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RESUMO

ATIVAGAO DE CELULAS MONONUCLEARES CANINAS POR INTERLEUCINA-2 E
INTERLEUCINA-12 RECOMBINANTES HOMOLOGAS. ANDREA MENDES PEREIRA.
Visando avaliar futuramente o potencial de citocinas na indugdo de resposta imune celular
especifica do tipo Tyl quando associadas a antigeno(s) recombinante(s) de Leishmania
chagasi/infantum no céo, a combinagéo de IL-2 e IL-12 caninas recombinantes € analisada no
presente trabalho. Aqui, descrevemos a clonagem do DNA complementar (cDNA) e, pela
primeira vez, a expressdo de IL-2 canina recombinante biologicamente ativa em Escherichia
coli e por células de mamifero. Para express@o em E. coli, utilizou-se a construgdo pRSET-calL-
2, anteriormente gerada por nosso grupo. Para expressdo em células de mamiferos, foi realizada
a clonagem do cDNA de IL-2, sintetizado por reagdo de transcrigdo reversa seguida de reagéo
da polimerase em cadeia (RT-PCR) a partir do RNA total de células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) de cdo estimuladas com concanavalina A (Con-A), no vetor pcDNA3.1,
gerando a construgdo pcDNA3.1-calL-2. O sucesso da clonagem em ambos os vetores de
expressdo foi confirmado a partir do sequenciamento de DNA e comparagdo dos residuos de
nucleotideos com a seqiiéncia de IL-2 canina previamente descrita por outro grupo de
investigadores. A IL-2 canina recombinante (rcalL-2) foi obtida como proteina de fusdo
contendo cauda de histidina a partir da transformagéo de E. coli BL21(DE3)pLysS com pRSET-
calL-2, purificada por cromatografia de afinidade e renaturada por dialise. Além disso, a forma
nativa de rcalL-2 foi secretada no sobrenadante de cultura de células COS-7 transfectadas com a
construgdo pcDNA3.1-calL-2. A atividade proliferativa de rcalL-2 sobre células CTLL-2 foi
demonstrada em concentragdes de até 220 pg/mL da citocina purificada a partir da expressdo em
E. coli e até a diluigdo de 1:256 do sobrenadante de COS-7 contendo rcallL.-2. A proteina
biologicamente ativa foi capaz de manter a proliferagdo de CMSP de cées sadios por até 12 dias
de cultivo quando as células foram tratadas com 50 ng/mL de IL-2 canina obtida de E. coli e por
10 dias com dilui¢des de até 1:200 do sobrenadante de COS-7 contendo a citocina, na auséncia
de estimulo prévio ou concomitante. A proliferagdo foi dose-dependente, com ponto maximo
ocorrendo no 8° dia de cultivo. A produgdo de interferon gama (IFN-y) por CMSP de cées
sadios estimuladas com sobrenadante de COS-7 contendo IL-2 ou contendo IL-12 ndo foi
significantemente maior que a produgéo basal. No entanto, um efeito sinérgico sobre a produgio
in vitro de IFN-y ocorreu quando concentragdes subdtimas de ambas as citocinas foram
associadas. Diante dos resultados obtidos, a construgdo pcDNA3.1-calL-2 e ambas as formas de
IL-2 canina recombinante obtidas, assim como as condigdes experimentais aqui descritas,
poderdo ser utilizadas no futuro para o estudo do potencial de IL-2, associada ou ndo a IL-12,
como modulador da resposta imune in vitro e in vivo de cées, durante o desenvolvimento de
uma vacina ou imunoterapia para leishmaniose visceral canina.

Descritores: Interleucina-2, Imunidade celular, Interferon-gama, Céo.



ABSTRACT

CANINE MONONUCLEAR CELLS ACTIVATION BY HOMOLOGOUS RECOMBINANT
INTERLEUKIN-2 AND INTERLEUKIN-12. ANDREA MENDES PEREIRA. Aiming to
study in the future the role of cytokines in inducing specific Tyl cellular immune response
when associated to Leishmania chagasi/infantum recombinant antigen(s) in dogs, the
combination of recombinant canine 1L-2 and IL-12 is analysed in the present study. Herein, we
describe complementary DNA (cDNA) cloning and, for the first time, the expression of
biologically active recombinant canine IL-2 in Escherichia coli and mammal cells. The
construction pRSET-calLL-2, previously generated by our group, was used for E. coli expression.
For mammalian expression, canine IL-2 c¢cDNA was synthesized by reverse transcription
followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), using cDNA from a healthy dog’s peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with concanavalin A (Con-A) and cloned into
pcDNA3.1, generating the construction pcDNA3.1-calL-2. Success in canine IL-2 cDNA
cloning was accessed in both expression vectors by DNA sequencing and was confirmed by
comparing nucleotides residues with canine IL-2 sequence previously described by other
investigators. Recombinant canine IL-2 (rcall-2) was expressed as His-tag fusion protein after
E. coli BL21(DE3)pLysS transformation with pRSET-call.-2, purified by affinity
chromatography and renatured through dialysis. In addition, the native form was secreted in
culture supernatants of pcDNA3.1-calL-2 transfected COS-7 cells. A proliferative activity was
demonstrated in CTLL-2 cells when the recombinant protein was diluted at 220 pg/mL of
purified cytokine from E. coli expression or when COS-7 supernatant was diluted at 1:256. The
biologically active protein was able to induce proliferation of PBMC of six healthy dogs until
12 days of culture when cells were treated with 50 ng/mL of E. coli expressed-IL-2 or until 10
days when treated with 1:200 COS-7 supernatant dilution containing the cytokine, without
previous or concomitant stimulus. The proliferative effect was dose-dependent and maximum at
8th day of culture. Interferon-gamma (IFN-y) production by PBMC of eight healthy dogs
induced by COS-7 IL-2 or IL-12-containing supernatants was not significantly higher than the
baseline production. However, the association of suboptimal concentrations of both cytokines
induced synergistic effect upon in vitro IFN-y production by PBMC. Based on the presented
results, the construction pcDNA3.1-calL-2 or both recombinant protein forms obtained, as well
as the experimental conditions described here, can be used in the future to evaluate the potential
role of IL-2, associated or not to canine IL-12, as a modulator of in vitro and in vive immune
response of dogs during the development of a vaccine or immunotherapy for canine visceral
leishmaniasis.

Keywords: Interleukin-2, Cellular immunity, Interferon-gamma, Dog.




1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

A utilizagdo da espécie canina como modelo experimental tem sido muito Gtil ao
avangco da pesquisa biomédica. Isso decorre do fato do cdo apresentar muitas semelhangas
fisioldgicas com o ser humano e desenvolver espontaneamente desordens homologas a entidades
patolégicas humanas (ILAR, 1994). O céo ¢ também um importante objeto de investigacio
cientifica na Saude Publica, particularmente no estudo de zoonoses em que atua como fonte de
infecgdes para o ser humano e, por isso, torna-se alvo de medidas de controle para tais
enfermidades.

Uma das doengas infecto-parasitarias na qual o cdo parece desempenhar um papel
importante ¢ a leishmaniose visceral zoonética (LVZ; DEANE & DEANE, 1955b; ASHFORD et
al., 1998). A enfermidade € grave, pode ser fatal na maioria dos casos ndo tratados, e é endémica
em varios paises da Bacia Mediterranea, em paises do Oriente Médio e no Brasil. Nestas regides,
a LVZ ¢ causada pelo protozoério Leishmania chagasi/infantum, cujo principal reservatério da
infec¢do € o céo. O agente etiologico € transmitido ao ser humano, na maioria das vezes, pela
picada de insetos vetores, denominados flebotomineos, durante o repasto sanguineo (DESJEUX,
1996).

Ap6s a inoculagdo do parasito pela picada do inseto vetor, o protozodario é fagocitado
por macrogafos e, na dependéncia da existéncia de condigdes favoraveis, pode multiplicar-se no
interior dos fagécitos, bem como disseminar para diversos Orgéos, particularmente para aqueles
ricos em células do sistema fagocitico mononuclear, como figado, bago, medula dssea e
linfonodos, e assim causar doenga (MC ADAM & SHARPE, 2005). Em seres humanos, a doenga
cursa principalmente com febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia (BEERS &

BERKOW, 1999; PEARSON et al., 2000) e, no cdo, com lesdes cutineas, perda de peso e
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anemia (MARZOCHI et al., 1985; TABOADA & MERCHANT, 1995; CIARAMELLA et al.,
1997).

A depender da resposta do hospedeiro, vérios desfechos podem ocorrer apés a
infecg@o por L. chagasi/infantum, tanto no homem como no céo. Estudos prospectivos mostram
que o homem pode desenvolver uma infec¢do assintomatica (BADARO et al., 1986;
CARVALHO et al., 1992; GAMA et al., 2004), e que esta ultima pode evoluir para a cura
espontdnea ou para forma sintomatica (BADARO et al., 1986; CARVALHO et al., 1992;
EVANS et al., 1992). Os estudos no cdo também sugerem que esse animal pode apresentar
qualquer uma das duas formas de infecgio (LANOTTE et al., 1979; POZIO et al.,1981;
QUINNELL et al., 2001).

A resisténcia ao estabelecimento da doenga ou o controle do progresso da infecgdo
depende provavelmente da resposta imune inata, da resposta imune celular especifica adquirida e
do desenvolvimento e manutengéo de células de memoria pelo hospedeiro (KAYE et al., 2004).
A resposta imune capaz de controlar a infecgéio envolve a produgéo de interferon gama (IFN-y),
ativagdo de macréfagos e destruigdo dos parasitos intracelulares, promovida pela ativagdo do
metabolismo do oxigénio e do 6xido nitrico (MURRAY et al., 1983).

O tratamento farmacoldgico que, na maioria das vezes, € eficaz e resulta em cura
clinica duradoura na doenga humana (COOK et al., 1993), nfio proporciona os mesmos resultados
na doen¢a canina. No cdo, a quimioterapia promove, apenas transitoriamente, remissio das
manisfestagdes clinicas, ocorrendo, com grande freqiiéncia, recaida ap6s a interrupgdo da
administragdo dos farmacos (MANCIANTI er al., 1988; SLAPPENDEL & TESKE, 1997;
MORENO et al., 1999; BANETH & SHAW, 2002). Além disso, o tratamento ndo elimina a
infectividade do céio para o vetor (ALVAR et al., 1994) e pode contribuir para a selecio de cepas

resistentes a medicamentos usados na terapia humana (GRAMICCIA et al., 1992).
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No Brasil, as medidas de controle para LVZ preconizadas pelo Ministério da Saade
incluem a investigagdo epidemioldgica, o tratamento de casos humanos, o combate ao inseto
vetor, a eliminagdo do principal reservatorio, realizada pela identificagdo e sacrificio de cies
naturalmente infectados, e educagdo em saude (BRASIL, 2003). Como essas medidas sdo
dispendiosas e trabalhosas, freqiientemente elas nfo s@o mantidas pelo periodo necessario ao
alcance da prevengéo da infecgdo, prejudicando o controle da LVZ (COURTENAY et al., 2002).

Uma maneira possivelmente adequada para controlar a infec¢do e/ou o
desenvolvimento da doenga, tanto para Satide Piblica quanto para a Medicina Veterindria, seria o
uso de uma vacina e/ou um método imunoterdpico para leishmaniose visceral (LV) canina
capazes de previnir a transmissdo do parasito do cdo para o inseto vetor e que, provavelmente,
culminaria com a ’redug:z”io da incidéncia de LV em humanos (DYE, 1996; MORENO & ALVAR,
2002).

Em nosso laboratorio, pretende-se avaliar combinagdes de antigenos recombinantes
de L. chagasi/infantum e citocinas caninas recombinantes quanto & capacidade de induzir resposta
imune celular especifica protetora em céies sem exposi¢do prévia ao agente, ou em cies com LV,
submetidos ou ndo a um curso curto de quimioterapia convencional, visando o desenvolvimento
de uma vacina ou de um método imunoterapico, respectivamente. Para selegdo de antigenos
candidatos, nosso grupo de pesquisa produziu uma biblioteca de ¢cDNA e uma biblioteca
gendmica de L. chagasi/infantum e, além disso, clonou em plasmideos ou recebeu como doagéo o
DNA complementar (cDNA) de varias citocinas caninas a serem analisadas como moduladores
da resposta imune (1L-2, IL-4, IL-6, 1L-8, IL-10, 1L-12, IFN-y, GM-CSF e TNF-0). Com essas
construgdes, algumas das citocinas caninas recombinantes foram expressas em Escherichia coli

(IL-4, IFN-y e GM-CSF) ou em c€lulas de linhagem de mamifero (IL-12, IFN-y e GM-CSF).
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No presente trabalho, a produgéio de IL-2 canina recombinante biologicamente ativa
por E. coli e por células de mamifero € descrita, bem como a analise da capacidade dessa citocina
de induzir proliferagdo e, na auséncia ou na presenga de IL-12 canina recombinante, promover

produgdo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico de cies sadios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A LEISHMANIOSE VISCERAL

2.1.1 Aspectos gerais

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar na Asia e na Africa, é
definida como uma doenga infecto-parasitaria sistémica causada por protozoarios intracelulares
viscerotropicos pertencentes ao género Leishmania (BEERS & BERKOW, 1999).

A infecgdo natural ocorre pela inoculagdo de formas infectantes do agente na pele do
hospedeiro através da picada de insetos vetores hematdfagos, nos quais o parasito se desenvolve
apos ter sido sugado de outro individuo (URQUHART et al., 1990). Tais insetos, denominados
flebotomineos, pertencem a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e aos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, no Velho € no Novo Mundo, respectivamente (LAINSON et al.,
1977).

A etiologia da LV ¢ atribuida a protozoarios flagelados do complexo Leishmania
donovani, no qual, baseado em caracteristicas geograficas, epidemiolégicas e clinicas, distingue-
se trés espécies como causadoras da maioria dos casos de LV - Leishmania donovani, Leishmania
infantum e Leishmania chagasi (LAINSON et al., 1987). Mais recentemente, baseados em
semelhangas genéticas, alguns autores consideraram as espécies L. infantum e L. chagasi
essencialmente indistinguiveis (MOMEN et al., 1987, MAURICIO et al., 1999). No presente

trabalho, sera seguida a denominag#o L. chagasi/infantum para ambas.
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A LV causada pela L. donovani ocorre principalmente no Suddo, Bangladesh, india e
Nepal e resulta em uma forma antroponética da doenga, cujo principal reservatdrio € o homem. Ja
a LV conseqiiente a infec¢fio por L. chagasi/infantum acomete principalmente os paises da Bacia
Mediterranea, do Oriente Médio e da América do Sul e causa uma forma zoonética da doenga,
que tem o c@o como principal reservatério da infecgdo (DESJEUX, 2001).

Em éreas endémicas de leishmaniose visceral zoonética (LVZ), a prevaléncia da
infecgéo canina € elevada, chegando a cerca de 40% de cides sororeagentes (POZIO et al., 1981;
EVANS et al., 1990; PARANHOS-SILVA et al., 1996) ou até 80% de cies com DNA parasitario
detectavel (BERRAHAL et al., 1996; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; QUINNELL et al.,
2001; DOS-SANTOS et al., comunicagéo pessoal), enquanto que uma taxa de incidéncia de 6,55
casos/cdo/ano ja foi relatada em uma area endémica do Sudoeste da Bahia (PARANHOS-SILVA
et al., 1998).

