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Durante a infecção experimental por Trypanosoma cruzi, a resposta imune 

adaptativa mediada por células CD8+ é direcionada a poucos epítopos 

imunodominantes e subdominantes. Em estudos anteriores, foi demonstrado que, 

em diferentes linhagens de camundongos, a imunização com plasmídeos ou 

proteínas recombinantes, que expressam epítopos CD8 imunodominantes, antecipa 

a resposta imune após o desafio e proporciona resposta imune protetora contra 

infecções letais com T.cruzi. 

 Em nosso estudo atual, desenvolvemos a hipótese que também é possível 

gerar resposta imune protetora a partir de imunizações com plasmídeos que 

expressam epítopos subdominantes. Neste caso, esta resposta poderia se somar a 

resposta imune dominante ampliando o espectro da resposta imuno-protetora.    

Para testar nossa hipótese, nós tivemos que construir diferentes plasmídeos 

contendo a ORF do gene da proteína 2 de superfície de amastigota (asp-2) de 

T.cruzi  contendo mutações que: i) retiraram os epítopos imunodominantes CD8 

(VNHRFTLV para H-2Kb ou TEWETGQI para H-2Kk) ;ii)  trocaram o epítopo 

imunodominante por epítopos sub-dominantes (TsKb-18 ANYDFTLV ou TsKb-20 

ANYKFTLV). Além disso, também foi construído um plasmídeo contendo somente a 

porção P4-P7 (261° a 500° aminoácidos) da asp-2.  

Após a construção destes plasmídeos, testamos a imunogencidade de dois 

deles, denominados pRE-P4P7 e o pIgSP-VNHRATLA, foram testados 

individualmente na vacinação de camundongos F1(C57BL/6 x B10.A) (H-2Kb e H-

2Kk) ou de CB10 (H-2Kb), respectivamente, e desafiados com tripomastigotas da 

cepa Y de T.cruzi. 

A vacinação de camundongos F1 (C57BL/6 x B10.A) com o plasmídeo pré-

P4-P7 aumentou significativamente a resposta imune de células CD8+ específicas 

ao epítopo sub-dominante TEWETGQI, restrito ao MHC H-2kk, porém não diminuiu a 

resposta ao epítopo dominante PA8 restrito ao MHC H-2kb . Após o desafio, o pico 

de parasitemia foi reduzido significativamente nos animais imunizados em relação 

ao grupo controle. Este experimento confirmou em parte nossa hipótese inicial de 

que a resposta imune contra epítopos subdominantes pode induzir imunidade 

protetora contra a infecção experimental.  
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A vacinação de camundongos CB10 (H2-Kb) foi feita com o plasmídeo pIgSP-

VNHRATLA no qual o epítopo imundominante foi mutado. A imunização com este 

plasmídeo não induziu resposta específica para o epítopo original, VNHRFTLV. A 

construção destes plasmídeos nos proporcionará a oportunidade de estudar a 

imunogenicidade induzida contra os epítopos subdominantes em maior detalhe. Esta 

informação pode ser pertinente para o desenvolvimento de vacinas recombinantes. 
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1. Trypanosoma cruzi e Doença de Chagas  

 

O agente etiológico da doença de Chagas é o Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 

1909). Este protozoário hemoflagelado unicelular pertence à ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae, e é um parasita digenético.  

Após quase um século de sua descoberta, a doença de Chagas ainda é um 

grande problema econômico e de saúde pública em muitos países da América Latina. 

Estimativas recentes divulgadas pela Organização Mundial da Saúde indicam que há 

cerca de 9,8 milhões de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi, e que, a cada 

ano, ocorrem 300.000 novos casos de infecção, sendo que cerca de 20 mil pessoas 

vão a óbito (WHO, 2007). 

A doença de Chagas é caracterizada por apresentar um curso clínico variável, 

que inclui uma fase aguda inicial, que pode ser assintomática ou sintomática, com 

febre, adenomegalia, conjuntivite unilateral (Sinal de Romaña), parasitemia no 

sangue periférico, miocardite e meningoencefalite. A fase inicial pode ser fatal em até 

10% dos casos mais graves, com alta mortalidade em crianças abaixo de três anos 

de idade em conseqüência da meningoencefalite (COURA, 2003).  

Anos ou décadas após o contato com o parasita, cerca de 30% dos indivíduos 

infectados desenvolvem sintomas da fase crônica que podem ser comprometimento 

cardíaco, gastrintestinais e/ou neuronais. Cerca de 10% dos pacientes chagásicos 

tem um acometimento do mega-esôfago e o restante, não desenvolve sintomas, mas 

continua a transmitir a doença (VIOTTI et al., 1994; revisado por ANDRADE & 

ANDREWS, 2005; COURA, 2007). A maioria dos indivíduos na fase crônica da 

doença de Chagas é resistente ao tratamento quimioterápico e continua infectado por 

toda a vida (VIOTTI et al., 1994; COURA, 2007). 

O tratamento com as drogas nifurtimox (Lampit), introduzida em 1967 pela 

Bayer, e benzonidazol (Rochagan, Radanil) possui uma certa eficiência em parte das 

crianças infectadas. Nestes casos, os indivíduos se tornam sorologicamente 

negativos e não apresentam sintomas da doença. Entretanto, o quadro é bem mais 

complicado em adultos cronicamente infectados. Nestes, só uma parcela reduzida 

(~30%) responde ao tratamento, se tornando negativos sorologicamente (PEREIRA-

CHIOCCOLA et al., 2003).  Não se sabe, ao certo, quais os fatores que impedem o 

tratamento eficiente da maioria dos pacientes. Há a descrição de cepas que são 
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resistentes às drogas, o que seria a explicação mais plausível para a falha no 

tratamento. 

O diagnóstico da doença de Chagas pode ser feito através da presença do 

parasita no sangue periférico pelo exame direto a fresco. A hemocultura é indicada 

para a fase aguda e o xenodiagnóstico apresenta-se positivo em 50% e 100% dos 

pacientes em fases crônica e aguda, respectivamente. O diagnóstico da infecção 

crônica é feito, geralmente, por ensaios como ELISA, hemaglutinação e por fixação 

do complemento para detectar anticorpos específicos circulantes. Técnicas mais 

refinadas, como a de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), são atualmente 

utilizadas para detectar o DNA do protozoário nos tecidos do paciente (WHO, 2006). 

Em virtude da ausência de tratamento adequado, a doença de Chagas é 

considerada a doença parasitária mais importante das Américas, representando uma 

perda econômica para os países americanos de US$1 bilhão por ano (WHO, 2002). 

Por isso, a necessidade de se desenvolver novas drogas quimioterápicas e 

estratégias eficazes de vacinação ou terapia gênica e, desta forma, evitar uma 

eventual transmissão desta doença tão negligenciada pelos países desenvolvidos. 

