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RESUMO

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM CAES APOS IMUNIZACAO COM DOIS
ANTIGENOS RECOMBINANTES DE Leishmania chagasi/L. infantum EM ASSOCIACAO
A INTERLEUCINA 12 (IL-12) CANINA. PATRICIA OLIVEIRA MEIRA SANTOS.
Visando contribuir para o desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniose visceral
canina, no presente trabalho, foi avaliada a resposta imune de cdes apds a imunizagdo com
dois antigenos recombinantes de L. chagasi/L. infantum (denominados Lc9 e Lcl3)
misturados a saponina em associacdo ou ndo com plasmideo codificando IL-12 canina de
cadeia unica (pcDNA3.1-scca-IL-12). Os antigenos foram injetados por via subcutanea e o
plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 foi administrado diretamente no linfonodo popliteo
drenante, nos dias 0, 21, 42 e 170 do experimento. Nos animais, a geracdo de anticorpos
séricos da classe IgG anti-Leishmania, a proliferacdo e a producdo de interferon gama (IFN-vy)
por células mononucleares de sangue periférico, apos estimulagdo especifica in vitro, foram
avaliadas. Os caes imunizados com Lc9 e Lc13, associados ou ndo a pcDNA3.1-scca-IL-12,
produziram anticorpos especificos da classe IgG reativos com o extrato total de antigenos de
L. chagasi/L. infantum e com cada antigeno recombinante separadamente. Contudo, tais
animais, ndo apresentaram resposta proliferativa e tampouco revelaram producdo de IFN-y,
apos estimulagdo com extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum, indicando que
pcDNA3.1-scca-IL-12 falhou em induzir resposta imune do tipo Tyl a antigenos co-
administrados. Por causa disso, experimentos adicionais foram realizados visando a definigao,
em carater preliminar, de condigdes apropriadas para uso de plasmideo codificando IL-12,
capazes de promover resposta imune Tyl a antigenos co-administrados, na auséncia de efeitos
toxicos. Para isso, camundongos da linhagem C3H/Hej e C57Bl/6 foram injetados duas vezes
(50 pg / dose) com plasmideo codificando IL-12 murina de cadeia tnica (pcDNA3.1-scmu-
IL-12) e eletroporagdo local foi realizada. Os camundongos C3H/Hej revelaram aumento na
concentragdo plasmatica de IFN-y, esplenomegalia, aumento do linfonodo inguinal e aumento
do indice de proliferagdo dos esplendcitos frente a estimulo in vitro por concanavalina A.
Além disso, os camundongos C3H/Hej apresentaram, histologicamente, expansdo da polpa
vermelha associada a grande pleomorfismo celular, aumento no nimero de macréfagos
vacuolados, de megacariocitos e de células apoptoticas. Os camundongos C57Bl/6 exibiram
aumento na concentracdo plasmatica de IFN-y, esplenomegalia e aumento dos linfonodos
inguinal e popliteo. Esses dados sugerem que as quantidades de pcDNA3.1-scmu-IL-12
utilizadas promovem efeitos toxicos e menores doses do plasmideo devem ser avaliadas em
experimentos para modificacdo da resposta imune em camundongos.

Descritores: Cao, antigenos recombinantes, interleucina-12, leishmaniose visceral e

camundongo.



ABSTRACT

IMMUNE RESPONSE OF DOGS IMMUNIZED WITH TWO Leishmania chagasi/L.
infantum RECOMBINANT ANTIGENS IN COMBINATION WITH RECOMBINANT
CANINE 12 (IL-12). PATRICIA OLIVEIRA MEIRA SANTOS. The present work was
carried out to assess the potential of vaccine candidate antigens against canine visceral
leishmaniasis. Herein, canine immune response was evaluated in animals injected with two L.
chagasi/L. infantum recombinant antigens (named Lc¢9 and Lcl3) in association with a
plasmid encoding single-chain canine IL-12 (pcDNA3.1-scca-IL-12) or not, on days 0, 21, 42
e 170. The antigens were injected subcutaneously and the plasmid DNA was administered
directly into the draining lymph node. After immunization, seric levels of anti-Leishmania
antibodies and peripheral blood mononuclear cells proliferation as well as interferon gamma
(IFN-y) production were measured, following in vitro stimulation with Leishmania crude
antigens. Dogs developed specific IgG anti-Leishmania antibodies but failed to show both
lymphoproliferation and IFN-y production after in vitro stimulation. These data suggests that
pcDNA3.1-scca-IL-12 was unable promote a Thl type of immune response against the co-
administered recombinant antigens. Aiming to define the conditions suitable to induce Thl
immune responses against antigens injected in association with plasmid DNA encoding IL-12,
without concomitant toxic side-effects, further experiments were carried out in mice.
Therefore, CH3/Hej and C57BL/6 mice were injected twice, at two days apart, with 50 pg /
dose of plasmid encoding single chain murine IL-12 (pcDNA3.1-scmu-IL-12), followed by
electroporation. These mice were followed up for 10 days. The C3H/Hej mice showed an
increased of the IFN-y concentration levels, splenomegaly and inguinal lymphadenopathy. At
miscroscopic evaluation of the spleen, the C3H/Hej mice also showed an increase of the red
pulp areas, cellular pleomorphism, megacariocyte, vacuolated macrophage, and apoptotic cell
numbers. In addition, splenic cells of these mice developed a higher proliferative response
after in vitro stimulation with concanavalin A, as compared with control mice, injected with
the plasmid without insert. The C57Bl/6 mice showed increased of the IFN-y concentration
levels and developed splenomegaly, popliteal and inguinal lymphadenopathy. These data
suggest that the schedule of pcDNA3.1-scmu-IL-12 used herein resulted in toxic side effects
and lower amounts should be used in experiments in the attempt to induce murine immune
responses of the Th1 type against co-injected antigens.

Key-words: Dog, recombinant antigens, interleukin-12, visceral leishmaniasis, and mouse.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ) ¢ uma das doengas parasitarias mais
importantes do mundo, sendo endémica na Bacia Mediterranea, em paises do Oriente Médio e
na América do Sul.

No Brasil, a LVZ ¢ considerada um grave problema de saude publica, afetando uma
grande area do pais, em especial o nordeste brasileiro e os estados de Minas Gerais e Mato
Grosso (Grimaldi et al. 1989, Evans et al. 1992, Tesh 1995; Brasil 2006).

LVZ ¢ uma enfermidade grave que promove cerca de 100 % e 10 % mortalidade na
auséncia da instalagdo do tratamento ou quando o tratamento especifico ¢ instituido,
respectivamente (Boakye et al., 2005; Rey et al., 2005).

O agente etiologico da LVZ ¢ um protozoario que pertence a espécie Leishmania
chagasi/L. infantum (Mauricio et al. 1999). Esse protozoario ¢ um parasita intracelular
obrigatorio que, no hospedeiro vertebrado, vive em células do sistema fagocitico
mononuclear, sendo o cdo seu principal reservatorio. A transmissdo do protozodrio para
homem ou para o cdo se d4, na maioria das vezes, pela picada de insetos vetores, pertencentes
géneros Lutzomyia e Phlebotomus, infectados (Killick-Kendrick 1999).

O ciclo de vida do parasita tem inicio quando a fémea do flebotomo parasitada faz seu
repasto sanguineo e regurgita as formas infectantes, promastigotas metaciclicas, no local da
picada, no hospedeiro vertebrado. Apds a fagocitose por macréfagos, as promastigotas se
transformam em amastigotas e, na dependéncia de condi¢des favoraveis, se reproduzem
intracelularmente por divisdo binaria. Com aumento no niumero dos microrganismos, a célula
infectada pode sofrer ruptura ou realizar exocitose dos protozodrios e, de uma dessas
maneiras, os parasitos alcancam o meio extracellular (Rittig & Bogman 2000). A partir dai,
outras células podem fagocitar formas amastigotas de Leishmania e migrar para os linfonodos
de drenagem (Moll 1993; Muraille et al. 2003) e, posteriormente, podera ocorrer
disseminag¢do do protozodrio para diversos Orgdos, particularmente os ricos em células do
sistema fagocitico mononuclear (como figado, baco, medula déssea e linfonodos). Quando
flebotomos realizam repasto sanguineo em individuos infectados, em especial no cdo, pode
ocorrer aquisicdo de formas amastigotas, as quais irdo se transformar em promastigotas no
tubo digestivo do vetor. No proximo repasto sanguineo, o inseto poderd transmitir o
protozoario a um novo hospedeiro vertebrado (World Health Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm, acesso em 08/02/2007).




A terapéutica atualmente disponivel para tratamento da leishmaniose visceral canina
(LVC), que consiste no uso dos mesmos quimioterdpicos utilizados no tratamento da
enfermidade humana, promove cura clinica temporaria, sem causar elimina¢do completa do
parasito. Apos a suspensdo do tratamento, altas taxas de recidiva podem ser observadas,
mesmo sem a exposi¢do a re-infec¢do (Slappendel & Teske 1997; Moreno €t al. 1999; Baneth
& Shaw 2002). Além disso, apds algumas séries do tratamento quimioterapico convencional,
aplicadas devido a recidivas, inoculos de Leishmania resistentes as drogas tendem a ser
selecionados (Gramiccia et al. 1992).

Como o cdo parece ser o principal reservatorio doméstico da infeccdo, o controle da
doenca no homem e no cao, provavelmente, podera ser alcangado através do uso de uma
vacina eficaz contra LVC (Tesh 1995, Dye 1996). Para promover o controle da LVZ, tal
vacina deveria eliminar ou reduzir drasticamente a capacidade de cades infectados em
transmitir o protozodrio para o inseto vetor.

A resposta imune protetora contra parasitos intracelulares do género Leishmania, em
modelos murinos, no homem e no céo, exibe o perfil Tyl (Pinelli et al. 1994, 1995, Ribeiro-
de-Jesus et al. 1998), onde a ativacdo de macréfagos por citocinas, principalmente interferon
gama (IFN-y), conduz a destrui¢do ou inibi¢do do crescimento das amastigotas intracelulares
(Pinelli et al. 2000).

A interleucina 12 (IL-12) ¢ um potente imunomodulador capaz de induzir resposta
imune Tyl a antigenos co-administrados, e expressdao de IFN-y em células NK e linfocitos T
ativados (Hsieh et al. 1993, Manetti et al. 1993, Ma et al. 1995, Trichieri & Scott 1995, Bliss
et al. 1996). Portanto, essa citocina ¢ uma candidata natural a componente de formula¢des
vacinais ou métodos imunoterapicos onde resposta imune de tipo Tyl € desejada.

Visando o desenvolvimento de uma vacina contra LVC, em nosso laboratério,
pretende-se avaliar combinagdes de antigenos recombinantes da forma amastigota de L.
chagasi/L. infantum e citocinas na indugdo de resposta imune celular especifica protetora em
caes. Recentemente, foi confeccionada uma biblioteca de DNA complementar (cDNA) de L.
chagasi/L. infantum, em fago lambda, e selecionados clones de fagos recombinantes contendo
segmentos de ¢cDNA de L. chagas/L. infantum, através do uso de anticorpos de cédo
naturalmente infectado, com reacdo de Montenegro positiva. Dentre os clones selecionados,
dois, denominados de Lc9 e Lcl3, foram submetidos a excisdo in vivo para geragdao de
plasmideos. Posteriormente, os polipeptideos, codificados pelos ¢cDNAs, foram super-
expressos em Escherichia coli ¢, em experimentos preliminares, mostraram-se imunogénicos

para camundongos BALB/c (Penha-Filho, M.L. & Fraga, R.E. e colaboradores, dados ndo



publicados). Em um estudo anterior, realizado em nosso laboratério, uma construgao
plasmideal contendo um inserto codificando IL-12 recombinante canina, na forma de cadeia
unica, foi confeccionada (pcDNA3.1-scca-IL-12, Santos et al. 2004). Em nosso laboratorio,
também, foi confeccionada uma construg¢do plasmideal codificando cadeia unica de IL-12
murina (pcDNA3.1-scmu-IL-12, Barrouin-Melo e colaboradores, dados ndo publicados), a
partir de cDNA (pCI-neo-IL-12, Noormohammadi et al. 2001), gentilmente cedido pela Dra.
Emanuela Handman (Eliza and Walter Institute, Melbourne, Australia). Esses plasmideos
mostraram-se ser capazes de promover a produ¢do da proteina recombinante codificada
biologicamente ativa.

No presente trabalho, cdes foram injetados, por via subcutanea, com duas proteinas
recombinantes de Leishmania chagasi/L. infantum (Lc9 e Lc13) em associagdo ou ndo com a
administracdo de plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 em linfonodo drenante, com referéncia a
injecdo dos antigenos, e a resposta imune humoral e celular especificos foram avaliadas.
Como os animais apresentaram resposta imune humoral e ndo apresentaram resposta imune
celular especifica, incluindo os cdes submetidos a administracio do plasmideo codificando
IL-12, experimentos subseqiientes foram realizados com o objetivo de iniciar o processo de
determinagdo de condigdes apropriadas para o uso de plasmideo codificando IL-12,
nominalmente, condigdes adequadas para induzir resposta imune do tipo Thl a antigenos co-
administrados sem induzir, ou induzir minimamente, efeitos toxicos. Para isso, grupos de
camundongos C3H/Hej ou C57Bl/6 foram injetados duas vezes com plasmideo pcDNA3.1-
scmu-IL-12, com intervalo de dois dias entre as injeg¢des, por via intramuscular ¢ submetidos
a eletroporagdo na regido injetada. Nesses animais, foram estudados os niveis séricos de IFN-
Y, parametros hematologicos, peso corporal e de alguns orgaos (figado, bago e linfonodos),
resposta proliferativa de esplendcitos estimulados com um mitdégeno (concanavalina A) e, em

carater, inicial aspectos histolégicos do baco.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Gerais da Leishmaniose Visceral Zoonética

O agente etiologico da leishmaniose visceral (LV) pertence a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Este protozoario ¢ um parasita intracelular
obrigatorio com duas formas evolutivas basicas: a) forma amastigota, encontrada nos
hospedeiros vertebrados, apresentando predilegdo em parasitar células do sistema fagocitico-
mononuclear e b) promastigota, encontrada no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados
(WHO 1990, Brasil 2006).

A espécie causadora da leishmaniose visceral zoondtica (LVZ) no Velho Mundo, na
regido do Mediterraneo e nos paises asiaticos, ¢ no Novo Mundo é denominada L. infantume
L. chagasi, respectivamente (Tesh 1995, Guerin et al. 2002, Lainson & Rangel, 2005, Brasil
2006). A enfermidade causada pela L. infantum e pela L. chagas exibe aspectos
epidemioldgicos e clinicos parecidos. Alguns autores, a partir da avaliagdo do perfil
isoenzimatico e analise de DNA, passaram a considerar L. infantum e L. chagas como a
mesma espécie (Momen et al. 1987, Mauricio et al. 1999), enquanto outros preferem manter a
denominacdo classica devido a diferencas bioquimicas existentes entre as espécies.
Provavelmente, as duas espécies de Leishmania tiveram um ancestral comum que apresentou
uma dicotomia recentemente (Kreutzer et al.1987, Beverley et al. 1987, Cupolillo et al. 1994,
Lainson & Rangel 2005, Brasil 2006).

O cao ¢ considerado o principal reservatorio doméstico da L. chagasi/L. infantum,
enquanto as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) parecem ser reservatorios silvestres (WHO 1990, Abranches et al. 1991, Tesh
1995, Gradoni 2001, Brasil 2006). A infecgdo em caes ¢ mais prevalente e a enzootia canina
precede a ocorréncia de casos humanos de LV (Brasil 2006). A manutencdo do ciclo
peridoméstico ocorre pela transmissdo do parasita de um cado infectado para um nao infectado
pela picada do inseto vetor (Moreno e Alvar 2002). Outras formas de transmissdo, porém, ja
foram relatadas na literatura, como transmissdo direta cdo-a-cdo e por transfusdo sanguinea
(Owens €t al. 2001, Gaskin et al. 2002).

Os insetos dos géneros Phlebotomus, subgénero Larroussius (P. perniciosus, P. ariasi,
P. perfiliewi e P. neglectus), e Lutzomyia sdao os vetores dos protozoarios denominados L.
infantum e L. chagasi, respectivamente (WHO 1990). A principal espécie vetora, no Brasil, é

Lutzomyia longipalpis. Estudos, contudo, indicam a Lutzomyia cruzi como espécie vetora no



Mato Grosso do Sul (Brasil 2006). Esses insetos permitem o desenvolvimento de formas
promastigotas ligadas a células do intestino médio. Essa ligagdo, provavelmente, ¢ mediada
por lipofosfoglicanos, principal glicoconjugado presente na superficie celular das
promastigotas. Estudos demonstraram um aumento no niimero de lectinas nas células do
intestino médio do vetor apds o repasto sanguineo, indicando sua possivel participacdo na
ligacdo das promastigotas (Killick-Kendrick 2002).

O Lu. longipalpis pode alimentar-se em cdes e seres humanos, além de outros
vertebrados, incluindo o boi, o cavalo, o porco, as galinhas e alguns marsupiais. Nao existem
indicios de habitos antropéfilos do inseto vetor. Em locais habitados por seres humanos e
grande variedade de espécies animais, aparentemente, as fémeas do inseto vetor entram no
domicilio humano para realizar a digestdo do sangue ingerido ao alimentar-se em animal de
outra espécie. No perimetro periurbano, porém, o homem e os cades sdo os animais vertebrados
mais disponiveis para a alimentagdo do inseto vetor. Nesta circunstancia, os flebotomos
infectados podem picar o ser humano e transmitir a Leishmania, a qual pode causar a doenga

humana (Morrison €t al. 1993, Tesh 1995, Moreno ¢ Alvar 2002).

2.2. Aspectos Epidemiologicos da Leishmaniose Visceral Zoonética

A leishmaniose visceral zoonotica (LVZ) exibe ampla distribuicdo geografica,
afetando paises na Asia (em especial no Oriente Médio), Europa, Africa e Américas.
Anualmente ocorrem cerca de 500 mil novos casos humanos, sendo que 90 % destes sdo
registrados na India, Suddo, Bangladesh, Nepal e Brasil (WHO 1990, Brasil 2006). Na
América Latina, cerca de 90 % dos casos de LVZ sdo encontrados no Brasil, especialmente na
Regido Nordeste e em Minas Gerais, onde a enfermidade ¢ considerada um grave problema de
saude publica (Grimaldi et al. 1989, Evans et al. 1992, Brasil 2006). Entre 1985 ¢ 2002 foram
notificados anualmente cerca de 3.156 casos de LV no Brasil. No Estado da Bahia, ocorrem
cerca de 500 a 600 novos casos por ano (Cunha et al. 1995, Brasil 2006).