No continente americano, 90% dos casos humanos so notificados no Brasil, onde a
incidéncia média da doenga ¢ de 3.500 casos por ano distribuidos em quatro regides geograficas,
exceto na Regido Sul (BRASIL, 2003). Inicialmente, no Brasil, a LVZ era restrita a area rural ou
silvestre, atingindo quase que exclusivamente seres humanos ou cies que entrassem em contato
intimo com a mata (DEANE & DEANE, 1955a). Mais recentemente, novos focos da doenga tém
surgido em areas onde florestas sdo derrubadas para implantagio de frentes de trabalho e
desenvolvimento de agronegocios (DESJEUZ, 1996; GUERRA et al., 2004). Associado a isso,
com a migrag@o da populagdo humana de é4reas rurais para areas urbanas, surtos epidémicos e
focos endémicos da doenga tém ocorrido em areas periurbanas de varias das grandes cidades
brasileiras, notadamente nas regides Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2003). Outros fatores

relacionados ao surgimento de condi¢des que modificam a suscetibilidade do hospedeiro como,
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por exemplo, a coinfec¢do com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), também tém
favorecido o aumento do nimero de casos da doenga (ALVAR et al., 1997).

No Brasil, as estratégias de controle da LVZ baseiam-se em atividades de educagio
em saude, no diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos, na aplicagdo de inseticidas
para redugdo da populagdo de flebotomineos nos provéveis locais de habitat do inseto e na
eliminagdo dos reservatérios domésticos identificados através de inquéritos soroldégicos
(BRASIL, 2003).

Entretanto, a remogdo de cdes sororeativos das areas endémicas ndo parece contribuir
efetivamente para o sucesso do controle da enfermidade (DIETZE et al., 1997; ASHFORD, et al.
1998), provavelmente porque a identificagdo dos reservatérios € baseada em ensaio de
imunofluorescéncia indireta para detecgio de anticorpos em amostras de sangue eluidos de papel
de filtro (BRASIL, 1996 apud BRAGA et al., 1998), cuja sensibilidade é baixa quando
comparada a outros métodos mais sensivei‘s (EVANS et al., 1990; ASHFORD et al., 1995;
BERRAHAL et al., 1996). Além disso, podem ocorrer longos periodos de laténcia e boa parte
dos cdes pode ndo produzir anticorpos em niveis detectaveis (QUINNELL ez al., 2001;
COURTENAY et al., 2002). Mais ainda, cdes infectados podem continuar transmitindo o
parasito para o inseto vetor por cerca de até 80 dias apds a coleta da amostra de sangue, quando

em média, o sacrificio dos animais com resultado sorolégico positivo é realizado (BRAGA et al.,

1998).

2.1.2 Aspectos clinicos no ser humano

Ap6s a infecgdo por L. chagasi/infantum, a maioria dos seres humanos desenvolve a
forma clinica assintomatica, que pode evoluir para cura espontdnea (PAMPIGLIONE et al.,

1974; BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992; GAMA et al., 2004). Alguns individuos, no
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entanto, desenvolvem a forma classica da doenga, exibindo febre irregular, palidez, perda de peso
progressiva, queda de cabelo, distirbios digestivos (diarréia, anorexia e vomito), episddios de
sangramento espontdneo (epistaxis, gengivorragia, enterorragia e hematiria), tosse seca,
taquicardia e hipotensdo arterial (PEARSON et al., 2000). Ao exame fisico, revelam-se intensa
esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenomegalia, freqiientemente associadas a edema que
tende a encobrir a extensdo do emagrecimento (HO et al., 1982). Os achados laboratoriais mais
comuns sdo pancitopenia (anemia, leucopenia e plaquetopenia), hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia policlonal, com inverséo da razio albumina/globulina em uma fase mais
tardia da doenga (PAMPIGLIONE et al., 1974). Infecgdes secundarias pulmonares e intestinais
contribuem para a mortalidade. Na auséncia de tratamento, a doenga progride para um quadro de
hepatoesplenomegalia grave, caquexia e 6bito em um a dois anos apds o surgimento das

primeiras manifestagdes clinicas (BEERS & BERKOW, 1999).

Com o tratamento quimioterapico, a maioria dos pacientes com a forma classica da
doenga desenvolve cura clinica e resposta ao teste cutdneo de hipersensibilidade tardia
(PAMPIGLIONE et al., 1975; BADARO e dl, 1986). Esses individuos sfo resistentes a
reinfecgdes enquanto néo desenvolvem supressdo da imunidade mediada por célula, como ocorre

em individuos infectados por HIV (ALVAR et al., 1997).

2.1.3 Aspectos clinicos no cdo

A semelhanga do que ocorre no ser humano, no c3o a infecgdo por L.

chagasi/infantum pode causar desde uma doenga cronica sistémica até formas assintomaticas, que
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chegam a representar em torno de 10% da populagdo canina soropositiva de uma area endémica
(LANOTTE et al., 1979; POZIO et al., 1981; PINELLI et al.,1994; FERRER, 1999; RHALEM

et al., 1999a).

Cées infectados naturalmente (POZIO et al., 1981; CABRAL et al., 1993; PINELLI
et al, 1994; RHALEM et al., 1999a; LEANDRO et al., 2001) ou experimentalmente
(ABRANCHES et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1993; SANTOS-GOMES et al., 2003) podem nio
exibir manifestag6es clinicas por longos periodos ou podem apresentar lesdes cutineas (llcera,
descamagdo, pelagem opaca e alopecia), lesdes oculares (ceratoconjuntivite e uveite),
linfadenomegalia, apatia e perda de peso. Além disso, os animais podem desenvolver
esplenomegalia e, em muitos casos, crescimento anormal e contorcido das unhas (TABOADA &

MERCHANT, 1995; SLAPPENDEL & FERRER, 1998).

Entre os achados laboratoriais, relatam-se anemia normocitica normocrdmica,
leucopenia, plaquetopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (CIARAMELLA et al.,
1997; PASA et al., 2005). Nos casos mais severos, depdsitos de imunocomplexos, gerados pela
acentuada produgdo de anticorpos e circulagdo de antigenos parasitarios, tendem a gerar
poliartrite, vasculite (BRANDONiSIO et al., 1990; VAMVAKIDIS er al, 2000) e
glomerulonefrite (POLI ef al., 1991; ZARAGOZA et al., 2003). Esta ultima parece contribuir
para distarbios da coagulagéo e plaquetopenia (CIARAMELLA et al., 2005) e, quando associada
a faléncia renal, ¢ a principal causa mortis. Alguns animais apresentam dificuldade de
deambula¢do resultante de neuralgias, polimiosites, fissuras nos coxins e periosteites
(TABOADA & MERCHANT, 1995). Na literatura, ha relatos de tosse relacionada a pneumonia

intersticial (TRYPHONAS et al., 1977).
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Diferentemente do que ocorre ap6s o tratamento da doenga humana, no cdo a
administrag@o de drogas antimoniais, em combinagfio ou ndo com alopurinol ou anfotericina B,
ndo é capaz de promover cura clinica persistente e eliminar a infectividade do cdo para o vetor
(MANCIANT] et al., 1988; OLIVA et al., 1995; SLAPPENDEL & TESKE, 1997; BANETH &
SHAW, 2002). Apés o tratamento, os cdes chegam a apresentar redugfio sem eliminag#o
completa do parasitismo, acompanhada de remissdo clinica. Porém, esta é seguida de recaida
entre cinco meses (ALVAR et al., 1994; MORENO et al., 1999; GUARGA et al., 2002) a seis
anos apés o final do tratamento (GRAMICCIA et al., 1992). Alguns estudos apontam a
imunossupress@o induzida em cédes infectados com L. chagasi/infantum como determinante do
fracasso da quimioterapia no controle definitivo da progressdo da doenca (OLIVA ef al., 1995;

MORENO et al., 1999; RHALEM et al., 1999a).

2.2 A RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

2.2.1 Aspectos gerais da imunidade a Leishmania

Nas doengas causadas por patogenos intracelulares, a resisténcia adquirida contra a
infecgdo depende do desenvolvimento de imunidade especifica mediada por células do tipo T
“helper” 1 (Tyl) (ABBAS & LICHTMAN, 2003). O estabelecimento desse tipo de resposta
depende, dentre outros fatores, do tipo de citocinas expressas na fase inicial da infec¢do, quando
uma resposta Ty1 ou Ty2 pode ser induzida durante a exposig@o do hospedeiro a moléculas do
microorganismo, promovendo expansdo clonal de linfécitos T CD4" e T CD8", na presenga de

interleucina (IL)-12 ou IL-4, respectivamente (TRINCHIERI, 2003).
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Na LV, parte do conhecimento obtido sobre o papel da resposta imune celular na
determinagdo do curso da infecg@o por L. chagasi/infantum tem sido gerado através de estudos
em modelos experimentais murinos. No camundongo, a LV experimental ndo reproduz o curso
fatal da infecgdio como pode ocorrer em individuos suscetiveis das espécies humana e canina.
Contudo, os padrdes de resisténcia ou suscetibilidade exibidos por diferentes linhagens murinas
isogénicas e mutantes tém permitido a andlise dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
estimulagdo e manutengdo de fungdes efetoras contra o parasito (KAYE et al., 2004).

Apds a infecgdo por L. chagasi/infantum, o agente é fagocitado pelo macrégafo,
dentro do qual, na dependéncia da existéncia de condi¢des favoraveis, ele pode se multiplicar no
interior do fagolisossoma e disseminar para diversos érgdos (MC ADAM & SHARPE, 2005). O
desfecho dessa c:xposir_;z’io ao parasito depende, entre outros fatores, da influéncia das
caracteristicas genéticas do hospedeiro sobre o desenvolvimento de imunidade, tanto em uma
fase bastante inicial da infecgdo, como durante o estabelecimento de resposta imune adquirida
especifica (KAYE et al., 2004).

Mecanismos de resisténcia inata, capazes de interferir na taxa de multiplicagdo do
parasito no macréfago durante a fase inicial da infecgdo (BLACKWELL, 1983a; CROCKER et
al., 1984), ja foram relacionados a expressdo de genes envolvidos na regulagdo do pH interno do
fagolisossoma (GOSWAMI et al., 2001). O silenciamento do gene murino Slcllal (VIDAL et
al., 1995), que codifica uma molécula transportadora de prétons na membrana do fagolisossoma,
assim como polimorfismos no mesmo gene humano e canino (Nrampl) ja foram relacionados a
suscetibilidade a LV (ALTET et al., 2002; MOHAMED et al., 2004).

Mesmo que inicialmente o hospedeiro se beneficie da resisténcia inata para controlar
a infec¢do, a resposta imune adquirida € que parece determinar o grau de eficacia deste controle

(LECLERCQ et dal., 1996). O fenotipo de resisténcia a infecgdo exibido pela maioria das
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linhagens murinas € altamente dependente do haplétipo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (BLACKWELL, 1983b) e pode ser reconstituido em camundongos
mutantes suscetiveis a infecgfio a partir da transferéncia de células CD4" e CD8" originadas de
camundongos resistentes desafiados com o parasito (STERN et al., 1988; KAYE et al., 1992). No
cdo, relatos de variagdes de suscetibilidade a infecgbes experimentais entre animais mestigos
(PINELLI et al., 1994), assim como de resisténcia a progressdo da doenga em determinadas ragas
(SOLLANO-GALLEGO et al., 2000), sugerem que fatores genéticos podem influenciar a
capacidade do c@o de responder a infec¢do. De fato, a associagdo entre o alelo DLA-DRB1 e a
suscetibilidade ao agente foi demonstrada em cdes mesticos de uma area endémica do Brasil
(QUINNELL et al., 2003). Entretanto, no ser humano nenhuma associagdo entre hapl6tipos do
MHC humano (HLA) e suscetibilidade & progressio da LV foi identificada até o momento
(MEDDEB-GARNAOUI et al., 2001; PEACOCK et al., 2002).

As principais células que participam do controle do progresso da infecgdo por L.
chagasi/infantum sdo o macr6fago, o linfocito T CD4", o linfécito T CD8" e a célula “natural
killer” (NK). O macr6fago exerce um papel central, ndo s6 por ser a célula que hospeda o
parasito, mas também por ser responsavel pelo controle de sua multiplicagfo e por sua destruiggo.
Nele, a multiplicagio do agente é controlada pela ativagdo de mecanismos microbicidas,
envolvendo a produgdo de metabdlitos do oxido nitrico e do oxigénio (NATHAN et al., 1983;
MURRAY & CARTELLI, 1983; MURRAY & NATHAN, 1999).

O estado de ativagdo do macr6fago depende da influéncia de substancias que podem
ser secretadas pelos dois subtipos de linfécitos Ty ativados ap6s a exposigdo ao agente. Quando,
em conseqiiéncia a infecgdo, ocorre estimulagdo de linfocitos T CD4" especificos do tipo Tyl,
estas células produzem predominantemente interferon-gama (IFN-y) e este promove ativagdo do

macrofago e destruicdo dos parasitos (LIEW et al., 1989; MURRAY & NATHAN, 1999). Esse
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tipo de resposta é exibido por seres humanos e céies que desenvolvem a forma assintomética da
LV, bem como por aqueles que apresentam remissdo clinica apés serem tratados da forma
classica da doenga (HALDAR et al., 1983; CABRAL et al., 1992; CARVALHO et al., 1992;
D'OLIVEIRA JUNIOR et al., 1997; MORENO et al., 1999; RHALEM et al., 1999a; RHALEM
et al., 1999b). Esses individuos apresentam resposta linfoproliferativa in vitro a estimulagdo com
antigenos parasitarios (CARVALHO et al., 1981; HALDAR et al., 1983; MELLER-MELLOUL
et al., 1991), com producdo de [FN-y, IL-2 ¢ TNF-a (CARVALHO et al., 1985; BACELLAR et
al., 1991; CILLARI et al., 1991; HOLADAY et al., 1993; PINELLI et al., 1994; GHALIB et al.,
1995; PINELLI et al., 1995).

Por outro lado, se durante a infecgdo ocorrer estimulagdo de linfécitos T CD4"
especificos do tipo Ty2, € produgédo de IL-4 e de IL-10 por essas células, sucede-se a inativagdo
de macrofagos e, conseqiientemente, o favorecimento da multiplicagio e distribuigdo
generalizada do parasito (HEINZEL et al., 1989; SADICK et al., 1990). Tanto no ser humano
como no cdo, esse tipo de resposta estd associada a forma sintomatica da infecgio e é
caracterizada por uma resposta celular ineficiente (CARVALHO et al., 1981; HALDAR et al.,
1983, SACKS et al., 1987, MELLER-MELLOUL et al., 1991; CABRAL et al., 1993; PINELLI
et al., 1994; PINELLI et al., 1995), com predominio da produgdo de IL-4 e de IL-10, em
detrimento da produgdo de IFN-y e 1L-2, na presenca de antigenos parasitarios (CARVALHO et
al., 1985; GHALIB et al., 1993; CARVALHO et al., 1994; SUNDAR et al., 1997; PINELLI et
al., 1999b; HOLADAY, 2000; SANTOS-GOMES et al., 2002; da COSTA-PINHEIRO et al.,
2005), associada a intensa estimulagdo policlonal de linfécitos B com produgdo de grandes
quantidades de anticorpos especificos e inespecificos para o parasito (BADARO et al., 1986;

GALVAO-CASTRO et al., 1984; BRANDONISIO et al., 1990; LEANDRO et al., 2001). Além
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dos anticorpos, fatores séricos imunossupressores contribuem para estimulagdo da produgdo de
IL-10 por macréfagos em detrimento da produgdo de IL-12 (BARRAL ef al., 1986; BARRAL-
NETO et al., 1991; BRANDONISIO et al., 1996; MILES et al., 2005).

Enquanto que linfécitos Tyl CD4" sdo essenciais para o desenvolvimento de
imunidade contra o parasito, linfocitos T CD8" podem contribuir para o predominio da resposta
Tul (KHARAZMI et al., 1999; UZZONA et al., 2004), para destruigdo do parasito por
mecanismos citotoxicos (SMITH et al., 1991; PINELLI et al., 1995) e para a protegdo contra
reinfec¢des (MULLER, 1992; GURUNATHAN et al., 2000; MURRAY, 2005).