 

2. Ciclo de vida do T. cruzi 

 

Este parasita apresenta um complexo ciclo de vida com dois hospedeiros, 

sendo um intermediário (vertebrado - homem, animais silvestres e domésticos) e, o 

outro, um definitivo (invertebrado – insetos triatomíneos como o Triatoma infestans, 

conhecido popularmente no Brasil como “barbeiro”, o Rhodnius prolixus e o 

Panstrongylus megistus). Seus diferentes estágios de desenvolvimento 

(tripomastigotas-metacíclicos ou sangüíneos, amastigotas e epimastigotas) podem 

ser identificados por meio da posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e também 

pela região emergente do flagelo (Figura 1). 
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Figura 1 - Ciclo de vida do parasita Trypanosoma cruzi. A infecção é transmitida pelo 
inseto triatomíneo que pica o indivíduo, defecando próximo ao local da picada. Nas 
fezes e urina do inseto encontram-se formas tripomastigotas metacíclicas (a) que 
penetram pela lesão causada no momento da picada em que o indivíduo começa 
coçar a região. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metacíclicos 
invadem as células das camadas subjacentes à pele (b) e, no citoplasma dessas 
células, diferenciam–se em amastigotas que se multiplicam por divisão binária (c). 
Os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas sangüíneos (d), os quais são 
liberados para a corrente sangüínea com a lise da célula hospedeira, o que facilita 
sua migração para diferentes órgãos e tecidos (e). Se o hospedeiro vertebrado for 
novamente picado por um inseto triatomíneo, este ingere as formas tripomastigotas 
sangüíneas, reiniciando o ciclo (f). No tubo digestório do inseto ocorre a 
diferenciação dos tripomastigotas sangüíneos em epimastigotas (g) que se 
multiplicam por fissão binária (h). Na porção terminal do tubo digestório do 
hospedeiro invertebrado ocorre a diferenciação dos epimastigotas em 
tripomastigotas metacíclicos, que são as formas infectantes do hospedeiro 
vertebrado (a) (http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/). 
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No hospedeiro vertebrado, pode-se observar no local da picada, o chagoma de 

inoculação, um processo inflamatório local acompanhado de dor, hiperemia e 

tumoração cutânea. Quando o local da picada é a conjuntiva pode-se observar uma 

conjuntivite caracterizando o sinal de Romana (revisado por PRATA, 1999). 

 

3. Resposta CD8+ contra T. cruzi 

 

A importância dos linfócitos T CD8+ na infecção experimental pelo T. cruzi foi 

demonstrada através da infecção de camundongos geneticamente deficientes 

(CD8KO, β-2 microglobulina KO) ou tratados com anticorpos anti-CD8, os quais 

apresentaram parasitemia e susceptibilidade aumentada em relação aos controles 

(TARLETON et al., 1992; ROTTENBERG et al., 1993 e TARLETON, 1990). Os 

mecanismos anti-parasitários mediados por essas células são múltiplos, incluindo 

secreção de citocinas e citotoxicidade direta contra células infectadas (MARTIN & 

TARLETON, 2004; MULLER et al., 2003, TZELEPIS et al., 2006).  

Em 2007, Cardillo et al. sugeriram que os linfócitos B têm um importante papel 

na geração e manutenção de células T CD8+ efetoras/memória. Foi observado que 

camundongos deficientes de linfócitos B infectados com tripomastigotas da cepa 

Tulahuén, apresentaram um número total de células T CD8+ menor que os animais 

controle, menor produção de citocinas inflamatórias (IFN-γ e IL-12) e menor infiltrado 

inflamatório, o qual também possuía menor porcentagem de células T CD8+ 

ativadas/memória. Um maior parasitismo nos tecidos e maior parasitemia também 

foram observados. 

Tanto as formas amastigotas como as tripomastigotas são alvos da resposta 

de linfócitos T CD8+. No fim da década de noventa, foi demonstrado que as proteínas 

ASP-1 (proteína 1 da superfície de amastigotas), ASP–2 (proteína 2 da superfície de 

amastigotas), presentes nas formas amastigotas, TSA-1 (antígeno 1 de superfície de 

tripomastigotas) e TS (trans-sialidase de T. cruzi), presentes nas formas 

tripomastigotas, continham epítopos reconhecidos por células T CD8+ restritas para 

moléculas de MHC Ia (LOW et al., 1998; WIZEL et al., 1997; RODRIGUES et al., 

1999). 

Apesar do conhecimento da importância dos linfócitos T CD8+, as sequências 

de aminoácidos reconhecidas por estes eram desconhecidas até recentemente. Este 
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fato impedia que se estudasse a cinética do aparecimento dessas células durante a 

infecção, por exemplo. Em trabalhos recentes feitos em diferentes laboratórios, 

identificaram epítopos reconhecidos por linfócitos T CD8+ durante a infecção 

experimental com parasitas de diferentes cepas de T. cruzi, em camundongos de 

diferentes linhagens (TZELEPIS et al., 2006; MARTIN et al., 2006 TZELEPIS et al., 

2007). Os epítopos descritos, reconhecidos por linfócitos T CD8+ de camundongos da 

linhagem C57BL/6 infectados com parasitas da cepa Y ou G de T. cruzi são o PA8 

(VNHRFTLV, da proteína 2 da superfície de amastigotas), TsKb-18 (ANYDFTLV, do 

antígeno TSA) e TsKb-20 (ANYKFTLV do antígeno TSA) (TZELEPIS et al., 2006; 

TZELEPIS et al., 2007; MARTIN et al., 2006, TZELEPIS et al., 2008). Por outro lado, 

no caso de camundongos C57BL/6 infectados com as cepas CL e Brazil foram 

observadas respostas aos epítopos TsKb-18 (ANYDFTLV) e TsKb-20 (ANYKFTLV), 

mas não ao epítopo VNHRFTLV (MARTIN et al., 2006, TZELEPIS et al., 2008). Os 

animais BALB/c, infectados com a cepa Y, reconhecem o epítopo da trans-sialidase 

(TS) IYNVGQVSI e os camundongos B10.A, infectados com essa mesma cepa, 

reconhecem o epítopo TEWETGQI (TZELEPIS et al., 2006, TZELEPIS et al., 2008).  

A descrição desses epítopos permitiu o estudo da cinética do aparecimento 

das células T CD8+ específicas capazes de mediar atividade citotóxica in vivo, assim 

como a de células T CD8+ específicas capazes de produzir IFN-γ ex vivo, durante a 

infecção experimental (TZELEPIS et al., 2006).  

A importância da resposta imune, mediada por linfócitos T CD8+, na resistência 

à infecção pelo T. cruzi fez com que vários grupos iniciassem uma busca pela 

indução dessas células específicas. De fato, a imunização de camundongos, com 

diferentes protocolos capazes de induzir linfócitos T CD8+ específicos contra alguns 

dos epítopos descritos acima conferiu uma proteção contra a infecção letal. Esses 

protocolos incluem vacinação com DNA plasmidial, vetores virais, proteínas e 

adenovírus recombinantes (COSTA et al., 1998, WIZEL et al., 1998, SEPULVEDA et 

al., 2000; VASCONCELOS et al., 2004; FUJIMURA et al., 2001, GARG & 

TARLETON, 2002, KATAE et al., 2002, FRALISH & TARLETON, 2003, BOSCARDIN 

et al., 2003, DUMONTEIL et al., 2004, ARAÚJO et al., 2005; MIYAHIRA et a.l, 2005, 

MACHADO et al., 2006; HOFT et al., 2007; de ALENCAR et al., 2007, SANCHEZ-

BURGOS et al., 2007). Em conjunto, esses trabalhos reforçam a idéia de um papel 

essencial para as células T CD8+ no controle da infecção experimental pelo T. cruzi. 
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4. Imunodominância na resposta imune mediada por linfócitos T CD8+ 

 

Como já mencionado, linfócitos T CD8+ são componentes críticos na 

imunidade contra patógenos intracelulares. Embora os patógenos apresentem 

milhares de possíveis epítopos, a resposta de células T CD8+ é focada em apenas 

poucos. O foco da imunidade celular para estes epítopos também ocorre durante a 

resposta imune contra microorganismos complexos e é denominado 

imunodominância. Apesar de estabelecida experimentalmente, o significado evolutivo 

e implicações biológicas da imunodominância da resposta imune ainda estão longe 

de serem compreendidos. 

