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RESUMO

ATIVAÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES CANINAS POR INTERLEUCINA-2 E 
INTERLEUCINA-12 RECOMBINANTES HOMÓLOGAS. ANDRÉA MENDES PEREIRA. 
Visando avaliar futuramente o potencial de citocinas na indução de resposta imune celular 
específica do tipo ThI quando associadas a antígeno(s) recombinante(s) de Leishmania 
chagasi/infantum no cão, a combinação de IL-2 e IL-12 caninas recombinantes é analisada no 
presente trabalho. Aqui, descrevemos a clonagem do DNA complementar (cDNA) e, pela 
primeira vez, a expressão de IL-2 canina recombinante biologicamente ativa em Escherichia 
coli e por células de mamífero. Para expressão em E. coli, utilizou-se a construção pRSET-calL- 
2, anteriormente gerada por nosso grupo. Para expressão em células de mamíferos, foi realizada 
a clonagem do cDNA de IL-2, sintetizado por reação de transcrição reversa seguida de reação 
da polimerase em cadeia (RT-PCR) a partir do RNA total de células mononucleares do sangue 
periférico (CMSP) de cão estimuladas com concanavalina A (Con-A), no vetor pcDNAS.l, 
gerando a construção pcDNA3.1-caIL-2. O sucesso da clonagem em ambos os vetores de 
expressão foi confirmado a partir do sequenciamento de DNA e comparação dos resíduos de 
nucleotídeos com a seqüência de IL-2 canina previamente descrita por outro grupo de 
investigadores. A IL-2 canina recombinante (rcaIL-2) foi obtida como proteína de fiisão 
contendo cauda de histidina a partir da transformação de E. coli BL21(DE3)pLysS com pRSET- 
caIL-2, purificada por cromatografia de afinidade e renaturada por diálise. Além disso, a forma 
nativa de rcaIL-2 foi secretada no sobrenadante de cultura de células COS-7 transfectadas com a 
construção pcDNA3.1-caIL-2. A atividade proliferativa de rcaIL-2 sobre células CTLL-2 foi 
demonstrada em concentrações de até 220 pg/mL da citocina purificada a partir da expressão em 
E. coli e até a diluição de 1:256 do sobrenadante de COS-7 contendo rcaIL-2. A proteína 
biologicamente ativa foi capaz de manter a proliferação de CMSP de cães 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 diluições de até 1:200 do sobrenadante de COS-7 contendo a citocina, na ausência 
de estímulo prévio ou concomitante. A proliferação foi dose-dependente, com ponto máximo 
ocorrendo no 8° dia de cultivo. A produção de interferon gama (IFN-y) por CMSP de cães 
sadios estimuladas com sobrenadante de COS-7 contendo IL-2 ou contendo IL-12 não foi 
significantemente maior que a produção basal. No entanto, um efeito sinérgico sobre a produção 
in vitro de IFN-y ocorreu quando concentrações subótimas de ambas as citocinas foram 
associadas. Diante dos resultados obtidos, a construção pcDNA3.1-caIL-2 e ambas as formas de 
IL-2 canina recombinante obtidas, assim como as condições experimentais aqui descritas, 
poderão ser utilizadas no futuro para o estudo do potencial de IL-2, associada ou não a IL-12, 
como modulador da resposta imune in vitro e in vivo de cães, durante o desenvolvimento de 
uma vacina ou imunoterapia para leishmaniose visceral canina.
Descritores: Interleucina-2, Imunidade celular, Interferon-gama, Cão.



ABSTRACT

CANINE MONONUCLEAR CELLS ACTIVATION BY HOMOLOGOUS RECOMBINANT 
INTERLEUKIN-2 AND INTERLEUKIN-12. ANDRÉA MENDES PEREIRA. Aiming to 
study in the fiiture the role of cytokines in inducing specific ThI cellular immune response 
when associated to Leishmania chagasi/infantum recombinant antigen(s) in dogs, the 
combination of recombinant canine IL-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-caIL-2, previously generated by our group, was used for E. coli expression. 
For mammalian expression, canine IL-2 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-caIL-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 (rcaIL-2) was expressed as His-tag fiision protein after 
E. coli BL21(DE3)pLysS transformation with pRSET-caIL-2, purified by affinity 
chromatography and renatured through dialysis. In addition, the native form was secreted in 
culture supematants of pcDNA3.1-caIL-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 supematants 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-caIL-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 vivo immune 
response of dogs during the development of a vaccine or immunotherapy for canine visceral 
leishmaniasis.
Keywords: Interleukin-2, Cellular immunity, Interferon-gamma, Dog.



A utilização da espécie canina como modelo experimental tem sido muito útil ao 
avanço da pesquisa biomédica. Isso decorre do fato do cão apresentar muitas semelhanças 
fisiológicas com o ser humano e desenvolver espontaneamente desordens homólogas a entidades 
patológicas humanas (ILAR, 1994). O cão é também um importante objeto de investigação 
científica na Saúde Pública, particularmente no estudo de zoonoses em que atua como fonte de 
infecções para o ser humano e, por isso, torna-se alvo de medidas de controle para tais 
enfermidades.

Uma das doenças infecto-parasitárias na qual o cão parece desempenhar um papel 
importante é a leishmaniose visceral zoonótica (LVZ; DEANE & DEANE, 1955b; ASHFORD et 
al, 1998). A enfermidade é grave, pode ser fatal na maioria dos casos não tratados, e é endêmica 
em vários países da Bacia Mediterrânea, em países do Oriente Médio e no Brasil. Nestas regiões, 
a LVZ é causada pelo protozoário Leishmania chagasi/infantum, cujo principal reservatório da 
infecção é o cão. O agente etiológico é transmitido ao ser humano, na maioria das vezes, pela 
picada de insetos vetores, denominados flebotomíneos, durante o repasto sanguíneo (DESJEUX,
1996).

Após a inoculação do parasito pela picada do inseto vetor, o protozoário é fagocitado 
por macrógafos e, na dependência da existência de condições favoráveis, pode multiplicar-se no 
interior dos fagócitos, bem como disseminar para diversos órgãos, particularmente para aqueles 
ricos em células do sistema fagocítico mononuclear, como fígado, baço, medula óssea e 
linfonodos, e assim causar doença (MC ADAM & SHARPE, 2005). Em seres humanos, a doença 
cursa principalmente com febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia (BEERS & 
BERKOW, 1999; PEARSON et a l, 2000) e, no cão, com lesões cutâneas, perda de peso e

1 INTRODUÇÃO E RELEVÂNCIA
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anemia (MARZOCHI el a l, 1985; TABOADA & MERCHANT, 1995; CIARAMELLA et al.,
1997).

A depender da resposta do hospedeiro, vários desfechos podem ocorrer após a 
infecção por L. chagasi/infantum, tanto no homem como no cão. Estudos prospectivos mostram 
que o homem pode desenvolver uma infecção assintomática (BADARÓ et a l, 1986; 
CARVALHO et ah, 1992; GAMA et a l, 2004), e que esta última pode evoluir para a cura 
espontânea ou para forma sintomática (BADARÓ et a l, 1986; CARVALHO et al., 1992; 
EVANS et a l, 1992). Os estudos no cão também sugerem que esse animal pode apresentar 
qualquer uma das duas formas de infecção (LANOTTE et a l, 1979; POZIO et a/.,1981; 
QUINNELL e/a/., 2001).

A resistência ao estabelecimento da doença ou o controle do progresso da infecção 
depende provavelmente da resposta imune inata, da resposta imune celular específica adquirida e 
do desenvolvimento e manutenção de células de memória pelo hospedeiro (KAYE et a l, 2004). 
A resposta imune capaz de controlar a infecção envolve a produção de interferon gama (IFN-y), 
ativação de macrófagos e destruição dos parasitos intracelulares, promovida pela ativação do 
metabolismo do oxigênio e do óxido nítrico (MURRAY et a l, 1983).

O tratamento farmacológico que, na maioria das vezes, é eficaz e resulta em cura 
clínica duradoura na doença humana (COOK et a l, 1993), não proporciona os mesmos resultados 
na doença canina. No cão, a quimioterapia promove, apenas transitoriamente, remissão das 
manisfestações clínicas, ocorrendo, com grande freqüência, recaída após a interrupção da 
administração dos fármacos (MANCIANTI et a l, 1988; SLAPPENDEL & TESKE, 1997; 
MORENO et al., 1999; BANETH & SHAW, 2002). Além disso, o tratamento não elimina a 
infectividade do cão para o vetor (ALVAR et al., 1994) e pode contribuir para a seleção 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 Saúde 
incluem a investigação epidemiológica, o tratamento de casos humanos, o combate ao inseto 
vetor, a eliminação do principal reservatório, realizada pela identificação e sacrifício de cães 
naturalmente infectados, e educação em saúde (BRASIL, 2003). Como essas medidas são 
dispendiosas e trabalhosas, freqüentemente elas não são mantidas pelo período necessário ao 
alcance da prevenção da infecção, prejudicando o controle da LVZ (COURTENAY eí al., 2002).

Uma maneira possivelmente adequada para controlar a infecção e/ou o 
desenvolvimento da doença, tanto para Saúde Pública quanto para a Medicina Veterinária, seria o 
uso de uma vacina e/ou um método imunoterápico para leishmaniose visceral (LV) canina 
capazes de previnir a transmissão do parasito do cão para o inseto vetor e que, provavelmente, 
culminaria com a redução da incidência de LV em humanos (DYE, 1996; MORENO & ALVAR, 
2002).

Em nosso laboratório, pretende-se avaliar combinações de antígenos recombinantes 
de L. chagasi/infantum e citocinas caninas recombinantes quanto à capacidade de induzir resposta 
imune celular específica protetora em cães sem exposição prévia ao agente, ou em cães com LV, 
submetidos ou não a um curso curto de quimioterapia convencional, visando o desenvolvimento 
de uma vacina ou de um método imunoterápico, respectivamente. Para seleção de antígenos 
candidatos, nosso grupo de pesquisa produziu uma biblioteca de cDNA e uma biblioteca 
genômica de L. chagasi/infantum e, além disso, clonou em plasmídeos ou recebeu como doação o 
DNA complementar (cDNA) de várias citocinas caninas a serem analisadas como moduladores 
da resposta imune (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y, GM-CSF e TNF-a). Com essas 
construções, algumas das citocinas caninas recombinantes foram expressas em Escherichia coli 
(IL-4, IFN-y e GM-CSF) ou em células de linhagem de mamífero (IL-12, IFN-y e GM-CSF).
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No presente trabalho, a produção de IL-2 canina recombinante biologicamente ativa 
por E. coli e por células de mamífero é descrita, bem como a análise da capacidade dessa citocina 
de induzir proliferação e, na ausência ou na presença de IL-12 canina recombinante, promover 
produção de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico de cães sadios.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 A LEISHMANIOSE VISCERAL

2.1.1 Aspectos gerais

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar na Ásia e na África, é 
defmida como uma doença infecto-parasitária sistêmica causada por protozoários intracelulares 
viscerotrópicos pertencentes ao gênero Leishmania (BEERS & BERKOW, 1999).

A infecção natural ocorre pela inoculação de formas infectantes do agente na pele do 
hospedeiro através da picada de insetos vetores hematófagos, nos quais o parasito se desenvolve 
após ter sido sugado de outro indivíduo (URQUHART et al, 1990). Tais insetos, denominados 
flebotomíneos, pertencem à família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e aos gêneros 
Phlebotomus e Lutzomyia, no Velho e no Novo Mundo, respectivamente (LAINSON et al, 
1977).

A etiologia da LV é atribuída a protozoários flagelados do complexo Leishmania 
donovani, no qual, baseado em características geográficas, epidemiológicas e clínicas, distingue- 
se três espécies como causadoras da maioria dos casos de LV - Leishmania donovani, Leishmania 
infantum e Leishmania chagasi (LAINSON et al., 1987). Mais recentemente, baseados em 
semelhanças genéticas, alguns autores consideraram as espécies L. infantum e L. chagasi 
essencialmente indistinguíveis (MOMEN et al., 1987; MAURÍCIO et al., 1999). No presente 
trabalho, será seguida a denominação L. chagasi/infantum para ambas.
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A LV causada pela L. donovani ocorre principalmente no Sudão, Bangladesh, índia e 
Nepal e resulta em uma forma antroponótica da doença, cujo principal reservatório é o homem. Já 
a LV conseqüente à infecção por L. chagasi/infantum acomete principalmente os países da Bacia 
Mediterrânea, do Oriente Médio e da América do Sul e causa uma forma zoonótica da doença, 
que tem o cão como principal reservatório da infecção (DESJEUX, 2001).

Em áreas endêmicas de leishmaniose visceral zoonótica (LVZ), a prevalência da 
infecção canina é elevada, chegando à cerca de 40% de cães sororeagentes (POZIO et al., 1981; 
EVANS et al., 1990; PARANHOS-SILVA et al., 1996) ou até 80% de cães com DNA parasitário 
detectável (BERRAHAL et a l, 1996; SOLANO-GALLEGO et a l, 2001; QUINNELL et al, 
2001; DOS-SANTOS eí al., comunicação pessoal), enquanto que uma taxa de incidência de 6,55 
casos/cão/ano já foi relatada em uma área endêmica do Sudoeste da Bahia (PARANHOS-SILVA 
e la l, 1998).

No continente americano, 90% dos casos humanos são notificados no Brasil, onde a 
incidência média da doença é de 3.500 casos por ano distribuídos em quatro regiões geográficas, 
exceto na Região Sul (BRASIL, 2003). Inicialmente, no Brasil, a LVZ era restrita à área rural ou 
silvestre, atingindo quase que exclusivamente seres humanos ou cães que entrassem em contato 
íntimo com a mata (DEANE & DEANE, 1955a). Mais recentemente, novos focos da doença têm 
surgido em áreas onde florestas são derrubadas para implantação de frentes de trabalho e 
desenvolvimento de agronegócios (DESJEUZ, 1996; GUERRA et a l, 2004). Associado a isso, 
com a migração da população humana de áreas rurais para áreas urbanas, surtos epidêmicos e 
focos endêmicos da doença têm ocorrido em áreas periurbanas de várias das grandes cidades 
brasileiras, notadamente nas regiões Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2003). Outros fatores 
relacionados ao surgimento de condições que modificam a suscetibilidade do hospedeiro como.
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por exemplo, a coinfecção com vírus da imunodeficiência humana (HIV), também têm 
favorecido o aumento do número de casos da doença (ALVAR et al., 1997).