Nas ultimas décadas, a LV comegou a apresentar expansao no mundo (Desjeux 2001;
Gramiccia & Gradoni 2005). Fatores demograficos e ecoldgicos diversos sdo apontados como
responsaveis por essa expansdao. Dentre esses fatores, podem ser citados: um intenso
desflorestamento aliado ao rapido crescimento e a urbaniza¢do da populagdo humana; um
grande indice de migragdo de pessoas, de areas rurais para as grandes cidades, onde passam a
viver em habitac¢des precarias, sem condi¢des sanitarias e com nutri¢do inadequada; a reducao

das campanhas de borrifacdo anti-anofelineos que, possivelmente, permitiu o aumento da



densidade dos flebotomos, e a dispersdo do vetor para regides até¢ entdo isentas da LVZ. A
relativa ineficiéncia da aplicagao dos métodos atuais de controle da LVZ e a disseminacao da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida também desempenham um papel importante no
aumento dos indices dessa enfermidade no mundo (Tesh 1995, Sherlock 1996, Desjeux 2002,

Brasil 2006).

2.3. Controle da Leishmaniose Visceral Zoonotica

A atual estratégia de controle recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude ¢é: a)
diagnostico e tratamento precoce de casos humanos, b) eliminacdo dos reservatorios, c)
reducdo da populagdo do inseto vetor (WHO 1990, Tesh 1995, Brasil 2006). Contudo, essas
medidas sdo onerosas e trabalhosas para serem aplicadas por longos periodos, sendo
freqiientemente descontinuadas.

O tratamento dos casos humanos de LV reduz a morbidade e a mortalidade, mas,
pouco contribui para a redu¢do do nimero de novos casos da enfermidade humana.

Para a eliminagdo dos reservatérios, a infeccdo ¢ identificada através da
soropositividade especifica ou pelo encontro do protozoario no cdo. Desde 1982, a técnica
utilizada para avalia¢ao sorologica ¢ a imunofluorescéncia, sendo realizada com o eluato de
sangue colhido em papel de filtro. Contudo, a técnica realizada dessa maneira apresenta baixa
sensibilidade para detecgdo da infec¢do canina (Paranhos-Silva et al. 1996, Braga et al. 1998).
Além disso, a amostra sérica pode ter sido obtida no periodo que antecede a soroconversao e
alguns animais podem nao produzir anticorpos ou produzir anticorpos especificos apenas
transitoriamente (Killick-Kendrick et al. 1994), portanto, muitos animais naturalmente
infectados podem deixar de ser identificados.

A auséncia de sinais clinicos em muitos caes soropositivos, especialmente nos estagios
iniciais da LVZ, contribui para a recusa da entrega dos animais para o sacrificio, por parte dos
proprietarios (Tesh 1995), possibilitando que esses cdes permanecam como fonte de infeccao
para os insetos vetores.

O controle do vetor estd baseado, principalmente, no combate aos insetos na fase
adulta e consiste no uso de inseticidas residuais, com objetivo evitar e/ou reduzir o contato
entre o vetor e a populacdo humana, diminuindo o risco de transmissdo do parasito. Essa
medida, porém, tem efeito apenas tempordario na redugdo da populacdo peridoméstica de

flebotomos (Tesh 1995, Brasil 2006).



Atualmente, no Brasil, sdo utilizados os inseticidas piretrdides para a pulverizagao
ambiental, cipermetrina ou deltametrina, que apresentam atividade residual de trés meses
(Brasil 2006). Os programas de pulverizacdo sdo freqlientemente descontinuados, e as

comunidades se tornam reinfestadas pelos insetos vetores.

2.4. Aspectos Imunoldgicos da Leishmaniose Visceral Zoonotica

A defini¢do do tipo de resposta imune a um determinado antigeno depende do
engajamento de linfécitos T de subpopulacdes distintas, entre eles as células T auxiliadoras do
tipo Tyl e Ty2 (Mosmann e Coffman 1989). As células T auxiliadoras, CD4+, podem ser
separadas nas linhagens do tipo Tyl e Ty2, de acordo com o padrdo de citocinas secretadas,
sendo o desenvolvimento de uma, ou da outra, subpopula¢do influenciado por diferentes
fatores, em especial, pela exposicdo inicial a citocinas. As células Tyl secretam
principalmente interferon-y (IFN-y) e interleucina (IL)-2, e as células Ty2 secretam
predominantemente 1L-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Existe um controle reciproco entre as duas
subpopulacdes de células T auxiliadoras, o qual ¢ promovido pela atividade antagonica de
citocinas produzidas por cada linhagem celular (Powrie et al. 1993, Hofstra et al. 1998,
Cotrez et al. 2000).

A resposta imune protetora contra parasitos intracelulares do género Leishmania em
modelos murino, canino e humano, esta relacionada ao aumento dos linfocitos T CD4" do tipo
Tyl e a produgdo de IFN-y e IL-2, citocinas que promovem ativagdo de macrdéfagos e/ou de
linfocitos citotoxicos (Pinelli et al. 1994, 1995, Ghalib et al. 1995, Ribeiro-de-Jesus et al.
1998). O controle da multiplicagdo do parasito em macréfagos depende da producdo de 6xido
nitrico induzida pela enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS). A transcri¢do desta
enzima ¢ induzida por IFN-y e por citocinas como IL-2 e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)
(Belosevic et al. 1990).

A susceptibilidade a infecgdo pela Leishmania parece estar associada com o aumento
dos linfocitos T CD4" do tipo Ty2 e producdo predominante das citocinas IL-4, IL-5 e,
principalmente, IL-10 (Carvalno et al. 1994, Ghalib et al. 1995), além de
hipergamaglobulinemia, devido a ativagdo policlonal de linfocitos B (Kharazmi et al. 1999).
Outros autores encontraram, simultaneamente, altos niveis de IFN-y e IL-10 no soro de
pacientes, indicando que ambos subgrupos de células T auxiliadoras estdo ativadas durante o

curso da doenga (Cillari et al. 1995).



Durante a fase aguda da LV, os seres humanos ndao desenvolvem hipersensibilidade
tardia especifica (“leishmanin skin test”, LST), porém, apds 6 a 12 meses do tratamento bem
sucedido, os individuos passam apresentar reatividade cutinea a extrato bruto de antigenos de
Leishmania. Por outro lado, individuos com a forma subclinica ou assintomatica da infecgao
revelam tendéncia a produzir pequenas quantidades de anticorpos anti-Leishmania, resposta
linfoproliferativa e produg@o de IFN-y, ap6s estimulo in vitro com antigenos de Leishmania, e
podem exibir hipersensibilidade cutanea tardia especifica (Badaro et al. 1986; Carvalho €t al.
1992).

A dicotomia Tyl/ T2 na resposta das células T contra a Leishmania sugere que o
balango entre as duas populacdes de linfocitos T especificas determina a evolugdo da infecgao

(Kemp et al. 1994, 1996).

2.5. A Leishmaniose Visceral no Cao

Os caes infectados com L. chagasi/L. infantum podem apresentar formas clinicas
sintomaticas ou assintomaticas. Apds a infec¢@o, os caes podem: a) permanecer em um estado
pré-patente, progredindo mais tarde para o desenvolvimento da doenca, b) permanecer por
longos periodos de tempo sem apresentar manifestacdes clinicas, ou c¢) curar-se
espontaneamente. Os animais pertencentes ao primeiro grupo sao considerados susceptiveis, €
os cées dos dois ultimos grupos sdo denominados resistentes a infec¢do por L. chagasi/L.
infantum (Cabral et al. 1998).

A imunidade celular especifica parece ser capaz de promover o controle da infecgdo e
manter o animal assintomatico. Pinelli e colaboradores (1994) demonstraram que linfocitos de
cdes resistentes sao capazes de proliferar, produzir de IL-2 e TNF, e apresentar
hipersensibilidade cutinea tardia, apos estimulagdo por extrato de antigenos de Leishmania.

Na transi¢do do estado assintomdtico para doenca, ocorre supressdo da resposta
proliferativa de linfocitos (Bourdoiseau et al. 1997, Moreno et al. 1999, Rhalem et al. 1999).
Na auséncia resposta imune celular, pode ocorrer progressao para o desenvolvimento da
doenga (Pinelli et al. 1994, Cabral et al. 1998, Rhalem et al. 1999, Leandro et al. 2001). Caes
sintomaticos apresentam uma significante reducdo no nivel de células T CD4+ com baixa
resposta linfoproliferativa in vitro a fracdo solivel do extrato de antigeno de Leishmania
(Moreno et al. 1999), ativagdo policlonal de linfocitos B pelos antigenos parasitarios e altos

titulos de anticorpos especificos (Gradoni 2001).



Diferentes subclasses de IgG com reatividade a antigenos de Leishmania podem ser
produzidas, incluindo IgG1 e IgG2. O significado da predominancia da produgdo de IgG1 ou
IgG2 na LV canina ainda ndo foi elucidado, alguns estudos mostram resultados contraditorios

(Leandro et al. 2001; Oliveira Mendes €t al. 2003).

2.6. Antigenos Candidatos a Componentes de uma Vacina contra Leishmaniose Visceral

Canina

A prevengdo da LV em caes, provavelmente, deve ser uma das formas mais efetivas de
interromper o ciclo doméstico dessa parasitose. A utilizagdo de uma vacina eficaz teria
vantagens sobre as estratégias de controle da doenga atualmente empregadas. A vacinacio
ocasionaria reducdo de aporte de novos cdes susceptiveis para as areas endémicas e teria
grande aceitacdo por parte da populagdo, por evitar o sacrificio canino atualmente empregado.

O processo de validagdo, teste de seguranca e aprovagdo de uma vacina para uso
animal, comparada para uso em humanos, ¢ mais simples.

Algumas formula¢des candidatas a vacinas contra LVC estdo em fase de teste ou
foram testadas sem, contudo, induzirem protecdo ou induzindo protecdo apenas parcial em
estudos de fase II1.

Em 1988, Frommel e colaboradores demonstraram a capacidade de uma fra¢do de
proteinas purificadas de formas promastigotas de Leishmania chagasi/L. infantum, com peso
molecular de 94-67 kDa (denominada LiF2), de proteger camundongos BALB/c contra
infeccdo experimental com Leishmania mexicana e Leishmania major. Em seguida,
Ogunkolade e colaboradores (1988) imunizaram 12 cdes com LiF2. Os animais imunizados
com LiF2 associado ao adjuvante N-acetil-muramil L-alanina D-isoglutamina (MDP)
produziram anticorpos especificos. Mais tarde, Dunan e colaboradores (1989) estudaram
efeitos da vacina candidata em cdes residentes em uma area endémica para LV na Franca.
Para isso, foram utilizados 393 caes. Os cdes foram avaliados por dois anos e nao houve
diferenga entre as taxas de soroconversdao ou encontro de amastigotas no baco e linfonodo
entre os dois grupos.

Mayrink e colaboradores (1996) administraram, em nove caes, trés doses de
Leishmania brazliensis fragmentadas associadas a BCG. Dez cées, utilizados como controles,
foram injetados somente com BCG. Posteriormente, os cdes foram injetados com formas

promastigotas de Leishmania chagasi/L. infantum e a partir da resposta imune humoral e



linfoproliferativa especificas, os autores concluiram que os animais imunizados apresentaram
protecao contra a infecgao.

Lasri e colaboradores (1999) injetaram formas promastigotas de L. major autoclavadas
(ALM) associadas a saponina ou a BCG. Os dois grupos de animais produziram anticorpos
especificos, porém apenas o ultimo exibiu anticorpos reativos a uma proteina de Leishmania
de 85 kDa e desenvolveu resposta linfoproliferativa especifica.

Uma frago de glicoproteinas purificadas a partir de L. donovani, com afinidade para
fucose e manose (denominada Fucose Manose Ligante — FML), foi avaliada em diversos
modelos animais, incluindo o camundongo, hamster e cdo. A administragdo dessa fracao
glicoproteica em animais promoveu protecao parcial contra a infecgdo experimental com L.
chagasi/L. infantum. Além disso, em um experimento realizado com 117 cies soronegativos
de uma area endémica para LV, 59 e 58 animais foram administrados com placebo ou FML
associada a saponina, respectivamente. A analise realizada, dois anos apds a imunizagao,
revelou protegdo parcial contra a infec¢do nos animais injetados com FML (Santos et al.
1999, Da Silva et al. 2001, Borja-Cabrera et al. 2002, Santos et al. 2002). Esses achados sdo
promissores e estudos duplo-cegos multicéntricos sdo aguardados para confirmagdo os
resultados obtidos.

Em 2003, Ramiro e colaboradores imunizaram cdes com DNA (DNA-LACK)
plasmideal, realizaram um reforco com virus recombinante vaccinia codificando a proteina
LACK L. chagasi/L. infantum (rVV-LACK) e, em seguida, injetaram os animais com 10°
promastigotas de L. chagasi/L. infantum, por via intravenosa, ¢ os avaliaram por 17 meses.
Quatro de cinco animais imunizados com DNA-LACK e rVV-LACK permaneceram
assintomaticos, ndo produziram de anticorpos especificos e tampouco exibiram parasitismo no
bago e no figado. Adicionalmente, linfocitos do sangue periférico desses apresentaram
resposta proliferativa in vitro especifica. Todos os cinco animais submetidos a infecgdo
desenvolveram manifestacdes clinicas, anticorpos especificos, parasitismo esplénico e
hepatico e falharam em apresentar resposta linfoproliferativa, frente ao estimulo com LACK.

Saldarriaga e colaboradores (2006) injetaram cdes com uma mistura de DNA
plasmideal codificando 10 diferentes polipeptideos Leishmania (histonas H1, H2A, H2B, H3,
H4, além de LACK, PSA-2, TSA, STI1 and ARP-1). Os animais imunizados apresentaram
resposta linfoproliferativa e hipersensibilidade cutanea tardia especifica, bem como tendéncia
a expressar mRNA de IFN-y, apos estimulagdo especifica in vitro. Apos a inoculagdo
experimental de Leishmania chagasi/L. infantum, esses animais revelaram menor carga

parasitaria no linfonodo drenante em comparagdo com o grupo controle.



2.7. A Interleucina 12 como Adjuvante Vacinal

A interleucina 12 (IL-12) ¢ uma citocina produzida por macréfagos, neutrofilos e
células dendriticas, que promove a diferenciagdo de células Tyl e a producdo de IFN-y por
linfocitos T e NK (Hsich et al. 1993, Manetti et al. 1993, Ma et al. 1995, Trichieri & Scott
1995, Bliss et al. 1996). Devido as atividades biologicas de IL-12, essa citocina ¢ uma
molécula candidata a componente de formulacdes vacinais contra leishmaniose visceral.

Camundongos BALB/c desenvolvem uma doenga grave quando experimentalmente
infectados com L. major. Afonso ¢ colaboradores (1994) injetaram camundongos BALB/c
com a fragdo soluvel de extrato bruto de antigenos L. major (SLA), em associagdo a IL-12, e
observaram que os animais, apds a imunizagdo, apresentam uma reposta imune celular
especifica do tipo Tyl (alta produgdo de IFN-y e baixa producdo de IL-4) e exibem resisténcia
a infec¢do. Adicionalmente, camundongos BALB/c injetados antigeno LACK e IL-12 (na
forma de proteina ou plasmideo) também apresentaram prote¢do contra a infec¢do com L.
major (Stobie et al. 2000).

Camundongos BALB/c e C57Bl/6 imunizados com um hapteno [2,4,6-trinitrofenil
(TNP)] conjugado a uma proteina carreadora [“keyhole limpet hemocyanin” (KLH)] em
associacdo a IL-12 murina recombinante, desenvolvem resposta a TNP-KLH do tipo Tyl/
Tu2, enquanto que animais injetados exclusivamente com TNP-KLH revelam resposta imune

do tipo Ty2 (Bliss et al. 1996).

2.8. Efeitos da Administracio de Interleucina 12 in vivo

Tare e colaboradores (1995) administraram de 10 ng a 1 pg de IL-12 recombinante por
animal, diariamente, durante sete dias, em camundongos da linhagem C57B1/6 com 8 a 12
semanas de idade. Esses autores descreveram uma supressdo da hematopoiese na medula
Ossea, anemia, leucopenia e trombocitopenia, dose e tempo-dependente. Os autores
observaram também esplenomegalia devida ao aumento da polpa vermelha e de hematopoiese
extramedular, sendo essa Uultima representada por células precursoras das linhagens
eritrociticas, mielociticas € megacariociticas.

Jackson e colaboradores (1995) trataram camundongos da linhagem BALB/c com
1 ug de IL-12 recombinante por animal, durante trés ou sete dias consecutivos. Nesses

animais, os autores notaram redu¢ao no numero de leucocitos totais e linfocitos, aumento de



granuldcitos € mondcitos periféricos no sangue periférico. Paralelamente, foram observadas
hipoplasia da medula éssea e diminui¢do das unidades formadoras de colonia granulocitica-
macrofagica (UFC-GM) bem como hiperplasia esplénica e aumento de UFC-GM, sugerindo
um efeito mobilizador da IL-12 sobre as células progenitoras.

Anemia, linfopenia, neutropenia, reticulocitose, esplenomegalia e aumento da
celularidade esplénica, representada por aumento da hematopoiese, das células NK e dos
macrofagos, foram encontradas apos injecao de 1 pg / dose, durante quatro dias consecutivos,
em camundongos 129 Sv/EV (Eng et al. 1995). Esses mesmos autores encontraram redugao
na hematopoiese medular e no niumero de células na medula 6ssea, com diminuicdo das
c¢lulas mielodides, eritroides, linfoides e de seus progenitores.

Para determinar os efeitos causados diretamente e os efeitos causados indiretamente,
dependentes de IFN-y, Eng e colaboradores (1995) administraram 1 pg de IL-12
recombinante, durante quatro a sete dias consecutivos, em camundongos selvagens da
linhagem 129 Sv/Sv ou camundongos deficientes na expressdo de receptor de IFN-y
(IFN-y-R-/-). Em camundongos IFN-y-R-/- tratados com IL-12, ndo ocorreu alteragdo de
celularidade no sangue periférico, exceto por um aumento na concentra¢do de neutrdfilos de
cerca de 1,8 vezes. Adicionalmente, tampouco foram observadas alteragdes na medula ossea.
Em contraste, os 129 Sv/Sv selvagens tratados com IL-12 apresentaram anemia discreta,
reticulocitose, linfopenia e aumento de 3,3 vezes na concentragdo de neutréfilos, bem como
reducdo da celularidade da medula 6ssea. Esses dados sugerem que o aumento da
concentragdo de células no sangue periférico e redugdo de células progenitoras na medula
Ossea dependem da acdo de IFN-y.

A partir de estudos experimentais, alguns autores sugerem que a administragdo de
plasmideo codificando IL-12 seria uma alternativa para obterem-se os efeitos biologicos sem
a toxicidade associada a injecdo das quantidades da proteina utilizadas para obtencdo de

efeitos terapéuticos (Watanabe et al. 1999, Lui et al. 2001, Shi et al. 2002, Weber et al. 2004).

