em seguida, receberam 200 uL/pogo de PBS contendo 10% de soro bovino fetal
(CULTILAB). As placas foram incubadas por 2 horas, em camara umida, a temperatura
ambiente. Para a elaboracdo de uma curva de calibracdo, dilui¢des seriadas de IFN-y
murino [sobrenadante de células COS-7, linhagem fibroblastica de rim de macaco verde
(CRL-1651, American Type Culture Collection — ATCC; Manassas, VA, EUA)
transfectadas com pRSV2 - IFN-y murino], IL-4 (sobrenadante de células de linfoblastoma
murino XR63-IL-4, Fritz Melchers, 1986), gentilmente cedido pelo Dr. Jos¢ Mengele, e
IL-5 recombinante (BD Pharmigen)] foram usadas em duplicatas de pocos, 100 pL/poco.
As amostras de sobrenadante de cultura foram testadas, diluidas 1:2, em duplicatas,
100 uL/poco. As placas foram incubadas por 4 horas, em camara umida, a temperatura
ambiente. Os pocos foram lavados 4 vezes com PBS-T. Anticorpos de rato conjugados com
biotina especificos para cada uma das citocinas foram usados na concentragao de 2 pg/mL,
com excecdo do anticorpo anti-IL-4 que foi usado a 2,5 pg/mL, em volume de 100 pL/
poco. As placas foram incubadas por 45 minutos, em cadmara umida, a temperatura
ambiente. Os pocos foram lavados 6 vezes com PBS-T e a cada pogo foi acrescentada
avidina conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich), diluida 1:400, 100 pL/poco. As placas
foram incubadas por mais 30 min. Os pogos foram lavados 8 vezes com PBS-T e a reagdo
foi revelada pela adi¢do de 100 pL/pogo do substrato de peroxidase (preparado pela mistura
de 1 mL de TMB a 1 mg/mL em DMSO, 9 mL de tampao citrato-fosfato e 2 uL de
peroxido de hidrogénio 30%). A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 uL de acido
fosforico, diluido 1:20. A leitura da densidade optica a 450 nm, conforme descrito

anteriormente.



35
4.7 Avaliagdo de possiveis efeitos toxicos resultantes da administragdo de pcDNA3.1-

scmu-IL-12 por eletroporagao

Como uso de eletroporagdo pode promover um grande aumento na produgdo de
proteinas codificadas por plasmideo (MIR et al., 1999; LUCAS; HELLER 2001), para
determinar se a maior quantidade de pcDNA3.1-scmu-IL-12 (50 pg/animal) usada no
presente trabalho seria segura, cada animal, de um grupo de cinco, foi injetado com 50 pL
pcDNA3.1 a 1.000 pg/mL ou pcDNA3.1-scmu-IL-12 a 1.000 pg/mL. Os animais foram
injetados pela via intramuscular e submetidos a eletroporagdo conforme descrito
previamente. Dez dias apds a injecdo, os camundongos foram sacrificados e o figado, o
baco, um linfonodo inguinal e um linfonodo popliteo, assim como a carcaga de cada animal
foram pesados utilizando-se uma balanga Chaus Explorer Analytical Series (Ohaus

Corporation, EUA).

G1 Salina G1 Salina
G2 Sap/salina G2 Sap/salina

G3 Lc9/sap
G4 Lc9/sap/pcDNA3.1 G3 - G8 Lc9/sap

G5-G8 Lc9/sap/pcDNA3.1-scmu-IL-12

Obtengao
l / \ de soro

Sacrificio
I
12 dose 22 dose 3?2 dose
| | | I
[ I I I I I [
D1 D22 D43 D53 D70 D71 D72

HEEE - Obtenciao de bago/ cultivo de esplendcitos — linfoproliferagao e citocinas

Figura 1: Desenho experimental
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Figura 2: Organograma metodologia

4.8 Analise Estatistica

A comparagao da resposta imune humoral entre os grupos de animais foi realizada
através do teste paramétrico de andlise de varidncia (ANOVA), seguida do pos-teste de
Tukey. A proliferacdo celular e producao de IFN-y pelos grupos de animais foram
comparadas através do teste ndo paramétrico de Kruskall-Walis, seguido de pos teste de
Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparagdo entre o peso dos 6rgdos dos animais para
a avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos resultantes da administragdo de IL-12, Teste t ndo
pareado foi utilizado. O valor fixado para significancia estatistica para todos os testes foi de

p <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao da proteina recombinante de L. chagasi (Lc9) purificada

A proteina recombinante Lc9 foi produzida na forma soluvel em E. coli
BL21(DE3)pLysS transformada com plasmideo contendo inserto codificando Lc9
(construcao pRSETB-Lc9). Lc9 foi purificada por cromatografia de afinidade com coluna
de Sepharose quelada com niquel. As fragdes de eluicdo da coluna contendo Lc9 foram
submetidas a didlise contra PBS. Em seguida, a concentragdo de proteinas foi determinada
pelo método de Lowry e o grau de pureza de Lc9 por eletroforese em gel de poliacrilamida
corado por azul de Commassie. A concentracdo de proteinas obtida foi de 1,42 mg/ml,

sendo o rendimento total de 42 mg (Figura 3).
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Figura 3. Avaliagdo da proteina recombinante Lc9 produzida em E. coli BL21(DE3)pLysS
transformada com pRSETB-Lc9 e purificada por cromatografia de afinidade, utilizando-se coluna
de Sepharose quelada com niquel, através de eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% com
duodecilsulfato de soédio. Raias: (1) marcadores de peso molecular, (2 e 3) lisado de
BL21(DE3)pLysS-pRSETB ap6és 0 e 3 h da indugdo com IPTG, (4 e 5) lisado de
BL21(DE3)pLysS-pRSETB-Lc9 apés 0 e 3 h da inducdo com IPTG, respectivamente, (6) proteina
recombinante Lc9 purificada. A seta indica a proteina Lc9 purificada.
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5.2. Avaliacao de plasmideos pcDNA3.1 e pcDNA3.1-scmulL-12 purificados