No Brasil, as estratégias de controle da LVZ baseiam-se em atividades de educação 
em saúde, no diagnóstico e tratamento precoce dos casos humanos, na aplicação de inseticidas 
para redução da população de flebotomíneos nos prováveis locais de habitat do inseto e na 
eliminação dos reservatórios domésticos identificados através de inquéritos sorológicos 
(BRASIL, 2003).

Entretanto, a remoção de cães sororeativos das áreas endêmicas não parece contribuir 
efetivamente para o sucesso do controle da enfermidade (DIETZE et al., 1997; ASHFORD, et al. 
1998), provavelmente porque a identificação dos reservatórios é baseada em ensaio de 
imunofluorescência indireta para detecção de anticorpos em amostras de sangue eluídos de papel 
de filtro (BRASIL, 1996 apud BRAGA et al., 1998), cuja sensibilidade é baixa quando 
comparada a outros métodos mais sensíveis (EVANS et al., 1990; ASHFORD et al., 1995; 
BERRAHAL et al., 1996). Além disso, podem ocorrer longos períodos de latência e boa parte 
dos cães pode não produzir anticorpos em níveis detectáveis (QUINNELL et al., 2001; 
COURTENAY et al., 2002). Mais ainda, cães infectados podem continuar transmitindo o 
parasito para o inseto vetor por cerca de até 80 dias após a coleta da amostra de sangue, quando 
em média, o sacrifício dos animais com resultado sorológico positivo é realizado (BRAGA et al.,
1998).

2.L2 Aspectos clínicos no ser humano

Após a infecção por L. chagasi/infantum, a maioria dos seres humanos desenvolve a 
forma clínica assintomática, que pode evoluir para cura espontânea (PAMPIGLIONE et al., 
1974; BADARÓ et al., 1986; EVANS et al., 1992; GAMA eí al., 2004). Alguns indivíduos, no
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entanto, desenvolvem a forma clássica da doença, exibindo febre irregular, palidez, perda de peso 
progressiva, queda de cabelo, distúrbios digestivos (diarréia, anorexia e vômito), episódios de 
sangramento espontâneo (epistaxis, gengivorragia, enterorragia e hematúria), tosse seca, 
taquicardia e hipotensão arterial (PEARSON et al., 2000). Ao exame físico, revelam-se intensa 
esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenomegalia, freqüentemente associadas a edema que 
tende a encobrir a extensão do emagrecimento (HO et al., 1982). Os achados laboratoriais mais 
comuns são pancitopenia (anemia, leucopenia e plaquetopenia), hipoalbuminemia e 
hipergamaglobulinemia policlonal, com inversão da razão albumina/globulina em uma fase mais 
tardia da doença (PAMPIGLIONE et al., 1974). Infecções secundárias pulmonares e intestinais 
contribuem para a mortalidade. Na ausência de tratamento, a doença progride para um quadro de 
hepatoesplenomegalia grave, caquexia e óbito em um a dois anos após o surgimento das 
primeiras manifestações clínicas (BEERS & BERKOW, 1999).

Com 0 tratamento quimioterápico, a maioria dos pacientes com a forma clássica da 
doença desenvolve cura clínica e resposta ao teste cutâneo de hipersensibilidade tardia 
(PAMPIGLIONE et al., 1975; BADARÓ et a l, 1986). Esses indivíduos são resistentes a 
reinfecções enquanto não desenvolvem supressão da imunidade mediada por célula, como ocorre 
em indivíduos infectados por HIV (ALVAR et al., 1997).

2.1.3 Aspectos clínicos no cão

A semelhança do que ocorre no ser humano, no cão a infecção por L. 
chagasi/infantum pode causar desde uma doença crônica sistêmica até formas assintomáticas, que
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chegam a representar em tomo de 10% da população canina soropositiva de uma área endêmica 
(LANOTTE et a l, 1979; POZIO et al, 1981; PINELLI et a/., 1994; FERRER, 1999; RHALEM 
et al, 1999a).

Cães infectados naturalmente (POZIO et al, 1981; CABRAL et a l, 1993; PINELLI 
et al., 1994; RHALEM eí al., 1999a; LEANDRO et al., 2001) ou experimentalmente 
(ABRANCHES et a l, 1991; OLIVEIRA et a l, 1993; SANTOS-GOMES et a l, 2003) podem não 
exibir manifestações clínicas por longos períodos ou podem apresentar lesões cutâneas (úlcera, 
descamação, pelagem opaca e alopecia), lesões oculares (ceratoconjuntivite e uveíte), 
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 normocítica normocrômica, 
leucopenia, plaquetopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (CIARAMELLA eí al., 
1997; PAS A et al., 2005). Nos casos mais severos, depósitos de imunocomplexos, gerados pela 
acentuada produção de anticorpos e circulação de antígenos parasitários, tendem a gerar 
poliartrite, vasculite (BRANDONÍSIO et a l, 1990; VAMVAKIDIS et a l, 2000) e 
glomemlonefrite (POLI et a l, 1991; ZARAGOZA eí al, 2003). Esta última parece contribuir 
para distúrbios da coagulação e plaquetopenia (CIARAMELLA eí a l, 2005) e, quando associada 
à falência renal, é a principal causa mortis. Alguns animais apresentam dificuldade de 
deambulação resultante de neuralgias, polimiosítes, fissuras nos coxins e periosteítes 
(TABOADA & MERCHANT, 1995). Na literatura, há relatos de tosse relacionada a pneumonia 
intersticial (TRYPHONAS e ta l, 1977).



23

Diferentemente do que ocorre após o tratamento da doença humana, no cão a 
administração de drogas antimoniais, em combinação ou não com alopurinol ou anfotericina B, 
não é capaz de promover cura ch'nica persistente e eliminar a infectividade do cão para o vetor 
(MANCIANTI et a l, 1988; OLIVA et a l, 1995; SLAPPENDEL & TESKE, 1997; BANETH & 
SHAW, 2002). Após o tratamento, os cães chegam a apresentar redução sem eliminação 
completa do parasitismo, acompanhada de remissão clínica. Porém, esta é seguida de recaída 
entre cinco meses (ALVAR et a l, 1994; MORENO et a l, 1999; GUARGA et a l, 2002) a seis 
anos após o final do tratamento (GRAMICCIA et a l, 1992). Alguns estudos apontam a 
imunossupressão induzida em cães infectados com L. chagasi/infantum como determinante do 
fracasso da quimioterapia no controle definitivo da progressão da doença (OLIVA et a l, 1995; 
MORENO et a l, 1999; RHALEM et a l, 1999a).

2.2 A RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

2.2.1 Aspectos gerais da imunidade à Leishmania

Nas doenças causadas por patógenos intracelulares, a resistência adquirida contra a 
infecção depende do desenvolvimento de imunidade específica mediada por células do tipo T 
“helper” 1 (ThI) (ABBAS & LICHTMAN, 2003). O estabelecimento desse tipo de resposta 
depende, dentre outros fatores, do tipo de citocinas expressas na fase inicial da infecção, quando 
uma resposta ThI ou Th2 pode ser induzida durante a exposição do hospedeiro a moléculas do 
microorganismo, promovendo expansão clonal de linfócitos T CD4^ e T CD8^, na presença 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 
determinação do curso da infecção por L. chagasi/infantum tem sido gerado através de estudos 
em modelos experimentais murinos. No camundongo, a LV experimental não reproduz o curso 
fatal da infecção como pode ocorrer em indivíduos suscetíveis das espécies humana e canina. 
Contudo, os padrões de resistência ou suscetibilidade exibidos por diferentes linhagens murinas 
isogênicas e mutantes têm permitido a análise dos mecanismos imunológicos envolvidos na 
estimulação e manutenção de funções efetoras contra o parasito (KAYE et al., 2004).

Após a infecção por L. chagasi/infantum, o agente é fagocitado pelo macrógafo, 
dentro do qual, na dependência da existência de condições favoráveis, ele pode se multiplicar no 
interior do fagolisossoma e disseminar para diversos órgãos (MC ADAM & SHARPE, 2005). O 
desfecho dessa exposição ao parasito depende, entre outros fatores, da influência das 
características genéticas do hospedeiro sobre o desenvolvimento de imunidade, tanto em uma 
fase bastante inicial da infecção, como durante o estabelecimento de resposta imune adquirida 
específica (KAYE et a l, 2004).

Mecanismos de resistência inata, capazes de interferir na taxa de multiplicação do 
parasito no macrófago durante a fase inicial da infecção (BLACKWELL, 1983a; CROCKER et 
al, 1984), já  foram relacionados a expressão de genes envolvidos na regulação do pH interno do 
fagolisossoma (GOSWAMI et a l, 2001). O silenciamento do gene murino S lclla l (VIDAL et 
al, 1995), que codifica uma molécula transportadora de prótons na membrana do fagolisossoma, 
assim como polimorfismos no mesmo gene humano e canino (Nrampl) já  foram relacionados a 
suscetibilidade à LV (ALTET et al, 2002; MOHAMED et a l, 2004).

Mesmo que inicialmente o hospedeiro se beneficie da resistência inata para controlar 
a infecção, a resposta imune adquirida é que parece determinar o grau de eficácia deste controle 
(LECLERCQ et al, 1996). O fenótipo de resistência á infecção exibido pela maioria das
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linhagens murinas é altamente dependente do haplótipo do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) (BLACKWELL, 1983b) e pode ser reconstituído em camundongos 
mutantes suscetíveis à infecção a partir da transferência de células CD4^ e CDS"̂  originadas de 
camundongos resistentes desafiados com o parasito (STERN et al., 1988; KAYE et al., 1992). No 
cão, relatos de variações de suscetibilidade a infecções experimentais entre animais mestiços 
(PINELLI et al., 1994), assim como de resistência à progressão da doença em determinadas raças 
(SOLLANO-GALLEGO et a l, 2000), sugerem que fatores genéticos podem influenciar a 
capacidade do cão de responder à infecção. De fato, a associação entre o alelo DLA-DRBl e a 
suscetibilidade ao agente foi demonstrada em cães mestiços de uma área endêmica do Brasil 
(QUINNELL et al., 2003). Entretanto, no ser humano nenhuma associação entre haplótipos do 
MHC humano (HLA) e suscetibilidade à progressão da LV foi identificada até o momento 
(MEDDEB-GARNAOUl et a l, 2001; PEACOCK et a l, 2002).

As principais células que participam do controle do progresso da infecção por L. 
chagasi/infantum são o macrófago, o linfócito T CD4^, o linfócito T CD8^ e a célula “natural 
killer” (NK). O macrófago exerce um papel central, não só por ser a célula que hospeda o 
parasito, mas também por ser responsável pelo controle de sua multiplicação e por sua destruição. 
Nele, a multiplicação do agente é controlada pela ativação de mecanismos microbicidas, 
envolvendo a produção de metabólitos do óxido nítrico e do oxigênio (NATHAN et a l, 1983; 
MURRAY & CARTELLI, 1983; MURRAY & NATHAN, 1999).

O estado de ativação do macrófago depende da influência de substâncias que podem 
ser secretadas pelos dois subtipos de linfócitos Th ativados após a exposição ao agente. Quando, 
em conseqüência à infecção, ocorre estimulação de linfócitos T CD4'  ̂ específicos do tipo ThI, 
estas células produzem predominantemente interferon-gama (IFN-y) e este promove ativação do 
macrófago e destruição dos parasitos (LIEW et a l, 1989; MURRAY & NATHAN, 1999). Esse
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tipo de resposta é exibido por seres humanos e cães que desenvolvem a forma assintomática da 
LV, bem como por aqueles que apresentam remissão clínica após serem tratados da forma 
clássica da doença (HALDAR et al, 1983; CABRAL et a l, 1992; CARVALHO et a l, 1992; 
D'OLIVEIRA JUNIOR et a l, 1997; MORENO et a l, 1999; RHALEM et a l, 1999a; RHALEM 
et a l, 1999b). Esses indivíduos apresentam resposta linfoproliferativa in vitro à estimulação com 
antígenos parasitários (CARVALHO et al, 1981; HALDAR et al, 1983; MELLER-MELLOUL 
et al, 1991), com produção de IFN-y, IL-2 e TNF-a (CARVALHO et al, 1985; BACELLAR et 
al, 1991; CILLARI e ta l, 1991; HOLADAY eta l, 1993; PINELLI e ta l, 1994; GHALIB e ta l, 
1995; PINELLI e ta l, 1995).

Por outro lado, se durante a infecção ocorrer estimulação de linfócitos T CD4^ 
específicos do tipo Th2, e produção de IL-4 e de IL-10 por essas células, sucede-se a inativação 
de macrófagos e, conseqüentemente, o favorecimento da multiplicação e distribuição 
generalizada do parasito (HEINZEL et a l, 1989; SADICK et a l, 1990). Tanto no ser humano 
como no cão, esse tipo de resposta está associada a forma sintomática da infecção e é 
caracterizada por uma resposta celular ineficiente (CARVALHO et a l, 1981; HALDAR et al, 
1983, SACKS et a l, 1987, MELLER-MELLOUL et a l, 1991; CABRAL et a l, 1993; PINELLI 
et a l, 1994; PINELLI et a l, 1995), com predomínio da produção de IL-4 e de IL-10, em 
detrimento da produção de IFN-y e IL-2, na presença de antígenos parasitários (CARVALHO et 
al, 1985; GHALIB et a l, 1993; CARVALHO et al, 1994; SUNDAR et a l, 1997; PINELLI et 
al, 1999b; HOLADAY, 2000; SANTOS-GOMES et al, 2002; da COSTA-PINHEIRO et al, 
2005), associada á intensa estimulação policlonal de linfócitos B com produção de grandes 
quantidades de anticorpos específicos e inespecíficos para o parasito (BADARÓ et a l, 1986; 
GALVÃO-CASTRO et al, 1984; BRANDONISIO et al, 1990; LEANDRO et a l, 2001). Além
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dos anticorpos, fatores séricos imunossupressores contribuem para estimulação da produção de 
IL-10 por macrófagos em detrimento da produção de IL-12 (BARRAL et a l, 1986; BARRAL- 
NETO et a l, 1991; BRANDONÍSIO et a l, 1996; MILES et a l, 2005).