2.9. A Administracio de Plasmideo por Eletroporacio

A descoberta que a administragdo de plasmideo com insertos poderia resultar na
producdo de proteinas codificadas pelos insertos in Vivo gerou uma grande esperanga para a
terapia génica. No entanto, embora a administracao de plasmideo em camundongos resulte

freqlientemente na inducdo de efeitos bioldgicos, a administragdo em animais de maior porte,



em geral, ndo acarreta mudancgas detectaveis. Por isso, varios pesquisadores vém trabalhando
no desenvolvimento de metodologias para tornar a administracao de plasmideo mais efetiva.

Recentemente, varios autores demonstraram que aplicacdo de pulsos elétricos no local
da injecdo de plasmideo com insertos favorece a entrada dessas moléculas nas células e pode
resultar em um aumento consideravel da producdo da proteina codificada pelos insertos
(Dower et al. 1988, Taketo et al. 1988, Foung et al. 1989, Melkonyan et al. 1996, Somiari et
al. 2000, Draghia-Akli et al. 2003).

A aplicagdo de campos elétricos resulta na formagdo temporaria de poros na
membrana celular permitindo a passagem de macromoléculas para o interior da célula. Os
poros sao formados por alteracdes na membrana citoplasmatica, dentre elas a formacao de
poros hidrofilicos invertidos (Somiari et al. 2000).

Finalmente, varios estudos foram realizados e pardmetros apropriados para o sucesso
da administracdo de plasmideos por eletroporacdo foram definidos, tanto em camundongos
como em outras espécies animais, como por exemplo, em cdo, incluindo a voltagem,
amperagem, nimero de pulsos e duracdo de pulsos elétricos (Lucas e Heller 2001, Fewell et

al. 2001, Gronevik et al. 2003, Draghia-Akli et al. 2003).



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Contribuir no desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniose visceral canina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a imunogenicidade de dois antigenos recombinantes da forma amastigota de
Leishmania chagasi/L. infantumno céo.

= Avaliar possiveis modificacdes da resposta imune aos antigenos recombinantes de L.
chagasi/L. infantum pela injecdo concomitante de IL-12, na forma de plasmideo, no
cao.

= Avaliar os efeitos da administracdo de IL-12, na forma de plasmideo, por

eletroporacdo, em camundongo.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Avaliagio da Resposta Imune Especifica de Caes Injetados com Antigenos
Recombinantes de Leishmania chagas/L. infantum e Plasmideo Codificando IL-12

canina

Para avaliagdo do potencial de moléculas candidatas a componente de uma vacina
contra leishmaniose visceral canina (LVC), cdes foram injetados com dois antigenos
recombinantes da forma amastigota de Leishmania chagasi/L. infantum, denominados Lc9 ¢
Lcl3, em associagdo com saponina e IL-12 canina recombinante de cadeia unica,
administrada na forma de plasmideo. Depois disso, foi realizada a avaliagdo da resposta
imune humoral especifica, pela mensuragdo de anticorpos da classe IgG reativos a L¢9, Lcl3
e a extrato bruto de antigenos de L. chagasi/L. infantum, usando-se ensaios imunoenzimaticos
em fase solida (ELISA). Além disso, foi realizada a avaliagdo da resposta imune celular
especifica, pela mensuracdo de proliferacdo de células mononucleares de sangue periférico
(CMNSP), e a avaliagdo da produgdo de IFN-y por CMNSP, apds estimulo in vitro com Lc9,
Lcl3 e extrato bruto de antigenos de L. chagasi/L. infantum, através da mensuracdo da
incorporac¢ao de timidina radioativa por células e de ELISA de captura em sobrenadante de

cultura, respectivamente. Ver Anexo 3.

4.1.1. Obtencao de antigenos de Leishmania chagasi/L. infantum

Antigenos recombinantes de formas amastigotas de L. chagas/L. infantum,
denominados Lc¢9 e Lcl3, foram obtidos para serem injetados em caes visando a indugdo e a
avaliacdo de resposta imune especifica. Além disso, extrato bruto de antigenos de formas
promastigotas L. chagasi/L. infantum também foram obtidos para serem usados em ensaios

imunoldgicos com a finalidade de avaliar a resposta imune especifica em caes.

4.1.1.1. Antigenos Recombinantes de Formas Amastigotas



Em estudos prévios realizados em nosso laboratoério, dois antigenos recombinantes
denominados Lc9 e Lc13 foram selecionados (Teixeira et al. 2007) a partir de uma biblioteca
de DNA complementar (cDNA) de formas amastigotas de L. chagasi/L. infantum
confeccionada em fago lambda, usando-se reagentes da Stratagene Corporation (Stratagene
Corporation, La Jolla, EUA; Teixeira et al. 2007). Esses dois antigenos foram selecionados
usando-se uma mistura de soro de quatro cdes naturalmente infectados por L. chagasi/L.
infantum e que exibiam resposta imune celular especifica ao protozoario (Santos, WLC et al.,
dados ndo publicados). Apds a sele¢do dos dois clones de fago lambda, foram geradas
constru¢des plasmideais, contendo insertos de cDNA codificando Lc9 e Lcl3, denominadas
pBK-CMV-Lc9 e pBK-CMV-Lcl13, respectivamente. Os genes que codificam Lc9 e Lcl3
foram identificados, através de uma colaboracdo com o Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto,
Departamento de Microbiologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ, Recife,
PE), pela determinagdo das seqiiéncias de DNA das extremidades 5’ e 3’ dos insertos e
compara¢ao dessas com seqiiéncias de DNA do genoma de L. infantum depositadas no banco
de dados do Instituto Sanger, Reino Unido (http://www.genedb.org/genedb/linfantum/).

Para facilitar a purificagdo da proteina Lc9, o inserto da constru¢do pBK-CMV-Lc9
foi subclonado em plasmideo pRSET, que acrescenta uma cauda de seis histidinas na
extremidade amina da cadeia polipeptidica recombinante (Teixeira et al. 2007).

Os antigenos recombinantes foram produzidos em Eschericchia coli das cepas
BL21(DE3)pLysS e TOP10F’, transformadas pelas constru¢des plasmideais pRSET-Lc9 e
pBK-CMV-Lcl13, respectivamente (BL21(DE3)pLysS-pRSET-Lc9 e TOP10F’-pBK-CMV-
Lc13), seguindo-se as recomendagdes da Invitrogen.

Resumidamente, colonias isoladas de BL21(DE3)pLysS-pRSET-Lc9 e TOP10F’-
pBK-CMV-Lc13 foram usadas para inocular até 150 mL de caldo de cultura Luria-Bertani
[caldo LB: 1% de bacto-triptona (m/v), 0,5% de extrato de levedura (m/v), 1% de cloreto de
sodio (m/v), pH 7.0] contendo antibioticos. Para o cultivo de BL21(DE3)pLysS-pRSET-Lc9 e
TOP10F’-pBK-CMV-Lc13 foram usados antibidticos nas seguintes concentragdes finais: 50
pg/mL de ampicilina, 35 pg/mL de cloranfenicol e 50 pg/mL de kanamicina,
respectivamente. Apds incubagdo por cerca de 16 h a 37° C, sob agitacdo constante de 250
rpm em uma incubadora orbital (Orbit Environ Shaker), as suspensdes bacterianas resultantes
foram usadas para inocular volumes maiores de meio LB. Incuba¢do de volumes maiores de
cultura foi realizada a 37° C, sob agitacdo constante de 250 rpm, até a densidade Optica
medida de cada cultura, realizada a 600 nm, alcancar cerca de 0,6. A partir dai, indugdo de

expressio de proteina recombinante foi realizada pela adi¢do de isopropil-thio-f-D-



galactosidio (IPTG) para atingir a concentracao final de 0,250 mM. Foi realizada incubagao,
conforme descrito previamente, por 5 h. As suspensdes bacterianas foram submetidas a
centrifugacdo a 4000 X g por 20 minutos e os sedimentos foram armazenados a —20° C até o
momento do uso.

A purificagdo de Lc9 foi realizada por cromatografia de afinidade, usando-se colunas
com resina de Sepharose carregada com niquel (Sepharose Chelating Fast Flow), preparada
conforme instru¢des do fabricante. Resumidamente, sedimento bacteriano foi ressuspenso em
tampao de lise (100 mM de NaH,PO4, 10 mM de base Tris e 8 M de uréia, pH 8,0), submetido
a agitacdo por 1 hora e a suspensao resultante foi centrifugada a 10.000 X g por 30 minutos. O
sobrenadante foi coletado e aplicado a uma coluna de Sepharose carregada com niquel. Apds
lavagem da resina com tampao 100 mM de NaH,PO,4, 10 mM de base Tris, 8 M de uréia (pH
8,0) e 20 mM de imidazol, a coluna foi eluida com tampao 100 mM de NaH,PO,4, 10 mM de
base Tris, 8 M de uréia (pH 8,0) e 500 mM de imidazol. O material eluido da coluna foi
submetido a didlise, usando-se saco de dialise capaz de reter moléculas com peso molecular
superior a 8.000 kDa, contra salina tamponada com fosfato (PBS), pH7,2. Em seguida o
dialisado foi centrifugado a 1200 X g a 4°C por 5 minutos e o sobrenadante concentrado por
ultrafiltragdo no Amicon para 800 pg / mL, com compressdo de 55 psi (3,7 ATM) de
nitrogénio gasoso. A mensuragdo da concentracao de proteinas foi realizada por SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida 10% e pelo método de Bradford, com uma curva referéncia de BSA.
Aliquotas de 800 pg / mL de Lc9 foram armazenadas a -20° C.

A purificagdo de Lc13 foi realizada a partir de corpusculos de inclusdo através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com duodecil sulfato de s6dio (SDS). Para a
obtencao de corpusculos de inclusdo, sedimento bacteriano foi ressuspenso em tampao de lise,
pH 8,0, contendo 20mM Na,HPO4, 500mM Nacl e 10mM imidazol e incubado por 20
minutos sobre gelo. Para cada grama de sedimento bacteriano foram adicionados quatro
miligramas de 4cido deoxicolico, para auxilio na lise bacteriana. Seguiu-se incubagao a 37°C,
durante 15 minutos, em banho-maria, e a fragmentagdo do DNA genomico foi realizada por
sonica¢cdo sobre o gelo usando-se o aparelho ultrasonicador (Sonifier Cell Disruptor). A
sonicagdo foi realizada com quatro pulsos de 300 Watts, cada pulso com duracdo de 30
segundos ¢ intervalo de 10 segundos entre cada dois pulsos consecutivos. A suspensdo foi
centrifugada a 17.000 x g, 4°C, por 15 minutos, e o sedimento, depois de trés lavagens com
tampao de lise, foi armazenado a -20°C até o momento do uso.

Lcl13 foi separado de outras proteinas presentes nos corpusculos de inclusdo

utilizando-se um aparelho Prep Cell modelo 491, seguindo-se as recomendagdes do



fabricante. Esse aparelho permite a separagao de proteinas com pesos moleculares diferentes
entre si, por SDS-PAGE. Apos a separagao, as proteinas sdo obtidas em fracdes soliveis em
tampao base Tris a 0,025 M, glicina a 0,192 M (pH 9,3) e SDS a 0,1%. Resumidamente, géis
de poliacrilamida em forma de cilindro oco foram preparados, usando-se o sistema
descontinuo de tampao, essencialmente, conforme descrito Laemmli (1970). Os géis foram
preparados entre dois cilindros. Um cilindro externo oco, comprimento de 12 cm e didmetro
interno de 3,7 ¢cm, e um cilindro interno, com diametro externo de 1,9 cm. Usando-se esse
sistema, cilindros ocos foram preparados com gel de separagdo de cerca de 10 cm de altura e
gel de empacotamento com cerca de 2 cm de altura.

Gel de separagdo foi elaborado com acrilamida-bis-acrilamida a 8,5 % (m/v). Para
isso, foram usados acrilamida a 8,27 % (m/v) e bis-acarilamida a 0,23 % (m/v), tampao Tris-
HC1 0,375 M (pH 8.8), SDS a 0,1% (m/v), persulfato de amonio a 0,1% (m/v) e N,N,N',N'
tetrametileno-diamina (TEMED) a 0,006 % (v/v). Gel de empacotamento foi elaborado com
acrilamida-bis-acrilamida a 5 % (m/v). Para isso, foram usadas acrilamida a 4,87 % (m/v) e
bis-acarilamida a 0,13 % (m/v), tampao Tris/HCI a 0,125 M (pH 6.8), SDS a 0,1% (m/v),
persulfato de amonio a 0,1 % (m/v) e TEMED a 0,01 % (v/v).

As amostras foram preparadas com tampao Tris/HCI a 0,0625 M, pH 6.8, SDS a 2 %
(m/v), glicerol a 10 % (v/v), 2-B-mercaptoetanol 5 % (v/v) e azul de bromofenol a 0,01 %
(m/v) e fervidas por trés minutos em banho-maria. As corridas foram realizadas usando-se
tampao de base Tris a 0,025 M, glicina a 0,192 M e SDS a 0,1%, e com corrente constante
entre 10 e 15 mAp durante a noite e depois 70 mAp até o final da corrida. Durante a corrida,
uma camara localizada abaixo do gel de separagdo, denominada cdmara de eluicdo, foi
continuamente alimentada com tampao de elui¢do (base Tris a 0,025 M, glicina a 0,192 M e
SDS a 0,1%). Assim que todo azul de bromofenol, presente no tampao da amostra, saiu do gel
da camara de elui¢do, foram coletadas cerca de 120 fra¢des, cada uma com 2 mL. Apos
andlise das fragdes protéicas por SDS-PAGE, conforme método de Laermmli (1970), as
fragdes contendo Lcl3 foram reunidas e, em seguida, SDS foi removido através de
eletrodialise, usando-se um método semelhante ao descrito por Tuszynski ¢ Warren (1975).
Resumidamente, as fragdes de Lc13 reunidas foram colocadas em um saco de dialise de 25
mm de diametro capaz de reter proteina com peso molecular superior a 8.000 Daltons. O saco
de dialise foi colocado em uma cuba de eletroforese de acrilico, de construgdo caseira
(Pinheiro, N.P.F.Jr. e colaboradores), contendo tampao fosfato de sodio a 0,02 M (pH 6,8) e
uma corrente de 40 Volts foi aplicada por 24 horas. Depois foi realizada inversdo de corrente

por 1 minuto. Depois desse periodo, o contetido do saco foi submetido a dialise contra PBS,



pH 7,2. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, diluindo-se as
amostras com uréia a 4 M. Aliquotas com 2,2 mg / mL foram armazenadas a -20 C. Ver

Anexo 1.

4.1.1.2. Extrato Bruto de Formas Promastigotas

Extrato bruto de antigenos de formas promastigotas de Leishmania de cultura foram
obtidos para uso em ensaio de imunoenzimatico em fase solida para avaliacao da producao de
anticorpos especificos e para avaliacdo de resposta linfoproliferativa e inducdo de produgdo
de IFN-y ap6s estimulacdo especifica em caes.

A cepa de L. chagas/L. infantum utilizada para a preparagdo de extrato bruto de
antigenos foi a MHOM/BR2000/Merivaldo2. Essa cepa foi isolada, inicialmente, através de
punc¢do esplénica de um paciente com quadro clinico de LV oriundo de Jequié-Bahia. Essa
cepa de Leishmania vem sendo mantida em nosso laboratério em aliquotas, armazenadas em
nitrogénio liquido, geradas apos cultivo em meio Schneiders e 20 % (v/v) de soro bovino fetal
(SBF) com complemento inativado ou de passagens sucessivas em hamsters.

Para obten¢ao de formas promastigotas de L. chagasi/L. infantum, um fragmento de
figado de hamster infectado foi macerado e incubado em meio de cultura Schneiders, pH 7.2,
suplementado com 20% de SBF, inativado a temperatura de 24° C. Uma amostra, com formas
promastigotas geradas, foi usada na realizacdo de um processo passagens sucessivas para
expansdo de Leishmania. Parasitos, em fase estacionaria, de até sete passagens, foram
centrifugados a 500 X g, a 4°C, por 10 minutos. Em seguida, os parasitos foram lavados trés
vezes com PBS (NaCl a 137 mM, KCI a 2,68 mM, Na,HPO4 a 9,58 mM e 1,47 mM
NaK,POy), pH 7,2. O sedimento obtido apds a tltima lavagem foi ressuspenso com 10 mL de
PBS, pH 7.2. A suspensao foi submetida a sonicagdo com cinco pulsos de 40 Hz, sob gelo. Os
pulsos foram realizados cada um com 45 segundos de duracdo, com intervalo de 60 segundos
entre cada dois pulsos consecutivos, usando-se o aparelho Ultrasonic Processor, sendo a
amostra mantida no gelo nos intervalos. Depois desse processo, a concentragdo proteinas foi
determinada através do método de Bradford (1976). Aliquotas foram preparadas com 9,75
mg / mL de proteina. Algumas dessas aliquotas foram submetidas a irradia¢do no irradiador
modelo IBL 437C, com 7200 rad por aproximadamente 28 minutos, para uso em ensaio de

linfoproliferagdo, antes de serem armazenados a -20°C até o momento do uso.



4.1.2. Obtencao de Plasmideo Codificando IL-12 de Cao

Em um estudo anterior realizado em nosso laboratdério, uma construgdo plasmideal
contendo um inserto codificando IL-12 recombinante canina, na forma de cadeia Unica, foi
confeccionada (pcDNA3.1-scca-IL-12, Santos et al. 2004). No presente trabalho, uma
colonia de E. coli da linhagem TOP10F’ transformada com a constru¢do pcDNA3.1-sccazeo-
IL-12 foi usada para inocular de 5 a 10 mL de caldo LB com ampicilina na concentragdo de
50 mg / mL. A suspensao bacteriana foi incubada, por oito horas, a 37° C, sob agitacao
constante de cerca de 300 rpm. Apds esse periodo, um volume de cultura foi usado para
inocular cerca de 2.500 mL de caldo LB com ampicilina, para alcancar uma diluicdo de
1:1000, que foram incubados por cerca de 12 a 16 horas, a 37° C, sob agitagdo constante de
300 rpm. O sedimento bacteriano foi obtido pela centrifugacao a 6.000 x g a 4° C, por 15
minutos, sendo, depois, armazenado a -20° C até o momento do uso. A partir do sedimento
bacteriano, o plasmideo foi purificado usando-se colunas cromatograficas de troca ionica,
filtro e reagentes da Qiagen, seguindo-se as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, o
sedimento bacteriano foi ressuspenso em 125 mL de tampao P1 a 4° C (Tris/HCl a 50 mM pH
8.0, EDTA a 10 mM e RNase a 100 pg / mL), em seguida, 125 mL de P2 [NaOH a 200 mM
e SDS a 1 % (m/v)] foram acrescentados, para promover lise das bactérias além de
desnaturagdo e precipitagio de DNA. A suspensdo de lisado bacteriano foi incubada a
temperatura ambiente (22 — 24° C) por 5 minutos. Um volume de 125 mL de P3 (acetato de
potassio a 3 M, pH 5,5) a 4° C foi adicionado a suspensdo de lisado bacteriano para causar
renaturacdo e solubilizagdo das moléculas do plasmideo. A mistura resultante foi incubada
sob gelo, por 30 minutos, sendo depois centrifugada a 20.000 X g e a 4° C, por 30 minutos.
Sobrenadante contendo plasmideo foi aplicado em filtro Qiagen, ou filtrado em tecido de
algodao, e depois aplicado em uma coluna de troca idnica previamente equilibrada com 75
mL de tampao QBT [NaCl a 750 mM, acido morfolinico-fenil-sulfonico (MOPS) a 50 mM,
pH 7,0, isopropanol a 15 % (v/v) e Triton X-100 a 0,15 % (v/v)]. A coluna cromatografica foi
lavada com 600 mL de tampao QC [NaCl a 1 M, MOPS a 50 mM, pH 7,0 e isopropanol a 15
% (v/v)]. Um volume de 100 mL de tampao QF [NaCl a 1,25 M, Tris/HCI a 50 mM, pH 8,5 e
isopropanol a 15 % (v/v)] foi usado para eluicdo de DNA plasmideal da coluna e, para
precipitagdo do DNA, foi usado 52,5 mL de isopropanol P.A., seguido de centrifugagdo a
15.000 x g a 4°C por 30 minutos. O pellet contendo o DNA foi lavado com 10 mL de etanol

70% e depois centrifugado a 15.000 X g por 10 minutos. O material permaneceu por 20



minutos em temperatura ambiente, para permitir a evaporacdo da dgua do pellet, sendo o

DNA ressuspenso em quatro mililitros de solugdo salina estéril.