Os plasmideos pcDNA3.1 e pcDNA3.1-scmullL-12 foram produzidos em E. coli da
cepa TOP10 e purificados por cromatografia de troca idnica, usando-se reagentes e
materiais da Qiagen. A quantifica¢do das preparacdes dos plasmideos, realizada pela leitura
da densidade optica, revelou que, a partir de 500 mL de cultura de E. coli, foram obtidos
4,6 mg de pcDNA3.1 e 2,1 mg de pcDNA3.1-scmullL-12, respectivamente. As duas
preparacdes apresentaram um bom grau de pureza dos plasmideos, sendo a razdo entre os
valores de leitura Optica medidos a 260 e a 280 nm superior a 1,9. A avaliacdo da
integridade dos plasmideos em gel de agarose revelou a presenga de bandas compativeis

com os plasmideos purificados (Figura 4).
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Figura 4: Andlise da integridade dos plasmideos produzidos em E. coli TOP10 transformadas com
pcDNA3.1 ou pcDNA3.1-scmullL-12, purificados por cromatografia de troca i6nica com reagentes
e materiais da Qiagen, através de gel de agarose a 1 % em tampdo TAE. Raias: (1) marcadores de
peso molecular, (2) pcDNA3.1 ou (3) pcDNA3.l-scmu-IL-12. As setas indicam bandas
correspondentes aos plasmideos, na forma super-espiralada, purificados.
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5.3. Avaliacdo da resposta imune

A resposta imune humoral e celular foram avaliadas 10 dias e quatro semanas apos

a terceira série de injegdes, respectivamente.

5.3.1 Avaliagdo da resposta imune humoral especifica

A resposta imune humoral especifica foi avaliada por ELISA.

5.3.1.1 Avaliagdo da producdo de anticorpos IgG e subclasses IgG2a e IgGl

reativos a Lc9

Os animais dos grupos injetados com L9 e saponina (G3) ou em associagdo com
pcDNA3.1 vazio (G4) ou pcDNA3.1-scmulL-12 (G5, G6, G7 e G8) produziram anticorpos
especificos da classe IgG, comparados aos camundongos dos grupos injetados com salina
ou saponina em salina. Dados de densidade optica (média e desvio padrao, X + SD) obtidos
nos ensaios imunoenzimdticos (ELISAs), realizados em placas de microtitulagdo
sensibilizadas com Lc9 e amostras de soro diluidas de 1:100.000, sdo mostrados na Figura
3. A comparacao dos valores de densidade Optica entre os grupos de camundongos,
realizada por ANOVA, mostrou diferenca estatisticamente significante (p<0,0001).
Comparacgdes adicionais entre cada dois grupos de camundongos, realizadas através do pos-
teste de Tukey, revelaram diferenca estatisticamente significante (p<0,001) entre cada um
dos grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8 e os grupos controles G1 ¢ G2. As médias da
densidade optica dos grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8 ndo foram estaticamente diferentes.



40

4

Densidade Optica (450 nm)

Figura 5. Avaliagdo da producdo de anticorpos da classe IgG reativos a proteina
recombinante Lc9 por ELISA, realizada conforme descrito em Material e Métodos. Grupos
foram formados com seis camundongos BALB/c. Grupos de animais foram injetados trés
vezes com salina (G1), saponina em salina (G2), Lc9 e saponina (G3, G4, G5, G6, G7 e
G8), por via subcutanea. Durante a primeira série de inje¢des, os animais receberam
pcDNA3.1 vazio [50 pg por animal(G4)] ou pcDNA3.1-scmullL-12 [50 pg (GS), 10 ug
(G6), 2 ng (G7) e 0,4 pug (GY) por animal], por via intramuscular seguida de eletroporacao.
As barras representam os valores das médias aritméticas e desvios padroes dos grupos de
animais, obtidos quando as amostras de soros foram avaliadas na dilui¢do de 1:100.000. A
comparacao entre os grupos realizada por ANOVA revelou p < 0,0001. Pos-teste de Tukey
mostrou diferenca entre os grupos controles G1 e G2 em relagdo aos grupos que receberam
G3, G4, G5, G6, G7 e G8.
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Para a avaliagdo da producdo dos anticorpos das subclasses IgG2a e IgGl

reativos a proteina recombinante Lc9, ELISAs foram realizados com amostras de soro
diluidas de 1:50 (grupos G1 e G2) ou 1:350.000 (grupos G3 a G8).

Os grupos controles G1 e G2 ndo produziram anticorpos das subclasses IgGl1 e
IgG2a. Ja os grupos de camundongos que receberam Lc9 e saponina (G3) ou Lc9, saponina
e 50 pg de pcDNA3.1 (G4) apresentaram valores de densidade optica (X + SD),
correspondentes a 1gG2a e IgG1 em amostras de soro avaliadas na dilui¢do de 1:350.000,
de 0,49 £ 0,14 ¢ 0,96 £ 0,18; 0,63 + 0,28 e 1,20 + 0,26, respectivamente (Figuras 6 A e 6
B). Os valores encontrados para os grupos de animais que receberam Lc9 e saponina e
diferentes doses de pcDNA3.1-scmu-IL-12, 50 pg (GS), 10 pg (G6), 2 pug (G7) ou 0,4 ng
(G8), de foram de: 1,00 + 0,22 ¢ 1,23 + 0,42; 0,66 + 0,18 ¢ 1,06 + 0,30; 0,65 = 0,33 ¢ 1,07
+ 0,15; 0,44 + 0,24 ¢ 1,00 £ 0,19, respectivamente (Figuras 6 A e 6 B). Mesmo quando as
amostras de soro foram avaliadas na dilui¢do de 1:50, os resultados de densidade dptica dos
animais dos grupos G1 e G2 nao diferiram dos valores obtidos em pogos nos quais diluente
foi acrescentado ao invés de soro.