Enquanto que linfócitos ThI CD4'  ̂ são essenciais para o desenvolvimento de 
imunidade contra o parasito, linfócitos T CD8^ podem contribuir para o predomínio da resposta 
ThI (KHARAZMl et a l, 1999; UZZONA et al, 2004), para destruição do parasito por 
mecanismos citotóxicos (SMITH et al, 1991; PINELLI et al, 1995) e para a proteção contra 
reinfecções (MULLER, 1992; GURUNATHAN et a l, 2000; MURRAY, 2005).

No cão doente, a incapacidade de linfócitos T de responder a antígenos do parasito 
em uma fase precoce da infecção (PINELLI et a l, 1994; DE LUNA et a l, 1999; RHALEM et 
al, 1999a; SANTOS-GOMES et al, 2003) pode estar associada a uma acentuada redução da 
população de linfócitos T CD4^ e T CD8^ (MORENO et al, 1999) e a uma inibição da expressão 
de moléculas coestimulatórias B7 por células apresentadoras de antígenos (PINELLI et al, 
1999a).

Células NK também podem contribuir para ativação macrofágica através da produção 
de IFN-y e interação com outras células efetoras (HARMS et a l, 1991; SHARTON & SCOTT, 
1993; LASKAY et al, 1993; NYLEN et a l, 2003; BAJENOFF et al, 2006). A ativação de 
células NK, que parece decorrer da estimulação por IL-12 durante a fase inicial da infecção ou da 
exposição direta aos antígenos parasitários (NYLEN et a l, 2003; BAJENOFF et a l, 2006), 
contribui para redução da carga parasitária no tecido do hospedeiro (MATTNER et a l, 2006).

A magnitude da resposta inicial e a resistência adquirida durante a infecção primária 
parecem determinar a resistência à reinfecções. Após um segundo desafio com o antígeno 
parasitário (ISMAIL et a l, 1999) ou durante a reinfecção (ZAPH et a l, 2004), linfócitos T CD4^ 
efetores, eficientemente estimulados durante o curso da infecção primária, são capazes de migrar
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para o sítio de inoculação, ao mesmo tempo em que uma população de células de memória, 
induzida precocemente durante o primeiro contato com o parasito, é capaz de proliferar e migrar 
do linfonodo para o loca! de nova penetração do agente (ZAPH et a l, 2004). No camundongo, foi 
demonstrado que a integridade da população de linfócitos T € 0 4 “̂ e CD8^ (MURRAY et al., 
1989) assim como, o estabelecimento desta população de células de memória (MURRAY, 2005), 
é essencial para a prevenção da reativação da infecção após quimioterapia com compostos 
antimoniais. Na LV humana, a população de linfócitos T de memória, reduzida durante a fase 
ativa da doença, é reestabelecida após terapia convencional (CILLARI et al., 1991). Todavia, 
ainda não se conhece os mecanismos que promovem a manutenção e expansão dessas células de 
memória durante a infecção (SCOTT, 2005).

2.2.2 A interleucina 2 e a modulação da resposta imune na leishmaniose 
visceral

A IL-2 foi inicialmente descrita como um fator de crescimento presente no 
sobrenadante de cultura de linfócitos estimulados com fitohemaglutinina e capaz de manter a 
proliferação de linfócitos normais derivados de medula óssea humana (MORGAN eí al., 1976). 
Essa citocina é uma glicoproteína monomérica com peso molecular em tomo de 15 kDa 
(TANIGUCHl eí al., 1983), secretada naturalmente por linfócitos ativados por estímulos 
mitogênicos e antigênicos e que é capaz de promover proliferação de linfócitos T (SMITH, 1980) 
e citotoxicidade mediada por células NK (HENNEY eí al., 1981).

A lL-2 é secretada principalmente por linfócitos T, sendo as células ThI as que mais 
produzem IL-2 após estímulo antigênico. Linfócitos T CD4^ e CDS"̂  secretam IL-2 após 
estimulação específica durante a exposição ao antígeno a partir da interação do complexo
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TCR/CD3 e de CD28 com MHC-antígeno e moléculas B-7 na célula apresentadora de antígeno 
(APC), respectivamente (ABBAS & LICHTMAN, 2003). Além disso, a estimulação policlonal 
por anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, também promove a produção de IL-2 por linfócitos T 
CD4^ (GAFFEN & LIU, 2004). Algumas APC, como linfócitos B (WALKER et a l, 1988) e 
células dendríticas (GRANUCCI et al., 2001) também são capazes de produzir pequenas 
quantidades de IL-2 e, assim, contribuir para a ativação do linfócito T durante a exposição ao 
antígeno.

A IL-2 atua como um fator de expansão para populações de linfócitos T ativados e 
participa na determinação da magnitude e da duração da resposta imune primária e de memória. 
Durante o estabelecimento da resposta imüne contra um determinado patógeno, a expansão 
seletiva de populações de linfócitos T depende da produção e secreção de IL-2 e de seu receptor 
de alta afinidade na superfície da célula ativada (ABBAS & LICHTMAN, 2003). A interação de 
IL-2 com seu receptor ativa vias de sinalização intracelular dependentes de fosfolipase C que, 
através da regulação de fatores de transcrição (NFAT, NFkB e AP-1) (JAIN et al., 1995), 
promovem a expressão de genes relacionados à regulação do ciclo celular (MIYAZAKI et al., 
1995) e à expressão de IL-2 e de seu próprio receptor (BETTENS et a l, 1984; TAYLOR et a l, 
1986), resultando na proliferação de clones de linfócitos ativados.

A IL-2 também participa da regulação da resposta imune e do controle do 
estabelecimento de autoimunidade. Quando ocorre persistência do estímulo antigênico, a IL-2 
promove a expressão de Fas-L pelo linfócito que, ao interagir com seu ligante (Fas), induz a 
morte programada de populações de linfócitos T ativados, contribuindo para a homeostase na 
resposta imune (VAN PARIJS & ABBAS, 1998; REFAELI et a l, 1998). Um outro efeito 
regulatório de IL-2 está relacionado à sua participação no desenvolvimento e ativação de células
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tímicas regulatórias CD4^ CD25^, prevenindo o estabelecimento de autoimunidade (MALEK et 
al, 2000; MALEK et al, 2002).

O receptor de lL-2 é constituído de três cadeias polipeptídicas e denominadas a (p55 
ou CD25), ß (p75 ou CD122) e y (p65 ou CD132). As células linfóides podem expressar apenas a 
cadeia a -  que compõe o receptor de baixa afinidade, as cadeias a  e ß -  que compõem o receptor 
de afinidade intermediária, ou as três cadeias -  que compõem o receptor de alta afinidade, 
conferindo, através dessas diferenças de afinidade, um mecanismo de controle da magnitude da 
expansão de populações ativadas (RJCKERT et a l, 2005; STAUBER et a l, 2006). Após a 
exposição a fontes exógenas de IL-2, uma parte da população de linfócitos circulantes é capaz de 
proliferar, mesmo na ausência de outros estímulos. Essas células expressam constitutivamente a 
cadeia ß do receptor de IL-2 e, na presença da citocina passam a expressar também a cadeia a do 
receptor, que aumenta a afinidade deste pela citocina (BETTENS et a l, 1984; TAYLOR et al., 
1986). A análise fenotípica das células que respondem à IL-2, na ausência de outro estímulo 
aparente, revela que a sua maioria é representada por uma grande parte de células NK 
(TRINCHIERI et a l, 1984; WILLIAMS et a l, 1985; CALIGIURI et al, 1990) e por uma menor 
fração de células T (TRINCHIERI et al, 1984; LAKHANPAL et a l, 1987).

Em células NK, a IL-2 também é capaz de induzir a expressão de IFN-y, mesmo na 
ausência de outros estímulos (WEIGENT et al, 1983; TRINCHIERI et al, 1984), e mediar a 
atividade citotóxica (HENNEY et a l, 1981; DEVOS et a l, 1984; HELFAND et a l, 1992) contra 
células neoplásicas e agentes infecciosos (KAUFMANN et al, 1987; MANNA et a l, 1993).

Quando administrada in vivo, a IL-2 promove proliferação, principalmente no fígado, 
baço, rins, linfonodos e cerébro, de uma população de células com características de linfócitos 
citotóxicos (ETTINGHAUSEN et a l, 1985; ORTALDO et al, 2005). Além disso, logo após a
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administração de IL-2, observa-se aumento transitório da concentração sérica de IFN-y secretado 
por células NK (THORNTON et al, 2001; ORTALDO et al, 2005).

Camundongos atímicos infectados por L. donovani e não responsivos à quimioterapia 
com antimoniais, restabelecem a resposta celular após a administração de IL-2 ou após a 
reposição de linfócitos T, sugerindo que fontes exógenas de IL-2 revertem a refratariedade ao 
tratamento provocada pela ausência de células efetoras específicas (MURRAY et al., 1989). Em 
camundongos BALB/c, o uso de IL-2 promove a formação de granulomas bem desenvolvidos, 
capazes de isolar o parasito, e a expressão de IFN-y no tecido hepático (MURRAY et al., 1993).

Em pacientes humanos que exibem a forma clássica da LV, a adição de IL-2 e IFN-y 
restabelece a resposta celular específica irt vitro contra antígenos de L. chagasi/infantum e a 
produção de IFN-y por células mononucleares do sangue periférico (CMSP) (CARVALHO et al., 
1994). Além disso, a imunossupressão induzida por soro de pacientes com LV, contendo altos 
níveis séricos de receptor solúvel de lL-2, sobre células de indivíduos assintomáticos ou normais 
é restaurada pela adição de IL-2 (BARRAL-NETO et al., 1991). No calazar indiano, a atividade 
citotóxica in vitro de células NK de pacientes doentes é restabelecida aos níveis normais a partir 
do tratamento prévio de CMSP com IL-2 (MANNA et a l, 1993).

No cão, já  foi descrito o aumento da produção de IL-2 por CMSP de animais que não 
exibem manifestações clínicas após a infecção por L. chagasi/infantum (PINELLI et al, 1994). 
Entretanto, até o momento, nâo 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 modulação da resposta imune na leishmaniose 
visceral

A IL-12 foi inicialmente descrita como um fator produzido por linfócitos B humanos 
transformados com vírus Epstein-Barr, capaz de ativar células NK, de induzir proliferação e 
produção de IFN-y por linfócitos T (KOBAYASHI et al., 1989). Trata-se de uma proteína 
heterodimérica, composta das subunidades p35 e p40 unidas por pontes dissuldíficas, produzida 
por monócitos, macrófagos, neutrófilos, microglia, células dendríticas e, em menor escala, por 
linfócitos B apresentadores de antígeno, mediante estímulos inflamatórios gerados por bactérias, 
parasitos intracelulares e fungos (TRINCHIERI, 2003).

As propriedades biológicas de IL-12 mais bem caracterizadas são aquelas sobre os 
linfócitos. Embora não promova proliferação de células não estimuladas, a IL-12 é capaz de 
aumentar a atividade proliferativa de linfócitos T e células NK quando estas também são expostas 
à IL-2, a lectinas mitogênicas, a antígenos e a anticorpos anti-CD3 (KOBAYASHI et al., 1989; 
BERTAGNOLLI et a l, 1992).

Em linfócitos T e células NK, a lL-12 induz a produção de IFN-y, o qual aumenta a 
atividade microbicida e a expressão de MHC classe I e MHC classe II em células fagocíticas, 
deflagrando a resposta imune inata e regulando a diferenciação e expansão de populações de 
linfócitos ThI CD4^ e CD8^ antígeno-específicos (WATFORD e ta l,  2003).

O IFN-y também é capaz de aumentar a produção de lL-12, gerando um mecanismo 
de regulação positiva na resposta imune ThI (TRINCHIERI, 2003). Por outro lado, a produção 
de IL-12 é inibida especialmente por IL-10, através do bloqueio da transcrição de p35 e p40 
(D’ANDREA et a l, 1993; ASTE-AMEZAGA et a l, 1998), e por TGF-p, através da 
instabilização da molécula de RNAm de p40 (DU & SRIRAM, 1998).
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Devido às suas propriedades biológicas e por ser capaz de reverter respostas imunes 
em curso para o tipo ThI (HSIEH et al., 1993), a utilização de IL-12 como adjuvante em 
imunoterapias vem sendo investigada, especialmente em enfermidades onde o estabelecimento de 
resposta Th2 é prejudicial ao indivíduo.

Em modelos murinos suscetíveis ao desenvolvimento de LV, a administração de IL- 
12 murina recombinante durante a primeira semana de infecção de camundongos BALB/c 
promove o controle da multiplicação do parasito, aumento da produção de IFN-y e redução da 
produção de IL-4 por esplenócitos estimulados ex vivo por antígenos parasitários (HEINZEL et 
al, 1993). A neutralização de IL-12 endógena durante as quatro semanas iniciais de infecção por 
L. donovani em camundongos impede o controle da multiplicação do parasito com aumento da 
carga parasitária, redução da produção de IFN-y e da formação de granulomas. Estes dados 
sugerem que, em uma fase inicial da interação 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 específica e produção de IFN-y quando na presença 
de IL-12 humana recombinante (GHALIB et al., 1995). Resultados semelhantes foram 
observados em CMSP de pacientes com LVZ, nas quais a IL-12 é capaz de induzir a produção de 
IFN-y e a resposta proliferativa e citotóxica após estimulação na presença de antígenos de L. 
chagasi/infantum (BACELLAR et a l, 1996).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que CMSP obtidas de cães infectados 
naturalmente com L. chagasi/infantum e exibindo manifestações clínicas de LV canina, 
expressam maiores quantidades de RNAm de IFN-y quando cultivadas na presença de IL-12 
canina recombinante de cadeia única, mesmo na ausência de estímulo antigênico (DOS SANTOS 
et al., 2004). Resultados semelhantes foram relatados por outro grupo de investigadores. A
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resposta proliferativa específica e produção de IFN-y por CMSP de cães sintomáticos 
naturalmente ou experimentalmente infectados por L. chagasi/infantum é restaurada ou 
aumentada, respectivamente, na presença de IL-12 canina recombinante e abolida na presença de 
IL-10 canina recombinante (STRAUSS-AYALI et a l, 2005).