Para melhorar a compreensão desse fenômeno básico da resposta imune, 

estudos sobre imunodominância estão sendo realizados após infecções com 

diferentes patógenos. Até pouco tempo, estudos mais detalhados só podiam ser 

feitos em vírus com genomas relativamente pequenos. Entretanto, mais 

recentemente, os estudos de imunodominância realizados em vírus com genomas 

maiores, como o citomegalovírus e vaccinia, têm sido executado com sucesso 

(TSCHARKE et al., 2005, MUNKS et al., 2006, MOUTAFTSI et al., 2006, revisto por 

YEWDELL 2006).  

O estudo da imunodominância durante a resposta imune contra um patógeno 

complexo como o T. cruzi foi inicialmente considerado difícil devido ao grande número 

de proteínas potencialmente expressas por este. Embora o Trypanosoma cruzi 

apresente, pelo menos, doze mil genes (EL SAYED et al., 2005), trabalhos recentes 

sugerem que a resposta de células T CD8+ seja altamente focada em poucos 

epítopos expressos por diferentes membros da super-família das trans-sialidases 

(TZELEPIS et al., 2006; MARTIN et al., 2006, TZELEPIS et al., 2007; TZELEPIS et 

al., 2008).  

Devido a sua simplicidade estrutural, o patógeno mais bem estudado até o 

momento, do ponto de vista da imunodominância da resposta imune mediada por 

linfócitos T CD8+, é o vírus influenza, causador da gripe. Neste modelo, o padrão de 

imunodominância observado em camundongos BALB/c, infectados com a cepa PR8, 

é caracterizado pela resposta imune contra os epítopos ilustrados na figura 2, todos 

restritos pelo MHC-Ia H-2Kd. Este modelo, relativamente simples, permitiu a análise 

dos possíveis mecanismos responsáveis pelas discrepâncias nas freqüências de 
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linfócitos T específicos, observados durante a resposta imune, e foi ilustrativo em 

demonstrar seu caráter multifatorial (CHEN et al., 2000).  

Após a infecção, o epítopo NP147 é imunodominante, pois apresenta o maior 

número de linfócitos T CD8+ específicos. A análise detalhada dos diferentes passos 

do processo de apresentação desse antígeno revelou que este epítopo não é o mais 

abundante no citoplasma da célula infectada, nem apresenta o mais lento “Off rate” 

após a ligação ao H-2Kd, e seu processamento e liberação para o RE é apenas 

melhor do que a média. Sua imunodominância, só pode assim ser explicada, pelo 

maior número de precursores específicos, ou pela melhor eficiência destes na 

multiplicação ou capacidade de exercer imuno-dominação sobre os demais clones. 

 O epítopo HA518, o segundo mais reconhecido, apresenta o segundo mais 

lento “Off rate” após a ligação ao H-2Kd. Apesar de apresentar quantidade 

intermediária no citoplasma da célula infectada e aumento de disponibilidade, isso 

pouco influencia a resposta imunológica. Assim, sua limitação fundamental parece ser 

o restrito número de precursores de linfócitos T CD8+ específicos disponíveis (Figura 

2).  

O epítopo NP39 é um exemplo interessante de falta adequada de 

processamento antigênico. Seu “Off rate”, após a ligação ao H-2Kd, é o mais lento e 

na presença de epítopo já processado, sua resposta se eleva ao nível do epítopo 

imunodominante NP147. Demonstrando assim, a presença de grande número de 

precursores de linfócitos T CD8+ específicos, que só não são ativados, pela limitação 

do complexo peptídeo-MHC-Ia na superfície da APC após a infecção por influenza.  

O epítopo NP218 apresenta a menor afinidade para a molécula de MHC-Ia, a 

qual correlaciona com sua baixa imunogenicidade. Por fim, o epítopo HA462 é um 

exemplo de que mesmo sendo o epítopo mais abundante no citoplasma da célula e 

produzindo o maior número de complexos peptídeo-MHC-Ia na superfície da APC 

infectada, apresenta a resposta imune mais fraca. Isso significa, também, ausência 

de significante número de precursores de linfócitos T CD8+ específicos. 

Pela simplicidade, esse modelo gerou as regras principais que influenciam a 

geração de imunodominância entre peptídeos restritos pelo mesmo MHC-Ia. A 

primeira e mais importante regra é uma afinidade mínima entre o peptídeo e a 

molécula de MHC-Ia. A importância deste fator levou a construção de modelos 

teóricos de ligação que podem guiar o mapeamento de epítopos CD8. A segunda 
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regra é a disponibilidade de antígeno e seu processamento no citoplasma da APC. A 

terceira regra é a presença de linfócitos T específicos no repertório de linfócitos T 

CD8+. Esta última pode ser influenciada pelo número, pela afinidade e pela 

capacidade proliferativa desses precursores. Por último, pode haver a competição de 

diferentes clones de linfócitos T CD8+ (imunodominação). 

Diversos trabalhos, publicados recentemente, re-enfatizaram a importância 

desses mecanismos de geração de imunodominância específicos para um 

determinado alelo utilizando, por exemplo, vírus influenza recombinantes. No modelo 

de infecção com o vírus influenza A, a comparação da resposta de células T CD8+ 

específicas para DbNP366 e DbPA224 demonstrou que no desafio secundário, a 

resposta específica para DbNP366 é maior que a resposta específica para DbPA224. 

Vírus recombinantes contendo os peptídeos NP366 ou PA224 inseridos na 

neuraminidase viral (NA) foram construídos, tal que as diferenças na apresentação 

dos epítopos DbNP366 e DbPA224 foram eliminadas. Foi mostrado que no desafio 

primário e secundário a carga de antígeno, assim como o número de células T 

precursoras teve um papel importante em determinar a hierarquia de 

imunodominância (La GRUTA et al., 2006). 

 Apesar dos diferentes mecanismos descritos acima serem, possivelmente, os 

mais freqüentes responsáveis pela imunodominância da resposta imune, o mais 

potente mecanismo parece ser a competição entre células T específicas para 

diferentes complexos peptídeo-MHC-Ia. Durante este tipo de competição, a resposta 

imunodominante de uma célula T CD8+, específica para um determinado epítopo, 

“interfere” na expansão da resposta imune de outras células T CD8+, específicas 

para quaisquer outros epítopos ligados a quaisquer outras moléculas de MHC-Ia, 

gerando assim forte padrão de imunodominância. 