4.1.3. Avaliacdo da Resposta Imune Humoral

4.1.3.1. ELISA para Mensuragdo de Anticorpos Reativos a Extrato Bruto de Formas

Promastigotas

O ELISA para mensuragdo da IgG anti-Leishmania foi realizado de acordo com
Paranhos-Silva e colaboradores (1996) utilizando placas de 96 pocos. Resumidamente, pocos
da placa de microtitulacdo foram sensibilizados com 100 pL de extrato total de antigenos de
L. chagasi/L. infantum na concentragdo de 10 pug / mL durante cerca de 14 horas a 4°C, em
tampao de sensibilizacdo carbonato-bicarbonato de sédio 0,1M, pH 9.6, na concentragdo de 1
ng por poco. Apos trés lavagens com 200 pL por pogo de PBS contendo 0,05 % de Tween 20,
os sitios capazes de reagirem inespecificamente com proteinas foram bloqueados durante 30
minutos a 37°C com 150 pL por poco de PBS / leite desnatado 10%, seguida de nova lavagem
(3X) com 200 pL por pogo de PBS / Tween 20 0,05%. Cem microlitros das amostras séricas
dos caes, diluidas 1:400 em PBS — Tween 20 a 0,05% (v/v) — leite desnatado a 10% (m/v),
PBS-TL, foram aplicadas nos pogos e incubadas durante 1 hora em camara Umida a
temperatura ambiente. Apos lavagem, como ja descrito, 100 uL por poco da anti-IgG de cdo
conjugada a peroxidase, produzida em caprino, diluida 1:1000 em PBS-TL, foi incubada por 1
hora em camara umida a temperatura ambiente, seguida de lavagem. A reagdo foi revelada
pela adicdo de substrato com 2,5 mg de 3,3°,5,5’ tetrametil-benzidina (TMB) em 250 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO), tampao acetato de sédio 0,5M, &cido citrico 0,5M e 0,1% de
peréxido de hidrogénio 30V. Apds incubagdo por 45 minutos, em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 50 puL por poco de acido sulftrico 4 M
e a leitura foi realizada com filtro de 450 nm no espectrofotometro modelo Microplate Reader
EL311. Como controles positivos, foram usados soro de um animal naturalmente infectado e
um pool de soro de cdes naturalmente infectados com altos titulos de anticorpos IgG reativos
ao extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum. Como controles negativos, foram
utilizados quatro soros de cdes soroldgica e parasitologicamente negativos residentes em Rio

Grande do Sul, regido livre de LV. O “cut off” foi calculado pela média dos controles



negativos somados a 3 desvios padrdes; valores acima desse “cut off” foram considerados

positivos.

4.1.3.2. ELISA para Mensuragdo de Anticorpos Reativos a Antigenos Recombinantes de
Formas Amastigotas (Lc9 e Lc13)

O ensaio imunoenzimatico utilizado foi o ELISA, cujo protocolo foi descrito acima.
Para sensibilizacao das placas de 96 pogos, foram utilizados 0,4 ¢ 0,5 ug por poco de Lc9 e

Lc13, respectivamente, diluidas em tampao carbonato-bicarbonato de sodio.

4.1.4. Avaliacao da Resposta Imune Celular

4.1.4.1. Obten¢ao de Células Mononucleares de Sangue Periférico (CMNSP) de Cao

A separagao das CMNSP foi realizada utilizando-se gradiente Ficoll-Paque Plus, em
condigdes estéreis, seguindo as instrugdes do fabricante. Em resumo, o sangue foi diluido 1:2
em solugdo salina e despejado lentamente sob o Ficoll-Paque Plus (1 parte do sangue diluido
para 1,25 partes de Ficoll). Essa mistura foi centrifugada a 100 X g durante 30 minutos, a
20°C. O anel de CMNSP formado foi cuidadosamente removido e transferido para um novo
tubo contendo meio RPMI 1640 com 60 pg / mL gentamicina. Foram realizadas trés lavagens,
neste meio com antibidtico, a 100 X g durante 10 minutos a 20°C. Apods a primeira lavagem,
foi realizada lise osmdtica das hemacias com 400 pL de agua apirogénica estéril durante 30
segundos. Apos a ultima lavagem, as células foram ressuspensas em 2 mL de meio RPMI
1640 enriquecido com 10% de SBF, 1% L-glutamina 200 mM e 0,01% 2-mercaptoetanol
0,1M, denominado RPMI completo. Uma amostra de suspensdo celular foi diluida a 1:5 em
azul de tripan 0,4% e contadas em camara de Newbauer. Depois disso, duas suspensdes de
células foram preparadas, em uma a concentragio celular foi ajustada para 2 x 10°/ mL e, na

outra, para 10’ / mL.



4.1.4.2. Ensaio para Avaliar a Resposta Linfoproliferativa

CMNSP proveniente de cada cdo foram distribuidas em pogos de duas placas de
microtitulagio de 96 pogos de fundo chato. Um volume de 100 pL de suspensdo com 2 x 10°
células foi colocado em pogos de cada uma das duas placas. Em uma das placas, foram
acrescentados 100 pL / pogo de RPMI completo ou 100 puL / pogo de concanavalina A (Con
A) a4 pL / mL a cada um de trés pocos contendo células. Na outra placa, foram adicionados
100 puL / pogo de RPMI completo ou de antigenos recombinantes Lc9 ou Lcl3, nas
concentragdes de 1 ou 5 pg / mL ou, ainda, extrato bruto L. chagas/L. infantum, na
concentragdo de 20 pg / mL, diluidos em meio RPMI completo, em cada um de trés pogos
contendo células. As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% CO; por 3 ou 5 dias,
para ensaios com Con A e antigenos, respectivamente. Depois disso, um volume de 30 uL de
RPMI completo com 1 uCi de timidina tritiada foi acrescentado a cada pogo e as placas foram
incubadas por 18 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. As células foram coletadas em
filtro de fibra de vidro, usando-se um coletor manual. A leitura radiativa foi realizada em um
contador beta direto modelo Matrix 9600. Como controles positivos, foram utilizadas
CMNSP de quatro cles experimentalmente infectados com L. chagasi/L. infantum,
sorologicamente reativos a extrato total e parasitologicamente positivos, observado por

puncdo esplénica e cultivo in vitro.

4.1.4.3. Avaliagao da Produgdo de Interferon Gama

Para a avaliacdo de producdo de IFN-y, um volume de 1000 mL de suspensdo de
células de cada cdo, com 107 células, foi colocado em cada um de trés pocos de placas de
cultura de 6 pocos. Em um pogo foram acrescentados 1.000 mL de RPMI completo ou 1.000
mL de Con A a 20 pg / mL ou extrato bruto de L. chagasi/L. infantuma 40 pg / mL, diluidos
em RPMI completo. As placas foram incubadas a 37°C com 5% CO, por 48 horas, quando
entdo o sobrenadante de cada poco foi separadamente coletado, centrifugado a 12.000 X g por
um minuto e, depois, armazenado a — 20° C até o momento do uso. Trés dos quatro cdes
experimentalmente infectados com L. chagasi/L. infantum foram utilizados como controles
positivos, pois em um dos animais foi recuperada quantidade insuficiente de células para a

realizagdo desse ensaio.



4.1.4.4. ELISA para Mensuracao de Interferon Gama (IFN-Y)

A mensuracdo da concentragdo de IFN-y canino em sobrenadantes de CMNSP foi
realizada por ELISA. Para isso, foi usado um anticorpo monoclonal especifico produzido em
camundongo para a captura e anticorpos policlonais especificos, produzidos em cabra,
conjugados a biotina, para a detec¢do, conforme instrugdes do fabricante. Resumidamente,
placas de microtitulacdo de 96 pogos (“High Binding”) foram sensibilizadas com 100 pL /
pogo de anticorpo de captura, na concentracdo de 2 pg / mL, durante 16 h, a temperatura
ambiente (25°C) em camara imida. Apos lavagem dos pogos, trés vezes, com 350 pL. de PBS
(pH 7,4) contendo 0,05% de tween 20, foi realizado bloqueio com 300 uL / pogo de PBS (pH
7,4), 1% albumina de soro bovino (BSA, m/v), 5% de sacarose (m/v), 0,05% de azida sddica
(m/v), a temperatura ambiente, por 1 hora. Foi realizada lavagem dos pocos das placas,
conforme descrito previamente. Para elaboracdo da curva de calibracdo, a cada um de dois
pogos foram acrescentados 100 puLL de IFN-y canino recombinante na concentragdo de 32 ng /
mL e, a partir dai, 100 uL de dilui¢des duplas seriadas até 31,25 pg / mL. Para avaliacao de
sobrenadante de cultura de CMNSP, amostras de sobrenadante de células estimuladas com
Con A foram diluidas 1:10, em PBS (pH 7,4) com 1% de BSA (m/v), antes de serem testadas;
as demais amostras foram usadas tal como coletadas. Todas as amostras de sobrenadante
foram avaliadas em duplicatas com 100 pL / poco. Apds a incubagdo a temperatura ambiente,
por 2 horas, os pogos foram lavados. Depois disso, 100 uL de anticorpo de deteccdo a 100 ng
/ mL foram acrescentados a cada poco. Em seguida, a placa foi incubada a temperatura
ambiente, por 2 horas. Foi realizada lavagem dos pogos das placas. Posteriormente, 100 pL de
estreptavidina-peroxidase diluida de 1:200 foram adicionados a cada poco. A placa foi
incubada a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds a lavagem dos pogos da placa, 100 uL
substrato de peroxidase {9 mL de tampao fosfato-citrato ([Na,HPOs a 51,4 mM e
HOC(COOH)(CH,COOH); a 24,3 mM], pH 5,0), 1 mL de tetrametilbenzidina (TMB) a 1 mg
/ mL e 2 pL de H,O, 30%}, foram acrescentados em cada pogo. Apds incubacdo a
temperatura ambiente por 30 minutos, sob protecdo da luz, a reagdo foi interrompida pelo
acréscimo de 50 uL / poco de H,SO4 a 1 M. A leitura da densidade optica a 450 nm foi
realizada em espectrofotdometro (Emax Precison Microplate Reader). A concentragdo de IFN-
Y canino nas amostras avaliadas foi determinada usando-se a média aritmética dos valores de
densidade optica das duplicatas com o programa Softmax 3.0, corrigidas pelo fator de dilui¢ao

(1:10), quando apropriado.



4.1.5. Avaliacio Parasitologica

Visando reduzir a possibilidade de uso de cles naturalmente infectados por L.
chagasi/L. infantum no experimento aqui descrito, cada cdo foi submetido a pung¢ao aspirativa
esplénica seguida de cultura de material aspirado em meio de cultura apropriado para
transformagdo de formas amastigotas em promastigotas e proliferagdo das tltimas. A pungdo
esplénica foi realizada, essencialmente, conforme método descrito por Barrouin-Melo €t al.
(2006). Resumidamente, cada cao foi injetado com 0,044 mg / Kg de atropina por via
subcutanea, 2 mg / Kg de xilazina e, em seguida, 11 mg / Kg de quetamina por via muscular.
Depois disso, cada animal foi colocado em decubito lateral direito, foi realizada antissepsia, e
foi introduzida uma agulha de 30 x 0.8 mm, acoplada a uma seringa de 20 mL, imediatamente
abaixo da ultima costela, na regido do flanco esquerdo até penetrar alguns centimetros no
baco. A partir dai, foi aplicada pressdo negativa na seringa e, com isso, foram obtidos cerca de
0,2 a 1 mL de material aspirado. O material aspirado foi cultivado em meio de cultura bifasico
com 1,5 mL de meio so6lido agar-sangue e 2 mL de meio Schneiders suplementado com 20 %
de SBF. Amostra das culturas foram coletadas semanalmente e examinadas, por durante oito

semanas, a0 microscopio para a deteccdo de formas promastigotas de Leishmania.

4.1.6. Animais

Caes mesticos adultos com idade variando de 4 a 9 anos, de ambos os sexos, foram
obtidos nos Centro de Controle de Zoonoses dos municipios de Salvador, Lauro de Freitas e
Dias D’Avila - Bahia. Os animais foram alojados nos canis experimentais do Laboratorio
Central do Estado da Bahia (LACEN) e do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) e

manipulados conforme as Boas Praticas de Experimenta¢do Animal (Olfert et al. 1993).

Visando eliminagdo de possiveis exo e endoparasitoses pré-existentes, cerca de trés
meses antes do inicio do experimento, os caes foram tratados com trés doses de 5 mg / kg de
praziquantel, 14,4 mg / kg de pirantel e 15 mg / kg de febantel, com intervalo de sete dias
entre doses consecutivas, ¢ com amitraz a 12,5%, na forma de banhos com duragdo ¢

intervalos variados, determinados de acordo com avaliacao médico veterinaria.

Os animais foram imunizados para preven¢do contra leptospirose causada por duas

cepas, cinomose, adenovirose, virose causada por parainfluenza, parvovirose, hepatite viral,



coronavirose (vacina octupla), conforme recomendacao do fabricante, e observados por pelo

menos 40 dias antes do inicio do experimento (Anexo 3).

Os caes machos foram submetidos a orquiepididectomia para facilitar o manuseio e
diminuir o estresse resultante da agressividade nos periodos de cio das fémeas
(http://www.pasteur.saude.sp.gov.br/cao/cao_03.htm) cerca de 190 dias antes do inicio do

experimento (Anexo 3).

Inicialmente, cada animal foi submetido a avaliagdo imunoldgica (ELISA com extrato
total de antigenos de Leishmania, ver item 4.1.3.1) e parasitologica (puncdo aspirativa do
bago seguida de cultura para deteccdo de Leishmania, ver item 4.1.5) para reduzir a
possibilidade de uso de animal naturalmente infectado por L. chagasi/L. infantum no
experimento aqui descrito (Anexo 3). Foram selecionados para uso, somente os animais com

resultados negativos nos dois ensaios mencionados acima.

Os animais foram distribuidos em trés grupos denominados: G1, G2 ¢ G3. Os grupos
foram compostos da seguinte maneira: a) G1: um macho e duas fémeas, b) G2 : um macho e

trés fémeas, e ¢) G3: um macho e duas fémeas.

Além disso, um grupo de quatro cdes adultos mesticos, dois machos e duas fémeas,
submetidos a inje¢do subcutanea, com intervalos de trés a quatro semanas entre duas injegdes
consecutivas, com extrato bruto de L. chagasi/L. infantum correspondente 1 x 10® formas
promastigotas em adjuvante de Freund, completo na primeira dose e incompleto na segunda
dose, ¢ com 1 x 10 formas promastigotas de cultura vivas na fase estacionaria de
multiplicagdo, foram usados como controle positivo para ensaios de linfoproliferacdo e

producado de IFN-y.

4.1.7. Imunizacao

Os animais foram injetados por via subcutanea, na regiao do musculo gluteo médio do
membro posterior direito, e no linfonodo popliteo ipsi-lateral nos dias 0, 21, 42 e 170 do
experimento. Nesses dias os animais foram injetados com: 1 mg de saponina em 1 mL de
salina por via subcutanea ¢ com 0,5 mL de salina diretamente no linfonodo (G1, grupo
controle negativo), 200 png de Lc9, 200 ug de Lcl13 e 1 mg saponina em 1 mL de salina por

via subcutanea e com 0,5 mL de salina diretamente no linfonodo (G2) ou 200 pg de Lc9, 200



png de Lcl3 e 1 mg saponina em 1 mL de salina por via subcutdnea e com 800 pg de

plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 em 0,5 mL de salina diretamente no linfonodo (G3).

4.2. Efeitos da Administracao de Plasmideo Codificando IL-12 por Eletroporac¢ao Sobre

Camundongo

4.2.1. Obtencao de Plasmideo Codificando IL-12 Murina

Nos experimentos com camundongos, foi utilizado plasmideo codificando cadeia
unica IL-12 murina (pcDNA3.1-scmu-IL-12), obtido pela subclonagem do inserto da
construgdo pCl-neo-IL-12 (Noormohammadi et al. 2001), gentilmente cedido pela Dra.
Emanuela Handman (Eliza and Walter Institute, Melbourne, Australia). A administragao de
pcDNA3.1-scmu-IL-12, por via muscular e eletroporacdo, mostrou-se capaz de induzir a
producdo sistémica, detectavel no plasma, de IFN-y em camundongos (Barrouin-Melo et al,

dados nao publicados). Foi usado ainda como plasmideo controle negativo pcDNA3.1.

Os plasmideos foram purificados de cepa TOP10F’ de E. coli (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA) transformadas, cultivadas por 16 horas em meio de cultura LB com 100 pg /
mL de ampicilina, utilizando-se “kits” Qiagen (EUA), seguindo-se as recomendagdes do
fabricante. No sedimento bacteriano, obtido por centrifugacdo, foi realizada a lise alcalina,
sendo o sobrenadante aplicado em uma coluna de troca idnica. Apds lavagem da coluna, o
DNA plasmideal foi eluido, precipitado, lavado com etanol e ressuspenso em salina. Apds
purificagdo, amostras dos plasmideos foram submetidas a leitura de densidade optica a 260 e a
280 nm, para determinagdo de concentragdo de DNA e pureza, e a fracionamento em gel de
agarose a 1 %, para confirmacdo da estimativa de concentracdo e definicdo de pureza. As

amostras foram armazenadas a — 20°C até o momento do uso.