No cdo doente, a incapacidade de linfocitos T de responder a antigenos do parasito
em uma fase precoce da infecgdo (PINELLI ef al., 1994; DE LUNA et al., 1999; RHALEM et
al., 1999a; SANTOS-GOMES et al., 2003) pode estar associada a uma acentuada redugdo da
populagdo de linfécitos T CD4" e T CD8" (MORENO ef al,, 1999) e a uma inibigdo da expressio
de moléculas coestimulatorias B7 por células apresentadoras de antigenos (PINELLI ef al.,
1999a).

Células NK também podem contribuir para ativagio macrofagica através da produgdo
de IFN-y e interag@o com outras células efetoras (HARMS et al., 1991; SHARTON & SCOTT,
1993; LASKAY et al., 1993; NYLEN et al., 2003; BAJENOFF et al., 2006). A ativagdo de
células NK, que parece decorrer da estimulag@o por IL-12 durante a fase inicial da infecgdo ou da
exposigdo direta aos antigenos parasitarios (NYLEN et al., 2003; BAJENOFF et al., 2006),
contribui para redugdo da carga parasitaria no tecido do hospedeiro (MATTNER et al., 2006).

A magnitude da resposta inicial e a resisténcia adquirida durante a infecgdo primaria
parecem determinar a resisténcia a reinfecgdes. Apés um segundo desafio com o antigeno
parasitario (ISMAIL et al., 1999) ou durante a reinfecgio (ZAPH et al., 2004), linfocitos T CD4*

efetores, eficientemente estimulados durante o curso da infecg@o primaria, séio capazes de migrar
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para o sitio de inoculagdo, a0 mesmo tempo em que uma populagdo de células de memdria,
induzida precocemente durante o primeiro contato com o parasito, ¢ capaz de proliferar € migrar
do linfonodo para o local de nova penetragéo do agente (ZAPH et al., 2004). No camundongo, foi
demonstrado que a integridade da populagdio de linfécitos T CD4" e CD8" (MURRAY et al.,
1989) assim como, o estabelecimento desta populagio de células de memoéria (MURRAY, 2005),
€ essencial para a preven¢do da reativagdo da infecgfio apds quimioterapia com compostos
antimoniais. Na LV humana, a populagdo de linfécitos T de memoria, reduzida durante a fase
ativa da doenga, é reestabelecida apds terapia convencional (CILLARI et al., 1991). Todavia,
ainda ndo se conhece os mecanismos que promovem a manutengdo e expans3o dessas células de

memoria durante a infecgdo (SCOTT, 2005).

2.2.2 A interleucina 2 e a modulacéio da resposta imune na leishmaniose

visceral

A IL-2 foi inicialmente descrita como um fator de crescimento presente no
sobrenadante de cultura de linfocitos estimulados com fitohemaglutinina e capaz de manter a
proliferagéo de linfocitos normais derivados de medula 6ssea humana (MORGAN et al., 1976).
Essa citocina € uma glicoproteina monomeérica com peso molecular em torno de 15 kDa
(TANIGUCHI et al., 1983), secretada naturalmente por linfocitos ativados por estimulos
mitogénicos e antigénicos e que € capaz de promover proliferacdo de linfocitos T (SMITH, 1980)
e citotoxicidade mediada por células NK (HENNEY et al., 1981).

A IL-2 ¢é secretada principalmente por linfocitos T, sendo as células Tyl as que mais
produzem IL-2 apés estimulo antigénico. Linfécitos T CD4" e CD8" secretam IL-2 apés

estimulagdo especifica durante a exposi¢do ao antigeno a partir da interagdo do complexo
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TCR/CD3 e de CD28 com MHC-antigeno e moléculas B-7 na célula apresentadora de antigeno
(APC), respectivamente (ABBAS & LICHTMAN, 2003). Além disso, a estimulagdo policlonal
por anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, também promove a produgdo de IL-2 por linfécitos T
CD4" (GAFFEN & LIU, 2004). Algumas APC, como linfocitos B (WALKER et al., 1988) ¢
células dendriticas (GRANUCCI et al., 2001) também sdo capazes de produzir pequenas
quantidades de IL-2 e, assim, contribuir para a ativagfio do linfocito T durante a exposigéo ao
antigeno.

A IL-2 atua como um fator de expansdo para populagGes de linfocitos T ativados e
participa na determinagfo da magnitude e da duragéo da resposta imune priméria e de memoria.
Durante o estabelecimento da resposta imune contra um determinado patgeno, a expansio
seletiva de populagdes de linfocitos T depende da producéo e secregfio de IL-2 e de seu receptor
de alta afinidade na superficie da célula ativada (ABBAS & LICHTMAN, 2003). A interagdo de
IL-2 com seu receptor ativa vias de sinaliza¢do intracelular dependentes de fosfolipase C que,
através da regulagdo de fatores de transcrigio (NFAT, NFxB e AP-1) (JAIN et al., 1995),
promovem a expressdo de genes relacionados a regulagéo do ciclo celular (MIYAZAKI et al.,
1995) e a expressdo de 1L-2 e de seu proprio receptor (BETTENS et al., 1984; TAYLOR et al.,
1986), resultando na proliferagéo de clones de linfécitos ativados.

A 1L-2 também participa da regulagdo da resposta imune e do controle do
estabelecimento de autoimunidade. Quando ocorre persisténcia do estimulo antigénico, a IL-2
promove a expressdo de Fas-L pelo linfécito que, ao interagir com seu ligante (Fas), induz a
morte programada de populagdes de linfocitos T ativados, contribuindo para a homeostase na
resposta imune (VAN PARIIS & ABBAS, 1998; REFAELI et al., 1998). Um outro efeito

regulatorio de 1L-2 esta relacionado a sua participagdo no desenvolvimento e ativagio de células



30

timicas regulatorias CD4" CD25", prevenindo o estabelecimento de autoimunidade (MALEK et
al., 2000; MALEK et al., 2002).

O receptor de IL-2 € constituido de trés cadeias polipeptidicas e denominadas a (p55
ou CD25), B (p75 ou CD122) e v (p65 ou CD132). As células linfoides podem expressar apenas a
cadeia a — que compde o receptor de baixa afinidade, as cadeias a e § — que compdem o receptor
de afinidade intermediaria, ou as trés cadeias — que compdem o receptor de alta afinidade,
conferindo, através dessas diferengas de afinidade, um mecanismo de controle da magnitude da
expansdo de populagdes ativadas (RICKERT et al., 2005; STAUBER et al., 2006). Apos a
exposicdo a fontes exdgenas de IL-2, uma parte da populagdo de linfécitos circulantes é capaz de
proliferar, mesmo na auséncia de outros estimulos. Essas células expressam constitutivamente a
cadeia 3 do receptor de IL-2 e, na presenga da citocina passam a expressar também a cadeia o. do
receptor, que aumenta a afinidade deste pela citocina (BETTENS ef al., 1984; TAYLOR et al.,
1986). A analise fenotipica das células que respondem & IL-2, na auséncia de outro estimulo
aparente, revela que a sua maioria € representada por uma grande parte de células NK
(TRINCHIERI et al., 1984; WILLIAMS et al., 1985; CALIGIURI et al., 1990) e por uma menor
fragdo de células T (TRINCHIERI et al., 1984; LAKHANPAL et al., 1987).

Em células NK, a IL-2 também ¢€ capaz de induzir a expressdo de IFN-y, mesmo na
auséncia de outros estimulos (WEIGENT et al., 1983; TRINCHIERI et al., 1984), ¢ mediar a
atividade citotoxica (HENNEY et al., 1981; DEVOS et al., 1984; HELFAND ef al., 1992) contra
células neoplasicas e agentes infecciosos (KAUFMANN et al., 1987; MANNA et al., 1993).

Quando administrada in vivo, a IL-2 promove proliferagéo, principalmente no figado,
bago, rins, linfonodos e cerébro, de uma populagdo de células com caracteristicas de linfocitos

citotoxicos (ETTINGHAUSEN et al., 1985; ORTALDO et al., 2005). Além disso, logo apds a
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administrag@o de IL-2, observa-se aumento transitério da concentragéo sérica de IFN-y secretado
por células NK (THORNTON et al., 2001; ORTALDO et al., 2005).

Camundongos atimicos infectados por L. donovani e ndo responsivos a quimioterapia
com antimoniais, restabelecem a resposta celular apés a administragio de IL-2 ou apds a
reposicdo de linfocitos T, sugerindo que fontes exdgenas de IL-2 revertem a refratariedade ao
tratamento provocada pela auséncia de células efetoras especificas (MURRAY et al., 1989). Em
camundongos BALB/c, o uso de IL-2 promove a formagdo de granulomas bem desenvolvidos,
capazes de isolar o parasito, ¢ a expressédo de IFN-y no tecido hepatico (MURRAY et al., 1993).

Em pacientes humanos que exibem a forma classica da LV, a adigdo de IL-2 e IFN-y
restabelece a resposta celular especifica in vitro contra antigenos de L. chagasi/infantum e a
produgéo de IFN-y por células mononucleares do sangue periférico (CMSP) (CARVALHO et al.,
1994). Além disso, a imunossupressdo induzida por soro de pacientes com LV, contendo altos
niveis séricos de receptor soliivel de IL-2, sobre células de individuos assintomaticos ou normais
¢ restaurada pela adi¢do de I1.-2 (BARRAL-NETO et al., 1991). No calazar indiano, a atividade
citotoxica in vifro de células NK de pacientes doentes € restabelecida aos niveis normais a partir
do tratamento prévio de CMSP com IL-2 (MANNA et al., 1993).

No cdo, j4 foi descrito o aumento da produgdo de IL-2 por CMSP de animais que nfo
exibem manifestagdes clinicas ap6s a infecgdo por L. chagasi/infantum (PINELLI et al., 1994).
Entretanto, até o momento, ndo foi relatada a capacidade de IL-2 de instaurar a resposta imune

protetora na LV canina.
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2.2.3 A interleucina 12 e a modulacéo da resposta imune na leishmaniose

visceral

A ]IL-12 foi inicialmente descrita como um fator produzido por linfécitos B humanos
transformados com virus Epstein-Barr, capaz de ativar células NK, de induzir proliferagdo e
produgdo de IFN-y por linfocitos T (KOBAYASHI et al., 1989). Trata-se de uma proteina
heterodimérica, composta das subunidades p35 e p40 unidas por pontes dissuldificas, produzida
por mondcitos, macréfagos, neutréfilos, microglia, células dendriticas e, em menor escala, por
linfécitos B apresentadores de antigeno, mediante estimulos inflamatdrios gerados por bactérias,
parasitos intracelulares e fungos (TRINCHIERI, 2003).

As propriedades bioldgicas de IL.-12 mais bem caracterizadas sdo aquelas sobre os
linfécitos. Embora ndo promova proliferagdo de células ndo estimuladas, a 1L-12 € capaz de
aumentar a atividade proliferativa de linfocitos T e células NK quando estas também s&o expostas
a IL-2, a lectinas mitogénicas, a antigenos e a anticorpos anti-CD3 (KOBAYASHI ef al., 1989;
BERTAGNOLLI et al., 1992).

Em linfécitos T e células NK, a IL-12 induz a produg8o de IFN-y, o qual aumenta a
atividade microbicida e a expressdio de MHC classe I e MHC classe II em células fagociticas,
deflagrando a resposta imune inata e regulando a diferenciagdo e expansdo de populagdes de
linfécitos Tyl CD4" e CD8" antigeno-especificos (WATFORD et al., 2003).

O IFN-y também € capaz de aumentar a produgéo de IL-12, gerando um mecanismo
de regulagéio positiva na resposta imune Tyl (TRINCHIERI, 2003). Por outro lado, a produgio
de IL-12 ¢ inibida especialmente por IL-10, através do bloqueio da transcrigdo de p35 e p40
(D’ANDREA et al.,, 1993; ASTE-AMEZAGA et al, 1998), e por TGF-B, através da

instabiliza¢do da molécula de RNAm de p40 (DU & SRIRAM, 1998).
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Devido as suas propriedades bioldgicas e por ser capaz de reverter respostas imunes
em curso para o tipo Tyl (HSIEH ef al., 1993), a utilizagdo de IL-12 como adjuvante em
imunoterapias vem sendo investigada, especialmente em enfermidades onde o estabelecimento de
resposta Ty2 € prejudicial ao individuo.

Em modelos murinos suscetiveis ao desenvolvimento de LV, a administragdo de IL-
12 murina recombinante durante a primeira semana de infecgdo de camundongos BALB/c
promove o controle da multiplicagdo do parasito, aumento da produgéo de IFN-y e redugdo da
produgdo de IL-4 por esplendcitos estimulados ex vivo por antigenos parasitarios (HEINZEL et
al., 1993). A neutralizagdo de IL-12 enddgena durante as quatro semanas iniciais de infecg¢do por
L. donovani em camundongos impede o controle da multiplicagdo do parasito com aumento da
carga parasitaria, redugdo da produgdo de IFN-y e da formagdo de granulomas. Estes dados
sugerem que, em uma fase inicial da interago do parasito com o hospedeiro, a IL-12 participa no
desenvolvimento de resposta imune adquirida (MURRAY et al., 1997).

Em seres humanos, CMSP de pacientes com calazar indiano, cultivadas com lisado
de L. donovani, exibem resposta proliferativa especifica e produgio de IFN-y quando na presenga
de IL-12 humana recombinante (GHALIB er al., 1995). Resultados semelhantes foram
observados em CMSP de pacientes com LVZ, nas quais a IL-12 é capaz de induzir a produgéo de
IFN-y e a resposta proliferativa e citotoxica ap6s estimulagfio na presenga de antigenos de L.
chagasi/infantum (BACELLAR et al., 1996).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que CMSP obtidas de cdes infectados
naturalmente com L. chagasi/infantum e exibindo manifestagdes clinicas de LV canina,
expressam maiores quantidades de RNAm de IFN-y quando cultivadas na presenga de IL-12
canina recombinante de cadeia tnica, mesmo na auséncia de estimulo antigénico (DOS SANTOS

et al., 2004). Resultados semelhantes foram relatados por outro grupo de investigadores. A
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resposta proliferativa especifica e produgdo de IFN-y por CMSP de cdes sintomaticos
naturalmente ou experimentalmente infectados por L. chagasi/infantum € restaurada ou
aumentada, respectivamente, na presenga de IL-12 canina recombinante e abolida na presenga de

IL-10 canina recombinante (STRAUSS-AYALI et al., 2005).

2.2.4 O sinergismo de IL-12 e IL-2 na resposta imune

A demonstragdo de que IL-2 é capaz de induzir a produgdo de IFN-y e citotoxicidade
por células NK circulantes humanas (TRINCHIERI et al., 1984) e de que este efeito, também
promovido por IL-12, ¢ aumentado sinergicamente quando as duas citocinas sdo utilizadas
simultaneamente (KOBAYASHI et al., 1989; CHAN et al., 1991), vém suscitando o interesse
sobre o potencial desta combinagio na modulagio da resposta imune contra patégenos
intracelulares.

Inicialmente, foi descrito que este efeito sinérgico ocorre através de mecanismos pos-
transcricionais que acentuam a estabilidade do RNAm de IFN-y e aumentam sua meia-vida
(CHAN et al.,1992). Mais tarde, este aumento na estabilidade do RNAm foi atribuido também a
ativag@o da proteina cinase C citoplasmatica (YE et al., 1995).

Além de favorecer a produgdo de IFN-y por células NK, as duas citocinas aumentam
a atividade litica de células citotoxicas. Doses sub-6timas de IL-2 combinadas com IL-12 levam a
um aumento de atividade litica duas vezes superior a adi¢do dos efeitos individuais de cada
citocina. Foi demonstrado que este aumento de citotoxicidade esté relacionado a maior expressdo
de granzimas e perforinas, também aumentadas de modo sinérgico por IL-2 associada a I1L.-12

(DE BLAKER-HOHE et al., 1995). Essas propriedades sinérgicas de IL-2 e IL-12 permitem a
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utilizagdo de doses sub-Gtimas de ambas, reduzindo os efeitos toxicos promovidos por maiores
doses de cada uma quando utilizadas isoladamente (KAUFMAN et al., 2002).