Este mecanismo que age impedindo a expansão de linfócitos T CD8+ de 

diferentes especificidades foi demonstrado em diferentes modelos de imunizações 

experimentais (WILLIS et al., 2006; VAN DER MOST et al., 2003; GRUFMAN et al., 

1999; KEDL et al., 2000; KEDL et al., 2002). Sua importância durante infecções é 

ainda motivo de controvérsia. Por um lado, há trabalhos que demonstram que 

epítopos sub-dominantes podem tornar-se imunodominantes através da eliminação 

do epítopo dominante (VAN DER MOST et al., 2003) ou que na ausência do epítopo 

imunodominante, a resposta global de linfócitos T CD8+ se encontra somente um  
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Figura 2 – Hierarquia da resposta restrita ao H-2Kd de camundongos BALB/c 
infectados com PR8. (CHEN et al., 2000). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introdução 

11 
 

pouco reduzida (STOCK et al., 2006). Na mesma linha, há evidências que, no caso 

da infecção pelo vírus influenza, respostas imunes compensatórias se desenvolvem 

na ausência de epítopos imunodominantes (THOMAS et al., 2007).  

Por outro lado, um estudo com Listeria monocytogenes demonstrou que a 

eliminação dos epítopos imunodominantes não altera a resposta aos epítopos sub-

dominantes (VIJH et al., 1999) e na infecção com o vírus LCMV, a interferência não 

foi observada em distintos enfoques experimentais (BUTZ & BEVAN, 1998, PROBST 

et al., 2002).  

Para tornar esta matéria ainda mais desafiante, um trabalho recente 

demonstrou que a competição entre células T de diferentes especificidades pode 

ocorrer durante a resposta imune secundária, após infecção com o vírus vaccinia, 

mesmo quando esta não ocorre durante a resposta imune primária 

(KASTENMULLER et al., 2007). Neste caso, os autores correlacionaram a 

competição cruzada com a expressão precoce do gene do antígeno imunodominante 

na resposta imune secundária. De qualquer forma, a competição de linfócitos T CD8+ 

durante a resposta imune a diferentes patógenos ainda é assunto em debate.     

  

5. Implicações do estudo de linfócitos T CD8+ 

 

Os conhecimentos básicos adquiridos sobre a resposta imune mediada pelos 

linfócitos T CD8+ podem representar passos importantes para a compreensão da 

imunopatologia das doenças agudas e crônicas e para o tratamento e prevenção de 

doenças (infecciosas e cânceres). 

Do ponto de vista da prevenção de doenças infecciosas causadas por vírus, 

bactérias e parasitas intracelulares, até hoje não há nenhuma vacina comercial 

baseada na indução de linfócitos T CD8+. Entretanto, já foi visto que algumas das 

vacinas vivas atenuadas são capazes de induzir linfócitos T CD8+ específicos 

(varíola, BCG, adenovírus, gripe, etc.). Baseados na possibilidade de se induzir esse 

tipo de imunidade, inúmeros estudos vêm sendo realizados, principalmente em 

modelos experimentais, para o desenvolvimento dessas vacinas preventivas. Devido 

ao volume de trabalho realizado nesta área nos últimos 10 anos, seria impossível 

citar todos os trabalhos feitos em modelos experimentais para os diversos 

patógenos. No caso específico do Trypanosoma cruzi, já foram citados anteriormente 
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diversos trabalhos utilizando DNA, proteínas e vírus recombinantes com intuito de 

vacinação experimental. 

Os resultados obtidos em modelos experimentais, também chamados de 

testes pré-clínicos, serviram de base para os testes clínicos no homem.  Vacinas 

recombinantes, visando à indução de imunidade mediada por linfócitos T CD8+, 

estão sendo testadas, por exemplo, em associação com adjuvantes sintéticos como 

o Iscomatrix (revisto por DRANE et al., 2007), como vírus recombinantes (revisto por 

YANG et al., 2007) ou como bactérias atenuadas (SZTEIN, 2007). Alternativamente, 

outros grupos estão usando a estratégia denominada “priming-boosting” heterólogo, 

no qual dois imunonógenos distintos, contendo o mesmo epítopo CD8, são utilizados 

seqüencialmente, visando uma maior expansão dos clones de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ contra os transgenes, muito acima do obtido com doses seqüenciais dos 

mesmos antígenos (revisto por SANDER & MCSHANE, 2007). Este tipo de 

estratégia foi demonstrada primeiramente em modelos experimentais e, 

posteriormente, no homem, como sendo capaz de induzir uma resposta imune 

celular consideravelmente mais alta (MCSHANE et al., 2004). 

Assim como as vacinas profiláticas, dezenas de vacinas terapêuticas estão 

sendo testadas contra as mais diversas formas de cânceres em modelos 

experimentais. Estas vacinas são constituídas também de plasmídeos, proteínas e 

vírus recombinantes, além de peptídeos sintéticos. Algumas dessas formulações já 

foram selecionadas para testes clínicos em pacientes com essa enfermidade. Os 

testes clínicos, ainda em fase I, têm demonstrado que é possível induzir resposta 

imune específica mediada por linfócitos T CD8+, em pacientes vacinados com 

peptídeos sintéticos ou proteína recombinante emulsificados em adjuvantes 

comerciais, na presença de um ativador de TLR-9 (SPEISER  et al., 2005; VALMORI 

et al., 2007; SPEISER et al., 2008). 

Além da vacinação de pacientes com plasmídeos, proteínas ou vírus 

recombinantes e etc., uma linha que está sendo desenvolvida em muitos laboratórios 

é a de vacinação com células dendríticas (DC) pulsadas com antígenos específicos. 

Recentemente, SANTIN et al., 2008 obtiveram sucesso na indução de imunidade 

contras o antígeno E7 do vírus do papiloma humano usando esta estratégia. Esse 

tipo de vacinação, apesar de pouco prático e caro, pode vir a se tornar uma 

alternativa para o tratamento de determinados cânceres.  
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Além da vacinação, a transferência adotiva de linfócitos T CD8+ específicos já 

vem sendo usada em testes clínicos no homem. Em algumas circunstâncias, 

respostas objetivas de regressão de tumores foram descritas (MORGAN et al., 2006 

e revisto por GATTINONI et al., 2006 e BLATTMAN & GREENBERG, 2004).  

Durante doenças virais crônicas, um estado de exaustão é observado nos 

linfócitos T CD8+ específicos, o qual impede a completa eliminação viral. Pela 

comparação dos genes expressos nestas células exauridas com linfócitos T CD8+ de 

memória, observou-se que as primeiras expressavam altos níveis de PD-1, um 

receptor inibitório da família CD28 e receptor para a molécula PD-L1. O bloqueio da 

interação PD-1/PD-L1 foi capaz de restaurar a função dessas células CD8+. Desta 

forma, elas voltaram a apresentar capacidade de proliferação, secreção de citocinas 

e citotoxicidade, levando a uma diminuição significativa na carga viral (BARBER et 

al., 2006). Este trabalho apresentou uma nova estratégia alvo para o 

desenvolvimento de tratamentos. A importância do PD-1 foi confirmada pela 

presença deste receptor em linfócitos T CD8+ específicos para antígenos do HIV 

(DAY et al., 2006, PETROVAS et al., 2006) e hepatite C (URBANI et al., 2006, 

GOLDEN-MASON et al., 2008). Futuros tratamentos com moléculas capazes de 

bloquear a interação PD-1/PD-L1 poderão melhorar o desempenho funcional destes 

linfócitos T CD8+ em estado de exaustão, promovendo a melhora dos indivíduos. 