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

A demonstração de que IL-2 é capaz de induzir a produção de IFN-y e citotoxicidade 
por células NK circulantes humanas (TRINCHIERI et a l, 1984) e de que este efeito, também 
promovido por IL-12, é aumentado sinergicamente quando as duas citocinas são utilizadas 
simultaneamente (KOBAYASHI et a l, 1989; CHAN et a l, 1991), vêm suscitando o interesse 
sobre o potencial desta combinação na modulação da resposta imune contra patógenos 
intracelulares.

Inicialmente, foi descrito que este efeito sinérgico ocorre através de mecanismos pós- 
transcricionais que acentuam a estabilidade do RNAm de IFN-y e aumentam sua meia-vida 
(CHAN et al,\992). Mais tarde, este aumento na estabilidade do RNAm foi atribuído também a 
ativação da proteína cinase C citoplasmática (YE et a l, 1995).

Além de favorecer a produção de IFTSÍ-y por células NK, as duas citocinas aumentam 
a atividade lítica de células citotóxicas. Doses sub-ótimas de IL-2 combinadas com IL-12 levam a 
um aumento de atividade lítica duas vezes superior à adição dos efeitos individuais de cada 
citocina. Foi demonstrado que este aumento de citotoxicidade está relacionado a maior expressão 
de granzimas e perforinas, também aumentadas de modo sinérgico por IL-2 associada a IL-12 
(DE BLAKER-HOHE et a l, 1995). Essas propriedades sinérgicas de IL-2 e IL-12 permitem a
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utilização de doses sub-ótimas de ambas, reduzindo os efeitos tóxicos promovidos por maiores 
doses de cada uma quando utilizadas isoladamente (KAUFMAN et al., 2002).

Um efeito sinérgico e benéfico da associação de IL-2 e IL-12 sobre a resposta imune 
já foi descrito na hanseníase, onde assim como na LV, a suscetibilidade à multiplicação do agente 
infeccioso e à disseminação das lesões também está associada à ausência de resposta proliferativa 
in vitro contra antígenos específicos. Em pacientes suscetíveis, a associação de IL-2 e IL-12 
humanas recombinantes foi capaz de promover um acentuado efeito sinérgico sobre a resposta 
celular e produção de IFN-y específica in vitro, capaz de aumentá-los até alcançar a intensidade 
de resposta exibida por CMSP de pacientes resistentes (de JONG et al., 1997).

Esses dados sugerem que lL-2 e IL-12 agem sinergicamente para restabelecer 
respostas ThI antígeno-específicas e que esta propriedade pode ser aplicada em estratégias 
imunoterápicas contra leishmaniose visceral zoonótica.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir IL-2 canina recombinante (rcaIL-2) e avaliar sua atividade funcional em 
CMSP de cães sadios, associada ou não a IL-12 canina recombinante.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Purificar rcaIL-2 biologicamente ativa produzida por E. coli.
■ Clonar o cDNA e produzir rcaIL-2 biologicamente ativa em células de mamíferos.
■ Analisar a capacidade de rcaIL-2 de induzir proliferação em células mononucleares do 

sangue periférico homólogas.
■ Analisar a capacidade de rcalL-2 de induzir IFN-y por células mononucleares do sangue 

periférico homólogas, associada ou não a IL-12 canina.

3 OBJETIVOS



37

4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.] PRODUÇÃO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM Escherichia coli

4,1.1 Obtenção e sequenciamento da construção codificando o cDNA de IL-2 
canina

Para produção de IL-2 canina em E. coli, foi utilizada uma construção previamente 
produzida em nosso laboratório, pRSET-caIL-2 (RODRIGUES et a l, comunicação pessoal). 
Para elaboração dessa construção, a seqüência de cDNA de IL-2 desprovida da seqüência líder, 
foi inserida no vetor pRSET-B após amplificação por PCR usando como molde a construção 
pcRII-caIL-2 (DUNHAM et a l, 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-caIL-2 foi submetida a reação de 
seqüenciamento, realizada através de colaboração com Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto do 
Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (FIOCRUZ, Recife, 
PE). Os produtos da reação foram fracionados em seqüenciador ABI3100 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, EUA) e analisados através do programa SeqAnalysis, versão 5.1 (Applied 
Biosystems).
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A expressão de IL-2 canina foi realizada em E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS 
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) transformada com a construção pRSET-caIL-2, 
seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, uma colônia da bactéria transformada 
com pRSET-caIL-2 foi cultivada em 50 mL de meio Luria Bertani (LB caldo), preparado com 
1% p/v de triptona (HiMedia Laboratories, Mumbai, índia), 0,5% p/v de extrato de flingo (Vetec 
Química, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e 1% p/v de NaCl com 50 fxg/mL de ampicilina e 35 
|Lig/mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) a 37°C e 250 rpm por 16 h, para 
obtenção de um inóculo 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). 0  
crescimento bacteriano foi acompanhado a cada 60 min pela medida da densidade óptica (D.O.) a 
600 nm em espectrofotômetro (Ultrospec 2000; Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra). 
Quando o valor da D.O. atingiu 0,5, isopropil-tio-P-galactosideo (IPTG; Invitrogen Corporation) 
foi acrescentado ao meio de cultura na concentração final de 1 mM. Amostras de 1 mL de cultura 
foram coletadas em microtubos, antes e 5 h após a indução, para posterior análise da expressão 
por SDS-PAGE a 15% (LAEMMLI, 1970). Após 5 h de indução, 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 
solução aquosa de 50 mM de Tris.HCl -  pH 7,6, 1% v/v de Triton X-100 e 1 mg/mL de lisozima. 
A suspensão foi homogeneizada e mantida sobre gelo durante 30 min. Em seguida, o material foi 
submetido a sonicação 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,

4.1.2 Expressão de IL-2 canina recombinante em E. coli
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EUA). Para sedimentação de restos celulares, a suspensão contendo bactérias lisadas foi 
centrifugada a 4.000 g e 4°C por 20 min, e o sobrenadante, contendo corpúsculos de inclusão 
(SCHOEMAKER et a l, 1985), foi centrifugado a 17.000 g e a 4°C por 15 min. O sedimento 
obtido foi homogeneizado em 15 mL de solução aquosa de 50 mM de Tris.HCl -  pH 7,6; 1 mM 
de EDTA e 100 mM de NaCl e depois lavado em 15 mL de solução aquosa de 10 mM de EDTA 
e 0,5% de Triton X-100. O sedimento final, enriquecido com IL-2 canina recombinante (rcaIL-2) 
na forma insolúvel, foi lavado duas vezes em 50 mM de Na2HP04 e 300 mM de NaCl - pH 8,0 e, 
em seguida, solubilizado em 15 mL de 20 mM de Na2HP04, 500 mM de NaCl, 10 mM imidazol 
e 8 M de uréia - pH 7,4. Através da análise da amostra por SDS-PAGE, foi estimada a presença 
de aproximadamente 5 mg de rcaIL-2 nos 15 mL da preparação de proteínas solubilizadas.

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

Como a construção pRSET-caIL-2 promove a expressão da proteína recombinante 
com um segmento de seis moléculas de histidina na extremidade amina da cadeia polipeptídica, a 
purificação de rcaIL-2 a partir do lisado de E. coli foi baseada em um método de cromatografia 
de afinidade, utilizando uma coluna cromatográfica elaborada com matriz de partículas de 
agarose ligada a íons de níquel. Proteínas exibindo uma seqüência de histidinas, que possuem 
núcleo imidazólico, se ligam ao níquel e podem ser deslocadas da matriz através do tratamento 
com imidazol.

Para a purificação da citocina, uma coluna cromatrográfica foi preparada em um 
suporte de borossilicato de 1 cm de diâmetro 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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instruções do fabricante. Resumidamente, depois de colocada na coluna, a resina foi lavada com 
10 mL de H2O deionizada autoclavada, carregada com íons de níquel através da passagem de 1,5 
mL de solução aquosa de NÍSO4 a 0,1 M e, em seguida, equilibrada com 2 mL de tampão de 
ligação (20 mM de Na2HP04; 500 mM de NaCl; 10 mM de imidazol e 8 M de uréia -  pH 7,4).

Um volume de 7,5 mL da solução de proteínas solubilizadas, descrita na seção 
anterior, foi aplicado à coluna e o efluente foi coletado e armazenado a 4°C. A resina foi lavada 
com 50 mL de tampão de lavagem (20 mM de Na2HP04; 500 mM de NaCl; 50 mM de imidazol e
8 M de uréia -  pH 7,4) e, em seguida, eluída com cerca de 20 mL de tampão de eluição (20 mM 
de Na2HP04; 500 mM de NaCl; 250 mM de imidazol e 8 M de uréia -  pH 7,4). Frações com 
volume de cerca de 4 mL foram coletadas para posterior análise por SDS-PAGE. Depois disso, os 
outros 7,5 mL de solução de proteínas foram aplicados sobre a resina e o processo foi repetido. 
Finalmente, os efluentes das duas passagens das proteínas solubilizadas foram misturados e 
passados na coluna, que foi lavada e eluída conforme descrito previamente. As três primeiras 
frações eluídas de cada um dos três ciclos de passagem pela coluna foram misturadas após a 
análise por SDS-PAGE indicar que mais de 90% das proteínas dessas frações correspondiam a 
rcaIL-2, gerando um volume de aproximadamente 36 mL.

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

Um volume de 8 mL dos 36 mL da mistura das frações cromatográficas contendo a 
citocina, foi submetido a um processo de diálise semelhante ao descrito por Guisez e cois. (1993). 
Resumidamente, 8 mL contendo rcalL-2 purificada foram misturados a 22 mL de tampão de 
eluição a fim de ajustar a concentração protéica para aproximadamente 50 (ig/mL. Os 30 mL
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resultantes foram transferidos para um saco de diálise com membrana de 12.400 kDa de 
porosidade (Sigma-Aldrich) e submetidos a um banho, sob agitação leve, a 4°C, por sete dias 
consecutivos, usando os tampões discriminados na Tabela 1.

Após o último banho, o conteúdo do saco de diálise foi centrifugado a 30.000 g e a 
4°C, durante 30 min, para remoção de proteínas 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 solução de rcaIL-2 renaturada foi 
filtrada através de membrana de 0 ,2 2  ixm para esterilização e a concentração protéica foi 
determinada por microensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). Depois disso, albumina sérica 
bovina (BSA) foi acrescentada de modo a alcançar a concentração final de 0,1% (p/v) e alíquotas 
de 600 (aL foram distribuídas em 20 microtubos estéreis, congeladas e armazenadas a -70°C até o 
uso. Uma alíquota foi usada para determinação da concentração de endotoxina, usando o ‘k it’ 
Quantitative Chromogenic LAL (Cambrex, New Jersey, NJ, EUA).

Tabela 1. Composição dos tampões usados na renaturação por diálise de IL-2 canina recombinante
Dia Tampão fosfato - pH 7.4 (M) NaCl (M) Uréia (M) DTT(mM) Volume do banho 

(mL)
r 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
40 0,01 0,15 2 1 150
5° 0,01 0,15 - 1 150
6° 0,01 0,15 150
70 0,01 0,15 500
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4.2 PRODUÇÃO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM CÉLULAS DE MAMÍFERO

4.2.1 Sumário do procedimento

Para expressão de IL-2 canina em células de mamífero, o cDNA que codifica a 
proteína foi clonado conforme técnicas convencionais de biologia molecular (SAMBROOCK et 
al., 2000). O DNA complementar (cDNA) de IL-2 foi sintetizado por reação de transcrição 
reversa (RT) do RNA total de células mononucleares de sangue periférico de cão (CMSP) 
estimuladas com concanavalina-A e amplificado por reação em cadeia da polimerase (PCR), 
utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos contendo seqüências adicionais para 
acréscimo de sítios de restrição. O fragmento de DNA gerado foi digerido por duas 
endonucleases restritivas e submetido à ligação ao plasmídeo pcDNA3.1/myc-His A (Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, CA, EUA), previamente digerido pelas mesmas duas enzimas. A 
construção obtida foi usada para transformação de E. coli e o sucesso da clonagem foi analisado 
através do sequenciamento do inserto no plasmídeo. A construção foi usada para transfecção de 
células de linhagens de mamífero e produção de rcaIL-2 secretada no sobrenadante de cultura.

4.2.2 Isolamento de CMSP de cães e obtenção de RNA total

Uma amostra de 25 mL de sangue foi coletada de um cão sadio adulto sem raça 
definida, por punção da veia cefálica, usando seringa contendo 500 Ul de heparina sódica 
(Eurofarma, São Paulo, SP, Brasil), acoplada a um dispositivo para infusão endovenosa. A 
amostra de sangue foi diluída de 1:2 em solução salina balanceada de Hanks (HBSS; Sigma-
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Aldrich) tamponada com 10 mM de ácido 4-(2-hidroxietii)piperazina-l-etano-sulfônico, pH 7,0 
(HEPES; Invitrogen Corporation). Em tubos de polipropileno de 50 mL, dois volumes de sangue 
diluido foram depositados sobre um volume de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). Após 
centrifugação 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 centrifugações 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 |J.M 
de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) e 50 |j,g/mL de gentamicina (Nova Farma Ltda., Anápolis, 
GO, Brasil), aqui denominado meio RPMI completo. A concentração celular foi determinada 
através de contagem em câmara de Newbauer e a viabilidade celular foi avaliada por teste de 
exclusão por coloração com azul de Trypan (Sigma-Aldrich), conforme instruções do fabricante.

Com o objetivo de induzir a expressão de RNAm de IL-2, CMSP foram cultivadas na 
concentração de I x 10̂ /mL em um volume total de 2 mL de meio RPMI completo com 10 
jig/mL de concanavalina A (Con-A; Sigma-Aldrich), em placa de Petri de 35 mm de diâmetro 
(Corning Incorporated Life Sciences, Acton, MA, EUA), a 37°C, em atmosfera úmida com 5% 
CO2. por 24 h (BUJDOSO ei a l, 1995; ABDALLA, et al, 2003). O RNA total de CMSP foi 
purificado usando Trizol (Invitrogen Corporation), conforme instruções do fabricante. 
Resumidamente, as células foram lisadas com 1 mL de Trizol e misturadas com 200 pL de 
clorofórmio. Após incubação à 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 e incubada a temperatura ambiente por 10  min. 
0 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 îM de oligonucleotídeo iniciador ajusante 
5’CCGGAATTCTCAAGTCAGTGTTGAGAAGATGC, 0,05 U/̂ L de Taq DNA polimerase e 
tampão de reação (20 mM de Tris-HCI - pH 8,4 e 50 mM de KCI). Depois de um ciclo inicial a 
94°C por 2 min e 30 s, a reação de amplificação 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 
oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados baseando-se na seqüência de IL-2 canina 
previamente descrita por Dunham e cois. (1995). O oligonucleotídeo iniciador amontante foi 
construído com um sítio de restrição para a endonuclease BamHI e seqüência Kozak (KOZAK, 
1986), estendendo da posição 4 a 9 e da posição 15 a 21, respectivamente. Já o oligonucleotídeo 
iniciador ajusante foi construído com um sítio de restrição para a endonuclease EcoRI e um 
códon de terminação, estendendo da posição 4 a 9 e da posição 10 a 12, respectivamente.