Um efeito sinérgico e benéfico da associagdo de IL-2 e IL-12 sobre a resposta imune
Ja foi descrito na hanseniase, onde assim como na LV, a suscetibilidade a multiplicagdo do agente
infeccioso e a disseminagdo das lesdes também esta associada a auséncia de resposta proliferativa
in vitro contra antigenos especificos. Em pacientes suscetiveis, a associagdo de IL-2 e IL-12
humanas recombinantes foi capaz de promover um acentuado efeito sinérgico sobre a resposta
celular e producdo de IFN-y especifica in vitro, capaz de aumenta-los até alcangar a intensidade
de resposta exibida por CMSP de pacientes resistentes (de JONG et al., 1997).

Esses dados sugerem que IL-2 e IL-12 agem sinergicamente para restabelecer
respostas Tyl antigeno-especificas e que esta propriedade pode ser aplicada em estratégias

imunoterapicas contra leishmaniose visceral zoonotica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir IL-2 canina recombinante (rcalL-2) e avaliar sua atividade funcional em

CMSP de cides sadios, associada ou ndo a IL-12 canina recombinante.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

» Purificar rcalL-2 biologicamente ativa produzida por E. coli.

* Clonar o cDNA e produzir rcalL-2 biologicamente ativa em células de mamiferos.

* Analisar a capacidade de rcalL-2 de induzir proliferagdo em células mononucleares do
sangue periférico homdlogas.

* Analisar a capacidade de rcall-2 de induzir IFN-y por células mononucleares do sangue

periférico homologas, associada ou ndo a IL-12 canina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUGCAO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM Escherichia coli

4.1.1 Obtencio e seqiienciamento da construcéio codificando o cDNA de IL-2

canina

Para produgdo de IL-2 canina em E. coli, foi utilizada uma construgio previamente
produzida em nosso laboratério, pRSET-calL-2 (RODRIGUES et al., comunicagdo pessoal).
Para elaboragdo dessa construgdo, a seqiiéncia de cDNA de IL-2 desprovida da seqiiéncia lider,
foi inserida no vetor pRSET-B apds amplificagéio por PCR usando como molde a construgio
pcRlIl-calL-2 (DUNHAM et al., 1995), previamente doada ao nosso grupo pelo Dr. Yung-Fu
Chang, da Universidade de Cornell (Ithaca, NY, EUA).

No presente estudo, uma amostra de pRSET-call-2 foi submetida a reagdo de
seqiienciamento, realizada através de colaboragdo com Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto do
Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ, Recife,
PE). Os produtos da reagdo foram fracionados em sequenciador ABI3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) e analisados através do programa SeqAnalysis, versdo 5.1 (Applied

Biosystems).
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4.1.2 Expressido de IL-2 canina recombinante em E. coli

A expressdo de IL-2 canina foi realizada em E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) transformada com a construgéo pRSET-calL.-2,
seguindo as recomendagSes do fabricante. Resumidamente, uma coldnia da bactéria transformada
com pRSET-call-2 foi cultivada em 50 mL de meio Luria Bertani (LB caldo), preparado com
1% p/v de triptona (HiMedia Laboratories, Mumbai, india), 0,5% p/v de extrato de fungo (Vetec
Quimica, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e 1% p/v de NaCl com 50 pg/mL de ampicilina e 35
pg/mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) a 37°C e 250 rpm por 16 h, para
obtengdo de um inéculo que, em seguida, foi semeado em 950 mL de meio LB caldo e cultivado
a 37°C e 250 rpm em incubadora orbital (Orbit Environ Shaker; Lab-Line, Seattle, WA, EUA). O
crescimento bactefiano foi acompanhado a cada 60 min pela medida da densidade 6ptica (D.O.) a
600 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec 2000; Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra).
Quando o valor da D.O. atingiu 0,5, isopropil-tio-B-galactosideo (IPTG; Invitrogen Corporation)
foi acrescentado ao meio de cultura na concentragio final de 1 mM. Amostras de 1 mL de cultura
foram coletadas em microtubos, antes € 5 h apds a indugdo, para posterior anélise da expressdo
por SDS-PAGE a 15% (LAEMMLI, 1970). Ap6s 5 h de indugéo, o volume restante da cultura foi
centrifugado a 8.000 g e a 4°C durante 15 min, e o sedimento bacteriano obtido foi pesado e
armazenado a -20°C.

Posteriormente, o sedimento bacteriano pesando 1,8 g foi ressuspenso em 15 mL de
solugdio aquosa de 50 mM de Tris.HCl — pH 7,6, 1% v/v de Triton X-100 e 1 mg/mL de lisozima.
A suspenséo foi homogeneizada e mantida sobre gelo durante 30 min. Em seguida, o material foi
submetido a sonicagdo com quatro pulsos constantes de 300 W por 30 s, com 10 s de intervalo

entre cada dois pulsos consecutivos (Ultrasonic Processor; PGC Scientifics, Frederick, MD,
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EUA). Para sedimentagdio de restos celulares, a suspensdo contendo bactérias lisadas foi
centrifugada a 4.000 g e 4°C por 20 min, e o sobrenadante, contendo corpusculos de inclusdo
(SCHOEMAKER ef al., 1985), foi centrifugado a 17.000 g e a 4°C por 15 min. O sedimento
obtido foi homogeneizado em 15 mL de solugio aquosa de 50 mM de Tris.HCI — pH 7,6; 1 mM
de EDTA e 100 mM de NaCl e depois lavado em 15 mL de solugdo aquosa de 10 mM de EDTA
€ 0,5% de Triton X-100. O sedimento final, enriquecido com IL-2 canina recombinante (rcall.-2)
na forma insoluvel, foi lavado duas vezes em 50 mM de Na,HPO, e 300 mM de NaCl - pH 8,0 ¢,
em seguida, solubilizado em 15 mL de 20 mM de Na,HPO,, 500 mM de NaCl, 10 mM imidazol
€ 8 M de uréia - pH 7,4. Através da analise da amostra por SDS-PAGE, foi estimada a presenga

de aproximadamente 5 mg de rcalL-2 nos 15 mL da preparagio de proteinas solubilizadas.

4.1.3 Purificagiio de IL-2 canina recombinante expressa em E. coli

Como a construgdo pRSET-call.-2 promove a expressio da proteina recombinante
com um segmento de seis moléculas de histidina na extremidade amina da cadeia polipeptidica, a
purificag@o de rcalL-2 a partir do lisado de E. coli foi baseada em um método de cromatografia
de afinidade, utilizando uma coluna cromatografica elaborada com matriz de particulas de
agarose ligada a ions de niquel. Proteinas exibindo uma seqiiéncia de histidinas, que possuem
nucleo imidazdlico, se ligam ao niquel e podem ser deslocadas da matriz através do tratamento
com imidazol.

Para a purificagéo da citocina, uma coluna cromatrogréafica foi preparada em um
suporte de borossilicato de 1 cm de didmetro por 20 cm de comprimento (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) e com capacidade para 16 mL. Neste, foram colocados 2 mL de resina

(Sepharose Chelating Fast Flow; Amersham Biosciences, Uppsalla, Suécia), preparada conforme
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instru¢des do fabricante. Resumidamente, depois de colocada na coluna, a resina foi lavada com
10 mL de H,O deionizada autoclavada, carregada com ions de niquel através da passagem de 1,5
mL de solugdo aquosa de NiSO4 a 0,1 M e, em seguida, equilibrada com 2 th de tampdo de
ligagéo (20 mM de Na,HPO4; 500 mM de NaCl; 10 mM de imidazol e 8 M de uréia— pH 7,4).
Um volume de 7,5 mL da solugdio de proteinas solubilizadas, descrita na segio
anterior, foi aplicado a coluna e o efluente fpi coletado € armazenado a 4°C. A resina foi lavada
com 50 mL de tamp@o de lavagem (20 mM cie Na;HPO4; 500 mM de NaCl; 50 mM de imidazol e
8 M de uréia — pH 7,4) e, em seguida, eluida com cerca de 20 mL de tampZo de eluigdo (20 mM
de Na;HPO4; 500 mM de NaCl; 250 mM de imidazol e 8 M de uréia — pH 7,4). Fragdes com
volume de cerca de 4 mL foram coletadas para posterior analise por SDS-PAGE. Depois disso, 0s
outros 7,5 mL de solugdo de proteinas foram aplicados sobre a resina e o processo foi repetido.
Finalmente, os efluentes das duas passagens das proteinas solubilizadas foram misturados e
passados na coluna, que foi lavada e eluida conforme descrito previamente. As trés primeiras
fragdes eluidas de cada um dos trés ciclos de passagem pela coluna foram misturadas apds a
andlise por SDS-PAGE indicar que mais de 90% das proteinas dessas fragbes correspondiam a

rcalL-2, gerando um volume de aproximadamente 36 mL.

4.1.4 Renaturagio de IL-2 canina recombinante produzida em E. coli

Um volume de 8 mL dos 36 mL da mistura das fragdes cromatograficas contendo a
citocina, foi submetido a um processo de dialise semelhante ao descrito por Guisez e cols. (1993).
Resumidamente, 8 mL contendo rcallL-2 purificada foram misturados a 22 mL de tampdo de

eluigdo a fim de ajustar a concentragfio protéica para aproximadamente 50 pg/mL. Os 30 mL
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resultantes foram transferidos para um saco de didlise com membrana de 12.400 kDa de
porosidade (Sigma-Aldrich) e submetidos a um banho, sob agitagio leve, a 4°C, por sete dias
consecutivos, usando os tampdes discriminados na Tabela 1.

Ap6s o ultimo banho, o contetdo do saco de dialise foi centrifugado a 30.000 g e a
4°C, durante 30 min, para remo¢iio de proteinas precipitadas, e concentrado, através de
membrana YM 10.000 (Diaflo, Beverly, MA, Ireland) em ultrafiltrador (Amicon Incorporation,
Beverly, MA, EUA), até atingir um volume de 15 mL. A solugdo de rcallL-2 renaturada foi
filtrada através de membrana de 0,22 um para esterilizagdo e a concentragdo protéica foi
determinada por microensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). Depois disso, albumina sérica
bovina (BSA) foi acrescentada de modo a alcangar a concentragéo final de 0,1% (p/v) e aliquotas
de 600 pL foram distribuidas em 20 microtubos estéreis, congeladas e armazenadas a —70°C até o
uso. Uma aliquota foi usada para determinagﬁb da concentragdo de endotoxina, usando o ‘kit’

Quantitative Chromogenic LAL (Cambrex, New Jersey, NJ, EUA).

Tabela 1. Composi¢do dos tampdes usados na renaturagio por didlise de IL-2 canina recombinante

Volume do banho
Dia Tampdo fosfato - pH 7.4 (M) NaCl(M) Uréia(M) DTT (mM)
(mL)
1° 0,01 0,15 8 5 150
2° 0,01 0,15 6 2,5 150
3° 0,01 0,15 4 1.5 150
4° 0,01 0,15 2 1 150
5 0,01 0,15 - 1 150
6° 0,01 0,15 150

7° 0,01 0,15 500
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4.2 PRODUCAO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM CELULAS DE MAMIFERO

4.2.1 Sumario do procedimento

Para expressdo de IL-2 canina em células de mamifero, o cDNA que codifica a
proteina foi clonado conforme técnicas convencionais de biologia molecular (SAMBROOCK et
al., 2000). O DNA complementar (¢cDNA) de IL-2 foi sintetizado por reagdo de transcri¢do
reversa (RT) do RNA total de células mononucleares de sangue periférico de cdo (CMSP)
. estimuladas com concanavalina-A e amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos contendo seqiiéncias adicionais para
acréscimo de sitios de restricdo. O fragmento de DNA gerado foi digerido por duas
endonucleases restritivas e submetido a ligagio ao plasmideo pcDNA3.1/myc-His A (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA), previamente digerido pelas mesmas duas enzimas. A
construgdo obtida foi usada para transformagdo de E. coli e o sucesso da clonagem foi analisado
através do sequenciamento do inserto no plasmideo. A construgdo foi usada para transfecgdo de

células de linhagens de mamifero e produgdo de rcalL.-2 secretada no sobrenadante de cultura.

4.2.2 Isolamento de CMSP de cies e obtencdo de RNA total

Uma amostra de 25 mL de sangue foi coletada de um cdo sadio adulto sem raga
definida, por pungdo da veia cefalica, usando seringa contendo 500 UI de heparina sddica
(Eufofarma, Sdo Paulo, SP, Brasil), acoplada a um dispositivo para infusio endovenosa. A

amostra de sangue foi diluida de 1:2 em solugéo salina balanceada de Hanks (HBSS; Sigma-
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Aldrich) tamponada com 10 mM de éacido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etano-sulfonico, pH 7,0
(HEPES; Invitrogen Corporation). Em tubos de polipropileno de 50 mL, dois volumes de sangue
diluido foram depositados scbre um volume de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). Apos
centrifugagdo a 800 g e a 20°C por 35 min, as células mononucleares foram transferidas para
outro tubo e lavadas duas vezes em HBSS tamponada durante centrifugagdes a 600 g e a 20°C
por 15 min. Em seguida, elas foram ressuspensas em meio 1640 do Instituto Roswell Park
Memorial (RPMI 1640; Sigma-Aldrich), suplementado com 10 mM de HEPES (pH 7,0), 10% de
soro bovino fetal (SBF, Invitrogen Corporation), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 10 uM
de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) e 50 pg/mL de gentamicina (Nova Farma Ltda., Anépolis,
GO, Brasil), aqui denominado meio RPMI completo. A concentragdo celular foi determinada
através de contagem em cdmara de Newbauer e a viabilidade celular foi avaliada por teste de

exclusdo por coloragdo com azul de Trypan (Sigma-Aldrich), conforme instrugdes do fabricante.

Com o objetivo de induzir a expressdo de RNAm de IL-2, CMSP foram cultivadas na
concentragio de 1 x 10”/mL em um volume total de 2 mL de meio RPMI completo com 10
png/mL de concanavalina A (Con-A; Sigma-Aldrich), em placa de Petri de 35 mm de didmetro
(Corning Incorporated Life Sciences, Acton, MA, EUA), a 37°C, em atmosfera imida com 5%
CO;, por 24 h (BUJDOSO et al., 1995; ABDALLA, et al., 2003). O RNA total de CMSP foi
purificado usando Trizol (Invitrogen Corporation), conforme instrugdes do fabricante.
Resumidamente, as células foram lisadas com 1 mL de Trizol e misturadas com 200 pL de
cloroférmio. Apés incubag@o a temperatura ambiente por 3 min, o material foi centrifugado a
12.000 g e a 4°C por 15 min. Depois disso, a fase aquosa foi transferida para outro tubo,
homogeneizada com igual volume de isopropanol € incubada a temperatura ambiente por 10 min.

O RNA precipitado foi centrifugado a 12.000 g e 4°C por 10 min e, posteriormente, lavado com 1
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AATGCAACTCTTGTCTTGC, 0,2 uM de oligonucleotideo iniciador ajusante
5’CCGGAATTCTCAAGTCAGTGTTGAGAAGATGC, 0,05 U/uL. de Taq DNA polimerase e
tampdo de reagido (20 mM de Tris-HCI - pH 8,4 ¢ SO mM de KCI). Depois de um ciclo inicial a
94°C por 2 min e 30 s, a reagdio de amplificagio foi realizada com 35 ciclos a 94°C por 1 min,
60°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguidos de 15 min a 72°C, em termociclador. Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados baseando-se na sequéncia de IL-2 canina
previamente descrita por Dunham e cols. (1995). O oligonucleotideo iniciador amontante foi
construido com um sitio de restri¢do para a endonuclease BamHI e seqiiéncia Kozak (KOZAK,
1986), estendendo da posigdo 4 a 9 e da posigdo 15 a 21, respectivamente. Ja o oligonucleotideo
iniciador ajusante foi construido com um sitio de restrigdo para a endonuclease EcoRI e um
cédon de terminagdo, estendendo da posigdo 4 a 9 e da posigdo 10 a 12, respectivamente.