Bem recentemente, foi observado que no modelo experimental da infecção crônica 

por LCMV, a vacinação terapêutica com um vírus vaccinia recombinante pode ser 

melhorada pelo bloqueio combinado da ligação PD-1/PD-L1 (HA et al., 2008). 
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A base deste projeto foi definida através de trabalhos anteriores, feitos pelo 

nosso grupo e por outro laboratório, que descreveram epítopos reconhecidos por 

linfócitos T CD8+ durante a infecção natural com parasitas de diferentes cepas de T. 

cruzi, em camundongos de diferentes linhagens (TZELEPIS et al., 2006; MARTIN et 

al., 2006; TZELEPIS et al., 2007). Estes epítopos, seu status imunológico e o 

antígeno ao qual pertencem estão descritos na tabela 1. 

Este projeto tem o intuito de, no longo prazo, testar a hipótese de qual seria o 

potencial de dos epítopos sub-dominantes reconhecidos por linfócitos T CD8+ em 

diversas linhagens de camundongos durante as vacinações experimentais. 

Para que esta hipótese geral seja testada seguimos os objetivos específicos 

abaixo: 

 

A)  Gerar plasmídeos no qual o epítopo CD8 imunodominante foi removido; 

B) Gerar plasmídeos no qual o epítopo CD8 imunodominante foi trocado por 

um epítopo sub-dominante do parasita; 

C) Analisar por seqüenciamento se as mutações foram introduzidas com 

sucesso; 

D) Produzir estes plasmídeos em larga escala; 

E) Realizar imunizações experimentais com um plasmídeo já construído 

denominado pRE-P4P7 que contém somente o epítopo TEWETGQI, mas não o 

epítopo VNHRFTLV da ASP-2; 

F) Testar a imunogenicidade dos novos plasmídeos em modelos 

experimentais. 
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TABELA 1: Epítopos reconhecidos por linfócitos T CD8+ durante a infecção natural 
com parasitas de diferentes cepas de T. cruzi e seu status imunológico. 
 
 
 
 

Cepa de 

camundongo 
Epítopo Antígeno Status 

imunológico 

BALB/C IYNVGQVSI TS Imunodominante 

C57Bl/6 VNHRFTLV ASP-2 Imunodominante 

C57Bl/6 ANYDFTLV TSA Sub-dominante 

C57Bl/6 ANYKFTLV TSA Sub-dominante 

B10.A, A/Sn TEWETGQI ASP-2 Imunodominante 

    

C57Bl/6 X BALB/C VNHRFTLV ASP-2 Imunodominante 

C57Bl/6 X BALB/C IYNVGQVSI TS Sub-dominante 

    

C57Bl/6  X B10.A VNHRFTLV ASP-2 Imunodominante 

C57Bl/6  X B10.A TEWETGQI ASP-2 Sub-dominante 
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1. Desenho e seqüências dos oligonucleotídeos utilizadas nas reações de 

mutagênese sítio dirigida: 

 

Inicialmente foram estabelecidas algumas condições para desenho dos 

oligonucleotídeos: i) os primers devem conter a mutação desejada e anelar na mesma 

seqüência em fitas opostas do plasmídeo; ii) os primers devem ter entre 25 e 45 

bases, com Tm > 78°C; iii) a mutação desejada deve ser no meio do primer, contendo 

de 10 a 15 bases corretas em cada lado da mutação; iv) o conteúdo mínimo de bases 

GC ideal no primer é 40% e deverá terminar em um ou mais C e G (Tabela 2). Assim, 

os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram desenhados com o auxílio de um 

programa disponível on line no site: www.stratagene.com/qcprimerdesign. 

 

TABELA 2: Oligonucleotídios produzidos para a construção dos quatro plasmídeos, 

na tabela consta as sequências originais dos epítopos imunodominantes seguida 

das sequencias dos oligos (com as mutações). 

 

 

 

Plasmídeos 

(pIgSP) 

Epítopo CD8 Oligonucleotídeos 

clone9 VNHRFTLV GTG AAC CAC AGA TTC ACT CTT GTG 

VNHRATLA  FORWARD: TTT GTG AAC CAC AGA GCA ACT CTT GCA 
GCA ACG GTG ACC 

 

VNHRATLA 
VNHRATLA   REVERSE: GGT CAC CGT TGC TGC AAG AGT TGC TCT GTG 

GTT CAC AAA 
ANYDFTLV   FORWARD: CAG TAC AGC TTT GCA AAC TAC GAC TTC ACT 

CTT GTG GCA ACG 
 

ANYDFTLV 
ANYDFTLV    REVERSE: CGT TGC CAC AAG AGT GAA GTC GTA GTT TGC 

AAA GCT GTA CTG 

ANYKFTLV FORWARD: CAG TAC AGC TTT GCA AAC TAC AAG TTC ACT 
CTT GTG GCA ACG 

ANYKFTLV 

ANYKFTLV   REVERSE: CGT TGC CAC AAG AGT GAA GTT GTA GTT TGC 
AAA GCT GTA CTG 

TEWETGQI TEWETGQI ACC GAA TGG GAG ACG GGA CAA ATT 

TAWETGQA   FORWARD: GAT CCC CGC ATC ACC GCA TGG GAG ACG 
GGA CAA GCA CTC ATG ATC GTT C 

 

TAWETGQA TAWETGQA   REVERSE: G AAC GAT CAT GAG TGC TTG TCC CGT CTC 
CCA TGC GGT GAT GCG GGG ATC 
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2. Composição das soluções e tampões utilizados 

 

-Gel de agarose: agarose 1% (Life Technologies), TAE (1X), brometo de etídio 

(0,5µg/ml, Sigma). 

-Solução A: Tris-HCl 25mM, pH 8,0, glicose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 

-Solução B: NaOH 200mM, SDS 1%. 

-Solução C: acetato de potássio 3M, ácido acético 5M. 

-TAE (1X): Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM, pH 8,0. 

-Tampão ACK: NH4Cl 0,15M, KHCO3 1mM, EDTA 0,1mM, pH 7,0. 

-Tampão de amostra para eletroforese de DNA (6X): azul de bromofenol 

0,25%, xileno-cianol 0,25%, glicerol 30%.  

-TE (Tris-HCl pH8,0, 10mM e EDTA 1mM). 

 

3. Meios de cultura para bactérias 

 

-LB (Luria Bertani): triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%,  

pH 7,0. 

-LB sólido: LB, ágar (Difco) 1,5%. 

-LB/AMP: LB acrescido de ampicilina 100µg/ml (Sigma). 