Um volume de 10 îl da reação de PCR foi analisado através de eletroforese em gel de 
agarose (Amersham Biosciences) a 1% em tampão Tris-acetato-ácido etilenodiaminotetracético - 
EDTA (TAE; 20 mM de Tris, 0,1% v/v de ácido acético e 1 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 foi fi'acionada no gel que, em seguida, foi corado com solução aquosa de brometo de 
etídeo (Sigma-Aldrich) na concentração de 0,5 |_ig/mL. A migração das bandas presentes no gel 
foi documentada pelo sistema Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). A PCR resultou na 
amplificação de um fi-agmento de DNA com cerca de 494 pb, compatível com o cDNA de IL-2 
(468 pb) mais 26 pares de base inseridos nas extremidades pelos oligonucleotídeos iniciadores 
utilizados.
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mL de etanol a 75% (v/v). Após centrifugação a 7.500 g e 4°C por 5 min, o sedimento de RNA 
foi ressuspenso em 30 [iL de H2O deionizada previamente tratada com dietilpirocarbonato 
(DEPC; Sigma-Aldrich) a 0,1% (v/v), para inibir RNAses.

A concentração e o grau de pureza do RNA total foram estimados pela medida da 
D.O. a 260/280 nm em espectrofotômetro de amostras diluídas de 1:200 em H2O tratada com 
DEPC a 0,1%.

4.2.3 Síntese do cDNA de IL-2 por reação de transcrição reversa (RT) seguida 
de reação em cadeia da polimerase (PCR)

A RT foi realizada em um volume de 10 |aL, 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/|o,L de oligonucleotídeo iniciador (Oligo (dT)i2-i8 Primer), 10 U/̂ L de 
transcriptase reversa do vírus Moloney da leucemia murina (M-MLV Reverse Transcriptase), 1 
mM de adenosina trifosfato (ATP), 1 mM de timidina trifosfato (TTP), 1 mM de guanina 
trifosfato (GTP), 1 mM de citosina trifosfato (CTP), tampão de reação (50 mM de Tris-HCI - pH 
8,3, 75 mM de KCl e 3 mM de MgCb), 2 U/|iiL de inibidor de RNAses (RNaseOUT) e 0,01 M de 
ditiotreitol (DTT). A reação foi realizada durante 50 min a 42°C e 5 min a 95°C, em 
termociclador (Mastercycler Gradient; Eppendorf, Hamburg, Alemanha).

A PCR foi realizada em um volume total de 50 p,l, usando reagentes fabricados pela 
Invitrogen Corporation, Na reação foram usados os 10 1̂ resultantes da RT contendo cDNA, 0,2 
HM de oligonucleotídeo iniciador amontante 5’CGCGGATCCAAGCCACCATGGGCAA
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O produto da PCR, proveniente de 40 p.L da reação, foi fracionado por eletroforese 
em gel de agarose a 1% contendo 0,5 |j,g/mL de brometo de etídio, e purificado com ‘kit’ de 
extração de DNA a partir de gel de agarose (QIAquick Gel Extraction Kit; Qiagen, Hilden, 
Alemanha), conforme instruções do fabricante. Resumidamente, sob luz ultravioleta uma fatia do 
gel com aproximadamente 300 mg, contendo moléculas de DNA com peso molecular compatível 
com cDNA de IL-2 canina, foi excisada e transferida para um microtubo. As moléculas de cDNA 
foram solubilizadas em tampão QG, precipitadas com isopropanol e aplicadas a uma coluna de 
sílica-gel. Depois de sucessivas lavagens da coluna com tampão PE, para eliminação de 
contaminantes e restos de agarose, o cDNA, a partir de agora denominado cDNA de IL-2 canina, 
foi eluído da coluna com H2O deionizada autoclavada.

Com 0 objetivo de gerar extremidades coesivas entre o produto da PCR e o sítio 
múltiplo de clonagem do vetor, aproximadamente 2 (ig do cDNA de IL-2 canina purificado e 2 
Ug de DNA do plasmídeo pcDNA3.1 foram separadamente digeridos. As reações foram 
realizadas em volumes de 60 \iL, a 37°C, por 1 h, com 4 U de BamHI e 2 U de EcoRI 
(Fermentas, Hanover, MD, EUA), em tampão de digestão (Y+/Tango; 33 mM de Tris-acetato -  
pH 7,9, 10 mM de acetato de magnésio, 66 mM de acetato de potássio e 0,1 mg/mL de BSA; 
Fermentas). Os produtos da digestão do cDNA de IL-2 canina e do plasmídeo pcDNA3.1 foram 
fracionados em gel de agarose a 1% contendo 0,5 |o,g/mL de brometo de etídio e purificados 
conforme descrito anteriormente.

A reação de ligação entre 0 cDNA de IL-2 canina e 0 plasmídeo foi realizada em um 
volume de 15 p,L, a I 6°C durante 16 h. Uma estimativa das quantidades de DNA usadas na

4.2.4 Clonagem do cDNA de IL-2 canina em plasmídeo pcDNA3.1
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reação foi feita a partir de observação visual de amostras fracionadas em gel de agarose coradas 
com brometo de etídio. Na reação, foram usados aproximadamente 180 ng do cDNA de IL-2 
canina digerido (482 pb) e 20 ng do plasmídeo digerido (5500 pb), lU  de T4 ligase (USB 
Corporation, Cleveland, Ohio, EUA) em tampão de ligação (66 mM de tampão Tris-HCI - pH 
7,6, 6,6 mM de MgCl2, 10 mM de DTT e 66 nM de ATP; USB Corporation).

Os produtos da ligação foram usados para transformação de E. coli da linhagem 
Top 10 (Invitrogen Corporation) por eletroporação, conforme instruções do fabricante. 
Resumidamente, uma alíquota de 100 p.L de E. coli ToplO eletrocompetente, preparada conforme 
descrito por Sambroock e cois. (2000), foi transferida para uma cuveta de eletroporação de 2 mm 
de distância entre os eletrodos (Invitrogen Corporation), a qual foram adicionados 1,5 f̂ L do 
produto de ligação. A cuveta foi submetida a um pulso de 2,5 V a 200 ohms e 25 |iF em 
eletroporador (Gene Pulser; Bio-Rad Laboratories). Após a descarga elétrica, o conteúdo 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-ágar 
(LB caldo, 1,5% p/v agar -  Invitrogen Corporation), contendo 100 |ag/mL de ampicilina, foram 
semeadas com amostras de 50 e 200 |xL da suspensão de bactéria e cultivadas a 37°C por 16 h. O 
cultivo de E. coli nas placas semeadas com 50 e 200 |iL  da suspensão gerou 58 e 214 colônias de 
bactéria, respectivamente.
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Visando a seleção de clones de E. coli transformadas com a construção pcDNA3.1- 
caIL-2, amostra de bactérias de 10 colônias, oriundas da placa de Petri semeada com 50 |j,L do 
produto da reação de transformação, foram separadamente coletadas e transferidas para tubos de 
vidro contendo 5 mL de meio LB caldo com 100 jxg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C e 250 
rpm por cerca de 14 h. Depois desse período, alíquotas de 800 jaL provenientes de cada tubo 
foram acondicionadas em tubos de criopreservação na presença de 70 de dimetilsufóxido 
(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 
extração de plasmídeo (mini-preparação) pelo método de lise alcalina (SAMBROOCK et al., 
2000). Resumidamente, sedimentos de bactérias foram obtidos após centrifugação e, em seguida, 
ressuspensos em 100 |aL de tampão com 25 mM de Tris-HCI, 10 mM de EDTA - pH 8,0 e 50 
mM de glicose. Em cada microtubo, as bactérias em suspensão foram lisadas pelo acréscimo de 
200 |iL  de solução aquosa de 0,2 N de NaOH e 1% p/v de dodecil sulfato de sódio (SDS). O 
DNA cromossômico e o SDS foram precipitados pela adição de 150 (xL de solução aquosa de 
acetato de sódio a 5 M -  pH 5,5. Após centrifugação, cada sobrenadante foi transferido 
separadamente para outro microtubo e o DNA plasmidial foi precipitado pela adição de dois 
volumes de etanol absoluto, sedimentado por centrifugação e lavado com etanol a 70% (v/v). Por 
fim, cada sedimento de DNA plasmidial foi ressuspenso em 50 [xL de H2O deionizada 
autoclavada contendo 20 ng/mL de RNase A (Sigma-Aldrich).

Amostras de plasmídeos purificados foram submetidas à digestão por 2 U de BamHI 
e I U de EcoRI, em tampão de digestão Y+/Tango (Fermentas), no volume final de 10 nL, a

4.2.5 Seleção de clones de Escherichia coli contendo pcDNA3.1-caIL-2
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37°C por 1 h. Em seguida, os produtos da digestão 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 plasmídeos compatíveis com a construção pcDNA3.1-caIL-2 
foi submetida à reação de seqüenciamento, realizada através de colaboração com Dr. Osvaldo 
Pompilio de Melo Neto do Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu 
Magalhães (FIOCRUZ), conforme descrito no item 4.1.1.

4.2.7 Expressão de IL-2 canina recombinante em células de mamíferos

Células COS-7, de linhagem fibroblástica de rim de macaco verde (CRL-1651, 
American Type Culture Collection -  ATCC; Manassas, VA, EUA), foram transfectadas com a 
construção pcDNA3.1-caIL-2, através do método de lipofecção, usando lipofectamina 
(invitrogen Corporation), conforme recomendações do fabricante. Resumidamente, um milhão de 
células 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 
^g/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 50 |xg/mL de gentamicina, a partir daqui 
denominado de DMEM completo, foram transferidas para cada um de dois frascos de cultura 
com área de 175 cm̂  (Coming Incorporated Life Sciences). Depois de 24 h de cultivo a 37°C em 
atmosfera úmida com 5% de CO2, quando a monocamada de células aderentes cobria cerca de 
50% da área 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 fig de pcDNA3.1-caIL-2 e
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pcDNA3.1, previamente purificados com “kit” para purificação de plasmídeos (QIAgen® 
Plasmid Mini Kit, QIAgen), conforme instruções do fabricante, foram separadamente misturados 
a 40 |iL  de lipofectamina e uniformemente gotejados sobre as células de cada um dos frascos. 
Após 5 h de incubação, o meio de transfecção 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 e um volume de 12 mL de DMEM completo fresco foi 
acrescentado a cada frasco de cultura.

Após as coletas, os sobrenadantes foram centrifugados a 800 g e a 4°C por 15min, e 
armazenados a 4°C. Após a última coleta, os sobrenadantes provenientes de cada frasco de 
cultura foram misturados (cerca de 48 mL) e filtrados, usando membrana de 0,22 um, aliquotados 
e armazenados a -20“C, até o momento de uso.

4.3 ANÁLISE DE ATIVIDADE BIOLÓGICA DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE

A atividade biológica de rcaIL-2 purificada a partir da produção em E. coli ou 
produzida em sobrenadante de células COS-7 foi determinada pela capacidade da citocina de 
estimular a proliferação de células CTLL-2 (TIB-214, ATCC). Este clone de células T 
citotóxicas, originadas de camundongos C57BL/6, é dependente de IL-2 para sua sobrevivência 
em cultura (GILLIS & SMITH, 1977) e pode ser estimulado a proliferar na presença de IL-2 de 
várias espécies, incluindo a IL-2 de cão (CERRUTI-SOLA et al, 1984).

Para a realização dos ensaios, células CTLL-2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 
suplementado com 2 mM de piruvato de sódio (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina, 10% de
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SBF (RPMI suplementado) e 10% de sobrenadante de esplenócitos 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 três vezes em HBSS 
tamponada e a concentração de células viáveis em suspensão, estimada por contagem em câmara 
de Newbauer e coloração por azul de Trypan, foi ajustada para 1 x 10̂  células/mL. Um volume 
de 100 |j,L da suspensão de células foi transferido para cada poço de uma placa de 96 poços de 
fundo chato (Corning Incorporated). A nove triplicatas de poços foram acrescentados 100 
)j,L/poço de RPMI suplementado ou de RPMI suplementado contendo T-STIM (controle 
positivo) em diluições quíntuplas e seriadas de 1:2 até 1:6250. Em um ensaio, foram testadas 
triplicatas com 100 ^L/poço de diluições seriadas quíntuplas de 1:10 até 1:781.250 de 0,1% de 
BSA (p/v) em PBS (como controle negativo) e de rcaIL-2 renaturada (teste), nas mesmas 
diluições correspondentes a faixa de concentração protéica de 700 ng/mL a 9 pg/mL. Em um 
outro ensaio, foram testadas triplicatas com 100 |xL/poço de sobrenadante de células COS-7 
transfectadas com pcDNA3.I (SN COS 0; controle negativo) ou com pcDNA3.1ca-IL-2 (SN 
COS rcaIL-2; teste) diluídos dupla e seriadamente de 1:2 até 1:256 em RPMI suplementado.

As células CTLL-2 foram incubadas a 37°C, em atmosfera úmida com 5% de CO2, 
por 24 h, e a cada poço foram adicionados 30 jxL de meio RMPI suplementado contendo 1 jiC i de 
timidinaiH]̂ “̂ (atividade específica 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 partículas beta emitidas durante 0 período 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-padrão dos valores de cpm das triplicatas de poços tratados com 
cada diluição testada.



52

4.4 PRODUÇÃO DE IL-12 CANINA RECOMBINANTE

Sobrenadantes de cultura de células COS-7 contendo IL-12 canina recombinante na 
forma de cadeia única e biologicamente ativa (SN COS sccaIL-I2) foram obtidos através de 
transfecção com a construção pcDNA3.1-sccaIL-12 (SANTOS et a l, 2004), de maneira 
semelhante ao método descrito no item 4.2.7.