4.2.2. Animais

Camundongos com 9 a 16 semanas de idade, de ambos os sexos, das linhagens
C3H/Hej e C57BI/6 foram obtidos do biotério do CPqGM, Salvador, Brasil. Os animais foram

mantidos no referido biotério sob adequadas condi¢des de temperatura (21 = 1 °C) e umidade



(50 — 60 %), com fornecimento de ragdo comercial BioBase (Base Quimica Prod. Quim.

Ltda., Brasil) e a4gua ad libitum.

4.2.3. Administracio de Plasmideo Codificando IL-12 por Eletroporacio Sobre

Camundongos

Inicialmente foram realizados dois experimentos pilotos, um experimento onde foram
usados camundongos da linhagem C3H/Hej (Experimento piloto 1) e outro experimento
foram usados camundongos da linhagem C57Bl/6 (Experimento piloto 2). Depois disso, foi
realizado outro experimento onde foi usado niimero maior de camundongos (Experimento).
Esses animais foram usados para a formag¢ao de grupos experimentais descritos abaixo. Como
o procedimento experimental envolvia a injecao de salina ou de plasmideo por via muscular
seguida, na maioria das vezes, de eletroporacdo, sendo todos os animais submetidos a
anestesia geral antes de cada injecdo. As injecdes de salina ou de plasmideo foram realizadas
no musculo quadriceps do membro posterior direito. O plasmideos (pcDNA3.1 e pcDNA3.1-
scmu-IL-12) foram solubilizados em salina e usados na concentragdo de 1 mg / mL.

Para a realizacdo de anestesia geral, cada camundongo foi injetado com 100 mg de
quetamina e 15 mg de xilazina por quilo de peso, administrada intraperitonealmente. A
técnica eletroporativa foi realizada no sitio de injecdo do plasmideo, consistindo na aplicacao
de cinco pulsos elétricos de 100 Volts / cm, com duracao de 20 milisegundos por pulso, e
intervalo de 1 segundo entre cada dois pulsos consecutivos (Lucas e Heller 2001). O
eletroporador foi projetado e construido pelo Dr. Yuri Pepe, Departamento de Fisica da

Universidade Federal da Bahia (Anexo 4).

Experimento Piloto 1

Usando-se 10 camundongos C3H/Hej fémeas com 12 semanas de idade, foram
formados dois grupos de cinco animais. Cada animal foi injetado duas vezes por via muscular,
com intervalo de 48 h entre as inje¢des, com: a) 50 pg de pcDNA3.1 (grupo P1-pcDNA3.1
EL, grupo controle negativo) ou b) 50 ug de pcDNA3.1-scmu-IL-12 (grupo P1-pcDNA3.1-
scmu-IL-12 EL), e depois submetido a eletroporacdo. Infelizmente ocorreu a morte, durante o

retorno anestésico, de dois animais do grupo controle negativo e um do grupo teste.



Experimento Piloto 2

Usando-se 6 camundongos C57B1/6 machos com idade entre 9 e 10 semanas, foram
formados dois grupos cada um deles com trés animais. Cada animal foi injetado duas vezes
por via muscular, com intervalo de 48 h entre as injegdes, com: a) 50 pg de pcDNA3.1 (grupo
P2-pcDNA3.1 EL), grupo controle negativo) ou b) 50 ug de pcDNA3.1-scmu-IL-12 (grupo
P2-pcDNA3.1-scmu-IL-12 EL), e depois submetido a eletroporagao.

Experimento Real

Para esse experimento foram usados 11 camundongos C3H/Hej, de ambos os sexos e
com idade de 10 a 16 semanas, ¢ 29 camundongos C57B1/6 machos com idade de 9 a 10
semanas. Foram formados dois grupos de animais da linhagem C3H/Hej e quatro grupos de
animais da linhagem C57Bl/6. Ver Anexo 5.

Os grupos de camundongos C3H/Hej foram formados com seis (grupo E-pcDNA3.1
EL, grupo controle negativo) ou cinco animais (grupo E-pcDNA3.1-scmu-IL-12 EL). Cada
animal foi injetado duas vezes por via muscular, com intervalo de 48 h entre as inje¢des, com:
a) 50 ug de pcDNA3.1 ou b) 50 pug de pcDNA3.1-scmu-IL-12, ¢ depois submetido a
eletroporacao.

Os grupos de camundongos C57Bl/6 foram formados com sete (grupo E-Salina EL),
sete (grupo E-pcDNA3.1 EL), oito (grupo E-pcDNA3.1-scmu-IL-12 EL) e sete (grupo E-
pcDNA3.1-scmu-IL-12) animais. Cada animal foi injetado duas vezes por via muscular, com
intervalo de 48 h entre as injecdes, com: a) 50 uL de salina (grupo E-Salina EL), b) 50 ug de
pcDNA3.1 (grupo E-pcDNA3.1 EL), c) 50 ug de pcDNA3.l-scmu-IL-12 (grupo E-
pcDNA3.1-scmu-IL-12 EL) ou d) 50 ug de pcDNA3.1-scmu-IL-12 (grupo E-pcDNA3.1-
scmu-IL-12). Apds cada injecdo de plasmideo os animais dos grupos E-Salina EL, E-

pcDNA3.1 EL e E-pcDNA3.1-scmu-IL-12 EL foram submetidos a eletroporagao.

4.2.4. Avaliacdo dos Animais Submetidos 2 Administracio de Plasmideo Codificando

IL-12 por Eletroporacio sobre Camundongos



4.2.4.1. Coleta de Sangue

Amostras com cerca de 100 pL de sangue foram coletadas do plexo retro-orbitario de
cada animal e derramados em tubos Eppendorf contendo anticoagulante EDTA (K3) liquido,
conforme descri¢do a seguir. Nos animais do experimento piloto 1 € no experimento real, as
amostras foram obtidas oito e dez dias apds a primeira inje¢do de plasmideo. As coletas de
sangue foram realizadas utilizando anestesia local a base de cloridrato de proximetacaina
0,5% .

O sangue obtido no oitavo dia do experimento foi utilizado para a realizacdo de
hemograma, e a determinacdo da concentragdo sistémica de IFN-y foi feita com as amostras
obtidas no décimo dia. Para obten¢do do plasma, as amostras foram centrifugadas a 1500 x g,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos

Eppendorf e armazenados a -20°C até o momento do uso.

4.2.4.2. ELISA para Determinacdo de Interferon Gama (IFN-v)

A determinacdo da concentragdo plasmatica de IFN-y nos camundongos foi realizada
por ELISA de captura em placas de 96 pogos (Nunc-Immuno™) com reagentes da
Pharmingen BD Biosciences, seguindo as recomendacdes do fabricante. No experimento
piloto 1 e no experimento real foram utilizadas amostras plasmaticas obtidas dez dias apos a

primeira inje¢do do plasmideo.

Inicialmente a placa (“High Binding™) foi sensibilizada durante 16 horas, em camara
umida a 4°C, com 0,1 pg por poco do anticorpo primdrio anti-IFN-y/ clone RA-642 (18181D)
diluido em tampao de sensibilizagdo carbonato 0,1M pH 9.6. Em seguida a placa foi lavada
duas vezes com 200 puL por pogo de PBS / 0,05% de Tween 20 e o bloqueio dos sitios
inespecificos foi realizado com 200 pL por pogo da solugdo de bloqueio PBS / 10 % de SFB
durante 2 horas em camara umida a temperatura ambiente. Apds nova lavagem (2X),
aplicaram-se 100 uL por poco das amostras plasmaticas dos animais diluidas 1:2 em PBS / 10
% de SBF, em duplicata. A curva padrao foi obtida pela dilui¢do seriada da citocina
recombinante IFN-y (19301T), em duplicata, com concentracdo inicial e final de 30 e 0,029
ng / mL, respectivamente. As amostras e o padrao diluidos foram incubados por 4 horas a

temperatura ambiente, apds o qual foi feita a lavagem (4X). O anticorpo secundario



biotinilado de rato clone XMG1.2 (18112D) foi aplicado a placa na concentragdo de 0,1 pg
por pogo, diluido em PBS / 10 % de SBF, e incubado durante 45 minutos em cdmara timida a
temperatura ambiente. A placa foi lavada 6 vezes e 100 puL por poco do conjugado avidina-
peroxidase, diluido 1:400 em PBS / 10 % de SBF, foi incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds oito lavagens, foi adicionado o substrato com 1 mg de TMB em DMSO,
tampao citrato-fosfato 0,05M e 0,02 % de peroxido de hidrogénio 30V. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 50 pL por pogo de acido fosférico 1:20 e a leitura foi realizada
com filtro de 450 nm, usando-se espectrofotometro modelo Microplate Reader EL311. A
concentragdo de cada citocina foi estimada pela comparacao dos valores de densidade Optica
das duplicatas da cada amostra teste com os da curva padrao, usando o programa Softmax 3.0,

corrigidas pelo fator de dilui¢do.

4.2.4.3. Hemograma

Para a realizagdo do hemograma, no experimento piloto 1 ¢ no experimento real, foi
utilizado o sangue obtido oito dias apds a primeira administragao plasmideal. O aparelho

utilizado para a avaliagdo hematologica foi ADVIA 60 Closed Tube.

4.2.4.4. Avaliacao da Capacidade Proliferativa de Esplendcitos

Foi utilizado o protocolo de linfoproliferagdo segundo Plebanski (2000). Inicialmente
foi feita a remog¢ao do bago em condigdes de esterilidade e parte do 6rgao foi macerado em
uma placa de petri de 35 mm de didmetro de poliestireno contendo 2 mL de RPMI 1640 com
60 ng / mL gentamicina. A maceragdo do 6rgdo foi feita com o auxilio de um émbolo de
seringa sobre uma malha fina. A suspensdo de células obtidas foi centrifugada 100 X g, por 15
segundos, para a remoc¢ado de debris celulares, e posteriormente a 450 X g, por 10 minutos a
4°C. O sedimento foi ressuspenso em 2 mL de RPMI 1640 enriquecido com 10% de SBF, 1%
L-glutamina 200 mM e 0,01% 2-mercaptoetanol 0,1M, diluido 1:10 em azul de tripan 0,4% e
contado um minimo de 100 células em camara de Newbauer. As células foram transferidas
para placas de 96 pocos, na concentracdo 3 x 10° células por poco, e 100 uL de meio RPMI
1640 suplementado com Con A a 4 pg / mL foram acrescentados por pogo. As placas foram

incubadas durante 3 dias em estufa a 37°C com 5% CO, em atmosfera imida. Em seguida, 1



nuCi por poco de timidina tritiada diluida em meio RPMI completo foi aplicado, a placa
retornou a estufa por 18 horas, sendo mantida a -20°C até a transferéncia para o filtro de fibra
de vidro e leitura no contador beta direto modelo Matrix 9600. Os resultados foram expressos

em indice de proliferacao.

4.2.4.5. Determinacao do Peso Corporal

A determinagdo do peso corporeo dos camundongos foi realizada na balanca elétrica
AS 1000C, sempre no mesmo hordrio para minimizar possiveis variacdes decorrentes a
ingestdo de agua e alimentos e a fisiologia animal. Os animais do experimento piloto 1 foram
pesados nos dias zero, dois e dez apds a primeira injecdo do plasmideo. Nos experimentos

piloto 2 e experimento real, os animais foram pesados diariamente.

4.2.4.6. Avaliacdo Morfologica

4.2.4.6.1. Determinagdo de Peso de Orgaos

Apoés o sacrificio, o peso de alguns orgdos foi obtido utilizando a balanga Ohaus
Explorer Analytical Series. No experimento piloto 1 foram pesados bago e linfonodo popliteo.
No experimento piloto 2 e no experimento real foram pesados os seguintes o0rgdos: baco,
figado e linfonodos popliteo e inguinal. A relacdo entre o peso corporal medido no dia do
sacrificio e o peso dos 6rgdos foi determinada pela porcentagem que o 6rgdo representava em

comparag¢do ao peso do corpo, sendo este considerado 100%.

4.2.4.6.2. Histopatologia e Morfometria

Imediatamente apos o sacrificio dos camundongos do experimento piloto 1, pequenos
fragmentos do bago foram fixados em formalina 10% por 2 dias. Os fragmentos teciduais
foram encaminhados a Unidade de Histopatologia do CPqGM, onde foram processados,

embebidos em parafina, cortados em sec¢des com 5 um, corados com Hematoxilina-Eosina



(HE). As laminas coradas foram avaliadas por microscopia Optica e a analise morfométrica
semi-automatica foi realizada usando o software Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics).
Para a determinacdo da propor¢do da polpa branca e vermelha em relagdo a area total
esplénica, foram realizadas medicdes em trés secgdes diferentes de cada animal, e
determinada uma média. Foram obtidas a area total ¢ da polpa branca do bago, em nm’, ¢ a
area da polpa vermelha foi determinada pela subtracdo das duas anteriores sendo, em seguida,
calculada a proporcdo de cada area esplénica em relacdo a totalidade do oOrgdo. Para a
determinagdo das figuras apoptoticas foram observadas as caracteristicas histologicas tipicas
de apoptose em trés areas de 0,032 mm?’, aleatoriamente escolhidas nas polpas branca ¢
vermelha, em trés seccoes histologicas diferentes de cada animal. Em seguida procedeu-se o
somatorio das estruturas apoptoticas em cada regido do bago, sendo determinada a média e o

desvio padrao.



5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da Resposta Imune de Caes Injetados com Antigenos Recombinantes de

Leishmania chagasi/L. infantum e Plasmideo Codificando IL-12 Canina

Visando a avaliacdo, em carater preliminar, da imunogenicidade de dois antigenos
recombinantes de Leishmania chagasi/L. infantum (denominados Lc9 e Lc13), foi realizado
um experimento piloto no qual cdes foram imunizados e as respostas imunes humoral e

celular especifica foram estudadas.

5.1.1. Avaliacao de Resposta Imune Humoral

A produgdo de anticorpos da classe IgG reativos a extrato total de antigenos de L.
chagasi/L. infantum ou aos antigenos recombinantes Lc9 ou Lc13 foi avaliada em amostras de
soro de cada cdo coletadas 145 dias antes, bem como, 35 e 56 dias depois, da primeira dose de
imunizagdo, sendo que as duas ultimas coletas corresponderam a 15 dias apos a segunda ¢ a
terceira dose de imunizacdo, respectivamente. As amostras de soro foram avaliadas, na
dilui¢do de 1:400, por ELISA (Anexo 2).

O grupo controle negativo, formado por animais injetados com saponina em salina,
revelou média aritmética de densidade Optica, no ensaio para a avaliagdo de anticorpos
reativos a extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum, Lc9 e Lc13, de: 0,25; 0,82;
0,66 (antes); 0,49; 1,10; 0,68 (depois da segunda) e 0,64; 0,34; 0,46 (depois da terceira dose
de imunizagao), respectivamente (Figura 1).

O grupo de animais injetados com os antigenos recombinantes Lc9 e Lc13, associados a
saponina em salina, apresentou média aritmética da densidade Optica, no ensaio para a
mensuragdo de anticorpos reativos ao extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum,
Lc9 e Lcl3, de: 0,30; 0,42; 0,52 (antes); 2,53; 2,81; 1,88 (depois da segunda) e 2,66; 1,53;
1,53 (depois da terceira dose de imunizagao), respectivamente (Figura 1).

Finalmente, o grupo de cdes imunizados com os antigenos recombinantes Lc9 e Lcl3,
associados a saponina em salina, e injetados com plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 exibiu
média aritmética da densidade Optica no ensaio para avaliagdo de anticorpos reativos a extrato

total de antigenos de L. chagasi/L. infantum, Lc9 e Lc13 de: 0,39; 0,92; 1,11 (antes); 2,53;



2,75; 1,94 (depois da segunda) e 2,47; 1,50; 1,54 (depois da terceira dose de imunizacao),

respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo da produgdo de anticorpos da classe IgG reativos a extrato total de
antigenos (Ext. tot. Ag) ¢ antigenos recombinantes de L. chagasi/L. infantum (Lc9 ¢ Lc13)
em cdes injetados com 1 mg de saponina em salina (m), 200 pg de Lc9, 200 pg de Lel3 e 1
mg de saponina em salina (A) ou 200 pg de Lc9, 200 pg de Lcl3, 1 mg de saponina em
salina e 800 pg de plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 ('¥), conforme descrito em Materiais e
Métodos. A avaliagdo de anticorpos especificos foi realizada por ELISA, antes (dia -145),
depois da segunda dose (dia 35) e depois da terceira dose (dia 56) de imunizacdo. Placas de
microtitulagdo de 96 pocos sensibilizadas com 100 pL. de extrato total de antigenos de L.
chagasi/L. infantuma 10 pg/mL, de Lc9 a 4 pg/mL ou de Lc13 a 5 pg/mL foram usadas para
testar amostras de soro, em duplicata, na dilui¢do de 1:400. Os anticorpos de cdo foram
detectados com anticorpos produzidos em cabra, purificados por cromatografia de afinidade, e
conjugados a peroxidase, usados na dilui¢do de 1:1000, e com substratos TMB e H,0,, em
tampao acetato/citrato. A reagdo enzimatica foi interrompida pelo acréscimo de acido
sulfurico a 4 M (50 uL/pogo) e, em seguida a leitura da densidade optica (DO) foi realizada a
450 nm.



5.1.2. Avaliacido da Resposta Imune Celular

5.1.2.1. Linfoproliferacao

A capacidade de CMNSP de caes de proliferar quando estimuladas com extrato total
de antigenos de L. chagasi/L. infantum ou Con A foi determinada em ensaios realizados 156
dias antes, 71 dias e 233 dias depois da primeira dose de imunizagdo, sendo que as ultimas
duas coletas corresponderam a 29 dias e 21 dias ap6s a terceira e a quarta dose de imunizagao,
respectivamente.