A comparagdo entre os grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8, realizada por ANOVA,
revelou diferenga estatisticamente significante (p = 0.0127) somente para a producdo de
IgG2a. Comparacdes adicionais dos valores referentes a IgG2a entre cada dois grupos,
realizada pelo pos-teste Tukey, revelaram diferenca entre os grupos G3 e G5 (p<0,05) e G5
e G8 (p<0,01). Contudo, a propor¢do dos valores de densidade Optica 1gG2a/IgG1 dos
grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8, cujas médias foram de: 0,51; 0,52; 0,81; 0,62; 0,60; 0,44,

respectivamente, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante (ANOVA).
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Figura 6. Avaliacdo da producdo de anticorpos das subclasses IgG2a e IgG1 reativos a
proteina recombinante Lc9, realizada conforme descrito em Material e Métodos. Grupos
foram formados com seis camundongos BALB/c foram injetados com Lc9 e saponina (G3,
G4, G5, G6, G7 e GY), por via subcutanea. Durante a primeira série de injecdes, 0s animais
receberam pcDNA3.1 vazio [50 pg por animal(G4)] ou pcDNA3.1-scmulL-12 [50 pg (GS),
10 pg (G6), 2 pg (G7) e 0,4 pg (G8) por animal], por via intramuscular seguida de
eletroporagdo. As barras representam os valores das médias aritméticas e desvios padroes
dos grupos de animais, obtidos quando as amostras de soros foram avaliadas na dilui¢do de
1:350.000. A comparagdo entre os grupos que receberam Lc9, realizada por ANOVA,
revelou diferenca estatisticamente significante para a produgdo de IgG2a (p = 0.0127). P6s-
teste Tukey, revelou diferenca entre os grupos quanto a producdo de IgG2a; G3 < G5
(p<0,05) e G5 > G8 (p<0,01).
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5.3.2. Avaliagdo da resposta imune celular

A resposta imune celular foi avaliada em ensaio de proliferagdo de células
esplénicas e pela mensuragdo da produgdo de citocinas (IFN-y IL-4 e IL5) no sobrenadante
do cultivo celular, apos estimulagdo com antigenos (lisado de Leishmania ou Lc9) ou

mitogeno (Con A) in vitro.

5.3.2.1 Ensaio de linfoproliferacao

Os valores de cpm (X £ SD), correspondentes a resposta proliferativa dos
esplendcitos, avaliada na presenca de 0,1, 1 e 10 pg/mL de Lc9, 10 pg/mL de proteinas de
lisado de L. chagasi ou 0,8 pg/mL de Cona, sio mostrados nas tabelas 1, 2 e 3,
respectivamente.

A comparacdo da resposta proliferativa entre os grupos de camundongos foi
realizada usando-se os valores de indice de proliferacao (IP; razdo entre os valores de cpm
obtidos pelo cultivo na presenca de antigenos de Leishmania ou Con A e os valores de cpm
obtidos na auséncia dos antigenos ou do mitégeno).

Os valores de indice de proliferacdao de esplendcitos, cultivados na presenca das trés
concentracoes distintas de Lc9 ou de lisado de Leishmania, ndo mostraram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de camundongos (dados ndo mostrados e
Figura 5A, Kruskal-Wallis, p>0,05). Contudo, esplenocitos de camundongos dos grupos
G4, G5, G6, G7 e G8 apresentaram uma tendéncia a proliferacdo na presenga de Lc9
quando comparados com animais dos grupos G1, G2 e G3 (Figura 7A; p>0,05).

Por outro lado, Con A induziu a proliferagdo das células esplénicas de cada um dos
grupos de camundongos (Figura 7B), mostrando que as condi¢des do ensaio estavam

adequadas.
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Tabela 1. Valores de cpm (X £ SD) obtidos apds cultivo de células esplénicas com
meio de cultura apenas ou com antigeno recombinante Lc9.

Grupos Meio de LcYa Lc9a Lc9a
de Cultura 0,1 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL
animais
Gl 5298 £ 7969 2767 + 2931 1736 + 745 2237 £ 1591
G2 9820 + 12455 8787 £ 10712 4963 + 5025 2763 + 1440
G3 2983 + 2154 11492 £ 9756 16408 + 13373 20705 + 14573
G4 555+£271 6762 + 8362 12929 + 15905 14604 + 18112
G5 16512 + 23825 15933 + 14721 21084 £ 9916 17033 + 13285
Go6 13364 + 19364 20530 + 9861 27021 + 15440 21128 £16728
G7 8602 + 12352 11682 +4114 19227 + 10523 19770 + 15745
G8 13894 + 18416 19568 = 9201 18281 + 6898 18693 + 15903

Tabela 2. Valores de cpm (X = SD) obtidos apo6s cultivo de células esplénicas com meio de
cultura apenas ou com lisado de L. chagasi.

Grupo de Meio de Lisado de
animais cultura L. chagasi (10 pg/mL)

Gl 342 + 315 616+ 322

G2 524 + 441 829 + 528

G3 2352 + 2703 4892 + 5781

G4 502 + 498 731 £314

G5 1455 £ 1909 2154 + 2133

G6 1339 + 1149 2059 + 1230

G7 1130 + 881 1167 + 890

G8 306 + 290 355+ 409
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Tabela 3. Valores de cpm (X £ SD) obtidos apds cultivo de células esplénicas com
meio de cultura apenas ou com Con A.

Grupo de animais Meio de cultura Cona a 0,8ug/mL
Gl 185+ 89 81483 + 30031
G2 473 £225 81043 + 24923
G3 969 + 593 75808 + 15542
G4 253 + 185 65092 + 38789
G5 651 £ 639 80016 +41532
G6 687 + 823 99712 + 21566
G7 622 + 867 65972 £ 42611

G8 490 £ 819 63618 + 26352
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Figura 7. Avaliacdo da resposta proliferativa de células esplénicas de camundongos BALB/c,
realizada conforme descrito em Material ¢ Métodos. Grupos de camundongos foram injetados
trés vezes com salina (G1), saponina em salina (G2), Lc9 e saponina (G3, G4, G5, G6, G7 ¢
G8), por via subcutanea. Durante a primeira série de inje¢des, os animais receberam
pcDNA3.1 vazio [50 pg por animal(G4)] ou pcDNA3.1-scmull-12 [50 pg (GS), 10 ug
(G6), 2 ng (G7) e 0,4 png (G8) por animal] por via intramuscular seguida de eletroporagao.
A estimulacdo foi realizada com 10ug/mL de Lc9 por cinco dias (A) ou 0,8 pug/mL de
Concanavalina A por 3 dias (B) e pulsadas com timidina tritiada durante 18 horas. A proliferagéo
celular esta representada pelo valor do indice de proliferacdo (IP). Os simbolos representam os
valores encontrados para cada animal e as barras a média aritmética dos grupos. A andlise estatistica

2500

A
1750
1000+
250+
250
200+ .
150+ o A
100_ o A x*
50 * = A *x

Olofe s e 1 o 0B L .
2500 B "
1750_ [ ]

[ ] *
1000 i + _:L o J— L
250+-™ — - ¢
250
2004 |, v N
150 .