4.5 ANIMAIS

Foram utilizados oito cães sadios, sendo quatro machos e quatro fêmeas, com idade 
estimada entre quatro e oito anos, sem raça definida, com porte de médio a grande. Todos os cães 
foram mantidos no canil experimental do CPqGM/FIOCRUZ, conforme as Boas Práticas de 
Experimentação Animal preconizadas para a espécie (OLFERT et al, 1993) e de acordo com as 
normas de experimentação animal da Fundação Oswaldo Cruz. Os animais foram doados ao 
CPqGM por Centros de Controle de Zoonoses de Municípios do Recôncavo Baiano, incluindo 
Salvador, Lauro de Freitas e Dias D’Avila. Esses animais foram submetidos à avaliação 
imunológica humoral e celular específicas e parasitológica por cultura de aspirado esplênico para 
determinação de exposição prévia a L. chagasi/infantum e os resultados foram negativos.

Os cães foram usados como doadores de sangue venoso para obtenção de CMSP. 
Cada cão foi contido fisicamente e a veia cefálica foi puncionada para coleta de 
aproximadamente 25 mL sangue em seringa previamente heparinizada.
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4.6 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE DE
ESTIMULAR CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO (CMSP) DE 
CÃO

4.6.1 Obtenção e caracterização de CMSP

CMSP foram obtidas de cada animal conforme descrito no item 4.2.2. A concentração 
de células foi ajustada em 2 x loVmL em meio RPMI completo e, para determinação da 
constituição da população de células isoladas, uma amostra de 100 pL foi submetida a 
centrifugação sobre lâminas de vidro a 500 rpm, por 10 min, em citocentrífuga (Cientec, 
Piracicaba, SP, Brasil) e depois corada pelo Giemsa (Merck, São Paulo, SP, Brasil).

4.6.2 Efeito proliferativo sobre CMSP

Com o objetivo de determinar as condições em que rcaIL-2 é capaz de estimular a 
proliferação de CMSP, 100 iiL da suspensão de células de cada um de seis cães, na concentração 
de 2 X lOVmL, foram transferidos para cada um de 24 poços de cada uma de seis placas de 96 
poços de fundo chato. A cada poço de um conjunto de três poços, foram adicionados 100 |iL  de 
meio RPMI completo ou rcaIL-2 expressa em E. coli na concentação de 50 ng/mL e SN COS 0 
ou SN COS rcaIL-2 nas diluições de 1:2, 1:20 e 1:200. As placas foram incubadas a 37°C em 
atmosfera úmida com 5% de CO2. No 4°, 6°, 8°, 10°, 12° e 14° dia de cultivo, 30 |iL  de meio 
RMPI completo contendo 1 )j,Ci de timidina[H]̂  ̂foram acrescentados a cada poço 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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e partículas beta emitidas durante o período de um minuto (cpm) foram contadas em aparelho 
Matrix 9600 Direct Beta Counter.

4.6.3 Indução da produção de IFN-y por CMSP

Para avaliação da capacidade de rcaIL-2 de induzir produção de IFN-y em células 
homólogas, em associação ou não a IL-12 canina recombineinte, 100 |o,L de suspensão de CMSP 
de cada um dos oito cães, na concentração de 2 x 10̂ /mL, foram colocados em 54 poços de uma 
placa de 96 poços de fundo chato. Em cada três desses poços, foram acrescentados 100 îL de: (i) 
RPMI completo; (ii) Con-A a 5 p,g/mL (controle positivo); (iü) SN COS rcaIL-2 diluido de 1:4; 
SN COS scca-IL-12 diluido de (iv) 1:10, (v) 1:200 ou (vi) 1:4000; SN COS rcaIL-2 diluido de 
1:4, 1:20, 1:100 ou 1:500 em associação com SN COS sccaIL-I2 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 2.0 0 0  g por 10  min, 
transferidos para novos microtubos e armazenados a -20°C até o uso.

A mensuração da concentração de IFN-y canino presente em sobrenadantes de 
CMSP, cultivadas conforme descrição acima, foi realizada por ELISA de captura usando-se 
anticorpos monoclonal (captura) e policlonal biotinilado (detecção) anti-IFN-y canino (R&D 
Systems Incorporation, Minneapolis, MN, EUA), conforme instruções do fabricante. 
Resumidamente, placas de microtitulação de 96 poços (“High Binding”; Corning Incorporated 
Life Sciences) foram sensibilizadas com 100 jiL/poço de anticorpo de captura na concentração de 
2 p.g/mL, durante 16h, à temperatura ambiente. Os poços foram bloqueados com 300 \xLI poço de 
PBS - pH 7,4 contendo 1% de BSA, 5% de sacarose e 0,05% p/v de azida sódica, por 1 h.
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Diluições 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 poços, no volume de 100 
|o.L/poço, para a curva de calibração. As amostras de sobrenadante de cultura foram testadas em 
duplicatas com 100 jxL/poço e, quando provenientes do cultivo com Con-A e com as associações 
de IL-2 e IL-12, foram testadas na diluição de 1:3 em PBS-pH 7,4 contendo 1% de BSA. Após a 
incubação das amostras por 2 h, os poços foram tratados com 100 î L/poço de 100 ng/mL de 
anticorpo de detecção, por 2 h e, em seguida, incubados com 100 jxL/poço de estreptavidina- 
peroxidase ( R & D  Systems Incorporated) diluída de 1:200, por 30 min. A reação foi revelada 
pela adição do substrato tetrametilbenzidina (TMB; Sigma-Aldrich) por 30 min e neutralizada 
com 50 [J.L de H2SO4 a 1 M. A leitura da D.O. a 450 run do conteúdo dos poços foi realizada em 
espectrofotômetro (Emax Precison Microplate Reader, Molecular Devices Corporation, 
Sunnyvale, CA, EUA). A concentração de IFN-y canino presente em cada amostra foi estimada 
pela comparação dos valores de D.O. das duplicatas de cada amostra com os da curva padrão de 
IFN-y canino recombinante, usando o programa Softmax 3.0, corrigidas pelo fator de diluição, 
quando necessário, e expressas em ng/mL.

4.7 ANALISE ESTATÍSTICA

Para avaliação do efeito proliferativo promovido por IL-2 canina recombinante, as 
médias aritméticas referentes à contagem de emissão radiativa das triplicatas, em cpm, foram 
comparadas por teste t de Welch.
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Para comparação da produção de IFN-y canino promovida por IL-2, por IL-12 
caninas recombinantes ou pela combinação de ambas foi utilizada ANOVA com pós-teste de 
Dunnett. Para comparação entre a produção de IFN-y na presença ou na ausência de Con-A foi 
utilizado teste t de Student.
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5.1 CLONAGEM E EXPRESSÃO DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE
BIOLOGICAMENTE ATIVA EM E. coli E EM CÉLULAS DE MAMÍFERO

Visando avaliar, futuramente, a capacidade de IL-2 canina na forma de proteína 
recombinante, em combinação com IL-12 canina recombinante, de induzir resposta imune celular 
específica do tipo ThI contra antígenos recombinantes de L. chagasi/infantum co-administrados - 
útil no desenvolvimento de vacina, ou de reverter permanentemente a resposta imune específica 
Th2 para ThI em cães com LV tratados com quimioterapia - útil no desenvolvimento de 
imunoterapia, recentemente, em nosso laboratório, o cDNA de IL-2 canina desprovido de 
seqüência líder, foi subclonado em pRSET por PCR a partir do vetor de clonagem pcRIIcaIL-2, 
gerando a construção pRSET-caIL-2 (RODRIGUES et a l, comunicação pessoal).

No presente trabalho, a série de nucleotídeos determinada pelo seqüenciamento do 
inserto mostrou 99% de identidade com o segmento da seqüência de cDNA que codifica IL-2 
canina madura. A comparação entre o cDNA subclonado em nosso laboratório e a seqüência 
previamente descrita por Dunham e cois. (1995) revelou dois nucleotídeos diferentes, na posição 
127 (C =>T), resultando na troca conservativa de fenilalanina por leucina, e na posição 183 
(G=>A), que não acarreta em mudança no aminoácido codificado.

A IL-2 canina recombinante (rcaIL-2) foi expressa na forma de corpúsculos de 
inclusão enriquecidos com a proteína recombinante em E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS 
transformada com a construção pRSET-caIL-2 (figura IA). Como a construção pRSET-caIL-2 
promove a expressão de IL-2 como proteína de fusão com seis moléculas de histidina na

5 RESULTADOS
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extremidade amina da cadeia polipeptídica, depois de solubilizada em uréia, a proteína foi 
purificada por cromatografia de afinidade. A rcaIL-2 purificada foi renaturada por diálise em 
tampões contendo concentrações decrescentes de uréia e DTT, sem que houvesse formação de 
agregados insolúveis. No final do processo, a rcaIL-2 foi obtida na forma solúvel na concentração 
de 7 tig/mL e acrescentada a 0,1% de BSA (Figura IB). A concentração de LPS na amostra foi 
determinada em 25 ng/mL.

Figura 1. Produção de IL-2 canina recombinante em E. coli. A construção pRSET-caIL-2 foí usada para transformação de BL2I(DE3)pLysS e, após indução com 1 mM de IPTG durante 5 h, a rcaIL-2 foi 
expressa na forma de agregados citoplasmátícos insolúveis. Após solubilização com uréia, a proteína foi purificada por cromatografia e renaturada por diálise. Amostras obtidas após expressão e durante as subseqüentes etapas de purificação e renaturação da proteína foram analisadas por SDS-PAGE a 15% 
corado por azul de Comassíe. Marcadores de peso molecular (raias 1) estão indicados à esquerda de ambos os géis. Gel A - raia 2, lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS expressando rcaIL-2; raia 3, corpúsculos de inclusão 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 após diálise e 
diluída em 0,1% de BSA.
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Visando a obtenção de plasmídeo codificando IL-2 canina, apropriado para expressão 
in vivo a ser também testado no desenvolvimento de uma vacina e/ou imunoterapia contra LV 
canina, foi confeccionada a construção pcDNA3.1-caIL-2. Para isso, a seqüência de cDNA de IL- 
2 foi sintetizada por RT-PCR a partir de RNA total de CMSP de cão estimuladas com 
concanavalina A (Con-A) e inserida no vetor, gerando a construção pcDNA3.1ca-IL-2. A análise 
da digestão restritiva das amostras de plasmídeo originadas das 10 colônias de bactéria 
selecionadas exibiram duas bandas de DNA com peso molecular compatível com cDNA de IL-2 
canina (479 pb) e plasmídeo pcDNAS.l linearizado (5500 pb), sugerindo sucesso na geração da 
construção pcDNA3.I-caIL-2. O seqüenciamento do inserto revelou 100% de identidade com a 
seqüência descrita por Dunham e cois. (1995), que codifica a cadeia polipeptídica completa de 
IL-2 canina, com exceção das guaninas nas posições 4 e 5, modificadas pelo oligonucleotídeo 
iniciador amontante para introdução da seqüência Kozak, com a finalidade de otimizar a 
expressão da proteína. A construção pcDNA3.I-caIL-2 foi utilizada para transfectar células COS- 
7, através do método de lipofecção. Como nesta construção, o cDNA de IL-2 canina foi clonado 
com a seqüência líder e, portanto, a proteína deveria ser produzida e secretada por células 
transfectadas com pcDNA3.1-caIL-2, o sobrenadante das células foi coletado a cada dois dias 
durante oito dias de cultura e misturado antes de ser submetido a análise da expressão da rcaIL-2.

Para avaliar a atividade biológica de rcaIL-2 produzida em E. coli ou secretada por 
células COS-7, transformadas com pRSET-caIL-2 ou transfectadas com pcDNA3.I-caIL-2, 
respectivamente, realizaram-se ensaios de proliferação de células CTLL-2. Como controle 
positivo do ensaio, foi usado sobrenadante do cultivo de esplenócitos de rato estimulados com 
Con-A (T-STIM), que contém IL-2, em diluições seriadas quíntuplas de 1:2 a 1:6.250 e, para 
determinar a proliferação basal, as células foram cultivadas apenas com meio de cultura.
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No experimento onde foi avaliada a atividade biológica de IL-2 produzida em E. coli, 
as células CTLL-2 exibiram 17 ± 3 cpm (média e desvio padrão) quando cultivadas apenas com 
meio de cultura, enquanto que as células estimuladas com T-STIM nas diluições de 1:2 e 1:10 
apresentaram 29.246 ± 5.644 e 74.806 ±7.919 cpm, respectivamente. Diluições subseqüentes de 
T-STIM revelaram valores de cpm progressivamente menores atingindo a linha de base com 14 ± 
2 cpm na diluição de 1:6.250 (Figura 2A), compatível com uma curva de dose-resposta. Na 
presença de rcaIL-2, as células CTLL-2 apresentaram valores máximos de cpm (20.952 ± 1.432) 
quando tratadas com 140 ng/mL da proteína e 20 |ig/mL de BSA adicionada como excipiente. 
Concentrações menores, variando de 28 ng/mL a 220 pg/mL, assim como a maior concentração 
de rcaIL-2 utilizada (700 ng/mL) induziram resposta proliferativa acima da proliferação basal, 
porém inferior à causada por rcaIL-2 a 140 ng/mL. As células CTLL-2 cultivadas em meio de 
cultura, ao qual foi adicionada BSA em concentrações semelhantes às usadas como excipiente 
nas amostras de rcaIL-2, apresentaram valores de cpm na mesma ordem de magnitude da 
proliferação basal (Figura 2B).
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Figura 2. Atividade biológica de IL-2 canina recombinante produzida em E. coli sobre células CTLL-2. Células CTLL-2 foram estimuladas a proliferar durante 48h na presença de diluições seriadas de sobrenadante de esplenócitos de rato contendo IL-2 (T-STIM) e de rcaIL-2 produzida em E. coli e pulsadas com timidina [H]̂  ̂durante as últimas 24 horas. A proliferação celular é representada pelo valor das médias de cpm de cada triplicata de estímulo. A variação média dos valores de cpm das triplicatas em relação às médias foi de 30%. O gráfico A representa a proliferação promovida por T-STIM no ensaio em que células CTLL-2 foram estimuladas com rcaIL-2. O gráfico B representa a comparação entre a proliferação induzida por rcaIL-2 e seu excipiente (BSA a 0,1%).
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No experimento realizado para a avaliação de atividade biológica de rcaIL-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 
padrão semelhante ao do experimento anterior, porém com valores de cpm mais elevados, 
chegando a atingir 121.000 ± 10.817 na diluição de 1:10 (Figura 3A). Sobrenadante de células 
COS-7 transfectadas com a construção pcDNAS.l-caIL-2 (SN COS rcaIL-2) induziu proliferação 
máxima em células CTLL-2 na diluição de 1:16 (24.142 ± 2.483 cpm) e acima dos valores da 
linha de base em diluições progressivamente maiores até 1:256. Por outro lado, em diluições 
menores que 1:16, a resposta proliferativa foi progressivamente menor. Sobrenadante de células 
COS-7 transfectadas com plasmídeo pcDNAS.l sem inserto (SN COS 0), usado como controle 
negativo, determinou valores de cpm da mesma ordem de magnitude que os valores da 
proliferação basal (Figura SB).
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Figura 3. Atividade biológica de IL-2 canina recombinante produzida em COS-7 sobre células CTLL-2. Células CTLL-2 foram estimuladas a proliferar durante 48h na presença de diluições seriadas de 
sobrenadante de esplenócitos de rato contendo IL-2 (T-STIM) e de sobrenadantes de COS-7 transfectadas com pcDNA3.1-caIL-2 (SN COS rcaIL-2) e pulsadas com timidina [H]̂  ̂durante as últimas 24 horas. A proliferação celular é representada pelo valor das médias de cpm de cada triplicata de estímulo. A variação média dos valores de cpm das triplicatas em relação às médias foi de 30%. O gráfico A representa a proliferação promovida por T-STIM no ensaio em que células CTLL-2 foram estimuladas com SN COS 
rcalL-2. O gráfico B representa a comparação entre a proliferação induzida por SN COS rcaIL-2 e o sobrenadante controle resultante da transfecção de células COS-7 com pcDNAS. 1 (SN COS 0 ).
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5.2 ATIVIDADE BIOLÓGICA DE IL-2 CANINA RECOMBINANTE EM CÉLULAS 
MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFÉRICO (CMSP)