Um volume de 10 pl da reagdo de PCR foi analisado através de eletroforese em gel de
agarose (Amersham Biosciences) a 1% em tampdo Tris-acetato-acido etilenodiaminotetracético -
EDTA (TAE; 20 mM de Tris, 0,1% v/v de acido acético e ] mM de EDTA - pH 8,0) a 80V por 1
h. Uma amostra de marcadores de pares de bases (1 Kb DNA ladder; Invitrogen Corporation)
também fo1i fracionada no gel que, em seguida, foi corado com solugido aquosa de brometo de
etideo (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 0,5 pg/mL. A migrag¢do das bandas presentes no gel
fo1 documentada pelo sistema Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). A PCR resultou na
amplificagio de um fragmento de DNA com cerca de 494 pb, compativel com o ¢cDNA de IL-2
(468 pb) mais 26 pares de base inseridos nas extremidades pelos oligonucleotideos iniciadores

utilizados.
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mL de etanol a 75% (v/v). Ap6s centrifugacdo a 7.500 g ¢ 4°C por 5 min, o sedimento de RNA
foi ressuspenso em 30 pL de H,0 deionizada previamente tratada com dietilpirocarbonato

(DEPC; Sigma-Aldrich) a 0,1% (v/v), para inibir RNAses.

A concentragdo e o grau de pureza do RNA total foram estimados pela medida da

D.O. a 260/280 nm em espectrofotdmetro de amostras diluidas de 1:200 em H,0 tratada com

DEPC a 0,1%.

4.2.3 Sintese do cDNA de IL-2 por reagiio de transcrigiio reversa (RT) seguida

de reagiio em cadeia da polimerase (PCR)

A RT foi realizada em um volume de 10 pL, usando reagentes fabricados pela
Invitrogen Corporation. Utilizou-se como molde 50 ng do RNA total, obtido conforme descrito
no item 4.1.2, 25 ng/pL de oligonucleotideo iniciador (Oligo (dT)iz.18 Primer), 10 U/uL de
transcriptase reversa do virus Moloney da leucemia murina (M-MLV Reverse Transcriptase), 1
mM de adenosina trifosfato (ATP), 1 mM de timidina trifosfato (TTP), | mM de guanina
trifosfato (GTP), 1 mM de citosina trifosfato (CTP), tampdo de reagdo (50 mM de Tris-HCI - pH
8,3, 75 mM de KCl e 3 mM de MgCl,), 2 U/uL de inibidor de RNAses (RNaseOUT) e 0,01 M de
ditiotreitol (DTT). A reagdo foi realizada durante 50 min a 42°C ¢ 5 min a 95°C, em

termociclador (Mastercycler Gradient; Eppendorf, Hamburg, Alemanha).

A PCR foi realizada em um volume total de 50 pl, usando reagentes fabricados pela
Invitrogen Corporation. Na reagdo foram usados os 10 pl resultantes da RT contendo cDNA, 0,2

uM de oligonucleotideo iniciador amontante 5’CGCGGATCCAAGCCACCATGGGCAA
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4.2.4 Clonagem do cDNA de IL-2 canina em plasmideo pcDNA3.1

O produto da PCR, proveniente de 40 pL. da reacdo, foi fracionado por eletroforese
em gel de agarose a 1% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, e purificado com ‘kit’ de
extragdo de DNA a partir de gel de agarose (QIAquick Gel Extraction Kit; Qiagen, Hilden,
Alemanha), conforme instru¢des do fabricante. Resumidamente, sob luz ultravioleta uma fatia do
gel com aproximadamente 300 mg, contendo moléculas de DNA com peso molecular compativel
com cDNA de IL-2 canina, foi excisada e transferida para um microtubo. As moléculas de cDNA
foram solubilizadas em tampdo QG, precipitadas com isopropanol e aplicadas a uma coluna de
silica-gel. Depois de sucessivas lavagens da coluna com tampdo PE, para eliminagdo de
contaminantes e restos de agarose, o cDNA, a partir de agora denominado ¢cDNA de IL-2 canina,

foi eluido da coluna com H,O deionizada autoclavada.

Com o objetivo de gerar extremidades coesivas entre o produto da PCR e o sitio
miltiplo de clonagem do vetor, aproximadamente 2 ug do cDNA de IL-2 canina purificado e 2
pg de DNA do plasmideo pcDNA3.1 foram separadamente digeridos. As reagdes foram
realizadas em volumes de 60 pL, a 37°C, por 1 h, com 4 U de BamHI ¢ 2 U de EcoRI
(Fermentas, Hanover, MD, EUA), em tampdo de digestdo (Y+/Tango; 33 mM de Tris-acetato —
pH 7,9, 10 mM de acetato de magnésio, 66 mM de acetato de potassio e 0,img/mL de BSA;
Fermentas). Os produtos da digestdo do cDNA de IL-2 canina e do plasmideo pcDNA3.1 foram
fracionados em gel de agarose a 1% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e purificados

conforme descrito anteriormente.

A reagdo de ligagdo entre 0 cDNA de IL-2 canina e o plasmideo foi realizada em um

volume de 15 pL, a 16°C durante 16 h. Uma estimativa das quantidades de DNA usadas na
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reagdo foi feita a partir de observagdo visual de amostras fracionadas em gel de agarose coradas
com brometo de etidio. Na reagéo, foram usados aproximadamente 180 ng do cDNA de IL-2
canina digerido (482 pb) e 20 ng do plasmideo digerido (5500 pb), 1U de T4 ligase (USB
Corporation, Cleveland, Ohio, EUA) em tampdo de ligagdo (66 mM de tampdo Tris-HCI - pH

7,6, 6,6 mM de MgCl, 10 mM de DTT e 66 uM de ATP; USB Corporation).

Os produtos da ligagdo foram usados para transformagio de E. coli da linhagem
Topl0 (Invitrogen Corporation) por eletroporagdo, conforme instrugdes do fabricante.
Resumidamente, uma aliquota de 100 pL de E. coli Top10 eletrocompetente, preparada conforme
descrito por Sambroock e cols. (2000), foi transferida para uma cuveta de eletroporagdo de 2 mm
de disténcia entre os eletrodos (Invitrogen Corporation), a qual foram adicionados 1,5 pL do
produto de ligagdo. A cuveta foi submetida a um pulso de 2,5 V a 200 ohms ¢ 25 pF em
eletroporador (Gene Pulser; Bio-Rad Laboratories). Apds a descarga elétrica, o conteido da
cuveta foi transferido para um microtubo, ao qual foi adicionado 1 mL de meio LB caldo, e
incubado a 37°C e 250 rpm por 1 h. Em seguida, placas de Petri com meio de cultura LB-4gar
(LB caldo, 1,5% p/v agar — Invitrogen Corporation), contendo 100 pug/mL de ampicilina, foram
semeadas com amostras de 50 e 200 pL da suspensdo de bactéria e cultivadas a 37°C por 16 h. O
cultivo de E. coli nas placas semeadas com 50 e 200 pL da suspensdo gerou 58 € 214 coldnias de

bactéria, respectivamente.
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4.2.5 Selecio de clones de Escherichia coli contendo pcDNA3.1-call.-2

Visando a selegdo de clones de E. coli transformadas com a construgdo pcDNA3.1-
calL-2, amostra de bactérias de 10 coldnias, oriundas da placa de Petri semeada com 50 pL do
produto da reagéo de transformagéo, foram separadamente coletadas e transferidas para tubos de
vidro contendo 5 mL de meio LB caldo com 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C e 250
rpm por cerca de 14 h. Depois desse periodo, aliquotas de 800 pL provenientes de cada tubo
foram acondicionadas em tubos de criopreservag@o na presenca de 70 uL de dimetilsuféxido
(DMSO; Sigma-Aldrich), congeladas e conservadas a —70°C para uso futuro. Além disso, um
volume de 1,5 mL de cada amostra foi separadamente transferido para um microtubo para
extragdo de plasmideo (mini-preparagdo) pelo método de lise alcalina (SAMBROOCK et al.,
2000). Resumidaménte, sedimentos de bactérias foram obtidos apds centrifugagio e, em seguida,
ressuspensos em 100 pL de tampdo com 25 mM de Tris-HCI, 10 mM de EDTA - pH 8,0 ¢ 50
mM de glicose. Em cada microtubo, as bactérias em suspenséo foram lisadas pelo acréscimo de
200 pL de solugdo aquosa de 0,2 N de NaOH e 1% p/v de dodecil sulfato de sédio (SDS). O
DNA cromossomico e o SDS foram precipitados pela adi¢do de 150 uL de solugfo aquosa de
acetato de sodio a 5 M — pH 5,5. Apds centrifugagdo, cada sobrenadante foi transferido
separadamente para outro microtubo e o DNA plasmidial foi precipitado pela adi¢do de dois
volumes de etanol absoluto, sedimentado por centrifugagdo e lavado com etanol a 70% (v/v). Por
fim, cada sedimento de DNA plasmidial foi ressuspenso em S50 pl. de H,O deionizada

autoclavada contendo 20 pg/mL de RNase A (Sigma-Aldrich).

Amostras de plasmideos purificados foram submetidas a digestdo por 2 U de BamHI

e 1 U de EcoRI, em tampdo de digestdo Y+/Tango (Fermentas), no volume final de 10 uL, a
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37°C por 1 h. Em seguida, os produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 1% e documentados, conforme descrito no item 4.2.3.

4.2.6 Sequenciamento do cDNA de IL-2 canina clonado em pcDNA3.1

Uma das amostras de plasmideos compativeis com a construgdo pcDNA3.1-calL-2
foi submetida & reagdo de seqiienciamento, realizada através de colaborag@o com Dr. Osvaldo
Pompilio de Melo Neto do Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhies (FIOCRUZ), conforme descrito no item 4.1.1.

4.2.7 Expressio de IL-2 canina recombinante em células de mamiferos

Células COS-7, de linhagem fibroblastica de rim de macaco verde (CRL-1651,
American Type Culture Collection — ATCC; Manassas, VA, EUA), foram transfectadas com a
construgdo pcDNA3.1-calL-2, através do método de lipofecgdo, usando lipofectamina
(Invitrogen Corporation), conforme recomendagdes do fabricante. Resumidamente, um milhdo de
c€lulas COS-7, suspensas em 10 mL de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% SFB, 4 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 50 pg/mL de gentamicina, a partir daqui
denominado de DMEM completo, foram transferidas para cada um de dois frascos de cultura
com area de 175 cm® (Corning Incorporated Life Sciences). Depois de 24 h de cultivo a 37°C em
atmosfera imida com 5% de CO,, quando a monocamada de células aderentes cobria cerca de
50% da area dos frascos, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas duas vezes

com DMEM suplementado com 4 mM de L-glutamina. Em seguida, 8 pg de pcDNA3.1-call.-2 e
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pcDNA3.1, previamente purificados com “kit” para purificagdo de plasmideos (QIAgen®
Plasmid Mini Kit, QIAgen), conforme instru¢des do fabricante, foram separadamente misturados
a 40 pL de lipofectamina e uniformemente gotejados sobre as células de cada um dos frascos.
Apés 5 h de incubagdo, o meio de transfecgdo foi descartado e as culturas foram mantidas em 12
mL de DMEM completo por oito dias, durante os quais, a cada dois dias, os sobrenadantes de
cultura foram separadamente removidos € um volume de 12 mL de DMEM completo fresco foi
acrescentado a cada frasco de cultura.

Ap6s as coletas, os sobrenadantes foram centrifugados a 800 g e a 4°C por 15min, e
armazenados a 4°C. Apds a ultima coleta, os sobrenadantes provenientes de cada frasco de
cultura foram misturados (cerca de 48 mL) e filtrados, usando membrana de 0,22 pm, aliquotados

e armazenados a —20°C, até o momento de uso.

4.3 ANALISE DE ATIVIDADE BIOLOGICA DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE

A atividade bioldgica de rcall-2 purificada a partir da produgdo em E. coli ou
produzida em sobrenadante de células COS-7 foi determinada pela capacidade da citocina de
estimular a proliferagdo de células CTLL-2 (TIB-214, ATCC). Este clone de células T
citotdxicas, originadas de camundongos C57BL/6, € dependente de IL-2 para sua sobrevivéncia
em cultura (GILLIS & SMITH, 1977) e pode ser estimulado a proliferar na presenca de IL-2 de
varias espécies, incluindo a IL-2 de cdo (CERRUTI-SOLA et al., 1984).

Para a realizag8o dos ensaios, células CTLL-2 foram cultivadas em meio RPMI 1640

suplementado com 2 mM de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina, 10% de
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SBF (RPMI suplementado) e 10% de sobrenadante de esplendcitos de ratos estimulados com
concanavalina A (T-STIM; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA), usado na cultura como
fonte de IL-2. Na fase exponencial de crescimento, as células foram lavadas trés vezes em HBSS
tamponada e a concentragdo de células vidveis em suspensdo, estimada por contagem em cdmara
de Newbauer e coloragdo por azul de Trypan, foi ajustada para 1 x 10° células/mL. Um volume
de 100 pL da suspensd@o de c€lulas foi transferido para cada pogo de uma placa de 96 pogos de
fundo chato (Corning Incorporated). A nove triplicatas de pogos foram acrescentados 100
pL/pogo de RPMI suplementado ou de RPMI suplementado contendo T-STIM (controle
positivo) em dilui¢des quintuplas e seriadas de 1:2 até 1:6250. Em um ensaio, foram testadas
triplicatas com 100 pL/pogo de dilui¢des seriadas quintuplas de 1:10 até 1:781.250 de 0,1% de
BSA (p/v) em PBS (como controle negativo) e de rcalL-2 renaturada (teste), nas mesmas
dilui¢des correspondentes a faixa de concentragéio protéica de 700 ng/mL a 9 pg/mL. Em um
outro ensaio, foram testadas triplicatas com 100 pL/pogo de sobrenadante de células COS-7
transfectadas com pcDNA3.1 (SN COS @; controle negativo) ou com pcDNA3.1ca-IL-2 (SN
COS rcalL-2; teste) diluidos dupla e seriadamente de 1:2 até 1:256 em RPMI suplementado.

As células CTLL-2 foram incubadas a 37°C, em atmosfera imida com 5% de CO,,
por 24 h, e a cada pogo foram adicionados 30 pL de meio RMPI suplementado contendo 1 pCi de
timidina[H)** (atividade especifica 2 Ci/mmol - Amersham Biosciences). Depois de incubadas
por mais 24 h, as células foram coletadas em filtros de fibra de vidro (Packard, Meriden, CT,
EUA) e particulas beta emitidas durante o periodo de um minuto (cpm) foram contadas em
aparelho Matrix 9600 Direct Beta Counter (Packard). O resultado do ensaio foi expresso pelas
médias aritméticas e desvios-padrdo dos valores de cpm das triplicatas de pogos tratados com

cada diluigdo testada.
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4.4 PRODUCAO DE IL-12 CANINA RECOMBINANTE

Sobrenadantes de cultura de células COS-7 contendo IL-12 canina recombinante na
forma de cadeia unica e biologicamente ativa (SN COS sccall.-12) foram obtidos através de
transfeccio com a construgdo pcDNA3.1-sccalL-12 (SANTOS et al, 2004), de maneira

semelhante ao método descrito no item 4.2.7.