+ o
1004 * v o
v o)
50_ Y AA
v R %
0 T T T T T q T ¥—
S S LFFITT
F §F F &YV S5H
@Y 2 & &£ & &S

S F &§a F & NY

Yy & & © ¥ &

F ¢ §F & & §F 2

L N S .§ § § 8§

F Y LS TS
F F &£ 8L
¢ @ @9 o @&

N N < \S
vy g 9 S 9
NN ~

foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
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5.3.2.2 Avaliagdao da produgdo de citocinas (IFN-y IL-4, IL-5) pelo método de

ELISA

Para a avaliacdo da producdo de IFN-y, o sobrenadante do cultivo celular foi
utilizado individualmente, enquanto que para IL-4 e IL-5, utilizou-se a mistura dos
sobrenadantes de cada grupo experimental. O valor minimo de detec¢do do ensaio foi de
0,234 ng/mL para IFN-y e 39 pg/mL para IL-4 e IL-5 .

Os valores da concentracdo de IFN-y (X = SD, em ng/ml) em sobrenadantes de
esplendcitos, cultivados com 10 pg/mL de Lc9, dos grupos salina (G1) ou saponina em
salina (G2) foram de: 0,325 + 0,025 ¢ 0,372 £+ 0,112, respectivamente. Ja os valores nos
grupos de animais que receberam Lc9 e saponina (G3) ou Lc9, saponina e 50 pg pcDNA3.1
(G4) foram de 4,953 + 5.052 e 3,082 + 2.879, respectivamente. Um dos seis animais
pertencentes ao grupo G3 apresentou concentragdo de IFN-y no sobrenadante acima do
limite maximo de detec¢do do ensaio e, para a realizagdo da analise estatistica, a esse
animal foi atribuido o valor maximo, que foi de 15 ng/mL. A administracdo de pcDNA3.1-
scmu-IL-12, em qualquer das quantidades, 50 pg (GS5), 10 pg (G6), 2 ug (G7) ou 0,4 pg
(G8), em animais injetados com Lc9 e saponina ndo promoveu intensificagao da produgao
de IFN-y, sendo os valores encontrados: 1,244 + 0.673; 2.438 £ 2.214; 1.336 + 0.447 ¢
0.591 + 0.233, respectivamente. A comparagao entre os valores de concentragdo de IFN-y
dos grupos, realizada por Kruskal-Wallis, mostrou diferenca estatisticamente significante
p<0.05. Comparacdes adicionais, realizadas pelo pos-teste Student-Newman-Keuls (SNK),
mostraram que os grupos G3, G4, G5, G6 e G7 produziram IFN-y comparados com os
grupos Gl e G2 (p<0,05). Curiosamente, os valores do grupo G8 ndo foram
significativamente diferentes dos grupos G1 e G2.

Com relagdo a produgdo de IL-4, a concentracdo encontrada em sobrenadantes de
esplendcitos cultivos na presenca Lc9, avaliada em uma mistura, foi relativamente baixa
nos grupos Gl e G2. Em sobrenadantes dos grupos G3, G5, G6 e G7, IL-4 apresentou
concentragdo parecida com a dos grupos G1 e G2. Somente os grupos G4 e G8 revelaram
uma concentragdo maior de IL-4 na mistura de sobrenadantes. Aparentemente, a
administracdo de pcDNA3.1-scmu-IL-12 nd3o influenciou na producdo dessa citocina

(Figura 8B).
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Interessantemente, concentragdo de IL-5 foi encontrada elevada na mistura de

sobrenadantes de todos os grupos que receberam Lc9 (de G3 a G8), quando comparadas a
dos grupos G1 e G2. Contudo, a concentragao de IL-5, na mistura de sobrenadantes, de dois
grupos (G5 e G8) injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12 parece ser apenas discretamente
maior que a dos grupos G1 e G2 (Figura 8C).

Em sobrenadantes de esplenocitos cultivados na presenca de 1 ug/mL de Lc9 ou
10 pg/mL de proteinas do lisado de L. chagasi, a producao de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-5)
foi baixa ou ndo foi detectada nos grupos.

A estimulacdo com Con A promoveu a producgdo das trés citocinas ((IFN-y, IL-4,

IL-5) para todos os grupos de animais (figuras 8D, E e F).
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Figura 8. Avaliacdo da produ¢do de IFN-y, IL-4 e IL-5. Grupos de camundongos foram injetados
trés vezes com salina (G1), saponina em salina (G2), Lc9 e saponina (G3, G4, G5, G6, G7 ¢ G8),
por via subcutdnea. Durante a primeira série de injegdes, os animais receberam pcDNA3.1 vazio
[50 pg por animal(G4)] ou pcDNA3.1-scmulL-12 [50 pg (GS), 10 pg (G6), 2 pg (G7) e 0,4 pg (G8)
por animal] por via intramuscular seguida de eletroporacdo. A concentracdo das citocinas (IFN-y,
em sobrenadante de cada animal, IL-4 ¢ IL-5, em mistura de sobrenadantes) foi avaliada apos
cultivo de esplendcitos com Lc9 a 10 ug/mL (figuras A, B e C) ou Con A a 0,8 ng/mL (figuras D, E
e F), por 48 h, por ELISA de captura. Os simbolos e as barras representam valores individuais e a
média de cada grupo (A). As colunas representam a concentragcdo nas misturas de sobrenadante
(figuras B-F). Quanto a produ¢ao de IFN-y, a comparagdo entre os grupos, realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis, mostrou diferenga estatisticamente significante (p < 0,05). O pos-teste SNK revelou
diferenca entre os grupos G3, G4, G5, G6 e G7 com relacdo aos grupos controles G1, G2 e G8.
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5.4. Avaliacdo de efeitos da administracdo de pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagdo

A administracao de plasmideos, com insertos codificando proteinas recombinantes,
por eletroporacdo, pode resultar em uma grande producdo dos polipeptidios codificados
pelos insertos (MIR et al, 1999; LUCAS; HELLER, 2000). A inje¢do de grandes
quantidades de IL-12 pode promover alteragdes teciduais e induzir supressao imunoldgica
(KOBLISH et al.,, 2005; KURZAWA et al., 1998).