Para determinar as condições em que rcaIL-2 é capaz modificar a resposta in vitro de 
células homólogas do sistema imune, diferentes concentrações de IL-2, produzida por E. coli ou 
por células COS-7, foram testadas quanto à capacidade de induzir resposta proliferativa e, em 
associação com IL-12 canina recombinante, induzir a produção de IFN-y em CMSP de cães 
sadios.

5.2.1 Com posição celular das preparações de CM SP

A análise da composição celular de CMSP provenientes de oito cães, realizada em 
lâminas coradas pelo Giemsa, revelou 60 ± 3% de linfócitos, 30 ± 10% de monócitos e 10 ± 10% 
de polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófilos).

5.2.2 Efeito proliferativo de IL-2 canina recombinante em CM SP hom ólogas

CMSP provenientes de seis cães foram cultivadas na presença de 50 ng/mL de rcalL- 
2 produzida em E. coli ou na presença de SN COS rcaIL-2, nas diluições de 1:2, 1:20 e 1:200. 
Para demonstração dos níveis basais de proliferação, células dos mesmos animais foram mantidas 
somente com meio de cultura ou com SN COS 0, usado também nas diluições 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 
interrupção das culturas, timidina[H]̂  ̂foi acrescentada ao meio de cultura e sua incorporação ao
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DNA das células foi determinada pela cpm. Os resultados foram expressos como médias e erros 
padrão dos seis animais e 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 níveis basais de proliferação, 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 proliferação 
promovida pela rcaIL-2 produzida em E. coli (Figura 4A e 4B) foi significativamente maior que 
os níveis basais até o 12° dia de cultura. A adição 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 cuhivo (10940 ± 2861 cpm; p= 0,0133). No 14° dia, o 
efeito da adição de IL-2 não promoveu aumento estatisticamente significante na proliferação 
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 cães sadios, estimuladas a proliferar na presença de rcaIL-2 produzida (rcaIL-2) e pulsadas com timidina [H]̂  ̂durante as últimas 18 horas do 4°, 6°, 8°, 10°, 12° e 14° dias de cultura. A proliferação celular é representada pelo valor das médias aritméticas e erros-padrâo (barras verticais) de cpm okidas dos seis cães a partir de cada triplicata de estímulo. O gráfico A representa a comparação entre a proliferação induzida por rcaIL-2 e a proliferação basal determinada pelo meio de cultura. O gráfico B representa a razão entre a proliferação induzida por rcaIL-2 e o meio. Os efeitos promovidos por cada estímulo em cada dia foram comparados por teste t de Welch.
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CMSP cultivadas na presença de SN COS 0, nas diluições utilizadas de 1:2, 1:20 e 
1:200, apresentaram valores de cpm semelhantes a células mantidas apenas com meio de cultura. 
Já as CMSP cultivadas com SN COS rcaIL-2 exibiram aumento significativo de incorporação de 
timidinaín]̂ "̂  entre o 4° e o 10° dia de cultura nas três diluições utilizadas de 1:2, 1:20 e 1:200 
(figura 5A). A diluição de sobrenadante de 1:20 foi a que promoveu resposta proliferativa mais 
intensa, seguida da diluição de 1:2 e 1:200. A proliferação 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 
diluições de 1:20, 1:2, e 1:200, respectivamente (figura 5B). No 12° e 14° dia de cultivo, 
nenhuma das diluições de SN COS rcaIL-2 promoveu efeito proliferativo significantemente 
maior que a proliferação basal.
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Figura 5. Atívidade proliferativa de IL-2 canina recombinante produzida em COS-7 sobre CMSP.
CMSP foram obtidas de seis cães sadios, estimuladas a proliferar durante 14 dias na presença de diluições 
seriadas de SN COS rcaIL-2 e pulsadas com timidina [H]̂  ̂durante as últimas 18 horas do 4°, 6°, 8°, 10°, 
12° e 14° dias de cultura. A proliferação celular é representada pelo valor das médias de cpm obtidas dos 
seis cães a partir de cada triplicata de estímulo. As barras verticais representam o erro padrão das médias 
referentes aos seis animais doadores. O gráfico A representa a comparação entre a proliferação induzida 
por rcalL-2 e a proliferação basal determinada pelo meio de cultura. O gráfico B representa a razão entre a 
proliferação induzida por rcalL-2 e o meio. Os efeitos proliferativos promovidos por cada estímulo em 
cada dia foram comparados por teste t de Welch.
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5.2.3 Produção de IFN-y por CMSP estimuladas por IL-2 canina 
recombinante, associada ou não a IL-12 canina recombinante

CMSP de oito cães sadios foram cultivadas em triplicatas com diluição de 1:4 do SN 
COS rcaIL-2, com diferentes diluições de sobrenadante de células COS-7 transfectadas com 
pcDNA3.1sccaIL-12 (SN COS sccaIL-12), ou com a associação de diferentes diluições de SN 
COS sccaIL-12 combinadas com diferentes diluições de SN COS rcaIL-2. Para determinação dos 
níveis basais e como controle positivo da produção de IFN-y, CMSP foram cultivadas pelo 

mesmo período apenas com meio de cultura ou com meio contendo 5 ^.g/mL de Con-A, 
respectivamente. Depois de 48 horas, os sobrenadantes das triplicatas de poços de cultura foram 
coletados e misturados. A concentração de IFN-y canino nas amostras foi mensurada por ELISA 

de captura, usando concentrações entre 62,5 pg/mL e 16 ng/mL de IFN-y canino recombinante 
para elaboração de uma curva de calibração. Os resultados foram expressos pelos valores das 
médias e desvio padrão obtidos dos oito cães.

A produção de IFN-y por CMSP cultivadas na presença e na ausência de Con-A 

foram comparadas estatisticamente por teste t de Student, uma vez que a estimulação de CMSP 
com Con-A foi utilizada apenas como controle positivo do ensaio, não havendo a intenção inicial 
de se comparar a produção de IFN-y promovida por tal tratamento e a possivelmente causada 

pelo tratamento com as citocinas. A concentração 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 |xg/mL, respectivamente (Figura 4, p= 0,0022). Em relação aos níveis basais de 
expressão, Con-A aumentou a produção de IFN-y de 9 a 503 vezes em CMSP dos oito cães 

avaliados.
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Â comparação da produção basal de IFN-y com as determinadas pelas citocinas 

isoladamente foi feita através de ANOVA. Sobrenadante de células COS-7 contendo IL-2 na 

diluição de 1:4 (0,5 ± 0,9 ng/mL) ou SN COS sccaIL-12, usado nas diluições 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) não induziram produção 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. Produção de IFN-y em sobrenadantes de CMSP estimuladas com IL-2 ou IL-12 caninas recombinantes. CMSP foram obtidas de oito cães sadios e cultivadas por 48 h com meio (produção 
basal), Con-A a 5 ng/mL (controle positivo), SN COS sccaIL-12 diluídos de 1:10, 1:200 ou 1:4000 ou SN 
COS rcaIL-2 diluído de 1:4. A concentração de IFN-y foi mensurada nos sobrenadantes de cultura por 
ELISA de captura. Os símbolos e barras horizontais representam os valores obtidos de cada animal e a 
média da população, respectivamente. A produção de IFN-y induzida por Con-A foi comparada através de 
teste t de Student (** p= 0,0022), enquanto que a produção promovida pelas citocinas foi comparada por 
ANOVA, com a produção basal.

Quando a produção de IFN-y por CMSP cultivadas na presença de SN COS sccalL- 

12 na diluição de 1:10 isoladamente (2,1 ± 2,5 ng/mL) e em combinação com SN COS rcaIL-2 

nas diluições 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 produção de IFN-y de CMSP cultivadas apenas com meio 

de cultura, através de ANOVA, observou-se diferença estatisticamente significante (p= 0,0294).



72

A análise realizada pelo pós-teste estatístico de Dunnett indicou que somente a combinação de 
SN COS sccaIL-12 na diluição de 1:10 e SN COS rcalL-2 na diluição de 1:4 induziu produção de 
IFN-y significativamente maior que os níveis basais (Figura 7A).

Comparações semelhantes às descritas acima foram separadamente realizadas para 
avaliar a produção de IFN-y por CMSP cultivadas na presença de SN COS sccaIL-12 nas 

diluições de 1:200 ou 1:4000 associadas ou não a diluições de 1:4, 1:20, 1:100 e 1:500 de SN 
COS rcaIL-2 e com meio de cultura. Nessas duas situações, a ANOVA também revelou diferença 
significante entre as condições de cultura (p= 0,0014 e 0,0144, respectivamente). Em tais 
situações, a análise do pós-teste de Dunnett indicou que as combinações de SN COS sccalL-I2 
na diluição de 1:200 e SN rcaIL-2 na diluição de 1:4 ou 1:20 (Figura 7B), ou ainda a combinação 
de SN COS sccaIL-12 na diluição de 1:4000 e SN COS rcaIL-2 na diluição de 1:4 promoveram 

aumento da produção de IFN-y (Figura 7C) quando comparadas com a produção basal.
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Figura?. Produção de IFN-y em sobrenadantes de CMSP estimuladas com associações de IL-2 e IL- 12 caninas recombinantes. CMSP foram obtidas de oito cães sadios e estimuladas por 48h com meio 
(produção basal), com diferentes diluições de SN COS sccaIL-12 isoladamente ou associadas a SN COS 
caIL-2 diluídos de 1:4, 1:20, 1:100 e 1:500. A concentração de IFN-y foi mensurada nos sobrenadantes de
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cultura por ELISA de captura. Os símbolos e barras horizontais representam os valores obtidos de cada 
animal e a média da população, respectivamente. Os gráficos A, B e C mostram a produção de IFN-y após 
estimulação com IL-12 diluída a 1:10, 1:200 e 1:4000, associada à IL-2, respectivamente. A produção de 
IFN-y promovida pela estimulação com cada diluição de IL-12 isolada ou associada às diluições de IL-2 
foi comparada por ANOVA e pós teste de Dunnett (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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6 DISCUSSÃO

A obtenção de citocinas, inicialmente produzidas a partir da estimulação de células in 
vitro (MORGAN et al., 1976; KOBAYASHI et a l,  1989) e, posteriormente, em formas 
recombinantes (TANIGUCHl et a l,  1983; GUBLER et a l,  1991), vem permitindo o estudo do 
envolvimento dessas moléculas na resposta imune e a demonstração de sua utilidade como 
adjuvantes em vacinas ou imunoterápicos utilizados na profilaxia e/ou no tratamento de doenças 
infecciosas, alérgicas, auto-imunes e neoplásicas.

Visando avaliar a capacidade de citocinas de induzir resposta imune celular específica 
do tipo ThI quando administradas em associação com antígeno(s) recombinante(s) de L. 
chagasi/infantum no cão, uma combinação de IL-2 (rcaIL-2) e IL-12 (sccaIL-12) caninas 
recombinantes, a ser fiituramente testada como candidata a compor uma vacina e/ou imunoterapia 
contra LV canina, foi analisada, em caráter inicial, no presente trabalho. Aqui, são descritas a 
clonagem do cDNA e, pela primeira vez, a expressão de rcaIL-2 biologicamente ativa realizada 
em E. coli e em células COS-7, uma linhagem de células de mamíferos. A atividade biológica de 
rcaIL-2 foi demonstrada pela indução de proliferação de células CTLL-2 murinas dependentes de 
IL-2 para sua sobrevivência em cultura. O efeito proliferativo de IL-2 canina recombinante de 
ambas as formas de rcaIL-2 foi analisado em CMSP de seis cães sadios por um período que 
variou de 4 a 14 dias de cultivo. Finalmente, IL-2 canina recombinante expressa em células COS-
7 foi avaliada, na ausência ou na presença de IL-12 canina recombinante, também expressa em 
células COS-7, quanto a capacidade de induzir a secreção de INF-y por CMSP de oito cães 
sadios.
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Neste trabalho, para expressão de rcaIL-2 em E. coli, foi utilizada a construção 
pRSET-caIL-2, previamente obtida por nosso grupo (RODRIGUES et al., comunicação pessoal). 
Para elaboração desta construção, apenas a região do cDNA que presumivelmente codifica a 
proteína madura foi amplificada por PCR e inserida após o segmento de DNA que codifica seis 
moléculas de histidina, existente no vetor pRSET. Comparada à seqüência do cDNA de IL-2 
canina descrita anteriormente por Dunham e cois. (1995), a seqüência do inserto na construção 
pRSET-caIL-2 apresenta divergência em dois nucleotídeos nas posições 127 (T=>C) e 183 
(A=>G). A diferença na posição 127 resulta na troca conservativa de fenilanalina por leucina no 
43° aminoácido da proteína madura e, na posição 183, é silenciosa. Uma vez que a seqüência do 
inserto no plasmídeo pcRIIcaIL-2, utilizado como molde para síntese do cDNA subclonado em 
pRSET, havia sido determinada previamente e mostrou-se idêntica ao segmento da seqüência 
descrita por Dunham e cois. (1995), as diferenças de nucleotídeos encontradas no cDNA de IL-2 
canina subclonado no presente trabalho devem-se, provavelmente, a erro de incorporação por 
parte da Taq polimerase utilizada na reação de PCR (ECKERT & KUNKEL, 1990). Apesar de 
ter ocorrido erro de incorporação do nucleotídeo na posição 127, é pouco provável que a 
substituição de um único resíduo de aminoácido por outro com características químicas 
semelhantes (LEHNINGER et al., 1993) possa resultar em modificações físico-químicas capazes 
de alterar a estrutura espacial ou as propriedades biológicas apresentadas pela molécula expressa 
naturalmente.