Os valores da média aritmética do indice de proliferagao dos grupos de caes injetados
com: a) saponina em salina (grupo controle negativo), b) os antigenos recombinantes Lc9 e
Lc13 associados a saponina em salina, e c¢) os antigenos recombinantes L.c9 e Lc13 associados
a saponina em salina e plasmideo pcDNA3.1scca-IL-12, e d) extrato total de antigenos e
depois infectados com L. chagasi/L. infantum (grupo usado como controle positivo), nos
ensaios realizados nos dias -156 (1), 71 (ii) e 233 (ii1), onde a estimulacao foi realizada com 20
ug/mL de extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum, foram: i) 1, 2, 1, 5; ii) 8, 12, 4,
89 e ii1) 4, 18, 6, 14, respectivamente (Figura 2). J4 os valores correspondentes nos ensaios
onde a estimulagdo foi realizada com 4 pg/mL de Con A foram: (i) 19, 34, 14, 28; (ii) 303,
309, 155, 291 e (iii) 72, 102, 61, 73, respectivamente (Figura 2). Infelizmente, devido a um
problema técnico ocorrido durante o processo de purificagdo, s6 foram estudadas amostras de

CMNSP de dois caes do grupo controle negativo apos a terceira dose de imunizagao.
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Figura 2. Avaliagdo da resposta proliferativa de células mononucleares de sangue periférico
de cées apods estimulagao com extrato total de antigenos de L. chagasi/L. infantum (Ext. tot.
Ag) ou concanavalina A (Con A), de cles injetados com: (i) 1 mg de saponina em salina
(grupo controle negativo, Salina, m), (i1) 200 pg de Lc9, 200 pg de Lc13 e 1 mg de saponina
em salina (grupo Lc9/Lc13, A), (iii) 200 pg de Lc9, 200 pg de Lel3, 1 mg de saponina em
salina e 800 png de plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 (grupo Lc9/Lel3/pIL-12, V) ou (iv)
extrato total de antigenos e depois infectados com L. chagasi/L. infantum (grupo usado como
controle positivo, Ext. tot. Ag + Infeccdo, ¢), conforme descrito em Materiais e Métodos. A
avaliacdo de resposta proliferativa foi realizada antes (dia -156), depois da terceira dose (dia
71) e depois da quarta dose (dia 233) de imunizagdo. Triplicatas de pocos de placas de
microtitulagio de 96 pogos com 2 x 10° células/pogo em apenas meio de cultura ou em meio
de cultura e extrato bruto de antigenos L. chagasi/L. infantum (Ext. Tot Ag) 20 ug/mL, ou
ainda, em meio de cultura e Con A a 4 pg/mL, em um volume total de 200 pL/pogo, foram
incubadas por trés dias (meio de cultura apenas, ¢ meio de cultura e Con A) ou cinco dias
(meio de cultura apenas, e meio de cultura e Ext. Tot Ag), sendo que 18 horas antes da
interrupcao da cultura, 1 pCi de timidina tritiada foi acrescentado em cada poco. As células
foram coletadas em fibra de vidro, e os indices de proliferacdo foram determinados conforme
descritos em Material ¢ Métodos. As barras representam a média aritmética de indice de
proliferacao.



5.1.2.2. Produgdo de Interferon Gama (IFN-Y)

A producdo de IFN-y em sobrenadante de CMNSP foi avaliada 100 dias apods a
primeira dose de imunizacdo (58 dias apds a terceira dose de imuniza¢do). Para isso, 10’
células por pogo, em placas de titulagdo de seis pogos, foram cultivadas por 48 horas na
presenca de: meio de cultura apenas, de 20 pg / mL de extrato total de antigenos de L.
chagasi/L. infantum ou 10 pg / mL de Con A, e a concentragdo de IFN-y foi determinada
conforme descrito em Material e Métodos.

Os valores da concentracdo de IFN-y em sobrenadantes de cultura, de CMNSP
mantidas apenas em meio (i), estimuladas com extrato total de antigenos de L. chagasi/L.
infantum(ii) ou Con A (iii), em cdes dos grupos injetados com: a) saponina em salina (grupo
controle negativo), b) os antigenos recombinantes Lc9 e Lcl3 associados a saponina em
salina, c) os antigenos recombinantes Lc9 e Lcl3 associados a saponina em salina e
pcDNA3.1-scca-IL-12, e d) extrato total de antigenos e depois infectados com L. chagasi/L.
infantum (grupo usado como controle positivo), foram: i) 219, 0, 577, 127, ii) 55, 0, 208,
8500; 1ii) 23000, 47000, 115533, 30000 (Figura 3). Infelizmente, devido a um problema
técnico ocorrido durante o processo de fracionamento de células, ndo foram estudadas
amostras de CMNSP de um cao do grupo salina, dois caes do grupo Lc9/Lel3 e um animal do

grupo controle positivo.
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Figura 3. Avaliacdo da concentragdo de interferon gama (IFN-y) em sobrenadante de células
mononucleares de sangue periférico de caes, apos cultivo por 48 h apenas com meio (m), com
extrato total de antigenos L. chagasi/L. infantum (A) ou concanavalina A (V). Os animais
foram injetados com: (i) 1 mg de saponina em salina (grupo controle negativo, Salina), (ii)
200 pg de Lc9, 200 pg de Lecl3 e 1 mg de saponina em salina (grupo Le9/Lel3 ), (iii) 200 pg
de Lc9, 200 pg de Lc13, 1 mg de saponina em salina e 800 pg de plasmideo pcDNA3.1-scca-
IL-12 (grupo Lc9/Lel3/pIL-12) ou (iv) com extrato total de antigenos e depois infectados
com L. chagasi/L. infantum (grupo usado como controle positivo, Ext. Tot. Ag + Infec¢do),
conforme descrito em Materiais e Métodos. A avaliagdo da concentragdo de IFN-y foi
realizada por ELISA de captura 100 dias apos a primeira dose de imunizagdo, 58 dias depois
da terceira dose de imunizag¢do. Os simbolos representam a concentracdo de IFN-y de cada
animal avaliado e as barras representam a média aritmética da concentra¢do de IFN-y de cada
grupo de cao relacionada a cada condi¢ao de cultura usada.



5.2. Avalia¢ao dos Efeitos da Administracio de Plasmideo Codificando IL-12 Murina

por Eletroporacio em Camundongos

Como os resultados do experimento piloto realizado com os caes, mencionado acima,
sugeriam que a imunizagdo com as proteinas recombinantes Lc9 e Lcl3 de L. chagasi/L.
infantum, associadas ou ndo a pcDNA3.1-scca-IL-12, promove a indugdo de imunidade
humoral e deixa de promover resposta imune celular, para avango no desenvolvimento de
uma vacina, tornou-se necessaria determinagdo de condi¢des de uso de IL-12 capazes de
favorecer a inducdo de resposta imune celular do tipo Thl. Para isso, foram realizados
experimentos preliminares em camundongos, nos quais, plasmideo codificando IL-12 murina
(pcDNA3.1-scmu-IL-12) foi administrado por eletroporacdo nesses animais. Resultados de
alguns desses experimentos sdo descritos a seguir. Em tais experimentos, camundongos da
linhagem C3H/Hej ou C57BIl/6 foram injetados duas vezes, via intramuscular, com 50 pg de
plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12, com intervalo de dois dias entre as injegdes. Apds cada
injecdo de plasmideo foi realizada eletroporagdo local. Quando corrente elétrica (usada no
processo de eletroporagdo) ¢ aplicada em uma area submetida a injecdo de plasmideo
codificando uma proteina recombinante ocorre favorecimento de uma maior entrada do
plasmideo em células locais e resulta em uma producdo mais elevada da proteina, em

compara¢do com administragdo do plasmideo sem a aplicacdo de corrente elétrica.

5.2.1. Avaliacio da Concentracio de Interferon Gama (IFN-y) no Plasma

A concentragdo de IFN-y foi determinada em amostras de plasma coletadas dez dias
apos o dia da primeira inje¢do de plasmideo.

A concentragdo de IFN-y no plasma de cada um dos trés camundongos do grupo
controle, injetados com pcDNA3.1 vazio (grupo P1-pVazio EL) no experimento piloto 1 (ver
Material e Métodos), nos animais da linhagem C3H/Hej, estava abaixo do limite de detec¢ao
do ensaio de ELISA, que foi de 0,11 ng/mL. Por outro lado, todos os animais do grupo
proposito, injetados com plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 (grupo Pl1-pIL-12 EL),
apresentaram niveis detectaveis de IFN-y, com média e desvio padrio (X = SD) de 2,7 + 2,3
ng/mL, respectivamente.

No experimento real realizado com camundongos C3H/Hej (ver Material e Métodos),

a concentracdo de IFN-y de cinco dos seis animais do grupo E-pVazio EL estava abaixo do



limite de deteccao do ensaio. O animal do grupo controle, que apresentou nivel mensuravel da
citocina, exibiu concentracdao plasmatica de 0,12 ng/mL. No grupo E-pIL-12 EL, um animal
tinha valor plasmatico de IFN-y inferior ao nivel minimo de detec¢do. A média e o desvio
padrdo (X + SD) dos quatro animais do grupo propdsito que apresentaram niveis detectaveis
de IFN-y foi 0,51 +0,31 ng/mL (Figura 4). Considerando como 0,11 ng/mL o valor da
concentragdo de IFN-y de cada animal cuja concentracdo ficou abaixo do limite de detec¢ao
do ensaio (0,11 ng/mL), os valores de X + SD do grupo E-pIL-12 EL foram: 0,43 + 0,32.
Além disso, a comparacao entre os valores de concentra¢do plasmatica de IFN-y dos grupos
E-pVazio EL e E-pIL-12 EL, realizada por test “t” ndo pareado de Student, revelou diferenca
significante (p<0,05).

No experimento piloto, no qual, camundongos da linhagem C57BIl/6 (ver Material e
M¢étodos) foram injetados com plasmideo pcDNA3.1 vazio ou pcDNA3.1-scmu-IL-12, por
eletroporacdo, os niveis de IFN-y plasmaticos ndo foram determinados.

No experimento real realizado com camundongos da linhagem C57Bl/6 (ver Material
e Métodos), os sete animais injetados com salina (grupo E-Salina EL) apresentaram
concentragdo plasmatica de IFN-y abaixo do limite de deteccdo do ensaio (0,11 ng/mL). Nos
grupos injetados com pcDNA3.1 vazio (grupo E-pVazio EL) e pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem
eletroporagdo (grupo E-pIL-12), um de sete animais apresentou nivel detectavel da referida
citocina, sendo os valores de concentracao plasmatica de 0,19 e 0,15 ng/mL, respectivamente.
No grupo de camundongos injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagdo (grupo E-
pIL-12 EL), um de oito animais apresentou concentracdo plasmatica de IFN-y abaixo do
limite de detecc¢do do ensaio. Os valores de concentragdo plasmatica de IFN-y dos outros sete
animais desse grupo foram de 0,64 + 0,81 ng/mL (Figura 4).

Considerando como 0,11 ng/mL a concentra¢do de IFN-y de cada animal da linhagem
C57Bl/6 cujo valor ficou abaixo do limite de deteccdo do ensaio, os valores da X + SD do
grupo E-pIL-12 EL foram: 0,58 £0,78. A comparagdo entre os valores de concentragao
plasmatica de IFN-y dos quatro grupos, realizada por ANOVA, ndo mostrou diferenca

significante (p>0,05).
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Figura 4. Avaliagdo da concentragcdo de interferon gama (IFN-y) em plasma de camundongos
das linhagens C3H/Hej e C57BI1/6, no experimento realizado com ambas linhagens, dez dias
apoOs a primeira imuniza¢do. Os animais foram injetados salina (E-Salina EL), plasmideo
pcDNA3.1 vazio (E-pVazio EL), plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporacao (E-
pIL-12 EL) ou plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporagdo (E-pIL-12), conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os simbolos representam os valores de IFN-y

correspondente a cada animal avaliado e as barras representam a média aritmética.



5.2.2. Avaliacao de Parametros Hematologicos

Os valores de hematocrito e a concentragdo de leucocitos, incluindo a de algumas de
suas subpopulacdes (granulécitos, linfocitos e mondcitos) foram determinados em amostras
de sangue coletadas oito dias apds a aplicagdo da primeira injecdo de plasmideo nos
camundongos. Infelizmente, ndo foi realizada a mensuracao dos parametros hematologicos do
experimento piloto realizado com camundongos da linhagem C57Bl/6.

Os valores de hematdcrito (porcentagem, X + SD) encontrados nos grupos de
camundongos P1-pVazio EL e P1-pIL-12 EL, do experimento piloto realizado com animais
da linhagem C3H/Hej, foram: 40,7 + 3,8 e 36,5 &+ 2,4, respectivamente. No experimento real
realizado com animais da linhagem C3H/Hej, os grupos E-pVazio EL e E-pIL-12 EL
apresentaram os valores de hematocrito 42,9 + 1,5 e 40,5 + 2,6, respectivamente (Figura 5).
Infelizmente, devido ao fato de ter ocorrido coagulacio em uma das amostras, ndo foi
realizada a mensuragdo de hematocrito de um dos animais do grupo E-pIL-12 EL. A
comparacgdo estatistica dos valores de hematocrito, realizada por teste “t” ndo pareado de
Student, ndo revelou diferenga significante entre os grupos de camundongos.

No experimento realizado com camundongos da linhagem C57Bl/6, os grupos E-
Salina EL, E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 revelaram as cifras de hematocrito
38,4+27; 393+1,2; 37,3+£2,6 ¢ 39,3+ 1,1, respectivamente (Figura 5). A comparagdo
estatistica dos valores, realizada por ANOVA, nao mostrou diferenga significante entre os
grupos.

Além da mensuragao de hematocrito, também foi determinada a concentracao de
hemécias por mm’ e a concentragio de hemoglobina por 100 pL de sangue nos animais do
experimento piloto realizado com camundongos da linhagem C3H/Hej e do experimento real
realizado com as linhagens C3H/Hej e C57Bl/6. Os valores encontrados estavam dentro do
limite de normalidade e a comparagdo estatistica ndo revelou diferenca significante entre os

grupos (ver Anexo 6).



C3H/Hej CS57Bl/6

60
= 50 4
o~
S ] "

_ & Y

9 40- = [Py Vi
- v’ 4
8 30- g '
g

204 .
[F]
I

10 .

0

E-pVazio EL E-pIL-12 EL E-Salina EL E-pVazio EL E-plL-12EL  E-plL-12

Figura 5. Determinagdo dos valores de hematdcrito nos camundongos C3H/Hej e C57Bl/6 no
experimento realizado com ambas linhagens, oito dias ap6s a primeira imunizagdo. Os
animais foram injetados salina (E-Salina EL), plasmideo pcDNA3.1 vazio (E-pVazio EL),
plasmideo pcDNA3.l1-scmu-IL-12 por eletroporacio (E-pIL-12 EL) ou plasmideo
pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporagdo (E-pIL-12), conforme descrito em Materiais e
Meétodos. Os simbolos representam os valores do hematdcrito correspondente a cada animal
avaliado e as barras representam a média aritmética.



Os grupos de camundongo P1-pVazio EL e Pl-pIL-12 EL, do experimento piloto
realizado com animais da linhagem C3H/Hej, apresentaram uma concentracao de leucocitos e
de suas subpopulacdes, granuldcitos, linfocitos e monocitos, de: 6.667 + 1.747, 1.000 £ 529,
4467+ 611, 1.200+ 693 e 3.750 £ 1.843, 750 £451, 2.250 + 968, 750 =436 células por
milimetro ctibico de sangue (X £ SD), respectivamente. Ja os grupos de camundongo, E-
pVazio EL e E-pIL-12 EL, do experimento real realizado com animais da linhagem C3H/He;j
exibiram as seguintes concentracdes de leucdcitos, granuldcitos, linfocitos e mondcitos:
6.700 £ 1.010, 1.300+374, 4.533+1.136, 867+207 e 5.050+790, 1.300+476,
3.250+ 719, 750+ 191, respectivamente (Figura 6). Devido ao problema técnico, ja
mencionado, nao foi analisada a amostra de sangue de um dos animais do grupo E-pIL-12 EL.

Os grupos de camundongo E-Salina EL, E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 do
experimento real realizado com animais da linhagem C57Bl/6 revelaram as seguintes
concentragdes de leucocitos, granulodcitos, linfocitos e monocitos: 7.343 + 1.868, 857 +£223,
6.029 £ 1.659, 457 £ 151; 5.514 + 1.483, 743 + 378, 4.343 + 1.345, 429 + 138; 6.125 + 1.305,
1.275+260, 4.275 £ 1.291, 575+ 167 ¢ 7.371 + 2.183, 943 + 486, 5.857 £ 1.590, 571 + 214,
respectivamente (Figura 6).

A comparagdo estatistica entre os valores da concentragdo de leucocitos e de suas
subpopulagdes entre os dois grupos de camundongos da linhagem C3H/Hej ou entre os quatro
grupos de camundongos da linhagem C57Bl/6, usando-se teste “t” ndo pareado de Student e

ANOVA, respectivamente, ndo revelou diferenca significante.
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Figura 6. Determinacdo da concentragdo de leucocitos e suas subpopulagdes: granulécitos,
linfocitos € monocitos. O hemograma foi realizado oito dias ap6s a primeira inje¢do, nos
camundongos das linhagens C3H/Hej e C57B1/6. Os animais foram injetados salina (E-Salina
EL), plasmideo pcDNA3.1 vazio (E-pVazio EL), plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 por
eletroporacdo (E-pIL-12 EL) ou plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporacdo (E-
pIL-12), conforme descrito em Materiais ¢ Métodos. Os simbolos representam os valores de
cada parametro correspondente a cada animal avaliado e as barras representam a média
aritmética.



5.2.3. Avaliacio do Peso Corporal e do Peso de Alguns Orgios (Figado, Baco e

Linfonodos)

O peso corporal de cada um dos camundongos foi registrado durante o periodo de um
dia antes até 10 dias depois da primeira injecdo de plasmideo. A comparagao estatistica do
peso corporal entre os grupos de animais foi realizada usando-se medidas obtidas 10 dias
depois da primeira inje¢cdo de plasmideo.

Os valores do peso corporal (X + SD) dos grupos P1-pVaziol EL e P1-pIL-12 EL do
experimento piloto realizado com animais da linhagem C3H/Hej foram: 224+25¢g e
21,9 £2,2 g, respectivamente. No experimento real realizado com camundongos da linhagem
C3H/Hej, os grupos E-pVazio EL e E-pIL-12 EL apresentaram as seguintes medidas do peso
corporal: 223+23 g e 22,9 +3,4 g, respectivamente (Figura 7). A comparacdo estatistica
dos valores do peso corporal dos dois grupos de animais, usando-se teste “t” nao pareado de
Student, nao revelou diferenca significante.

Os valores das medidas do peso corporal dos grupos de camundongos P2-pVazio EL e
P2-pIL-12 EL do experimento piloto realizado com animais da linhagem C57Bl/6 foram
26,2+0,9g e 28,7+ 2,1 g, respectivamente. No experimento real também realizado com
camundongos da linhagem C57Bl/6, os grupos injetados com E-Salina EL, E-pVazio EL, E-
pIL-12 EL ou E-pIL-12 exibiram como valores das medidas do peso corporal 27,7 + 1,5;
26,6 +2,6; 26,5 +2,2 e 27,7 = 1,6, respectivamente (Figura 7). A comparacdo estatistica dos
valores das medidas do peso corporal dos quatro grupos de animais, realizada por ANOVA,

nao mostrou diferenga significante.
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Figura 7. Determinacdo do peso corporal dos camundongos das linhagens C3H/Hej e
C57Bl/6 durante os dez dias do experimento propriamente dito. A determinag¢do do peso foi
realizada diariamente, no mesmo horario, em uma Unica balanga, seguindo a mesma
seqiiéncia de pesagem. Os animais foram injetados com salina (E-Salina EL), plasmideo
pcDNA3.1 vazio (E-pVazio EL), plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagdo (E-
pIL-12 EL) ou plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletropora¢do (E-pIL-12), conforme

descrito em Materiais e Métodos. Os pontos representam a média de cada grupo experimental,
e as barras representam o desvio padrio.