Para a obtencdo de informagdes sobre possiveis alteracdes teciduais, indicativas de
toxicidade, conseqlientes a administragdo do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12,
camundongos BALB/c foram injetados com 50 pg pcDNA3.1-scmu-IL-12 ou 50 pg
pcDNA3.1 vazio (controle negativo) por via intramuscular seguida de eletroporacdo. Os
animais injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12 paresentaram um aumento, estatisticamente
significande, do figado, bago, linfonodo inguinal e linfonodo popliteo (Figura 7, Teste t ndo

pareado, p<0.05).
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da carcaca, bago, figado e linfonodos inguinal e popliteo de
camundongos BALB/c. Os animais foram injetados, por via muscular, com 50 ug pcDNA3.1 vazio
(p9) ou pcDNA3.1-scmu-IL-12 (pIL-12) e, em seguida, foram submetidos a eletroporacdo. Dez
dias apds a inje¢do dos plasmideos os animais foram sacrificados € o peso da carcaga e dos 6rgaos
foi determinado. Os simbolos e as barras representam valores individuais e a média aritmética dos
grupos. A comparacdo entre os grupos foi realizada com Teste t ndo pareado (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

Visando obtenc¢do de antigenos recombinantes a serem avaliados como candidatos a
componentes de uma vacina contra leishmaniose visceral canina, em nosso laboratério, foi
confeccionada uma biblioteca de DNA complementar (cDNA) da forma amastigota de L.
chagasi em fago lambda. A partir dessa biblioteca, através de uma mistura de soros de caes
naturalmente infectados por L. chagasi, inicialmente, foram selecionados trinta clones de
fago recombinante, sendo o inserto de um deles denominado Lc9. Apos excisdo do fago
para geragdo do plasmideo pBK-CMV e subclonagem do inseto em plasmideo pRSET, a
construgdo pRSETB-Lc9 foi produzida. Essa constru¢do ¢ capaz de promover super-
expressao de uma proteina de fusdo, com uma cauda de histidinas na extremidade amina
seguida da proteina Lc9, em bactérias E.coliBL21(DE3)pLysS.

Em experimentos realizados por nosso grupo, cdes injetados trés vezes com Lc9,
Lcl3 e saponina apresentaram uma resposta imune humoral especifica, com produgdo de
anticorpos reativos a Lc9, Lcl3 e proteinas do lisado de L. chagasi, confirmando a
imunogenicidade de Lc9 para o cdo (SANTOS, 2007). Além disso, camundongos BALB/c
injetados trés vezes com Lc9 desenvolveram uma resposta imune Th2, com geracdo de
anticorpos especificos da subclasse IgGl, producdo de IL-5, auséncia de resposta
proliferativa e sintese de IFN-y, apds estimulacdo com Lc9 in vitro. Contudo, quando Lc9
foi administrada em associagdo com saponina, os animais exibiram uma resposta mista
Th1/Th2, tendo sido observadas a producdo IgG2a, IgG1, IFN-y, IL-5 e linfoproliferacao de
esplendcitos, sugerindo um desvio parcial da resposta imune em dire¢do a Thl (FRAGA,
2007).

Embora a resposta imune protetora contra a LV canina ainda ndo tenha sido
extensamente caracterizada, provavelmente, tal resposta deve ser celular do tipo Thl, com
producao de citocinas como IFN-y, IL-2, TNF-a (PINELLI ef al., 1994, 1995, RHALEM et
al., 1999) e baixa producdo de IL-10, IL-4 e TGF-beta, contra antigenos produzidos pelo
parasito durante a infec¢do. Portanto, durante o processo de desenvolvimento de uma
vacina contra LV, a identificagdo de protocolos de imunizagdes capazes de induzir de

resposta imune especifica do tipo Th1 ¢ desejada.
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No presente trabalho, visando a definicdo de condigdes apropriadas para

indugdo de resposta imune do tipo Thl a antigenos recombinantes de Leishmania chagasi,
foram avaliadas diferentes doses de plasmideo codificando IL-12 (pcDNA3.1-scmu-IL-12)
co-administradas com Lc9 e saponina. Nesse estudo, os camundongos injetados com salina
(G1) ou saponina em salina (G2) foram usados como controles negativos nos ensaios para
avaliacdo da producao de anticorpos especificos, da classe e IgG e subclasses IgG2a e
IgG1, e para a avaliacdo da resposta proliferativa e producao de citocinas, apos estimulagao
in vitro com antigenos de Leishmania. Em compara¢do com os animais dos grupos G1 e
G2, os camundongos injetados com Lc9 e saponina (G3) ou Lc9, saponina e pcDNA3.1,
utilizados como controles de inducdo de resposta imune mista Th1/Th2 (ver resultados
prévios descritos acima), revelaram a producao de anticorpos especificos, da classe IgG e
das subclasses IgG2a e IgG1 (Figuras 3 e 4), falharam em exibir resposta linfoproliferativa,
mas sintetizaram IFN-y e de IL-5 apds estimulacdo in vitro com Lc9, sugerindo o
desenvolvimento de uma resposta imune mista. Os camundongos injetados com Lc9,
saponina € pcDNA3.1-scmu-IL-12, em qualquer das doses utilizadas [50 pg (GS5), 10 pg
(G6), 2 ng (G7) e 0,4 pg (G8) de DNA por animal], exibiram produ¢do de anticorpos
especificos (IgG, IgG2a e IgGl), falharam em apresentar resposta linfoproliferativa
especifica, produziram IFN-y (com excecao do grupo G8) e IL-5 (em baixa intensidade nos
grupos G5 e G8 ). Esses dados sugerem que a administracao de pcDNA3.1-scmu-IL-12 por
eletroporagdo, em qualquer das quantidades de plasmideo usadas, em camundongos
injetados com Lc9 e saponina, falhou em promover um desvio importante na direcdo de
uma resposta imune Thl.