Em E. coli BL2I(DE3)pLysS transformada com a construção pRSET-caIL-2, a 
rcaIL-2 foi obtida majoritariamente como agregados insolúveis na fração citoplasmática da 
bactéria, na forma de corpúsculos de inclusão (SCHOEMAKER et al., 1985). Corpúsculos de 
inclusão enriquecidos com proteína recombinante heteróloga facilitam o processo de purificação 
por serem facilmente separados de proteínas solúveis e debris celulares por centrifugação e, em
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muitas oportunidades, com um único processo cromatográfico pode-se obter a proteína desejada 
com até 90% de pureza (GUIZEZ et al., 1993). De fato, neste trabalho, a partir de corpúsculos de 
inclusão solubilizados com uréia, a proteína recombinante foi obtida por cromatografia de 
afinidade com grau de pureza em tomo de 95%. Para renaturação, a proteína purificada foi 
submetida à diálise em sucessivos banhos com concentrações decrescentes de agente denaturante 
(uréia) e redutor (DTT), com o objetivo de promover o remodelamento gradual e a estabilização 
da cadeia polipeptídica da IL-2 canina recombinante (GUIZEZ et a l, 1993; VINCENTELLI et 
al., 2004). Na IL-2 humana, a estabilização da molécula parece resultar da formação de uma 
ponte dissulfídica entre cisteínas nas posições 58 e 105 da proteína (WANG et al., 1984). Essas 
cisteínas são conservadas na IL-2 canina (KNAPP et al., 1995). Com o método empregado, 
obtivemos IL-2 canina recombinante solúvel em solução salina.

Para expressão da citocina em células de mamíferos, o cDNA que codifica a cadeia 
polipeptídica de IL-2 canina foi clonado por RT-PCR em pcDNAS.l, dando origem a construção 
pcDNA3.1-caIL-2. O sucesso da clonagem foi confirmado pelo seqüenciamento do inserto de 
DNA e comparação com as seqüências de IL-2 canina previamente descritas (DUNHAM et a l, 
1995; KNAPP et a l, 1995), com as quais o cDNA clonado apresentou 100% de identidade, com 
exceção da modificação introduzida para geração da seqüência Kozak (KOZAK, 1986). A 
constmção pcDNAS.l-caIL-2 foi usada para transfecção de células COS-7 e obtenção de IL-2 
canina recombinante secretada em sobrenadante de cultura.

A avaliação da atividade biológica de lL-2 canina purificada a partir da expressão em 
E. coli ou presente em sobrenadante de células COS-7 foi realizada em células CTLL-2 murinas, 
suscetíveis a estimulação por IL-2 canina (CERRUTI-SOLA et a l, 1984; HELFAND et a l, 
1992, MIZUNO et a l, 1993). A proliferação de células CTLL-2 induzida por rcaIL-2 mostrou-se 
dose dependente na faixa de concentração protéica de 140 ng/mL até 220 pg/mL da proteína
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expressa em E. coli e das diluições de 1:16 até 1:256 de SN COS rcaIL-2. O mesmo efeito dose- 
dependente foi demonstrado quando as CTLL-2 foram cultivadas na presença de diferentes 
diluições de sobrenadante de esplenócitos de rato estimulados com Con-A (T-STIM), usado 
como controle-positivo do ensaio por conter IL-2. Entretanto, a magnitude da proliferação 
induzida por ambas as formas de rcaIL-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 é capaz de estimular a proliferação de 
células CTTL-2 (GILLIS et a l, 1978; HU-LI et ah, 1989). Interessantemente, as maiores 
concentrações de IL-2 utilizadas, 700 ng/mL da proteína expressa em E. coli e diluições de 1:2 a 
1:8 de SN COS rcaIL-2, ou mesmo T-STIM na diluição de 1:2, não promoveram proliferação de 
células CTLL-2 na intensidade máxima. Isso, provavelmente, decorreu de atividade inibitória ou 
tóxica de concentrações elevadas de IL-2, conforme anteriormente descrito em linfócitos 
humanos (LAKHANPAL et a l, 1987).

Visando determinar as condições em que rcaIL-2 é capaz de induzir efeitos 
biológicos in vitro, de modo a facilitar a interjjretação de futuros experimentos de modulação da 
resposta imune em cães, foram realizados ensaios nos quais a proliferação de CMSP de seis cães 
sadios cultivadas na presença de rcaIL-2 foi mensurada. A proliferação celular promovida pela 
adição de rcalL-2 expressa em E. coli na concentração 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 após secreção por células 
caninas, sobre a proliferação de CMSP homólogas, na ausência de estímulo prévio ou 
concomitante, ainda não foram descritos na literatura para que comparações 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 proliferação de 
CMSP de cinco cães sadios e o efeito proliferativo foi demonstrado a partir de cinco dias de
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tratamento, atingindo o ponto máximo entre o 8° e 10° dia de cultivo (HELFAND et al., 1992). 
Análises da população de CMSP humanas responsivas à estimulação exógena com IL-2 
demonstraram que em tomo de 10% da população de linfócitos (TAYLOR et al., 1986) e células 
NK (LAKHANPAL et al., 1987; CALIGIURI et al., 1990), que expressam o receptor de IL-2, 
proliferam na presença da citocina.

Uma explicação alternativa para a proliferação induzida pela preparação de rcaIL-2 
obtida de E. coli seria o possível efeito de LPS sobre a ativação de CMSP. Um efeito 
proliferativo foi demonstrado em linfócitos humanos, quando estes foram estimulados com 
concentrações acima de 100 ng/mL de LPS (MATTERN et al., 1994; ULMER et al., 2000). Para 
rechaçar esta possibilidade, a concentração de LPS na amostra de proteína purificada foi 
mensurada e correspondeu a 0,18 ng/mL nos poços de cultura, muito inferior àquela concentração 
necessária para induzir proliferação em células humanas (MATTERN et al., 1994; ULMER et 
a l, 2000). Isso sugere que é improvável que o efeito proliferativo observado decorra da presença 
de tal contaminante.

Em nossos experimentos, a proliferação celular foi avaliada somente a partir do 4° dia 
de cultivo. Neste momento da cinética, a incorporação de timidida radioativa por CMSP tratadas 
com 50 ng/mL de rcaIL-2 purificada foi 12 vezes maior que a incorporação basal. 
Provavelmente, a proliferação de CMSP resultante da estimulação com IL-2 pode ter início mais 
precocemente dependendo, possivelmente, da concentração de IL-2 utilizada. De fato, Fenwick e 
cois, 1988, estudando 10 cães sadios, mostraram que concentrações de IL-2 humana acima de 
100 U/mL são capazes de promover proliferação celular detectável após 72 horas.

Quando o SN COS rcaIL-2 foi utilizado no tratamento das CMSP, nas diluições de 
1:2, 1:20 ou 1:200, o pico de proliferação se manteve no 8° dia (aproximadamente 3.000 CPM) e 
essa persistiu apenas até o 10° dia de cultivo. Contudo, a magnitude da proliferação foi menor do
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que aquela promovida pela proteína recombinante purificada de E. coli (aproximadamente 10.000 
cpm). Ao longo do período de cultivo, a diluição de sobrenadante que induziu maior efeito 
proliferativo foi a de 1:20, seguida da diluição de 1:2 e 1:200. As razões para esta diminuição do 
efeito proliferativo quando CMSP foram cultivados na presença de SN COS rcaIL-2 na diluição 
de 1:2, não foram determinadas.

A definição das condições em que IL-2, associada ou não a IL-12, é capaz de 
estimular a produção de IFN-y por CMSP de cão permitirá a realização de futuros estudos para 
avaliar a utilidade dessa molécula como moduladora da resposta imune celular do tipo ThI em
cães. Para definir tais condições, CMSP de oito cães sadios foram estimuladas com SN COSi
rcaIL-2, SN COS sccaIL-12 ou a combinação das duas citocinas. Em estudos anteriores, nosso 
grupo demonstrou que IL-12 canina recombinante, expressa na forma de cadeia única no 
sobrenadante de células COS-7 transfectadas com a construção pcDNA3.1-sccaIL-12, induz a 
expressão de RNAm de IFN-y em CMSP de cães sadios e naturalmente infectados por L. 
chagasi/infantum (DOS SANTOS et a l, 2004). No presente estudo, CMSP cultivadas na 
presença de SN COS rcaIL-2, na diluição de 1:4, não produziram IFN-y em níveis 
significantemente maiores que os basais (p>0,05). Estudos realizados no homem mostram que a 
IL-2 humana recombinante é capaz de induzir produção de níveis detectáveis de IFN-y por 
linfócitos periféricos da maioria dos indivíduos quando utilizada em concentrações acima de 100 
U/mL, isto é, acima de 10 ng/mL (KOBAYASHI et a l,  1989; CHAN et a l, 1991). Portanto, é 
possível que a concentração 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 cão necessitem de maiores 
quantidades de IL-2 para produzirem IFN-y in vitro. Quando as CMSP foram estimuladas com 
SN COS sccaIL-12 nas diluições de 1:10, 1:200 ou 1:4000, tampouco houve produção de IFN-^ 
em níveis significantemente maiores que os basais (p>0,05). Entretanto, a resposta ao estímulo
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por IL-12 foi heterogênea na população estudada. Enquanto cinco dos oito cães doadores 
exibiram aumento médio de apenas duas vezes sobre a produção basal, os outros três cães 
apresentaram um aumento de 30, 36 e 80 vezes na produção de IFN-y induzida por SN COS 
sccaIL-12 diluído de 1:10 e mantiveram esta magnitude de resposta em diluições maiores até 
1:4000. É possível que a variação encontrada tenha sido resultante de diferenças no estado de 
ativação dos linfócitos circulantes de cada cão. Um outro grupo de investigadores relatou que 
quando CMSP de apenas três cães sadios foram estimuladas com 5 ng/mL de IL-12 canina 
recombinante, IFN-y foi produzido três vezes mais que o nível basal (STRAUSS-AYALI eí a l,
2005).

Interessantemente, concentrações de IL-2 ou de IL-12 que por si só não foram 
capazes de induzir uma produção de IFN-y significantemente maior que a produção basal, 
quando associadas, promoveram efeito até 500 vezes maior que a IL-12 isoladamente. Este efeito 
sinérgico foi promovido, em diferentes magnitudes, com células de todos os cães utilizados como 
doadores e foi mais intenso nos animais que responderam menos a lL-12 utilizada isoladamente. 
Um efeito sinérgico semelhante foi anteriormente descrito em linfócitos humanos do sangue 
periférico quando estimulados com IL-2 humana recombinante associada a IL-12 humana 
purificada (KOBAYASHI e ta l ,  1989).

Os resultados descritos no presente trabalho encorajam a avaliação da associação de 
ambas as citocinas em estudos que visem o estabelecimento de resposta celular específica e 
predominantemente do tipo Thl em cães naturalmente infectados por L. chagasi/infantum. Em 
tais estudos, poderão ser utilizadas doses baixas de IL-2 e de IL-12, que acarretariam baixa 
toxicidade, ineficazes isoladamente, mas capazes de promover efeito biológico quando 
associadas (KAUFMAN et al., 2002). Para isso, a IL-2 obtida a partir da expressão em E. coli
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transformada pela construção pRSET-calL-2 ou a construção plasmidial pcDNA3.l-calL-2 
poderão ser administradas em cães.

Além disso, como um efeito sinérgico sobre a produção de IL-IO já foi descrito em 
linfócitos T estimulados simultaneamente com IL-2 e IL-12 (JEANNIN et al., 1996) e, na LV, a 
IL-10 é responsável pela redução da apresentação antigênica por macrófagos e da produção de 
citocinas por células ThI ou NK, acarretando em inibição da resposta imune celular (BARRAL- 
NETTO et al., 1998), a indução da expressão de IL-IO pela associação de IL-2 e IL-12 caninas 
recombinantes, assim como seu efeito sobre a resposta imune celular no cão devem ser avaliados.

E finalmente, como recentemente vários estudos têm sugerido que IL-2 é mais 
importante para a prevenção contra autoreatividade e que IL-I5 participa no estabelecimento de 
células de memória (WALDMANN et a l, 2002; VILLINGER et a l,  2004; STAUBER et al,
2006), no futuro, experimentos deverão ser realizados para comparar a utilidade de IL-2 e de IL- 
15 (ainda a ser clonada por nosso grupo) caninas recombinantes como adjuvantes de um método 
imunoterápico e/ou de uma vacina contra leishmaniose visceral canina
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De acordo com os objetivos do nosso estudo, podemos concluir que:

1. Interleucina-2 canina recombinante, obtida da purificação do sedimento de E. coli ou 
secretada no sobrenadante de células COS-7, apresenta atividade biológica.

2. IL-2 canina recombinante promove efeito proliferativo em CMSP de cães sadios na 
ausência de estímulo prévio ou concomitante.

3. A combinação de IL-2 e IL-12 caninas recombinantes, secretadas nos sobrenadantes de 
células COS-7, promove efeito sinérgico sobre a produção de IFN-y em CMSP de cães 
sadios.

7 CONCLUSÕES
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