-LB/AMP/TETRA: LB acrescido de ampicilina 100µg/ml (Sigma) e tetraciclina 

30µg/ml. 

-SOC: bactotriptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 0,5g/L e 10mL de 

KCl 250mM, pH 7,0 acrescido de glicose 20mM e MgCl2 10mM.  

-TB: bactotriptona 12g, extrato de levedura 24g e glicerol 4mL em 900mL, 

acrescido posteriormente com 100mL de uma solução de KH2PO4 0,17M e K2HPO4 

0,72M. 

-TB/AMP: TB acrescido de ampicilina 100µg/mL. 

-FB: glicerol 10%, KCl 100mM, CaCl2.2 H2O 50mM, acetato de potássio 10mM, 

pH 6,2. 
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4. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

 

Os genes utilizados neste trabalho foram amplificados pela técnica de PCR 

utilizando-se a enzima Pfx Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) e seguindo seu 

protocolo:  

 
Reação de 25µL 

- 10x Pfx plat. Buffer                     2,5µL 

- 10mM dNTP mix                        0,75 µL 

- 50mM MgSO4                            0,5µL 

- Primer FOR (10µM)                   0,75µL 

- Primer REV (10µM)                   0,75µL 

- DNA (cerca de 100ng) 

- Pfx platinum                               0,2µL 

- H2O                                          qsp 25µL 

 

Condições: 

94ºC- 2min 

94ºC- 30s 

50ºC- 30s (alterar temperatura conforme primer)        35x 

68ºC- 2min 

68ºC- 7min 

4°C – infinito 

  

5.  Eluição de DNA do gel de agarose 1% - Kit Qiaex  

 

1- Remover a banda do gel; 

2- Adicionar 3x o volume de Buffer QX1 (aumenta a concentração de sal que 

rompe as pontes de hidrogênio entre os açúcares no polímero de agarose, ajudando 

a dissolver) comparado com o volume da banda cortada; 

3- Ressuspender o QX1 no vortex por 30 segundos e adicioná-lo à amostra da 

seguinte forma: 

≤ 2µg DNA ------ 10µL QX1 
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2-10µg DNA ----- 30µL QX1 

4-Incubar a 50°C por 10 minutos. (Misturar no vortex a cada 2 minutos para 

manter o QX1 em suspensão. Checar se a suspensão apresenta coloração 

amarelada.); 

5-Centrifugar à 10000rpm por 30 segundos e remover o sobrenadante com a 

pipeta; 

6-Lavar o pellet com 500µL de Buffer QX1 até dissolvê-lo por completo (usar o 

vortex – essa etapa remove os resíduos de agarose); 

7-Centrifugar por 30 segundos e remover o sobrenadante; 

8-Lavar 2x com 500µL de Buffer PE (com etanol) até dissolvê-lo por completo 

(usar o vortex – essa etapa remove os resíduos de sal); 

9-Secar o pellet por 10-15 minutos à temperatura ambiente; 

10-Eluir o DNA com 20µL de água bidestilada autoclavada e incubar a 50°C 

por 5-12 minutos; 

11-Centrifugar à 10000 rpm por 30 segundos e coletar o sobrenadante; 

12-Fazer eletroforese em gel de agarose 1% com 1µL de cada amostra e 

quantificar as bandas por comparação com as bandas do fago λ  digerido com 

HindIII(PM).  

# Quantidade ideal de DNA para ligação no plasmídeo pIgSP: 40ng/µL 

 

6. Quantificação do produto eluído por eletroforese 

 

Faz-se uma digestão de um microlitro do material a ser quantificado, o volume 

final deve ser de pelo menos 20 microlitros para que o produto de digestão mais o 

tampão possam ser divididos em ao menos três poços com volumes seriados. No 

caso, os 20 microlitros mais 4 microlitros do tampão de amostra 5X , 24 microlitros 

totais, podem ser depositados da seguinte forma: 12, 6 e 3 microlitros.Estes volumes 

finais correspondem a 0,5; 0,25 e 0,125 microlitros do 1 microlitro do DNA plasmidial 

digerido. Comparando quantidades diferente do mesmo material com as quantidades 

já conhecida do peso molecular, pode-se visualmente inferir mais exatamente a 

concentração da amostra. 

 

 



Materiais e Métodos 

22 
 

 

 

7. Clonagem (ligação) das asp-2 mutadas em plasmídeo pMOS (2885pb)  

 

As ligações foram feitas utilizando-se o “pMOSBlue blunt-ended cloning kit” 

(Amersham-GE Healthcare), seguindo-se as instruções do fabricante. Sempre foi 

utilizada uma proporção de inserto para vetor de 2,5 para 1 (2,5:1) com a quantidade 

fixa do vetor pMOS (50 ng). Inicialmente, os produtos de PCR foram fosforilados por 

meio de proteína kinase da seguinte maneira: a cada reação de 10µL final foi 

adicionado 1µL de tampão pK, 0,5µL de DTT 0,1M, 1µL da mistura enzimática (“pK 

enzyme mix”), a quantidade desejada do produto de PCR e água. Estas reações 

foram incubadas a 22ºC por 40 minutos, e em seguida, a enzima foi inativada por 

incubação a 75ºC por 10 minutos. Logo, as amostras foram incubadas em gelo por 5 

minutos e posteriormente, foi acrescentado 1µL do vetor pMOS (50 ng) e 1µL da 

enzima T4 DNA ligase. Por fim, as amostras foram incubadas por período overnight 

(14 a 18 horas) a 15 ºC. 

 

8. Transformação de bactérias com DNA plasmidial 

  

8.1.Preparação de bactérias competentes 

Uma colônia de bactérias Escherichia coli (cepas DH5α, BL21 ou proveniente 

do kit de clonagem “pMOS Blue blunt-ended cloning kit”) foi inoculada em 3mL de 

meio de cultura LB (Sigma), seguindo-se incubação por 16 horas a 37 ºC, sob 

agitação constante (200 rpm). Em seguida, o inóculo foi diluído em meio LB na 

proporção de 1:50 e incubado a 37ºC sob agitação constante até que a DO600 

estivesse em torno de 0,6. Posteriormente, o recipiente contendo as bactérias foi 

incubado em gelo por 60 minutos. Seguiu-se uma centrifugação a 1.000 X g por 10 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e as bactérias, ressuspendidas em 1/3 

do volume inicial em meio FB e incubadas em gelo por 60 minutos. Foi feita uma nova 

centrifugação nas mesmas condições anteriores e, após desprezar-se o 

sobrenadante, o precipitado bacteriano foi ressuspendido em 1/12,5 do volume inicial 
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em meio FB. As bactérias foram, então, dispensadas em alíquotas de 100µL e 

guardadas no freezer a – 70 ºC até o uso. 

 

 8.2.Transformação de bactérias competentes com produtos de ligação 

Alíquotas de 100µL de bactérias competentes foram descongeladas e a cada 

uma foi acrescentado cerca de 5µL dos produtos de ligação (plasmídeo e inserto), 

seguindo-se com incubação por 30 minutos no gelo. Após esse período, os tubos 

foram incubados a 42ºC por exatamente 2 minutos e recolocados no gelo por mais 5 

minutos. A cada tubo acrescentou-se 412µL de meio SOC e os mesmos foram 

incubados a 37ºC sob agitação constante por 1 hora a 200 rpm. O volume total da 

suspensão bacteriana foi então semeado em placas de LB sólido contendo 100µg/mL 

de ampicilina, as quais foram mantidas em estufa a 37 ºC por período “overnight” para 

seleção dos clones resistentes ao antibiótico. 