Como a administragdo de pcDNA3.1-scmu-IL-12 foi realizada por eletroporagao e,
esse procedimento, poderia promover a producdo de grandes quantidades de IL-12
(LUCAS, HELLER et al., 2001) nos animais proporcionando efeitos indesejaveis, um
experimento foi realizado para determinar se a dose mais alta de pcDNA3.1-scmu-IL-12
(50 pg por animal) utilizada no experimento de imunizagao era segura.

Em experimentos prévios, realizados em nosso laboratdrio, apds o processo de
purificagdo de Lc9, essa proteina foi identificada por “Western blot” com uma mistura de
soros de cdes naturalmente infectados por L. chagasi ou um anticorpo monoclonal anti-

histidina como uma banda com mobilidade relativa de 39 kDa. (RODRIGUES, 2004). Para
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a realizacdo do presente trabalho, a proteina recombinante Lc9, produzida em E. coli

como uma proteina de fusdo que possui uma cauda de seis histidinas na extremidade amina,
foi purificada com sucesso por cromatografia de afinidade, utilizando-se colunas de
“Sepharose” quelada ao niquel. A proteina purificada apresentou uma banda proeminente
com mobilidade relativa correspondente 39 kDa em gel de poliacrilamida com SDS corado
por azul de Commassie (Figura 3).

Viérios estudos tém demonstrado uma associagdo da producdo de anticorpos das
subclasses IgG1 e IgG2a e o padrao de resposta imune encontrada em camundongos. A
producdo de anticorpos da subclasse IgGG2a estd associada a uma resposta Thl, enquanto
que a de IgGl a uma resposta Th2 (MOSMANN et al., 1986; GURUNATHAN et al.,
1997; SIOLANDER et al., 1998; GHOSH et al., 2002).

No presente estudo, a resposta celular foi avaliada pelo ensaio de linfoproliferacdo
de esplendcitos estimulados in vitro com antigenos de Leishmania ( Lc9 e lisado de L.
chagasi). Todos os grupos de animais apresentaram resposta linfoproliferativa apos
estimulagdo com Con A e falharam em exibir resposta apds a estimulacdo com lisado de
Leishmania.

Os grupos de animais injetados com Lc9, saponina e pcDNA3.1-scmu-IL-12 (G5 a
G8) apresentaram indices de proliferacao de 5 a 8 vezes maior quando comparados com o0s
grupos controle que nao receberam o antigeno G1 e de 25 a 40 vezes quando comparados
com G2, no entanto essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes.
Curiosamente, dos grupos de animais injetados com Lc9 e saponina, sem pcDNA3.1-scmu-
IL-12, o grupo G3 ndo apresentou resposta linfoproliferativa mas o grupo G4 exibiu um
indice de proliferacao 10 vezes maior que os grupos G1 e 50 vezes que o G2. Contudo, as
diferencas na resposta linfoproliferativa mencionadas ndo foram estatisticamente
significante. Parte desses dados contrasta com achados obtidos em dois outros
experimentos, realizados previamente por nosso grupo, nos quais a administragdo da
combinagdo Lc9 e saponina, realizada sob as mesmas condi¢des do grupo G3 do presente
trabalho, promoveu proliferagao celular frente a estimulagdo com o antigeno recombinante
Lc9, quando comparado com grupos de animais injetados com salina ou L9 associados a

outros adjuvantes (DOS SANTOS et al., manuscrito em preparacgao).
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A resposta imune celular também foi avaliada através da producdo de citocinas

por esplendcitos apds estimulagdo in vitro com Lc9 ou Con A. Apds a estimulagdo com
Con A, todos os grupos de camundongos produziram grandes quantidades de IFN-y,
quantidades de baixa a moderadas de IL-4. Além disso, todos os grupos, com excecao de
G1 e G2 que produziram baixa quantidade, revelaram uma produ¢do de moderada a alta de
IL-5.

Apo6s a estimulagdo in vitro com Lc9, os animais que receberam Lc9 e saponina
(G3) produziram IFN-y, sendo que 1 dos 6 animais exibiu concentracdo acima do valor
maximo de deteccdo do ensaio (15 ng/ml). Dados similares foram encontrados em dois
experimentos realizados por nosso grupo. Os grupos G4, G5, G6 e G7 também
apresentaram producao de IFN-y, quando comparados com os grupos controle negativos G1
e G2 (Figura 8, teste de Kruskal-Wallis e teste SNK, p < 0,05). Contudo, a producdo de
IFN-y ndo foi intensificada pelo uso de IL-12 com nenhuma das doses administradas
(comparagao entre G3 ou G4 com G5, G6, G7 ou G8). Apesar de nao ter sido realizada a
estatistica quanto a producdo de IL-4 e IL5 pelo fato de ter sido utilizada a mistura dos
sobrenadante do cultivo celular, sugere-se que os camundongos imunizados com Lc9 e
saponina (G3) apresentaram produc¢do de IL-5. Em dois outros experimentos, realizados
anteriormente por nosso grupo, achados semelhantes foram observados. Interessantemente,
os grupos de animais injetados com Lc9 e saponina, em associagdo com pcDNA3.1-scmu-
IL-12 ndo apresentaram inibicdo completa na producdo de IL-5. Embora a concentragdo
dessa citocina nos grupos G5 e G8 tenha sido menor que a dos grupos G3 e G4, os valores
observados sdo superiores aos obtidos nos grupos G1 e G2. Com relagdo a IL-4, a produgao
dessa citocina nos grupos que receberam Lc9 (G3 a G8) foi parecida com a dos grupos
controles (G1 e G2), com excec¢do (G4 a G8) que revelaram maior concentragdo da citocina
por razdes desconhecidas.