Os valores do peso do figado (X = SD) dos grupos de camundongo E-pVazio EL e E-
pIL-12 EL do experimento real realizado com animais da linhagem C3H/Hej foram
1.197 £ 177 e 1.311 £156 mg, respectivamente (Figura 8). Andlise estatistica, realizada por
teste “t” ndo pareado de Student, ndo revelou diferenca significante entre os grupos.

No experimento piloto realizado com animais da linhagem C57Bl/6, os grupos P2-
pVazio EL e P2-plL-12 EL apresentaram os seguintes valores do peso do figado:
1.484 + 58 mg e 2.279 + 343 mg, respectivamente. J4 no experimento real realizado com
camundongos da C57Bl1/6, os valores do peso do figado exibidos pelos grupos E-Salina EL,
E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 foram de: 1.642+ 150 mg, 1.474 + 150 mg,
1.775+ 177 mg e 1.613 £ 150 mg, respectivamente (Figura 8). A comparacao estatistica dos
valores do peso do figado entre esses grupos foi realizada por ANOVA e pos-teste de
Dunnett, que compara os valores do grupo E-Salina EL com os de cada um dos trés outros
grupos. Embora a média do peso do figado do grupo E-pIL-12 EL tenha sido a maior dentre
os grupos ¢ ANOVA tenha mostrado diferenga estatisticamente significante, o pos-teste nao
revelou diferenca significante entre qualquer dos trés grupos e o grupo E-Salina EL.

Os valores do peso do bago (X + SD) obtidos nos grupos de camundongo P1-pVazio
EL e P1-pIL-12 EL do experimento piloto realizado com animais da linhagem C3H/Hej foram
de: 154+28 mg e 470+ 169 mg, respectivamente. Enquanto que, no experimento real
realizado com animais da linhagem C3H/Hej, os valores do peso do bago obtidos nos grupos
E-pVazio EL e E-pIL-12 EL foram de 113 + 9 mg e 222 + 85 mg, respectivamente (Figura 8).
A comparagdo estatistica entre esses grupos, realizada por teste “t” ndo pareado de Student,
mostrou diferenga significante (p<0,01).

No experimento piloto realizado com animais da linhagem C57Bl/6, os grupos P2-
pVazio EL e P2-pIL-12 EL revelaram valores do peso do bago (X + SD) de: 102 +21 e
301 + 112 mg, respectivamente. J4 os valores encontrados do peso do baco (X £ SD), no
experimento real realizado com camundongos da C57B1/6, dos grupos E-Salina EL, E-pVazio
EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 foram de: 85 +24 mg, 89 £24 mg, 167 +77 mg e 78 + 10 mg,
respectivamente (Figura 8). A comparacdo estatistica, realizada por ANOVA, mostrou
diferenca significante entre os quatro grupos (p<0,01) e o pos-teste de Dunnett revelou que o
grupo E-pIL-12 EL era o tnico grupo que diferia significativamente do grupo E-Salina EL
(p<0,01).

Os valores do peso do linfonodo popliteo (X + SD) observados nos camundongos do
experimento piloto realizado com animais da linhagem C3H/Hej, grupos P1-pVazio EL e P1-

pIL-12 EL, foram de: 4,7 £ 1,2 mg e 4,9 + 1,6 mg, respectivamente, enquanto que os valores



para o mesmo parametro, nos grupos correspondentes do experimento real, também realizado
com animais dessa linhagem, foram de: 1,3 + 0,3 mge 2,2 + 1.3 mg, respectivamente (Figura
8). A comparacdo estatistica, realizada por teste “t” ndo pareado de Student, ndo mostrou
diferenca significante entre os grupos do experimento.

Nos grupos P2-pVazio EL ou P2-pIL-12 EL do experimento piloto realizado com
animais da linhagem C57Bl/6, os valores do peso do linfonodo popliteo (X + SD) achados
foram de: 0,4+0,2mg e 2,0+0,1 mg, respectivamente. No experimento real também
realizado com animais dessa linhagem, os valores do peso do linfonodo popliteo (X + SD)
encontrados nos grupos E-Salina EL, E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 foram de:
0,8+0,2 mg, 0,7£0,3mg, 2,7+ 1,3mg e 0,7+0,1 mg, respectivamente (Figura§). A
comparagdo estatistica, realizada por ANOVA, mostrou diferenca significante (p<0,01). O
pos-teste de Dunnett mostrou que somente o grupo E-pIL-12 EL diferia significativamente do
grupo E-Salina EL (p<0,01).

No experimento piloto, realizado com os animais da linhagem C3H/Hej, nao foi
realizada a mensuragdo do peso do linfonodo inguinal. No experimento real com C3H/Hej, os
grupos E-pVazio EL e E-pIL-12 EL apresentaram os seguintes valores do peso do linfonodo
inguinal (X £ SD): 3,5+ 0,9 mg; 9,8 +£5,6 mg, respectivamente (Figura 8). A comparacao
estatistica, realizada por teste “t” nao pareado de Student, mostrou diferenca significante
(p<0,05).

No experimento piloto, realizado com animais da linhagem C57Bl1/6, os grupos P2-
pVazio EL e P2-pIL-12 EL exibiram os valores do peso do linfonodo inguinal (X + SD):
4,6 = 1,0 mg e 12,1 + 8,0 mg, respectivamente. No experimento real, também realizado com
camundongos da mesma linhagem, os valores do peso dos linfonodos inguinal (X + SD) dos
grupos E-Salina EL, E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12 foram 2,6+ 0,6 mg,
28+ 1,1mg, 78+2,6 mg e 2,8+ 0,8 mg, respectivamente (Figura 8). A comparagdo
estatistica, realizada por ANOVA, mostrou diferenca significante (p<<0,01). O pos-teste de
Dunnett mostrou que apenas o grupo E-pIL-12 EL diferia significativamente do grupo E-

Salina EL (p<0,01).
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Figura 8. Determinacao do peso do figado (g), baco e linfonodos popliteo e inguinal (mg) dos
camundongos das linhagens C3H/Hej e C57Bl/6 obtidos no dia do sacrificio, dez dias apds a
primeira inje¢do. Os animais foram injetados com salina (E-Salina EL), plasmideo
pcDNA3.1 vazio (E-pVazio EL), plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagdo (E-
pIL-12 EL) ou plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporagao (E-pIL-12), conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os simbolos representam os valores de cada parametro
correspondente a cada animal avaliado e as barras representam a média aritmética.



5.2.4. Avaliacao Histologica do Baco

A coleta de fragmentos de tecido esplénico para a avalia¢do histoldgica foi realizada
10 dias apds a primeira inje¢do de plasmideo, no momento do sacrificio dos animais.
Infelizmente, devido a problemas técnicos ocorridos no processamento histoldgico, somente
puderam ser analisadas sec¢des de bago dos camundongos do experimento piloto realizado
com animais da linhagem C3H/He;.

As secgdes de baco dos camundongos do grupo P1-pVazio EL apresentavam aspectos
histologicos normais (Figuras 9, 10 e 11). A medida (X + SD) da area total do bago, polpa
branca e polpa vermelha dos animais do grupo P1-pVazio EL foi 5,4 = 0,57; 1,0 = 0,04 ¢ 4,4
+ 0,52 um?, respectivamente. A polpa branca apresentava morfologia normal constituida por
tecido linfatico denso, com nimeros linfécitos na bainha periarteriolar linfatica e, nos ndédulos
linfaticos, praticamente ndo existiam centros germinativos. A polpa vermelha também exibia
aspectos microscopicos normais, com presenga de sinusoides e uma malha reticular contendo
células reticulares, macrofagos, poucos megacariocitos. A contagem das células apoptoticas
(X + SD), por mm’, na area de polpa vermelha revelou a presenga de 4 + 1 figuras de
apoptose.

Nos animais do grupo Pl-pIL-12 EL foram observadas algumas alteracdes
histologicas (Figuras 9, 10 e 11). A medida (X + SD) da area total do bago, polpa branca e
polpa vermelha dos animais do grupo P1-pIL-12 EL foi 13,0 + 3,86; 1,0 + 0,33 ¢ 12,0 £+ 4,02
um?, respectivamente, demonstrando uma esplenomegalia por expansdo da polpa vermelha. A
area de polpa branca apresentava aspectos histolégicos normais, idénticos aos animais do
grupo controle. As alteracdes observadas na polpa vermelha dos animais do grupo P1-pIL-12
EL foram um intenso pleomorfismo celular com aumento no nimero de macrofagos
vacuolados, megacariocitos e precursores hematopoiéticos neste compartimento esplénico. A
contagem das células apoptoticas (X + SD), por mm?, na 4rea de polpa vermelha dos animais

deste grupo revelou a presenca de 16 = 3 figuras de apoptose.
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Figura 9. Area total representativa de sec¢des do bago dos camundongos C3H/Hej do
experimento piloto injetados com plasmideo pcDNA3.1 vazio (Pl1-pVazio EL) ou
plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporagao (P1-pIL-12 EL), conforme descrito
em Material e Métodos. Verifica-se uma notavel esplenomegalia, decorrente a expansao da
polpa vermelha, e a perda de delimitacdo da polpa branca no grupo P1-pIL-12 EL quando
comparado ao controle P1-pVazio EL.
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Figura 10. Secc¢des do bago dos camundongos C3H/Hej do experimento
piloto injetados com plasmideo pcDNA3.1 vazio (P1-pVazio EL; A e C) ou
pcDNA3.1-scmu-IL-12 (P1-pIL-12 EL; B e D), por eletroporagdo, conforme
descrito em Material e Métodos. Aspectos histologicos normais (A e C)
podem ser visualizados nos animais do grupo Pl-pVazio EL. Na polpa
vermelha dos animais do grupo P1-pIL-12 EL ¢ observada, em diferentes
aumentos (100X e 400X), a presenca de areas descoradas, brancas, por vezes
com pequenos corpusculos fortemente basofilos ou acidéfilos, relacionados a
presenga de figuras apoptdticas e de macrofagos vacuolares (B ¢ D). Um
aumento no numero de megacariocitos também pode ser observado (D).
Coloragao hematoxilina-eosina. Aumento 100 (A e B) e 400X (C e D).



Figura 11. Sec¢des da polpa vermelha do bago dos camundongos C3H/Hej do
experimento piloto injetados com plasmideo pcDNA3.1 vazio (P1-pVazio EL;
A) ou pcDNA3.1-scmu-IL-12 (P1-pIL-12 EL; B), por eletroporacdo, conforme
descrito em Material e Métodos. Em A pode ser visualizado o aspecto histologico
normal presente nos animais do grupo P1-pVazio EL. Em B, aumento no niimero
de megacariocitos e grande niimero de areas claras e descoradas sdo observados
nos animais do grupo P1-pIL-12 EL. Coloracdo hematoxilina-eosina. Aumento
200X.



5.2.5. Avaliacio da Resposta Proliferativa de Esplendcitos apdés Estimula¢io com

Concanavalina A

O ensaio de linfoproliferagdo foi realizado com esplenécitos coletados 10 dias apds o
dia da primeira injecdo de plasmideo. Para a realizagdo do ensaio, esplenocitos foram
cultivados em meio de cultura ou meio de cultura contendo Con A a 20 pg/mL em placas de
microtitulacdo de 96 pogos. Apds trés dias de cultivo, timidina radiativa foi adicionada aos
pogos da placa de microtitulagdo e cerca de 18 horas depois a cultura foi interrompida, as
células foram coletadas e a radiatividade celular foi determinada. Infelizmente, esse ensaio
nao foi realizado no experimento piloto com a linhagem C3H/He;.

No experimento real realizado com camundongos da linhagem C3H/Hej, os valores de
indices de proliferacdo (valor de incorporacdo de timidina radiativa em cpm de células
cultivadas na presenga de Con A dividido pelo valor obtido quando as células foram
cultivadas somente com meio de cultura, X £ SD) dos grupos E-pVazio EL e E-pIL-12 EL
foram de: 41 + 11 e 101 * 15, respectivamente (Figura 11). A comparacdo estatistica entre os
valores de indice de proliferagdo, usando-se teste “t” ndo pareado de Student, revelou
diferenca significante (p<0,01).

No experimento piloto realizado com animais da linhagem C57Bl1/6, os valores de
indice de proliferacdo (X + SD) dos grupos P2-pVazio EL e P2-pIL-12 EL foram de: 56 + 26
e 83 £ 72, respectivamente. No experimento real realizado com C57B1/6, os grupos E-Salina
EL, E-pVazio EL, E-pIL-12 EL e E-pIL-12, revelaram os seguintes indices de proliferagao:
31£18; 63 £51; 23+ 12 e 21 £ 11, respectivamente (Figura 11). A comparagao estatistica,
realizada por ANOVA, mostrou diferenca significante entre os grupos (p<0,05), no entanto, o
pos-teste de Dunnett nao revelou diferenga significante entre o grupo E-Salina EL e cada um

dos trés outros grupos.
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Figura 11. Avaliagdo da resposta proliferativa dos esplenocitos dos camundongos das
linhagens C3H/Hej e C57B1/6 apos estimulag@o in vitro com mitégeno concanavalina A. Os
animais foram administrados com salina (E-Salina EL), plasmideo pcDNA3.1 vazio (E-
pVazio EL), plasmideo pcDNA3.l1-scmu-IL-12 por eletroporagdo (E-pIL-12 EL) ou
plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12 sem eletroporagao (E-pIL-12), conforme descrito em
Materiais e Métodos. A avaliacdo da resposta proliferativa foi realizada 10 dias apds a
primeira administragio. Triplicatas de pogos de placas de microtitulagio receberam 3 x 10’
células/poco em meio de cultura com o mitdgeno concanavalina A a 4 pg/mL, em um volume
total de 200 uL/poco, e foram incubadas por 3 dias, sendo que 18 horas antes da interrupgao
da cultura, 1 uCi de timidina tritiada foi acrescentado em cada pogo. As células foram
coletadas em fibra de vidro, emissdo de irradiacdo beta foi determinada e indices de
proliferacdo foram determinados, conforme descrito em Material ¢ Métodos. Os simbolos
representam os valores de indice de proliferagdo correspondente a cada animal avaliado, ¢ as
barras representam a média aritmética.



6. DISCUSSAO

Visando contribuir para o desenvolvimento de uma vacina contra leishmaniose
visceral canina, no presente trabalho foi realizado um experimento piloto no qual sete caes
foram imunizados com dois antigenos recombinantes de L. chagasi/L. infantum, Lc9 e Lcl13,
em combina¢do com saponina, sendo que trés desses animais foram também injetados com
plasmideo codificando cadeia inica de IL-12 canina (pcDNA3.1-scca-IL-12, Santos et al.
2004). Como grupo controle negativo e positivo, foram usados trés caes injetados com salina,
em associa¢ao com saponina, € quatro caes injetados com extrato bruto de antigenos, e depois
infectados com L. chagasi/L. infantum, respectivamente. A avaliagao realizada sugere que os
cdes imunizados com os antigenos recombinantes desenvolveram resposta imune humoral
especifica, detectada pela presenca de anticorpos reativos com cada um dos antigenos
recombinantes utilizados e com o extrato bruto de antigenos de L. chagasi/L. infantum no
soro, no entanto esses animais nao apresentaram resposta imune celular especifica, avaliada
através de ensaio de linfoproliferacdo e producdo de interferon gama, apds estimulacdo com
extrato bruto de antigenos de L. chagasi/L. infantumin vitro.

Como IL-12 ¢é considerada uma citocina capaz de induzir resposta imune celular do
tipo Tyl (Manetti et al. 1994, Afonso et al. 1994, Mongneau et al. 1995, Bliss et al. 1996,
Watanable et al. 1999), mesmo quando produzida in vivo apds administragdo de plasmideo
contendo seu cDNA (Yamakami et al. 2001), e os cdes imunizados com antigenos
recombinantes Lc9 e Lcl3, em associagdo com plasmideo codificando IL-12 canina, nio
desenvolveram resposta imune celular, seria interessante a determinacdo das condi¢des
apropriadas para a utilizacdo de plasmideo codificando IL-12 como componente de uma
vacina (com capacidade de promover resposta imune celular sem causar, ou causando
minimamente, efeitos toxicos). Em experimentos iniciais em camundongos, aqui descritos,
foram avaliadas condigdes presumivelmente capazes de ocasionar efeitos intensos e, até
mesmo, efeitos toxicos para a partir dai, no futuro, serem avaliadas condigdes mais adequadas
ao objetivo proposto.

Uma vez que IL-12 induz efeitos biologicos mais intensos em certas linhagens de
camundongos (Leonard et al. 1997, Car et al. 1999), incluindo C3H/Hej e C57BIl/6, essas
linhagens foram escolhidas para serem utilizadas no presente trabalho. Os camundongos
C3H/Hej e C57Bl/6 injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12 por eletroporacio apresentaram, no
presente estudo, esplenomegalia, aumento do linfonodo inguinal e aumento na concentracao

plasmatica de IFN-y medida 10 dias apds a primeira inje¢do. Histologicamente, os



camundongos da linhagem C3H/Hej apresentaram expansao da polpa vermelha esplénica,
intenso pleomorfismo celular, aumento do numero megacariocitos e de macréfagos
vacuolares, bem como um grande numero de figuras apoptoticas. Adicionalmente,
camundongos C3H/Hej exibiram a resposta proliferativa dos esplenodcitos mais intensa frente
ao mitégeno concanavalina A (Con A). Camundongos da linhagem CS57Bl/6 revelaram
esplenomegalia, aumento do linfonodo inguinal e aumento no tamanho do linfonodo popliteo
do mesmo lado no qual foi realizada a injecao do plasmideo pcDNA3.1-scmu-IL-12.

Nos ultimos anos, diversas moléculas candidatas a componentes de uma vacina contra
leishmaniose visceral canina tém sido testadas em camundongos e/ou no cdo. Alguns autores
relataram a indugdo de resposta imune humoral apos a imunizagao de caes com uma fracao
protéica de Leishmania chagasi / L. infantum de denominada LiF2 (de 67 a 94 kDa) associada
ao adjuvante muramil-dipeptideo, que ndo ocasionou protecdo contra a infeccdo natural
(Ogunkolade et al. 1988). Outros autores descreveram formulagdes vacinais que induziram
resposta imune celular que, em menor ou maior grau, foram capazes de promover prote¢ao
contra a infec¢do experimental ou natural no cdo (Lasri et al. 1999, Da Silva et al. 2001,
Borja-Cabrera et al. 2002, Santos et al. 2002, Ramiro et al. 2003, Lemesre et al. 2005,
Saldarriaga et al. 2005). Considerando esses dados, embora no presente trabalho ndo tenha
sido realizado o desafio através da infeccdo por Leishmania, provavelmente, os caes
imunizados com Lc9 e Lcl3 associados ou ndo ao plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12 ndo
desenvolveram resposta imune protetora contra leishmaniose visceral.