No caso de transformações com construções contendo o plasmídeo pMOS, a 

semeadura das bactérias foi feita em placas de LB sólido contendo 100µg/mL de 

ampicilina (Sigma) e 30µg/mL de tetraciclina (Sigma). Porém, antes da semeadura, as 

placas foram tratadas com 35µL de X-gal 50mg/mL (USB) e 20µL de IPTG 100mM 

(Life Technologies). Neste caso, este procedimento é realizado porque como o 

plasmídeo pMOS contém o gene da β-galactosidase no polylinker, as bactérias 

transformadas com o plasmídeo selvagem (vazio) são capazes de degradar o X-gal 

como substrato e ficam azuis. Se algum gene é inserido no polylinker do vetor, ele 

rompe o gene da β-galactosidase, e consequentemente, as bactérias transformadas 

perdem a capacidade de degradar o X-gal, ficando brancas. Desta forma, pode-se 

distinguir por um método colorimétrico as colônias que contêm ou não insertos. As 

placas foram então incubadas por período overnight em estufa a 37 ºC.  

 

9. Extração de DNA plasmidial por lise alcalina em pequena escala  

 

1) Uma colônia de bactéria contendo o plasmídeo de interesse foi incubada em 

3,5mL de meio LB líquido contendo 100µg/mL de ampicilina. 

2) Deixou-se crescer “overnight” a 37°C sob agitação constante sob rotação de 

200 a 500 rpm no shaker. 
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3) Acrescentou-se 1,5mL desta cultura de bactérias em um tubo de eppendorf 

de 1,5mL. 

4) Centrifugou-se os tubos sob rotação de 10000rpm por 2 minutos. 

5) Desprezou-se o sobrenadante. 

6) Acrescentou-se mais 1,5mL da cultura de bactérias em cada tubo e 

centrifugar novamente a 10000rpm por 2 minutos. 

7) Desprezou-se o sobrenadante e drenar bem os tubos. 

8) Acrescentou-se 100µL da solução A (Glicose 50mM, Tris-HCl 25mM pH8.0, 

EDTA 10mM). (Esta solução fica estocada na geladeira) 

9) Homogeneizou-se completamente a amostra no vortex. 

10) Adicionou-se 200µL de solução B (NaOH 0.2M e SDS 1%) e misturar por 

inversão 2x. 

11) Incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. (Esse tempo é suficiente 

para que o DNA genômico seja liberado.) 

12) Adicionou-se 200µL da solução C (Kac 3M e HAc5M) e misturar por 

inversão 8x. 

13) Fes-se nova incubação, em gelo por 20 a 30 minutos. 

14) Centrifugou-se os tubos a 13000rpm por 15 minutos a temperatura 

ambiente. 

15) Colocou-se 300µL de isopropanol em tubos eppendorfs novos. 

16) Transferiu-se 400µL do sobrenadante destes tubos para outros tubos 

eppendorf que continham 300µL de isopropanol. 

17) Os tubos foram misturados por inversão 10x. 

18) Colocou-se os tubos a -20°C por 2 a 3 horas. 

19) Centrifugou-se os tubos a 13000rpm por 15 minutos a 4°C. 

20) Desprezou-se o sobrenadante. 

21) Acrescentou-se 500µL de etanol 70% gelado e passar no vortex até que o 

pellet desgrude. 

22) Centrifugou-se 13000rpm por mais 5 minutos e a 4°C. 

23) O sobrenadante foi descartado e deixou-se o pellet secar a temperatura 

ambiente (estufa a 37°C). 

24) Ressuspendeu-se o pellet em um volume que pode variar de 10µL a 50µL 

de água bidestilada contendo RNAse (60µg/mL), dependendo da quantidade de DNA. 
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10. Digestão do DNA plasmidial com enzimas de restrição para 

verificação da presença do inserto e sua respectiva orientação  

 

Os plasmídeos foram digeridos com enzimas de restrição específicas para 

cada ORF com o intuito de saber quais deles liberariam o inserto. No caso da 

presença deste, uma nova digestão foi feita pra que se verificasse sua orientação. Os 

constituintes da digestão foram: 1µg de DNA a ser analisado, 10% de tampão 

(específico para cada enzima), 2 unidades por enzima de restrição e água bidestilada 

autoclavada, totalizando um volume de 10µL. As amostras foram incubadas em 

banho-maria por cerca de 3 horas e, depois, foram analisadas por eletroforese em gel 

de agarose 1%. Para a eletroforese, foi adicionado às amostras tampão TAE 6x. O 

procedimento aconteceu durante 30 minutos e sob 80V. Como padrão de peso 

molecular, foram utilizados fragmentos do bacteriófago λ digeridos com Hind III. 

 

11. Seqüenciamento do DNA plasmidial dos clones recombinantes 

 

Após verificação da presença do inserto (ORF) dentro dos plasmídeos pMOS, 

estas construções foram submetidas à reações de seqüenciamento através de PCRs. 

Algumas reações de sequenciamento foram realizadas no centro de estudos do 

genoma humano, USP, onde é oferecido o serviço de seqüenciamento de DNA 

utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de análise de DNA de 96 capilares com a 

tecnologia GE Healthcare (antiga Amersham Biosciences). As reações de 

seqüenciamento são realizadas de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, 

utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA 

Polimerase) código US81090. As sequências são analisadas pelo software Sequence 

Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12 que não só fornece as seqüências 

mas também o eletroferograma. No nosso laboratório, as seqüências puderam então 

ser analisadas e alinhadas através do software DNAstar que não só permite a 

visualização da seqüência de bases mas também permite visualizar o 

eletroferograma, a seqüência de aminoácidos e as ORFs(open reading frames), entre 

outras funções. Todas as reações devem ser realizadas pelo menos em duplicata, e 



Materiais e Métodos 

26 
 

em regiões onde o não existir um consenso entre as reações e o eletroferograma não 

for conclusivo, devem ser feias mais reações.  

Outras reações foram feitas no próprio CINTERGEN na UNIFESP, no 

laboratório do Prof. Dr. Sang Won Han e outras através do serviço de 

seqüenciamento do laboratório do prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck (USP). 