O ensaio de ELISA parece ndo ser o método mais adequado para mensuragdo da
concentragdo de IL-4 em sobrenadante do cultivo celular, apds estimulacdo in vitro. Mais
apropriado teria sido mensurar IL-4 através de ELISPOT. Ewen e Baca-Estrada (2001)
compararam ELISA e ELISPOT na mensuracdo de IL-4 produzido por esplendcitos de
camundongos C57BL/6 e BALB/c imunizados com uma glicoproteina D (gD) purificada de

herpesvirus bovino ou com leucotoxina recombinante (Lkt) e estimulados in vitro com gD
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ou Lkt. De acordo com esses autores, ndo houve uma concordancia entre os dados

encontrados pelo dois métodos utilizados. Isso se deve ao fato de que, que a IL-4 produzida
em cultura de linfocitos se liga rapidamente ao seu receptor, tornando-se indisponivel no
sobrenadante, que ¢ utilizado em ELISA. Por outro lado, quando essa citocina ¢ produzida
e imediatamente imobilizada como ocorre no ELISPOT, a mensuracdo de IL-4 torna-se
mais precisa.

A utilizagdo da saponina pode ter contribuido para a produgao das citocinas IL-4 ¢
IL-5, uma vez que estudos presentes na literatura tém demonstrado o desenvolvimento de
uma resposta Th2 quando saponina ¢ utilizada com adjuvante (TADOKORO et al, 2006).
A utilizagdo IL-12 com o antigeno (Lc9) associado a saponina nao foi capaz de suprimir a
producao de citocinas caracteristicas de uma resposta imune Th2. Uma alternativa seria
utilizar IL-12 associada apenas a Lc9.

De acordo com os dados encontrados no presente trabalho, todos os grupos que
receberam Lc9 apresentaram uma resposta mista Th1/Th2, com producgdo tanto de IgGl,
IgG2a, IFN-y e IL-5. Nenhuma das doses de IL-12 utilizadas neste trabalho foi, portanto,
capaz de promover um desvio para Thl da resposta imune em animais injetados com Lc9 e
saponina.

IL-12 ¢ uma citocina produzida principalmente por células apresentadores de
antigeno e que exibe vdrias funcdes, incluindo a de promover de diferenciacdo de células
T CD4 para Th1 (TRINCHIERI, 2003). Varios autores relataram que IL-12 (ou plasmideo
codificando IL-12) pode promover intensificagdo ou desvio para uma resposta imune Thl
quando co-administrada com alguns antigenos (SYPEK et al., 1993; AFONSO et al., 1994;
GURUNATHAN et al., 1998; YAMAKAMI et al., 2001; TEWARY et al., 2006). Por
essas razoes, ¢ surpreendente que os animais injetados com Lc9, saponina e pcDNA3.1-
scmu-IL-12 ndo tenham desenvolvido uma resposta imune Thl.

Embora as razdes pelas quais IL-12 falhou em induzir uma resposta imune Thl, no
presente trabalho, ainda sejam desconhecidas, varias possibilidades poderiam ser aventadas
para explicar os resultados aqui apresentados, como por exemplo: 1) a qualidade ou a
quantidade do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 injetada ter sido insuficiente, 2) o
pcDNA3.1-scmu-IL-12 ter sido injetado apenas na primeira dose de imunizagdo; 3) a

resposta imune induzida por Lc9 e saponina ja resulta na méaxima producdo de IL-12
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possivel e, por isso, o fornecimento adicional de IL-12, através da administragdo do

pcDNA3.1-scmu-IL-12, ndo seria capaz de promover um desvio adicional da resposta
imune, 4) as vias de administracdo de Lc9 e saponina (subcutanea, no dorso) e pcDNA3.1-
scmu-IL-12 (intramuscular, no membro inferior) ndo proporcionaram o encontro de células
apresentadoras de antigeno, antigenos, adjuvante e IL-12 em quantidades adequadas em um
mesmo orgao linféide (linfonodo de drenagem). Algumas dessas possibilidades serdao
discutidas abaixo.

O plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12, usado nos experimentos aqui descritos, foi
obtido em nosso laboratério a partir da subclonagem do inserto do plasmideo
pCl-neo-IL-12, gentilmente cedido pela Dra. Emanuela Handman (Eliza and Walter
Institute, Melbourne, Australia, Noormohammadi ef al., 2001). A andlise da seqiiéncia do
inserto do pcDNA3.1-scmu-IL-12 revelou substituigdo de um nucleotideo em quatro
cddons diferentes, em relagdo ao inserto da construgdo plasmideal pCI-neo-IL-12, sendo
que a substituicdo em um dos cddons foi feita de modo deliberado para introducao da
seqliéncia Kozak (KOZAK, 1986), para favorecer sintese da proteina recombinante em
células de mamifero. As outras trés substituicdes de nucleotideo foram introduzidas, nao
intencionalmente, provavelmente durante a PCR realizada no processo de subclonagem, sao
conservadas e ndao implicam em alteracdes de aminodcido da cadeia polipeptidica. A
atividade biologica da IL-12 codificada pelo plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 foi
demonstrada em experimentos prévios, no quais a concentracdo de IFN-y foi avaliada no
soro de camundongos BALB/c injetados com 50 pg de plasmideo por animal, com
pcDNA3.1 vazio ou pcDNA3.1-scmu-IL-12 e, depois, submetidos a eletropora¢do, ou
ainda, pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporacdo. Nesses experimentos, sete dias apds a
administracdo dos plasmideos, os animais que receberam pcDNA3.1 vazio por
eletroporacao ou pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporagdo apresentaram valores abaixo ou
proximos ao limite inferior de detec¢do do ensaio (15 pg/ml), enquanto que os
camundongos que receberam pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagdo exibiram cerca de
3ng/ml de IFN-y (BARROUIN-MELLO et al., dados ndo publicados). Além disso,
preparacdes dos plasmideos utilizadas no presente trabalho apresentavam boa qualidade,

relacdo de densidade Optica a 260/280 nm de 1,9 e bandas bem definidas em gel de agarose,
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indicando a integridade do DNA plasmideal. Com esses resultados seria improvavel

que a falha no desvio da resposta imune, mencionado previamente, decorra da qualidade da
preparacao do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 utilizada.