4.5 ANIMAIS

Foram utilizados oito cdes sadios, sendo quatro machos e quatro fémeas, com idade
estimada entre quatro e oito anos, sem raga definida, com porte de médio a grande. Todos os cdes
foram mantidos no canil experimental do CPqGM/FIOCRUZ, conforme as Boas Praticas de
Experimenta¢do Animal preconizadas para a espécie (OLFERT et al., 1993) e de acordo com as
normas de experimentagdo animal da Fundagdo Oswaldo Cruz. Os animais foram doados ao
CPqGM por Centros de Controle de Zoonoses de Municipios do Recoéncavo Baiano, incluindo
Salvador, Lauro de Freitas e Dias D’Avila. Esses animais foram submetidos avaliagdo
imunolégica humoral e celular especificas e parasitologica por cultura de aspirado esplénico para
determinagéo de exposicdo prévia a L. chagasi/infantum e os resultados foram negativos.

Os cées foram usados como doadores de sangue venoso para obtengdo de CMSP.
Cada cdo foi contido fisicamente e a wveia cefdlica foi puncionada para coleta de

aproximadamente 25 mL sangue em seringa previamente heparinizada.
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4.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE DE
ESTIMULAR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (CMSP) DE

CAO

4.6.1 Obtencio e caracterizacio de CMSP

CMSP foram obtidas de cada animal conforme descrito no item 4.2.2. A concentragio
de células foi ajustada em 2 x 10%mL em meio RPMI completo e, para determinagdo da
constituicdo da populagdo de células isoladas, uma amostra de 100 pL foi submetida a
centrifugagdo sobre ldminas de vidro a 500 rpm, por 10 min, em citocentrifuga (Cientec,

Piracicaba, SP, Brasil) e depois corada pelo Giemsa (Merck, S&o Paulo, SP, Brasil).

4.6.2 Efeito proliferativo sobre CMSP

Com o objetivo de determinar as condigdes em que rcalL-2 € capaz de estimular a
proliferagdo de CMSP, 100 pL da suspenséo de células de cada um de seis cdes, na concentragio
de 2 x 10%mL, foram transferidos para cada um de 24 pogos de cada uma de seis placas de 96
pogos de fundo chato. A cada pogo de um conjunto de trés pogos, foram adicionados 100 L de
meio RPMI completo ou rcalL.-2 expressa em E. coli na concentagdo de 50 ng/mL e SN COS @
ou SN COS rcalL-2 nas diluigdes de 1:2, 1:20 e 1:200. As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera imida com 5% de CO,. No 4°, 6°, 8° 10° 12° e 14° dia de cultivo, 30 pL de meio
RMPI completo contendo 1 uCi de timidina[H]** foram acrescentados a cada pogo de uma das

seis placas. Depois de mais 18 h de cultivo, as células foram coletadas em filtros de fibra de vidro
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¢ particulas beta emitidas durante o periodo de um minuto (cpm) foram contadas em aparetho

Matrix 9600 Direct Beta Counter.

4.6.3 Inducdo da produgio de IFN-y por CMSP

Para avaliagdo da capacidade de rcalL-2 de induzir produ¢do de IFN-y em células
homologas, em associag@o ou néo a IL-12 canina recombinante, 100 pL. de suspensio de CMSP
de cada um dos oito cdes, na concentragfo de 2 x 106/mL, foram colocados em 54 pogos de uma
placa de 96 pogos de fundo chato. Em cada trés desses pogos, foram acrescentados 100 pL de: (i)
RPMI completo; (ii) Con-A a 5 pg/mL (controle positivo); (iii) SN COS rcalL-2 diluido de 1:4;
SN COS scca-IL-12 diluido de (iv) 1:10, (v) 1:200 ou (vi) 1:4000; SN COS rcalL-2 diluido de
1:4, 1:20, 1:100 ou 1:500 em associagdo com SN COS sccallL-12 diluido de (vii) 1:10; (viii)
1:200 ou (ix) 1:4000. Depois do cultivo das CMSP por 48h, os sobrenadantes de cada triplicata
foram separadamente transferidos para microtubos, centrifugados a 2.000 g por 10 min,
transferidos para novos microtubos e armazenados a —20°C até o uso.

A mensuragdo da concentragdo de IFN-y canino presente em sobrenadantes de
CMSP, cultivadas conforme descri¢do acima, foi realizada por ELISA de captura usando-se
anticorpos monoclonal (captura) e policlonal biotinilado (detecgdio) anti-IFN-y canino (R&D
Systems Incorporation, Minneapolis, MN, EUA), conforme instru¢bes do fabricante.
Resumidamente, placas de microtitulagio de 96 pogos (“High Binding”; Corning Incorporated
Life Sciences) foram sensibilizadas com 100 pL/pogo de anticorpo de captura na concentragio de
2 pg/mL, durante 16h, a temperatura ambiente. Os pocos foram bloqueados com 300 pL/ pogo de

PBS - pH 7,4 contendo 1% de BSA, 5% de sacarose e 0,05% p/v de azida sodica, por 1 h.
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Dilui¢des duplas e seriadas de IFN-y canino recombinante (R&D Systems Incorporation)
variando de 62,5 pg/mL a 16 ng/mL foram usadas em duplicatas de pogos, no volume de 100
uL/pogo, para a curva de calibragdo. As amostras de sobrenadante de cultura foram testadas em
duplicatas com 100 pL/pogo e, quando provenientes do cultivo com Con-A e com as associagdes
de IL-2 e IL-12, foram testadas na dilui¢do de 1:3 em PBS-pH 7,4 contendo 1% de BSA. Apos a
incubagiio das amostras por 2 h, os pogos foram tratados com 100 pL/pogo de 100 ng/mL de
anticorpo de detecgdo, por 2 h e, em seguida, incubados com 100 pl/pogo de estreptavidina-
peroxidase (R & D Systems Incorporated) diluida de 1:200, por 30 min. A reag¢do foi revelada
pela adigdo do substrato tetrametilbenzidina (TMB; Sigma-Aldrich) por 30 min e neutralizada
com 50 uL de HSO4 a 1 M. A leitura da D.O. a 450 nm do conteudo dos pogos foi realizada em
espectrofotdmetro (Emax Precison Microplate Reader, Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, CA, EUA). A concentragdo de IFN-y canino presente em cada amostra foi estimada
pela comparagéo dos valores de D.O. das duplicatas de cada amostra com os da curva padrdo de
IFN-y canino recombinante, usando o programa Softmax 3.0, corrigidas pelo fator de diluig#o,

quando necessario, e expressas em ng/mL.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliag@o do efeito proliferativo promovido por IL-2 canina recombinante, as
médias aritméticas referentes & contagem de emisséo radiativa das triplicatas, em cpm, foram

comparadas por teste t de Welch.
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Para comparagiio da produgdo de IFN-y canino promovida por IL-2, por IL-12
caninas recombinantes ou pela combinagéio de ambas foi utilizada ANOVA com pos-teste de

Dunnett. Para comparagéo entre a produgéo de IFN-y na presenca ou na auséncia de Con-A foi

utilizado teste t de Student.
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5 RESULTADOS

5.1 CLONAGEM E EXPRESSAO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE

BIOLOGICAMENTE ATIVA EM E. coli E EM CELULAS DE MAMIFERO

Visando avaliar, futuramente, a capacidade de IL-2 canina na forma de proteina
recombinante, em combinagdo com 1L-12 canina recombinante, de induzir resposta imune celular
especifica do tipo Tyl contra antigenos recombinantes de L. chagasi/infantum co-administrados -
util no desenvolvimento de vacina, ou de reverter permanentemente a resposta imune especifica
T2 para Tyl em cd@es com LV tratados com quimioterapia - util no desenvolvimento de
imunoterapia, recentemente, em nosso laboratério, 0 cDNA de IL-2 canina desprovido de
sequiéncia lider, foi subclonado em pRSET por PCR a partir do vetor de clonagem pcRIIcall.-2,
gerando a construgdo pRSET-calL-2 (RODRIGUES et al., comunicagio pessoal).

No presente trabalho, a série de nucleotideos determinada pelo seqiienciamento do
inserto mostrou 99% de identidade com o segmento da seqiiéncia de cDNA que codifica IL-2
canina madura. A comparagdo entre 0 cDNA subclonado em nosso laboratério e a seqiiéncia
previamente descrita por Dunham e cols. (1995) revelou dois nucleotideos diferentes, na posigdo
127 (C =>T), resultando na troca conservativa de fenilalanina por leucina, e na posigdo 183
(G=>A), que nfo acarreta em mudan¢a no aminoacido codificado.

A IL-2 canina recombinante (rcall.-2) foi expressa na forma de corpusculos de
inclusdo enriquecidos com a proteina recombinante em E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS
transformada com a construgdo pRSET-calL-2 (figura 1A). Como a construgdo pRSET-calL-2

promove a expressdo de IL-2 como proteina de fusdo com seis moléculas de histidina na
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extremidade amina da cadeia polipeptidica, depois de solubilizada em uréia, a proteina foi
purificada por cromatografia de afinidade. A rcalL-2 purificada foi renaturada por dialise em
tampdes contendo concentragdes decrescentes de uréia e DTT, sem que houvesse formagio de
agregados insoliiveis. No final do processo, a rcalL-2 foi obtida na forma solavel na concentragdo
de 7 pg/mL e acrescentada a 0,1% de BSA (Figura 1B). A concentragdo de LPS na amostra foi

determinada em 25 ng/mL.

gel A gel B
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Figura 1. Producio de IL-2 canina recombinante em E.coli. A construgdo pRSET-calL-2 foi usada
para transformagdo de BL21(DE3)pLysS e, apos indugdo com 1 mM de IPTG durante 5 h, a rcalL.-2 foi
expressa na forma de agregados citoplasmaticos insoluveis. Apds solubilizagdo com uréia, a proteina foi
purificada por cromatografia ¢ renaturada por didlise. Amostras obtidas apos expressdo ¢ durante as
subseqiientes etapas de purificagdo e renaturagdo da proteina foram analisadas por SDS-PAGE a 15%
corado por azul de Comassie. Marcadores de peso molecular (raias 1) estdo indicados a esquerda de
ambos os géis. Gel A - raia 2, lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS expressando rcall.-2; raia 3, corpusculos
de inclusdo enriquecidos com IL-2 canina recombinante; gel B — raia 2, IL-2 canina recombinante
purificada por cromatografia de afinidade; raia 03, IL-2 canina recombinante renaturada apos dialise ¢
diluida em 0,1% de BSA.
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Visando a obtengdo de plasmideo codificando IL-2 canina, apropriado para expressdo
in vivo a ser também testado no desenvolvimento de uma vacina e/ou imunoterapia contra LV
canina, foi confeccionada a construgdo pcDNA3.]-calL-2. Para isso, a seqii€éncia de cDNA de IL-
2 foi sintetizada por RT-PCR a partir d¢ RNA total de CMSP de cdo estimuladas com
concanavalina A (Con-A) e inserida no vetor, gerando a construgdo pcDNA3.1ca-IL-2. A andlise
da digestdo restritiva das amostras de plasmideo originadas das 10 coldnias de bactéria
selecionadas exibiram duas bandas de DNA com peso molecular compativel com cDNA de IL-2
canina (479 pb) e plasmideo pcDNA3.1 linearizado (5500 pb), sugerindo sucesso na geragdo da
construgdo pcDNA3.1-calL-2. O seqiienciamento do inserto revelou 100% de identidade com a
seqiiéncia descrita por Dunham e cols. (1995), que codifica a cadeia polipeptidica completa de
IL-2 canina, com exce¢do das guaninas nas posigdes 4 € 5, modificadas pelo oligonucleotideo
iniciador amontante para introdugdo da seqiiéncia Kozak, com a finalidade de otimizar a
expressdo da proteina. A construgdio pcDNA3.1-calL-2 foi utilizada para transfectar células COS-
7, através do método de lipofecgdo. Como nesta construgdo, o cDNA de IL-2 canina foi clonado
com a seqiiéncia lider e, portanto, a proteina deveria ser produzida e secretada por células
transfectadas com pcDNA3.1-calL-2, o sobrenadante das células foi coletado a cada dois dias
durante oito dias de cultura e misturado antes de ser submetido a analise da expressdo da rcall-2.

Para avaliar a atividade biologica de rcalL-2 produzida em E. coli ou secretada por
células COS-7, transformadas com pRSET-calL-2 ou transfectadas com pcDNA3.1-call-2,
respectivamente, realizaram-se ensaios de proliferagdo de células CTLL-2. Como controle
positivo do ensaio, foi usado sobrenadante do cultivo de esplendcitos de rato estimulados com
Con-A (T-STIM), que contém IL-2, em diluigdes seriadas quintuplas de 1:2 a 1:6.250 e, para

determinar a proliferag@o basal, as células foram cultivadas apenas com meio de cultura.
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No experimento onde foi avaliada a atividade bioldgica de IL-2 produzida em E. coli,
as células CTLL-2 exibiram 17 + 3 cpm (média e desvio padrdo) quando cultivadas apenas com
meio de cultura, enquanto que as células estimuladas com T-STIM nas dilui¢es de 1:2 e 1:10
apresentaram 29.246 + 5.644 e 74.806 + 7.919 cpm, respectivamente. Dilui¢es subseqiientes de
T-STIM revelaram valores de cpm progressivamente menores atingindo a linha de base com 14 +
2 cpm na dilui¢do de 1:6.250 (Figura 2A), compativel com uma curva de dose-resposta. Na
presencga de rcall-2, as células CTLL-2 apresentaram valores méaximos de cpm (20.952 + 1.432)
quando tratadas com 140 ng/mL da proteina e 20 pg/mL de BSA adicionada como excipiente.
Concentrages menores, variando de 28 ng/mL a 220 pg/mL, assim como a maior concentragdo
de rcalL-2 utilizada (700 ng/mL) induziram resposta proliferativa acima da proliferagdo basal,
porém inferior & causada por rcalL-2 a 140 ng/mL. As células CTLL-2 cultivadas em meio de
cultura, ao qual foi adicionada BSA em concentragdes semelhantes as usadas como excipiente
nas amostras de rcall-2, apresentaram valores de cpm na mesma ordem de magnitude da

proliferag@o basal (Figura 2B).
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Figura 2. Atividade biolégica de IL-2 canina recombinante produzida em E. coli sobre células
CTLL-2. Células CTLL-2 foram estimuladas a proliferar durante 48h na presenca de dilui¢des seriadas de
sobrenadante de esplendcitos de rato contendo IL-2 (T-STIM) e de rcalL-2 produzida em E. coli e
pulsadas com timidina [H]** durante as Gltimas 24 horas. A proliferagdo celular ¢ representada pelo valor
das médias de cpm de cada triplicata de estimulo. A variagdo média dos valores de cpm das triplicatas em
relagdo as médias foi de 30%. O grafico A representa a proliferagdo promovida por T-STIM no ensaio em
que células CTLL-2 foram estimuladas com rcalL-2. O grifico B representa a comparagdo entre a
proliferagdo induzida por rcalL-2 e seu excipiente (BSA a 0,1%).
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No experimento realizado para a avaliag@o de atividade bioldgica de rcall.-2 expressa
por células COS-7, os valores de cpm obtidos de CTLL-2 cultivadas somente com meio
apresentaram a mesma ordem de magnitude dos observados no experimento descrito acima (7 + 2
cpm). As células CTLL-2 estimuladas com T-STIM mostraram uma curva dose-resposta, com
padrdo semelhante ao do experimento anterior, porém com valores de cpm mais elevados,
chegando a atingir 121.000 + 10.817 na diluigdo de 1:10 (Figura 3A). Sobrenadante de células
COS-7 transfectadas com a construgdo pcDNA3.1-calL.-2 (SN COS rcalL.-2) induziu proliferagdo
méaxima em células CTLL-2 na diluigdo de 1:16 (24.142 + 2.483 cpm) e acima dos valores da
linha de base em diluigSes progressivamente maiores até 1:256. Por outro lado, em diluigdes
menores que 1:16, a resposta proliferativa foi progressivamente menor. Sobrenadante de células
COS-7 transfectadas com plasmideo pcDNA3.1 sem inserto (SN COS @), usado como controle

negativo, determinou valores de cpm da mesma ordem de magnitude que os valores da

proliferagdo basal (Figura 3B).
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Figura 3. Atividade biolégica de IL-2 canina recombinante produzida em COS-7 sobre células
CTLL-2. Células CTLL-2 foram estimuladas a proliferar durante 48h na presenca de dilui¢des seriadas de
sobrenadante de esplendcitos de rato contendo IL-2 (T-STIM) e de sobrenadantes de COS-7 transfectadas
com pcDNA3.1-calL-2 (SN COS rcalL-2) e pulsadas com timidina [H]’* durante as Gltimas 24 horas. A
proliferagdo celular é representada pelo valor das médias de cpm de cada triplicata de estimulo. A variagéo
média dos valores de cpm das triplicatas em relagdo as médias foi de 30%. O grafico A representa a
proliferagdo promovida por T-STIM no ensaio em que células CTLL-2 foram estimuladas com SN COS
rcalL-2. O grafico B representa a comparagdo entre a proliferagdo induzida por SN COS rcalL-2 e o
sobrenadante controle resultante da transfecg@o de células COS-7 com pcDNA3.1 (SN COS @).
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52 ATIVIDADE BIOLOGICA DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM CELULAS

MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO (CMSP)

Para determinar as condigdes em que rcalL-2 € capaz modificar a resposta in vitro de
células homologas do sistema imune, diferentes concentra¢des de IL-2, produzida por E. coli ou
por células COS-7, foram testadas quanto & capacidade de induzir resposta proliferativa e, em
associagdo com IL-12 canina recombinante, induzir a produgdo de IFN-y em CMSP de cies

sadios.