Apesar de a resposta imune humoral ser apontada como de pequena importancia na
protecdo de infecgdo por Leishmania, a avaliagdo da produgdo de anticorpos especificos, apos
a imunizagdo, pode ter a utilidade ao indicar se os diversos candidatos a componentes a uma

vacina sdo imunogénicos ou nao (Sjolander et al. 1998).

Previamente, alguns autores mostraram que a citocina IL-12, quando usada em
combinagdo com antigenos, pode favorecer o desenvolvimento de resposta imune celular
especifica com o perfil Tyl (Manetti et al. 1993, Afonso et al. 1994, Scott & Trinchieri 1997,
Gonzalo et al. 2001). Além disso, a administragdo de DNA plasmideal codificando 1L-12
também pode promover polarizagdo da resposta imune para um fendtipo Tyl a antigenos
concomitantemente injetados (Zimmermann et al. 1998, Kurata et al. 2004). Dessa maneira,
no presente trabalho, o fato da injecdo de pcDNAS3.1-scca-IL-12 ndo promover resposta
imune celular contra Lc9 e Lcl3 foi inesperada. Contudo, a auséncia de indugdo de resposta

imune celular especifica poderia ser explicada pela administracdo excessiva de DNA



plasmideal codificando IL-12 (800 pg / dose), que promoveria uma superexpressao local de
citocinas com atividade inibitoria, como por exemplo IL-10, capazes de suprimir a produgdo
de IL-12 e IFN-y (Tripp et al. 1993, Morris et al. 1994). Por outro lado, a inje¢ao excessiva
pcDNA3.1-scca-IL-12 associada a Lc9 e Lcl3 poderia acarretar uma produgdo elevada de
IFN-y, indugdo de atividade da 6xido-nitro-sintetase 2 (iNOS) e geracdo o0xido nitrico, o qual
prejudicaria a proliferagdo dos linfocitos T (Koblish et al. 1998, Lasarte et al. 1999, Gherardi
et al. 2000).

Como a administragdo do plasmideo codificando IL-12 foi realizada sem o auxilio de
instrumentos como, por exemplo, aparelho de ultrassonografia, para guiar a aplicagdao de
pcDNA3.1-scca-IL-12 dentro do linfonodo popliteo, uma outra possibilidade para explicar a
ndo inducdo de resposta imune celular especifica nos cdes injetados com
pcDNA3.1-scca-IL-12 em associagdo com os antigenos recombinantes seria o insucesso total
ou parcial da introdugdo plasmideo no local desejado.

Pelas razdes apontadas acima, seria interessante avaliarem-se variagdes do protocolo
de imunizag¢do aqui descrito, incluindo o uso de doses menores e/ou maiores bem como
diferentes vias de administragdo do plasmideo pcDNA3.1-scca-IL-12.

No presente trabalho, nos experimentos realizados em camundongos, foram
observadas esplenomegalia e linfadenomegalia inguinal em ambas as linhagens murinas
utilizadas (CH3/Hej e C57Bl/6), ap6s administragdes de pcDNA3.1-scmu-IL-12 por
eletroporagdo. Além da linfadenopatia inguinal, linfadenopatia poplitea foi observada apenas
na linhagem C57Bl/6. Viarios autores relataram o aparecimento de esplenomegalia e
linfadenopatia em camundongos, apos administracdo de IL-12 recombinante ou plasmideo
codificando IL-12 (Gately et al. 1994, Eng et al. 1995, Tare et al. 1995, Jackson et al. 1995,
Leonard et al. 1997, Yahata et al. 1998, Shi et al. 2002), sendo aparentemente reversiveis uma
vez de cessados os estimulos de IL-12 (Tare et al. 1995, Shi et al. 2002).

O desenvolvimento de esplenomegalia nos camundongos injetados com pcDNA3.1-
scmu-IL-12, provavelmente, decorre da expansdo da polpa vermelha, e a andlise histologica
realizada em camundongos C3H/Hej revelou aumento das areas desse compartimento
esplénico. Outros autores, ao estudarem camundongos injetados com IL-12, também
observaram esplenomegalia associada com aumento de hematopoiese extramedular,
envolvendo as linhagens eritrdide, mieloide e megacariocitica (Gately et al. 1994, Tare et al.
1995). Além disso, esses autores também observaram, através de avaliacdo por citometria de

fluxo, um aumento de células NK em camundongos C57Bl/6. Outros autores também



descreveram aumento da celularidade, presenga de infiltrado de células NK e macrofagos,
bem como hematopoiese (Eng et al. 1995, Leonard et al. 1997).

Uma possivel explicagdo para o aumento da celularidade e dos precursores
hematopoiéticos no bago seria a mobilizacdo de células progenitores da medula 6ssea (Eng et
al. 1995, Tare et al. 1995, Jackson et al. 1995). Diferencas de efeitos causados por IFN-y em
orgaos distintos poderiam explicar a hematopoiese extramedular no bago ¢ hipoplasia na
medula 6ssea. Tare e colaboradores (1995) observaram que camundongos tratados com IL-12
exibem produgdo de IFN-y in vitro por esplendcitos, mas nao por células da medula 6ssea.
[FN-y produzido por esplendcitos poderia promover mobilizacdo de células da medula em
dire¢do ao bago, com regulagao positiva de moléculas de adesdo (Jackson et al. 1995, Yahata
et al. 1998). Essa hipotese encontra apoio em experimentos realizados por Eng e
colaboradores (1995), utilizando camundongos deficientes para o receptor de IFN-y (IFN-y").
Apos tratamento com IL-12, esses animais continuam apresentando medula 6ssea normal.

A presenga de figuras apoptoticas observadas nas seccdes esplénicas dos C3H/Hej
injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12, possivelmente, decorre da a¢do de IL-12 e/ou IFN-y.
Kano e colaboradores (1999) relataram inducdo de apoptose em cultura de hepatocitos pela
acdo de IFN-y, enquanto Zhou e colaboradores (2005) demonstraram que IL-12 regula
positivamente a expressdao de Fas em células tumorais, aumentando a sensibilidade celular a
apoptose.

No presente estudo, foi observada linfadenomegalia em camundongos C3H/Hej e
C57Bl/6 injetados com pcDNA3.l-scmu-IL-12. Yahata e colaboradores (1998) também
relataram linfadenopatia com actimulo de células NK, CTL e células CD4+ e CDS8+
produtoras de IFN-y no linfonodo apds administracdo de altas doses de IL-12 murina
recombinante. Sarmiento e colaboradores (1994) encontraram aumento generalizado dos
linfonodos em macacos injetados com variadas doses de IL-12 humana recombinante, por 14
dias consecutivos.

Aumento na concentragdo de IFN-y em amostras plasmadticas obtidas 10 dias apos a
primeira aplicagdo de pcDNA3.1-scmu-IL-12 foi encontrado nos animais C3H/Hej e C57Bl/6
utilizados neste trabalho era esperado. Previamente, outros autores relataram aumento da
concentragdo sérica de IFN-y ap6s a administracdo de IL-12 ou cDNA codificando 1L-12
(Manetti et al. 1994, Gately et al. 1994, Lasarte et al. 1999, Watanable et al. 1999).

Koblish e colaboradores (1998) demonstraram que a IL-12 murina recombinante

suprime drasticamente a resposta imune celular em C57Bl/6. Eles demonstraram que altas



doses de IL-12 murina recombinante estimulava a produgdo de altos niveis de IFN-y, o qual
ativava macrofagos e induzia a atividade da iNOS, gerando 6xido nitrico, que inibe a
proliferagao de linfocitos T frente a estimulagdo com Con A. No presente trabalho, notou-se
aumento no indice de proliferagdo em animais da linhagem C3H/Hej, mas ndo da linhagem
C57Bl/6, injetados com pcDNA3.1-scmu-IL-12, apoés estimulagdo de esplendcitos in vitro
com Con A. Os niveis plasmaticos de IFN-y encontrados foram similares nos camundongos
C3H/Hej e C57Bl/6, contudo, como ndo foi realizada avaliacdo da cinética da producdo de
IFN-v, ndo se pode afastar a possibilidade que logo apds a injecdo do plasmideo pcDNA3.1-
scmu-IL-12 niveis mais elevados de IFN-y estavam presentes em camundongos C57Bl/6

Os resultados descritos no presente trabalho demonstram o carater imunogénico das
duas proteinas recombinantes de L. chagasi/L. infantum, Lc9 e Lc13, para a espécie canina. A
auséncia de resposta imune celular ao extrato bruto de L. chagasi/L. infantum sugere a
necessidade de otimizagdo do uso da citocina IL-12, na forma de plasmideo, para o
estabelecimento de resposta imune celular especifica e predominantemente do perfil Th1, com
o minimo de reacgoes adversas.

A administragao de pcDNA3.1-scmu-IL-12 em linhagens murinas sensiveis a a¢ao de
IL-12 demonstrou, no presente trabalho, a necessidade de cautela no uso desta citocina devido
aos efeitos toxicos observados. Uma alternativa para minimizar os efeitos adversos ¢ o uso de
uma pré-dose de IL-12, sete dias antes do tratamento diario, a qual foi relatada por Leonard e
colaboradores (1997) como capaz de diminuir a severidade das lesdes toxicas, a concentragao
de IFN-y no soro e a produgdo de IFN-y por células do linfonodo apds estimulagdo in vitro

com IL-12.



7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados observados no presente estudo, podemos concluir que:

1. As proteinas recombinantes Lc9 e Lcl3 da forma amastigota de Leishmania
chagasi/L. infantum estimulam a resposta imune humoral do c@o, portanto sdo

imunogénicas para a espécie canina;

2. A imunizacdo de caes com Lc9 e Lc13, nas condi¢des utilizadas, ndo induziu resposta

imune celular;

3. A administragdo de plasmideo codificando IL-12 canina em associacao a L.c9 e Lc13

no cao, nas condi¢des utilizadas, ndo modificou a resposta imune induzida;

4. A administragdo de IL-12 murina na forma de plasmideo, por eletroporagdo, induz
efeitos sist€émicos nas linhagens C3H/Hej e C57B1/6 (aumento no tamanho do bago e

de linfonodos e bem como aumento na concentragdo plasmatica de IFN-Y);

5. A administracdo de IL-12 murina na forma de plasmideo, por eletroporacdo, induz
alteracdes histologicas esplénicas nos animais da linhagem C3H/Hej, representadas
pela hiperplasia da polpa vermelha, aumento do numero de megacaridcitos,

macroéfagos vacuolados e corpos apoptéticos;

6. A administracdao de IL-12 murina na forma de plasmideo, por eletroporagdo, promove
aumento da capacidade proliferativa dos esplendcitos de animais da linhagem

C3H/Hej apos estimulagdo in vitro com concanavalina A.



8. PERSPECTIVAS FUTURAS

1.

Avaliar a imunogenicidade dos antigenos recombinantes de L. chagasi/L. infantum,

Lc9 e Lc13, administrados na forma de plasmideo na espécie canina;

Avaliar a imunogenicidade de outros antigenos recombinantes de L. chagasi/L.
infantum, que ja estdo sendo purificados em nosso laboratorio, administrados na forma

de proteina ou plasmideo, nas espécies murina e canina;

Utilizar outras citocinas do perfil Ty1, na forma de plasmideo, isoladas ou associadas,
na tentativa de inducdo de resposta imune celular Tyl a antigenos recombinantes co-

administrados de L. chagasi/L. infantum, nas espécies murina e canina.
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Anexo 1. Purificagdo das proteinas recombinantes de L. chagasi/L. infantum, Lc9 e Lcl3,
através de SDS-PAGE. Para a analise de Lc9 e Lc13 foram elaborados géis de separagdo de
poliacrilamida a 10 e 8,5%, respectivamente, e sistema de tampao com gradiente descontinuo
(Laemmli 1970). Apos a corrida eletroforética, o gel foi corado por azul de Coomassie. Raias:

1 e 5 - marcadores de peso molecular; 2, 3 e 4 - Le9 (39 kDa); 6, 7 ¢ 8 — Lc13 (66 kDa).

Lc9




Anexo 2. Densidades opticas obtidas no ELISA para avaliacdo de anticorpos IgG reativos a
extrato total e antigenos recombinantes de Leishmania chagasi/L. infantum (Lc9 e Lc13) em
caes injetados com 1 mg de saponina em salina (Salina); 200 pg de Lc9, 200 pg de Lc13 e 1
mg de saponina em salina (Lc9/Le13); 200 pg de Lc9, 200 pg de Lcl3 e 1 mg de saponina
em salina e 800 ug de plasmideo pcDNA3.1-scca-1L-12 (L¢9/Lc13/pIL-12), e os controles

positivos e negativos (ver Material e Métodos), antes e apoOs a segunda e terceira imunizagoes.

Antes da imunizacao Apos 27 imunizacio Apos a 3 imunizacio
Grupos | Animais| Ag Lc9 Lcl3 Ag Lc9 Lcl3 Ag Lc9 Lcl3
Salina S1 0,320 | 0,782 | 0,863 | 0,470 | 0,966 | 0,773 | 0,411 | 0,265 | 0,457

S2 0,288 | 0,255 | 0,340 | 0,279 | 0,455 | 0,511 | 0,708 | 0,209 | 0,451

S3 0,141 | 1,415 | 0,793 | 0,720 | 1,868 | 0,744 | 0,791 | 0,540 | 0,476

Lc9/Lel3 Al 0,331 | 0,474 | 0,638 | 2,633 | 2,804 | 2,016 | 2,702 | 1,587 | 1,568

A2 0,206 | 0,582 | 0,504 | 2,504 | 2,797 | 1,730 | 2,605 | 1,397 | 1,444

A3 0,304 | 0,311 | 0,315 | 2,578 | 2,806 | 1,846 | 2,699 | 1,552 | 1,475

A4 0,331 | 0,325 | 0,609 | 2,418 | 2,815 | 1,934 | 2,634 | 1,564 | 1,592

Lc9/Lel3/ Pl 0,215 | 0,720 | 1,350 | 2,454 | 2,604 | 1,831 | 2,333 | 1,530 | 1,606
pIL-12

P2 0,564 | 1,289 | 1,302 | 2,608 | 2,848 | 1,988 | 2,360 | 1,448 | 1,430

P3 0,380 | 0,767 | 0,691 | 2,531 | 2,795 | 2,005 | 2,729 | 1,518 | 1,571

Controles

Negativos Cl 0,167 | 0,378 | 0,187 | 0,237 | 0,454 | 0,422 | 0,216 | 0,090 | 0,166

C2 0,153 | 0,236 | 0,822 | 0,198 | 0,520 | 0,822 | 0,300 | 0,152 | 0,440

C3 0,277 |1 0,175 | 0,422 | 0,336 | 0,332 | 0,368 | 0,515 | 0,139 | 0,304

C4 0,190 | 0,159 | 0,368 | 0,229 | 0,286 | 0,187 | 0,395 | 0,215 | 0,123

Positivos 151) 1,658 | 1,680 | 1,147 | 2,453 | 2,625 | 1,147 | 2,188 | 1,320 | 0,896

Pool 1,021 | 0,168 | 0,164 | 1,130 | 0,252 | 0,164 | 1,134 | 0,081 | 0,121




Anexo 3. Cronograma do experimento realizado em caes mesticos adultos com idade
variando entre 4 ¢ 9 anos, de ambos 0s sexos provenientes dos municipios de Salvador, Lauro

de Freitas e Dias D’Avila — Bahia.

I iano 2 ifegao 3" injecdo 4" injecdo
L | || | I | || | |
I T T T T T T T I I | | | |
D-190 D-156 D-145 D-90 D-70 DO D21 D35 D42 D56 D71  DI00 D170 D233

Dias

D-190: Realizacao de orquiepididectomia.

D-156, D71 e D233: Realizacdo de ensaios para avaliar a resposta linfoproliferativa apds
estimulo in vitro com extrato bruto e antigenos recombinantes (Lc9 e Lc13) de L. chagasi/L.
infantum.

D-145, D35 e D56: Realizacao de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para mensuragdao de
anticorpos reativos a extrato bruto e antigenos recombinantes (Lc9 e Lc13) de L. chagasi/L.
infantum.

D-90: Utilizagdo de ecto e endoparasiticidas e vacinagdo dos caes.

D-70: Realizagao de hemograma, parasitoldgico de fezes, urinalise, dosagem de uréia sérica e
pungdo aspirativa esplénica seguida de cultura in vitro.

D100: Avaliagdo da producdo de IFN-y em sobrenadante de CMNSP estimuladas in vitro com

extrato bruto de L. chagasi/L. infantum.



Anexo 4. Eletroporador utilizado na administracdo de salina, plasmideo sem inserto
(pcDNA3.1) e com inserto de IL-12 murina de cadeia unica (pcDNA3.1-scmu-IL-12) em
camundongos das linhagens C3H/Hej e C57Bl/6. O aparelho foi projetado e construido pelo

Dr. Yuri Pepe, Departamento de Fisica da Universidade Federal da Bahia (ver Material e

Métodos).




Anexo 5. Cronograma do experimento realizado em camundongos das linhagens C3H/Hej e

C57Bl/6, com 9 a 16 semanas de idade, de ambos os sexos, obtidos € mantidos no biotério do

CPqGM - Fiocruz, Salvador — Bahia.

1* injecao 2% injecdo

DO D2

DO e D2: Administragdo de salina, plasmideo sem

D8 D10

Dias

inserto (pcDNA3.1) ou plasmideo

codificando IL-12 murina de cadeia Unica, com ou sem eletroporacdo (ver Material e

Métodos).

D8: Realizagdo de hemograma.

D10: Sacrificio dos camundongos, determinagao do peso corporeo e de o6rgdos, avaliagdo da

capacidade proliferativa de esplendcitos apods estimulo in vitro com mitdgeno Con A,

obtencdo de plasma para determinacdo da concentracdo de IFN-y e fixacdo de fragmentos

esplénicos em formalina 10%.



Anexo 6. Valores de hematdcrito, nimero de hemdcias e concentragdo de hemoglobina (X +
SD) em camundongos das linhagens C3H/Hej e C57B1/6, obtidos oito dias ap6s a primeira
injecdo com salina (grupo E-Salina EL), plasmideo vazio (E-pVazio EL) e plasmideo
codificando IL-12 murina por eletroporacao (E-pIL-12 EL) ou sem eltroporagdo (E-pIL-12
EL).

Grupo Hematocrito N° de Hemacias Hemoglobina
(%) (x10%mm?) (g/dL)

C3H/Hej

E-pVazio EL 429+1,5 8,410,2 14,6 £ 0,7

E-pIL-12 EL 40,5+ 2,6 7,810,5 14,4 +0,8
C57Bl/6

E-Salina EL 38,4127 8,510,6 13,3+ 1,0

E-pVazio EL 393+1,2 8,8+0,3 13,8 £ 0,6

E-pIL-12 EL 37,3+2,6 8,410,6 13,2+0,9

E-pIL-12 393+ 1,1 8,7+0,3 13,7403