A eletroporagdo para a administracdo do plasmideo foi utilizada para promover a
producdo de IL-12 em uma quantidade suficientemente grande para ser capaz de influenciar
a resposta imune induzida por Lc9 e saponina. A eletroporacdo envolve a aplicacdo de
pulsos elétricos com a finalidade de aumentar a permeabilidade celular e o transito de
polinucleotideos através da membrana celular. Esses pulsos elétricos abrem poros na
membrana pelos quais polinucleotideos, ou outras macromoléculas de interesse, podem
passar para alcancar o interior das células. Mais tarde os poros sdo fechados e as moléculas
aprisionadas podem exercer efeitos bioldgicos (SOMIARI et al. 2000). Varios fatores
podem influenciar na eficiéncia de transfec¢do de plasmideos administrados por
eletroporacdo, incluindo fatores relacionados aos pulsos elétricos aplicados (MIR et al.,
1999). Aqui, foram usados pulsos elétricos com caracteristicas referidas como dptimas para
transfeccdo em tecido muscular de camundongos (LUCAS, HELLER, 2001). Dez dias
apos a administragdo de 50 pg do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12, por camundongo, por
eletroporacdo foi observado um aumento consideravel do figado, baco, linfonodo inguinal e
linfonodo popliteo (Figura 9), comparado com animais injetados com pcDNA3.1 vazio e
submetidos a eletroporacao, sugerindo uma grande produ¢do de IFN-y ( LUCAS, HELLER,
2001). Esses resultados sugerem que a maior dose de plasmideo utilizada, na verdade, ¢
toxica e que, provavelmente, a falta de desvio da resposta imune ndo esta relacionada a
quantidade de IL-12 produzida pelo menos nesse grupo.

Uma outra possibilidade para explicar os resultados mencionados acima seria que,
durante o processo de imunizagdo, o plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 foi administrado
somente na primeira série de inje¢des, portanto, o numero de doses teria sido insuficiente.
Em um estudo prévio, quando camundongos BALB/c foram injetados trés vezes com Lc9 e
50 pg de pcDNA3.1A-scmu-IL-12 por eletroporagdo, a resposta imune ndo diferiu
significativamente daquela induzida pela administracdo de Lc9 isoladamente, que foi do
tipo Th2 (FRAGA, 2007). Embora ndo possamos afastar a possibilidade de que
camundongos injetados com Lc9, saponina e doses menores de pcDNA3.1-scmu-IL-12

(como por exemplo, 10 pg, 2 pg ou 0,4 pg) induzam resposta Thl, quando usadas duas ou
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trés vezes, alguns autores sugerem que a administracdo de IL-12 durante o refor¢o da

imunizac¢ao pode nao ser benéfica para a indugdo desse tipo de resposta (GHERARDI, et
al., 2000).

A resposta imune induzida por Lc9 e saponina poderia ser muito intensa, levando a
ocupacao os receptores de IL-12 em tal nivel nos linfonodos de drenagem do antigeno, que
o fornecimento adicional de IL-12, conseqiiente a administracao do plasmideo pcDNA3.1-
scmu-IL-12 por eletroporacao, poderia nao resultar em efeito aditivo.

Bliss e colaboradores (1996) injetaram em camundongos BALB/c e C57Bl/6 um
hapteno (2,4,6-trinitrofenil, TNP) conjugado a uma proteina carreadora (“keyhole limpet
hemocyanin”, KLH) e IL-12 murina recombinante por via subcutinea, e fizeram um
refor¢o da imunizagdo com TNP-KLH por via intraperitoneal. Na resposta primaria, os
animais apresentaram desenvolvimento de células do tipo Thl, com produ¢do de IFN-y
apos estimulagdo in vitro e anticorpos séricos da subclasse IgGG2a especificos para TNP,
comparados com camundongos injetados exclusivamente com TNP-KLH que revelaram
resposta Th2. Contudo, na resposta secundaria, os animais injetados com TNP-KLH e IL-
12, exibiram uma resposta mista Th1/Th2. Por isso, os autores sugeriram que IL-12 pode
suprimir a resposta primaria, mas ndo necessariamente, a resposta de memoria do tipo Th2.

Alguns estudos demonstraram que IL-12, na forma de DNA plasmideal, pode atuar
como potente indutor de uma resposta imune do tipo Thl, com produgdo
predominantemente de IFN- vy (YAMAKAMI et al., 2001; SALDARRIAGA, et al., 2006
TEWARY et al., 2006). Entretanto, curiosamente, em outros estudos, quando IL-12 na
forma de DNA plasmideal foi administrada em camundongos, os autores observaram
supressao da resposta Thl, provavelmente decorrente da indugdo de apoptose de c€lulas T
devido a altas concentragoes de IFN-y e 6xido nitrico gerados (KOBLISH et al, 1998;
LASARTE et al, 1999; CHEN et al., 2001).

Com base dados descritos na literatura cientifica, as conseqiiéncias da administracao
de IL-12 podem variar na dependéncia da quantidade e o nimero de doses utilizadas e o

processo de optimizagao do seu uso pode ser dificil de ser conseguida.
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7. CONCLUSOES

Os dados encontrados no presente trabalho sugerem que:

» O antigeno recombinante da forma amastigota de L. chagasi (Lc9) utilizado ¢é
imunogénico no modelo murino gerando uma forte resposta humoral, caracterizada pela

presenca de anticorpos reativos a Lc¢9;

» O ensaio de linfoproliferagdo ndo demonstrou ser um bom parametro para a avaliagdo
da resposta imune celular, uma vez que ndao houve diferenca na proliferagdo dos

esplendcitos por nenhum dos grupos experimentais testados;

» A utilizagdo do antigeno recombinante associado a saponina induziu uma resposta
imune mista Th1/Th2, estando de acordo com resultados obtidos em outros dois

experimentos;

» A resposta induzida pela administragdo de Lc9-saponina ndo foi modificada para

predominantemente Th1 por nenhuma das doses de 1L-12 associada.
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