5.2.1 Composicao celular das preparagoes de CMSP

A analise da composi¢do celular de CMSP provenientes de oito cies, realizada em
laminas coradas pelo Giemsa, revelou 60 * 3% de linfécitos, 30 + 10% de monécitos e 10 + 10%

de polimorfonucleares (neutréfilos e eosinofilos).

5.2.2 Efeito proliferativo de IL-2 canina recombinante em CMSP homologas

CMSP provenientes de seis cées foram cultivadas na presenga de 50 ng/mL de rcallL-
2 produzida em E. coli ou na presenga de SN COS rcall-2, nas dilui¢bes de 1:2, 1:20 e 1:200.
Para demonstrago dos niveis basais de proliferagdo, células dos mesmos animais foram mantidas
somente com meio de cultura ou com SN COS @, usado também nas dilui¢des de 1:2, 1:20 e
1:200. As células foram cultivadas por 4, 6, 8, 10, 12 ou 14 dias. Dezoito horas antes da

interrupgdo das culturas, timidina[H]’* foi acrescentada ao meio de cultura e sua incorporago ao
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DNA das células foi determinada pela cpm. Os resultados foram expressos como médias e erros
padréo dos seis animais € comparados, em cada dia de cultura analisado, por teste t de Welch.

Os valores de cpm obtidos de CMSP cultivadas somente com meio, que representam
os niveis basais de proliferagdo, foram baixos no 4° dia (40 + 13), a partir do qual aumentaram
progressivamente até atingir 193 + 175 no 12° dia e 117 * 89 no 14° dia. A proliferagdo
promovida pela rcalL-2 produzida em E. coli (Figura 4A e 4B) foi significativamente maior que
os niveis basais até o 12° dia de cultura. A adigfo da citocina promoveu um aumento de 12 vezes
nos valores de cpm no 4° dia (466 + 116 cpm, p= 0,0146), 40 vezes no 6° dia (1652 + 347 cpm;
p= 0,0056), 220 vezes no 8° dia (6497 £ 1704 cpm; p= 0,0127), 69 vezes no 10° dia (9213 + 3191
cpm; p= 0,0090) e 57 vezes no 12° dia de cultivo (10940 + 2861 cpm; p= 0,0133). No 14° dia, o

efeito da adigdo de IL-2 ndo promoveu aumento estatisticamente significante na proliferaggo

basal (p= 0,0554).
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Figura 4. Atividade proliferativa de IL-2 canina recombinante produzida em E. coli sobre CMSP.
CMSP foram obtidas de seis cdes sadios, estimuladas a proliferar na presen¢a de rcalL-2 produzida
(rcalL-2) e pulsadas com timidina [H]*" durante as tltimas 18 horas do 4°, 6°, 8°, 10°, 12° e 14° dias de
cultura. A proliferagdo celular € representada pelo valor das médias aritméticas e erros-padrdo (barras
verticais) de cpm obtidas dos seis cées a partir de cada triplicata de estimulo. O grafico A representa a
comparagdo entre a proliferagéo induzida por rcalL-2 e a proliferagdo basal determinada pelo meio de
cultura. O grafico B representa a razdo entre a proliferagdo induzida por rcalL-2 e o meio. Os efeitos
promovidos por cada estimulo em cada dia foram comparados por teste t de Welch.
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CMSP cultivadas na presenga de SN COS @, nas dilui¢des utilizadas de 1:2, 1:20 e
1:200, apresentaram valores de cpm semelhantes a células mantidas apenas com meio de cultura.
Ja as CMSP cultivadas com SN COS rcalL-2 exibiram aumento significativo de incorporagfo de
timidina[H]*" entre o 4° e o 10° dia de cultura nas trés dilui¢des utilizadas de 1:2, 1:20 e 1:200
(figura 5A). A diluigdio de sobrenadante de 1:20 foi a que promoveu resposta proliferativa mais
intensa, seguida da diluigdo de 1:2 e 1:200. A proliferagdo foi mais intensa no 8° dia de cultivo
mantedo-se a 1961 * 538 cpm; (p= 0,0247), 850 £+ 158 cpm; (p= 0,0040) e 358 + 75 com a
diluigbes de 1:20, 1:2, e 1:200, respectivamente (figura 5B). No 12° e 14° dia de cultivo,
nenhuma das diluigdes de SN COS rcalL-2 promoveu efeito proliferativo significantemente

maior que a proliferagdo basal.
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Figura 5. Atividade proliferativa de IL-2 canina recombinante produzida em COS-7 sobre CMSP.
CMSP foram obtidas de seis cdes sadios, estimuladas a proliferar durante 14 dias na presenca de diluigdes
seriadas de SN COS rcalL-2 e pulsadas com timidina [H]** durante as (iltimas 18 horas do 4°, 6°, 8°, 10°,
12° e 14° dias de cultura. A proliferagdo celular é representada pelo valor das médias de cpm obtidas dos
seis cdes a partir de cada triplicata de estimulo. As barras verticais representam o erro padrdo das médias
referentes aos seis animais doadores. O grafico A representa a comparagdo entre a proliferagdo induzida
por rcalL.-2 e a proliferacdo basal determinada pelo meio de cultura. O grafico B representa a razdo entre a
proliferag@o induzida por rcalL-2 e o meio. Os efeitos proliferativos promovidos por cada estimulo em
cada dia foram comparados por teste t de Welch.
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5.2.3 Produgio de IFN-y por CMSP estimuladas por IL-2 canina

recombinante, associada ou nio a IL-12 canina recombinante

CMSP de oito cées sadios foram cultivadas em triplicatas com dilui¢do de 1:4 do SN
COS rcalL-2, com diferentes diluigdes de sobrenadante de células COS-7 transfectadas com
pcDNA3.1sccalL-12 (SN COS sccalL-12), ou com a associag@io de diferentes diluigdes de SN
COS sccalL-12 combinadas com diferentes diluigdes de SN COS rcall.-2. Para determinagdo dos
niveis basais e como controle positivo da produgdo de IFN-y, CMSP foram cultivadas pelo
mesmo periodo apenas com meio de cultura ou com meio contendo 5 pg/mL de Con-A,
respectivamente. Depois de 48 horas, os sobrenadantes das triplicatas de pogos de cultura foram
coletados € misturados. A concentragdo de IFN-y canino nas amostras foi mensurada por ELISA
de captura, usando concentragdes entre 62,5 pg/mL e 16 ng/mL de IFN-y canino recombinante
para elaboragdo de uma curva de calibragdo. Os resultados foram expressos pelos valores das
médias e desvio padrio obtidos dos oito caes.

A produgdo de IFN-y por CMSP cultivadas na presenga e na auséncia de Con-A
foram comparadas estatisticamente por teste t de Student, uma vez que a estimulagio de CMSP
com Con-A foi utilizada apenas como controle positivo do ensaio, ndo havendo a inteng#o inicial
de se comparar a produgdo de IFN-y promovida por tal tratamento e a possivelmente causada
pelo tratamento com as citocinas. A concentragdo de IFN-y foi de 0,2 + 0,2 ng/mL e 30,1 +22.,6
ng/mL em sobrenadantes de CMSP cultivadas apenas em meio de cultura e em meio contendo
Con-A a 5 pg/mL, respectivamente (Figura 4, p= 0,0022). Em relagdo aos niveis basais de
expressdo, Con-A aumentou a producéio de IFN-y de 9 a 503 vezes em CMSP dos oito cdes

avaliados.
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A comparagio da produgéo basal de IFN-y com as determinadas pelas citocinas
isoladamente foi feita através de ANOVA. Sobrenadante de células COS-7 contendo IL-2 na
diluigdo de 1:4 (0,5 + 0,9 ng/mL) ou SN COS sccalL-12, usado nas diluigdes de 1:10 (2,1 £ 2,5
ng/mL), de 1:200 (2,3 + 3,7 ng/mL) ou de 1:4000 (1,6 £ 2,3 ng/mL) ndo induziram produgéo de
IFN-y em CMSP significantemente maior que a basal (0,2 * 0,2 ng/mL) promovida apenas pelo

meio de cultura (Figura 6).
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Figura 6. Produciio de IFN-y em sobrenadantes de CMSP estimuladas com IL-2 ou IL-12 caninas
recombinantes. CMSP foram obtidas de oito cdes sadios e cultivadas por 48 h com meio (produgdo
basal), Con-A a 5 pg/mL (controle positivo), SN COS sccall.-12 diluidos de 1:10, 1:200 ou 1:4000 ou SN
COS rcall.-2 diluido de 1:4. A concentragdo de IFN-y foi mensurada nos sobrenadantes de cultura por
ELISA de captura. Os simbolos e barras horizontais representam os valores obtidos de cada animal e a
média da populagfo, respectivamente. A producio de IFN-y induzida por Con-A foi comparada através de
teste t de Student (** p= 0,0022), enquanto que a produgdo promovida pelas citocinas foi comparada por
ANOVA, com a produg@o basal.

Quando a produgéo de IFN-y por CMSP cultivadas na presenca de SN COS sccall-
12 na dilui¢do de 1:10 isoladamente (2,1 + 2,5 ng/mL) e em combinagdo com SN COS rcall.-2
nas diluigdes de 1:4 (12,7 £ 13,6 ng/mL), 1:20 (5,1 £ 7 ng/mL), 1:100 (5,2 £ 7,1 ng/mL) ou 1:500
(4,4 £ 5,1 ng/mL) foi comparada com a produgdio de IFN-y de CMSP cultivadas apenas com meio

de cultura, através de ANOVA, observou-se diferenga estatisticamente significante (p= 0,0294).
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A anilise realizada pelo pods-teste estatistico de Dunnett indicou que somente a combinagio de
SN COS sccall-12 na dilui¢@o de 1:10 e SN COS rcalL-2 na dilui¢go de 1:4 induziu produgéo de
IFN-y significativamente maior que os niveis basais (Figura 7A).

Comparagdes semelhantes as descritas acima foram separadamente realizadas para
avaliar a produgdo de IFN-y por CMSP cultivadas na presenga de SN COS sccalL-12 nas
dilui¢des de 1:200 ou 1:4000 associadas ou ndo a dilui¢gdes de 1:4, 1:20, 1:100 e 1:500 de SN
COS rcalL-2 e com meio de cultura. Nessas duas situagdes, a ANOVA também revelou diferenga
significante entre as condigdes de cultura (p= 0,0014 e 0,0144, respectivamente). Em tais
situagdes, a andlise do pos-teste de Dunnett indicou que as combinagdes de SN COS sccalL-12
na diluigdo de 1:200 e SN rcalL-2 na dilui¢@o de 1:4 ou 1:20 (Figura 7B), ou ainda a combinagdo
de SN COS sccalL-12 na diluigéo de 1:4000 ¢ SN COS rcall.-2 na dilui¢&o de 1:4 promoveram

aumento da produgdo de IFN-y (Figura 7C) quando comparadas com a produgéo basal.
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Figura7. Producio de IFN-y em sobrenadantes de CMSP estimuladas com associa¢des de 1L-2 e IL-
12 caninas recombinantes. CMSP foram obtidas de oito cdes sadios e estimuladas por 48h com meio
(produgdo basal), com diferentes diluigdes de SN COS sccall.-12 isoladamente ou associadas a SN COS
calL-2 diluidos de 1:4, 1:20, 1:100 e 1:500. A concentragio de IFN-y foi mensurada nos sobrenadantes de
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cultura por ELISA de captura. Os simbolos e barras horizontais representam os valores obtidos de cada
animal e a média da populag@o, respectivamente. Os gréficos A, B e C mostram a produgio de IFN-y ap6s
estimulagdo com 1L-12 diluida a 1:10, 1:200 e 1:4000, associada a IL-2, respectivamente. A produgio de
IFN-y promovida pela estimulagdo com cada dilui¢do de IL-12 isolada ou associada as diluigdes de IL-2
foi comparada por ANOVA e pds teste de Dunnett (* p < 0,05, ** p <0,01).
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6 DISCUSSAO

A obtengdo de citocinas, inicialmente produzidas a partir da estimulagdo de células in
vitro (MORGAN et al., 1976; KOBAYASHI et al.,, 1989) e, posteriormente, em formas
recombinantes (TANIGUCHI et al., 1983; GUBLER ef al., 1991), vem permitindo o estudo do
envolvimento dessas moléculas na resposta imune e a demonstragdo de sua utilidade como
adjuvantes em vacinas ou imunoterapicos utilizados na profilaxia e/ou no tratamento de doengas
infecciosas, alérgicas, auto-imunes e neoplasicas.

Visando avaliar a capacidade de citocinas de induzir resposta imune celular especifica
do tipo Tyl quando administradas em associagdo com antigeno(s) recombinante(s) de L.
chagasi/infantum no cdo, uma combinagdio de IL-2 (rcalL-2) e 1L-12 (sccalL-12) caninas
recombinantes, a ser futuramente testada como candidata a compor uma vacina e/ou imunoterapia
contra LV canina, foi analisada, em caréter inicial, no presente trabalho. Aqui, sdio descritas a
clonagem do cDNA e, pela primeira vez, a expressdo de rcalL-2 biologicamente ativa realizada
em L. coli e em células COS-7, uma linhagem de células de mamiferos. A atividade biolégica de
rcalL-2 foi demonstrada pela indugéo de proliferagdo de células CTLL-2 murinas dependentes de
IL-2 para sua sobrevivéncia em cultura. O efeito proliferativo de IL-2 canina recombinante de
ambas as formas de rcalL-2 foi analisado em CMSP de seis cées sadios por um periodo que
variou de 4 a 14 dias de cultivo. Finalmente, IL-2 canina recombinante expressa em células COS-
7 foi avaliada, na auséncia ou na presenga de 1L-12 canina recombinante, também expressa em
células COS-7, quanto a capacidade de induzir a secregdo de INF-y por CMSP de oito cies

sadios.
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Neste trabalho, para expressdo de rcallL-2 em E. coli, foi utilizada a construgio
pRSET-calL-2, previamente obtida por nosso grupo (RODRIGUES et al., comunicagio pessoal).
Para elaboragéio desta construgdo, apenas a regido do cDNA que presumivelmente codifica a
proteina madura foi amplificada por PCR e inserida ap6s o segmento de DNA que codifica seis
moléculas de histidina, existente no vetor pRSET. Comparada & seqiiéncia do cDNA de IL-2
canina descrita anteriormente por Dunham e cols. (1995), a seqiiéncia do inserto na construgo
pRSET-calL-2 apresenta divergéncia em dois nucleotideos nas posi¢des 127 (T=>C) e 183
(A=>G). A diferenga na posi¢do 127 resulta na troca conservativa de fenilanalina por leucina no
43° aminoacido da proteina madura e, na posi¢do 183, ¢ silenciosa. Uma vez que a seqiiéncia do
inserto no plasmideo pcRllcalL-2, utilizado como molde para sintese do cDNA subclonado em
pRSET, havia sido determinada previamente € mostrou-se idéntica ao segmento da seqiiéncia
descrita por Dunham e cols. (1995), as diferencas de nucleotideos encontradas no cDNA de IL-2
canina subclonado no presente trabalho devem-se, provavelmente, a erro de incorporagdo por
parte da Taq polimerase utilizada na reagdo de PCR (ECKERT & KUNKEL, 1990). Apesar de
ter ocorrido erro de incorporagdo do nucleotideo na posi¢do 127, é pouco provavel que a
substituicdo de um unico residuo de aminodcido por outro com caracteristicas quimicas
semelhantes (LEHNINGER et al., 1993) possa resultar em modificagdes fisico-quimicas capazes
de alterar a estrutura espacial ou as propriedades biologicas apresentadas pela molécula expressa
naturalmente.

Em E. coli BL21(DE3)pLysS transformada com a construgdo pRSET-calL-2, a
rcalL-2 foi obtida majoritariamente como agregados insolaveis na fragdo citoplasmatica da
bactéria, na forma de corpisculos de inclusio (SCHOEMAKER et al., 1985). Corpusculos de
inclus@o enriquecidos com proteina recombinante heteréloga facilitam o processo de purificagdo

por serem facilmente separados de proteinas soluveis e debris celulares por centrifugagdo e, em
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muitas oportunidades, com um tnico processo cromatografico pode-se obter a proteina desejada
com até 90% de pureza (GUIZEZ et al., 1993). De fato, neste trabalho, a partir de corptsculos de
inclusdo solubilizados com uréia, a proteina recombinante foi obtida por cromatografia de
afinidade com grau de pureza em torno de 95%. Para renaturagfio, a proteina purificada foi
submetida a dialise em sucessivos banhos com concentragdes decrescentes de agente denaturante
(uréia) e redutor (DTT), com o objetivo cie promover o remodelamento gradual e a estabilizagdo
da cadeia polipeptidica da IL-2 canina recombinante (GUIZEZ et al., 1993; VINCENTELLI ef
al., 2004). Na IL-2 humana, a estabilizagfio da molécula parece resultar da formagdo de uma
ponte dissulfidica entre cisteinas nas posi¢des 58 e 105 da proteina (WANG et al., 1984). Essas
cisteinas sdo conservadas na IL-2 canina (KNAPP et al., 1995). Com o método empregado,
obtivemos IL-2 canina recombinante soliivel em solugio salina.

Para expressdo da citocina em células de mamiferos, o cDNA que codifica a cadeia
polipeptidica de IL-2 canina foi clonado por RT-PCR em pcDNA3.1, dando origem a construgfio
pcDNA3.1-calL-2. O sucesso da clonagem foi confirmado pelo segiienciamento do inserto de
DNA e comparagdo com as seqiiéncias de IL-2 canina previamente descritas (DUNHAM ef al.,
1995; KNAPP et al., 1995), com as quais o0 cDNA clonado apresentou 100% de identidade, com
excegdo da modificagdo introduzida para geragdo da seqiiéncia Kozak (KOZAK, 1986). A
construgdo pcDNA3.1-calL-2 foi usada para transfecgdo de células COS-7 e obtengdo de IL-2
canina recombinante secretada em sobrenadante de cultura.

A avaliagfio da atividade bioldgica de IL-2 canina purificada a partir da expressdo em
E. coli ou presente em sobrenadante de células COS-7 foi realizada em células CTLL-2 murinas,
suscetiveis a estimulag@o por IL-2 canina (CERRUTI-SOLA ef al., 1984; HELFAND et al.,
1992, MIZUNO et al., 1993). A proliferagéo de células CTLL-2 induzida por rcalL-2 mostrou-se

dose dependente na faixa de concentragdo protéica de 140 ng/mL até 220 pg/mL da proteina
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expressa em E. coli e das diluigdes de 1:16 até 1:256 de SN COS rcalL-2. O mesmo efeito dose-
dependente foi demonstrado quando as CTLL-2 foram cultivadas na presenca de diferentes
dilui¢des de sobrenadante de esplendcitos de rato estimulados com Con-A (T-STIM), usado
como controle-positivo do ensaio por conter IL-2. Entretanto, a magnitude da proliferagéo
induzida por ambas as formas de rcalL-2 foi menor que a induzida pelo controle positivo. Tal
efeito, provavelmente, decorre do fato de que, além de IL-2, o T-STIM contém outro(s) fatore(s)
de crescimento como, por exemplo, IL-4 que também & capaz de estimular a proliferagdo de
células CTTL-2 (GILLIS et al., 1978; HU-LI et al., 1989). Interessantemente, as maiores
concentragdes de IL-2 utilizadas, 700 ng/mL da proteina expressa em E. coli e diluigdes de 1:2 a
1:8 de SN COS rcalL-2, ou mesmo T-STIM na diluigdo de 1:2, ndo promoveram proliferagdo de
células CTLL-2 na intensidade méaxima. Isso, provavelmente, decorreu de atividade inibitoria ou
toxica de concentragdes elevadas de IL-2, conforme anteriormente descrito em linfocitos
humanos (LAKHANPAL et al., 1987).

Visando determinar as condigdes em que rcall-2 é capaz de induzir efeitos
bioldgicos in vitro, de modo a facilitar a interpretagdio de futuros experimentos de modulagio da
resposta imune em cées, foram realizados ensaios nos quais a proliferagdo de CMSP de seis cées
sadios cultivadas na presenga de rcallL-2 foi mensurada. A proliferagdo celular promovida pela
adigdo de rcalL-2 expressa em E. coli na concentragdo de 50 ng/mL foi observada do 4° ao 12°
dia, atingindo o pico no 8° dia do ensaio. Os efeitos de IL-2, purificada apés secregdo por células
caninas, sobre a proliferagdio de CMSP homdlogas, na auséncia de estimulo prévio ou
concomitante, ainda ndo foram descritos na literatura para que comparagbes com os dados
obtidos no presente trabalho possam ser feitas. Contudo, resultados semelhantes aos nossos foram
relatados quando IL-2 humana recombinante foi utilizada a 25 U/mL para induzir proliferagdo de

CMSP de cinco cées sadios e o efeito proliferativo foi demonstrado a partir de cinco dias de
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tratamento, atingindo o ponto maximo entre o 8° e 10° dia de cultivo (HELFAND et al., 1992).
Anilises da populagdo de CMSP humanas responsivas a estimulagdo exdgena com IL-2
demonstraram que em torno de 10% da populago de linfécitos (TAYLOR et al., 1986) e células
NK (LAKHANPAL et al., 1987; CALIGIURI et al., 1990), que expressam o receptor de 1L-2,
proliferam na presenga da citocina.

Uma explicagdo alternativa para a proliferagdo induzida pela preparagdo de rcall-2
obtida de E. coli seria o possivel efeito de LPS sobre a ativagdo de CMSP. Um efeito
proliferativo foi demonstrado em linfécitos humanos, quando estes foram estimulados com
concentragdes acima de 100 ng/mL de LPS (MATTERN et al., 1994; ULMER et al., 2000). Para
rechagar esta possibilidade, a concentragdo de LPS na amostra de proteina purificada foi
mensurada e correspondeu a 0,18 ng/mL nos pogos de cultura, muito inferior aquela concentragio
necessaria para induzir proliferagdo em células humanas (MATTERN et al., 1994; ULMER et
al., 2000). Isso sugere que € improvavel que o efeito proliferativo observado decorra da presenca
de tal contaminante.

Em nossos experimentos, a proliferagdo celular foi avaliada somente a partir do 4° dia
de cultivo. Neste momento da cinética, a incorporagéo de timidida radioativa por CMSP tratadas
com 50 ng/mL de rcalL-2 purificada foi 12 vezes maior que a incorporagdo basal.
Provavelmente, a proliferacdo de CMSP resultante da estimulagido com IL-2 pode ter inicio mais
precocemente dependendo, possivelmente, da concentragdo de [L-2 utilizada. De fato, Fenwick e
cols, 1988, estudando 10 cées sadios, mostraram que concentragdes de IL-2 humana acima de
100 U/mL sdo capazes de promover proliferagéo celular detectavel apés 72 horas.

Quando o SN COS rcalL-2 foi utilizado no tratamento das CMSP, nas dilui¢des de
1:2, 1:20 ou 1:200, o pico de proliferagdo se manteve no 8° dia (aproximadamente 3.000 CPM) e

essa persistiu apenas até o 10° dia de cultivo. Contudo, a magnitude da prolifera¢éo foi menor do
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que aquela promovida pela proteina recombinante purificada de E. coli (aproximadamente 10.000
cpm). Ao longo do periodo de cultivo, a diluigio de sobrenadante que induziu maior efeito
proliferativo foi a de 1:20, seguida da diluigéio de 1:2 e 1:200. As razdes para esta diminuigo do
efeito proliferativo quando CMSP foram cultivados na presenga de SN COS rcalL-2 na diluigido
de 1:2, ndo foram determinadas.

A definigdo das condi¢cdes em que IL-2, associada ou ndo a IL-12, é capaz de
estimular a produgdo de IFN-y por CMSP de cdo permitira a realizago de futuros estudos para
avaliar a utilidade dessa molécula como moduladora da resposta imune celular do tipo Tyl em
cdes. Para definir tais condigdes, CMSP dc; oito cdes sadios foram estimuladas com SN COS
rcall.-2, SN COS sccallL-12 ou a combinac,‘;ﬁo das duas citocinas. Em estudos anteriores, nosso
grupo demonstrpu que IL-12 canina recombinante, expressa na forma de cadeia Unica no
sobrenadante de células COS-7 transfectadas com a construgdo pcDNA3.1-sccall-12, induz a
expressio de RNAm de IFN-y em CMSP de cdes sadios e naturalmente infectados por L.
chagasi/infantum (DOS SANTOS er al., 2004). No presente estudo, CMSP cultivadas na
presenga de SN COS rcalL-2, na diluigdo de 1:4, ndo produziram IFN-y em niveis
significantemente maiores que os basais (p>0,05). Estudos realizados no homem mostram que a
IL-2 humana recombinante ¢ capaz de induzir produgdio de niveis detectiveis de IFN-y por
linfécitos periféricos da maioria dos individuos quando utilizada em concentragdes acima de 100
U/mL, isto é, acima de 10 ng/mL (KOBAYASHI et al., 1989; CHAN et al., 1991). Portanto, é
possivel que a concentragéio de IL-2 canina recombinante presente no sobrenadante de COS-7
utilizado neste estudo seja inferior a 10 ng/mL e/ou que células de cdo necessitem de maiores
quantidades de IL-2 para produzirem IFN-y in vitro. Quando as CMSP foram estimuladas com
SN COS sccall-12 nas diluigdes de 1:10, 1:200 ou 1:4000, tampouco houve produgdo de IFN-y

em niveis significantemente maiores que os basais (p>0,05). Entretanto, a resposta ao estimulo
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por IL-12 foi heterogénea na populagdo estudada. Enquanto cinco dos oito cies doadores
exibiram aumento médio de apenas duas vezes sobre a produgdo basal, os outros trés cies
apresentaram um aumento de 30, 36 e 80 vezes na produgdo de IFN-y induzida por SN COS
sccalL-12 diluido de 1:10 e mantiveram esta magnitude de resposta em dilui¢gdes maiores até
1:4000. E possivel que a variagdo encontrada tenha sido resultante de diferengas no estado de
ativagdo dos linfécitos circulantes de cada cdo. Um outro grupo de investigadores relatou que
quando CMSP de apenas trés cdes sadios foram estimuladas com 5 ng/mL de IL-12 canina
recombinante, IFN-y foi produzido trés vezes mais que o nivel basal (STRAUSS-AYALI et al.,

2005).

Interessantemente, concentragdes de IL-2 ou de IL-12 que por si s6 ndo foram
capazes de induzir uma produgdo de IFN-y significantemente maior que a produgdo basal,
quando associadas, promoveram efeito até 500 vezes maior que a [L-12 isoladamente. Este efeito
sinérgico foi promovido, em diferentes magnitudes, com células de todos os cées utilizados como
doadores e foi mais intenso nos animais que responderam menos a 1L-12 utilizada isoladamente.
Um efeito sinérgico semelhante foi anteriormente descrito em linfécitos humanos do sangue
periférico quando estimulados com IL-2 humana recombinante associada a IL-12 humana

purificada (KOBAYASHI et al., 1989).

Os resultados descritos no presente trabalho encorajam a avaliagéo da associagdo de
ambas as citocinas em estudos que visem o estabelecimento de resposta celular especifica e
predominantemente do tipo Thl em cées naturalmente infectados por L. chagasi/infantum. Em
tais estudos, poderdo ser utilizadas doses baixas de IL-2 e de IL-12, que acarretariam baixa
toxicidade, ineficazes isoladamente, mas capazes de promover efeito bioldgico quando

associadas (KAUFMAN et al., 2002). Para isso, a IL-2 obtida a partir da expressdo em E. coli
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transformada pela construgdo pRSET-calL-2 ou a construg@io plasmidial pcDNA3.1-calL-2
poderdo ser administradas em caes.

Além disso, como um efeito sinérgico sobre a producdo de IL-10 ja foi descrito em
linfécitos T estimulados simultaneamente com IL-2 e IL-12 (JEANNIN et al., 1996) e, na LV, a
IL-10 € responsavel pela redugdio da apresentagfio antigénica por macréfagos e da produgdo de
citocinas por células Tyl ou NK, acarretando em inibi¢8o da resposta imune celular (BARRAL-
NETTO et al., 1998), a indugéo da expressdo de IL-10 pela associag¢do de IL-2 e IL-12 caninas
recombinantes, assim como seu efeito sobre a resposta imune celular no cdo devem ser avaliados.

E finalmente, como recentemente varios estudos tém sugerido que IL-2 é mais
importante para a prevengéo contra autoreatnlvidade e que IL-15 participa no estabelecimento de
células de memoéria (WALDMANN et al., 2002; VILLINGER et al., 2004; STAUBER et al,
2006), no futuro, experimentos deverdo ser realizados para comparar a utilidade de 1L-2 e de IL-
15 (ainda a ser clonada por nosso grupo) caninas recombinantes como adjuvantes de um método

imunoterapico e/ou de uma vacina contra leishmaniose visceral canina
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7 CONCLUSOES

De acordo com os objetivos do nosso estudo, podemos concluir que:

1. Interleucina-2 canina recombinante, obtida da purificagdo do sedimento de E. coli ou

secretada no sobrenadante de células COS-7, apresenta atividade biologica.

2. IL-2 canina recombinante promove efeito proliferativo em CMSP de cdes sadios na

auséncia de estimulo prévio ou concomitante.

3. A combinagdo de IL-2 e IL-12 caninas recombinantes, secretadas nos sobrenadantes de

células COS-7, promove efeito sinérgico sobre a produgdio de IFN-y em CMSP de cies

sadios.
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