Nestes dois outros locais o serviço de sequenciamento é diferente. Em ambos o 

serviço de seqüenciamento de DNA utilizam o ABI PRISM 3130/3130XL Genetic 

Analyzer um sistema de análise de DNA de 4(3130) ou 16(3130XL) capilares com a 

tecnologia Applied Biosystems. As reações de seqüenciamento são realizadas de 

acordo com o protocolo descrito a seguir: Deve-se fazer PCRs de 25 ciclos sob as 

seguintes condições: 96ºC por 5 minutos, 96ºC por 20 segundos, 50ºC por 15 

segundos, 60ºC por 4 minutos. Para cada ORF, foram utilizados 1µL de DNA (cerca 

de 200ng), 2µL de Big Dye (Big Dye terminator v3.1 Cycle Sequencing kit – Applied 

Biosystems), 3µL de Primer (1µM), 1µL de Tampão “Save money” e 10µL de água 

bidestilada autoclavada. Se possível, o termociclador deve ser ajustado para que a 

sua rampa de temperatura esteja 17% (1°C/seg.), isto para evitar perda na 

fluorecencia.Finalizada a PCR, o DNA deve ser precipitado com cerca de 40µL de 

isopropanol 65% (MERCK) e incubado cerca de 15 minutos protegido da luz à 

temperatura ambiente. Em seguida, a amostra é centrifugada por 45 minutos sob 

2250g à temperatura ambiente. O sobrenadante é descartado e, ao pellet de DNA, 

deve-se adicionar 150µL de etanol 60% (MERCK). Após nova centrifugação de 5 

minutos sob 2250g à temperatura ambiente, a amostra é concentrada em speed-vac 

por 15 minutos. Finalmente a amostra é estocada a –20ºC e enviadas para 

seqüenciamento no laboratório do Prof. Dr. Sang Won Han (UNIFESP) ou do prof. Dr. 

Carlos Frederico Martins Menck (USP). Neste caso, as sequências são analisadas 

pelo software Sequencing Analysis v5.2. 

 

11.1.Análise computacional das seqüências obtidas 

Todos os clones obtidos e seqüenciados foram analisados utilizando-se o 

pacote DNASTAR versão 5.00 (DNASTAR Inc.). As seqüências de nucleotídeos e 

aminoácidos destes genes foram alinhadas utilizando-se o alinhamento Clustal W. 
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12. Crescimento em larga escala de bactérias da cepa DH5α e método de 

lise alcalina (maxi-prep) 

 

Constatada a presença, integridade e correta orientação da seqüência do 

inserto no plasmídeo pIgSP, esta construção foi produzida em larga escala para 

futuro uso nos experimentos de imunização. Inicialmente, foi preparado um pré-

inóculo a partir de 5-8 colônias de bactérias DH5α transformadas com clones 

oriundos de diferentes plasmídeos. Estas foram inoculadas em 100mL de SOB 

(bactotriptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 0,5g/L, KCl 250mM, glicose 

20mM e MgCl2 10mM) acrescido de 100µg/mL de ampicilina (AMP), incubando-se, a 

seguir, por 16 horas a 37ºC sob agitação constante. No dia seguinte, a partir de 50mL 

do pré-inóculo, foram feitos dois inóculos separados em 450mL de meio TB, cada 

qual continha (bactotriptona 6g, extrato de levedura 12g e glicerol 2mL). 

Posteriormente, foram acrescidos, a cada um, 50mL de uma solução de KH2PO4 

0,17M e K2HPO4 0,72M e incubadas novamente a 37ºC, sob agitação por mais 16 

horas. 

 As bactérias foram centrifugadas em centrífuga Sorvall a 5000 rpm 15 minutos 

a 4°C. O precipitado resultante de 250mL de cultura foi ressuspendido em 21mL de 

solução A (Tris 25mM pH 8,0, glicose 50mM e EDTA 10mM) com auxílio do vortex e 

agitação manual até que a solução ficasse completamente solúvel. A seguir, 

adicionou-se 19,5mL de uma solução B (NaOH 200mM e SDS 1%) e o material foi 

homogeneizado levemente. Posteriormente, acrescentou-se ainda à suspensão 

bacteriana mais 15 mL de uma solução de acetato de potássio 3M e ácido acético 5M, 

seguindo-se incubação em gelo por 25 minutos. Em seguida, esta suspensão foi 

centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos a 4ºC e filtrou-se o sobrenadante caso 

houvesse restos sólidos. Adicionou-se 1 volume de álcool isopropílico e incubou-se 

por período “overnight” a 4°C em geladeira.  

No dia seguinte, a solução contendo DNA precipitado foi centrifugada a 12500 

rpm por 25 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de cada tubo foi 

ressuspendido em 2mL de tampão TE (Tris-HCl pH8,0, 10mM e EDTA mM). Em 

seguida, foi adicionado a cada tubo 1 volume de solução gelada de LiCl 5M para 

precipitação de moléculas de RNA. Após uma breve homogeneização por inversão, o 

material foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante, que 



Materiais e Métodos 

28 
 

continha o DNA, foi transferido a outro tubo e precipitado novamente com 1 volume 

de álcool isopropílico por período overnight a 4°C em geladeira.  

No dia seguinte, o “pellet” de DNA foi ressuspendido em 1mL de tampão TE. 

Logo, este material foi incubado em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Foi 

acrescentado 10µL de RNase (10mg/mL) e ele foi incubado por 15 minutos a 37ºC. 

Após esta etapa, cerca de 500µL do material foram transferidos para tubos eppendorf 

de 1,7mL. Em seguida, cada tubo recebeu 1 volume de uma solução de PEG 6000 / 

NaCl 1,6M para nova precipitação do DNA.  Os tubos foram centrifugados a 14000 

rpm por 25 minutos a temperatura ambiente e o “pellet” de DNA de cada tubo foi 

finalmente ressuspendido em 500µL de tampão TE e armazenado em geladeira a 

4°C.  

 

13. Purificação de plasmídeo produzido em larga escala por 

ultracentrifugação em gradiente de cloreto de césio (CsCl)  

 

Antes do uso de plasmídeos, produzidos em larga escala, nas imunizações, é 

necessário que eles sejam purificados. Para isso, cerca de 6 a 7mg do plasmídeo 

foram adicionados a uma solução de CsCl 1g/mL mais 200µL de uma solução de 

brometo de etídio (10mg/mL). O material foi homogeneizado, transferido para tubos 

de ultracentrifugação de 5,1mL (Beckman) e centrifugado por 14 horas a 80000 rpm 

em ultracentrífuga L8-M (Beckman) a 22ºC com aceleração máxima e sem 

desaceleração. No dia seguinte, o DNA plasmidial foi coletado com auxílio de 

seringas e agulhas e transferido para tubo de 50mL (Falcon). Para o que brometo de 

etídeo fosse completamente eliminado da solução de DNA plasmidial, esta foi lavada 

diversas vezes com solução de butanol-1 saturado em água por centrifugação de 1 

minuto a 2000 rpm. Logo, foi acrescentada água bidestilada autoclavada obedecendo 

a seguinte regra: para cada 1,5mL de DNA retirados dos tubos após 

ultracentrifugação, acrescentou-se água bidestilada autoclavada de modo a se obter 

um volume final de 4mL. Em seguida, este DNA plasmidial foi precipitado utilizando-

se 2,5 volumes de etanol absoluto. O material foi armazenado em geladeira a 4°C por 

período overnight. No dia seguinte, este foi centrifugado a 3750 rpm por 30 minutos a 

4°C para formação de “pellet”. Posteriormente, o “pellet” de DNA foi lavado com 

aproximadamente 10mL de etanol 70% e submetido novamente à centrifugação a 
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3750 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi 

seco à temperatura ambiente por cerca de 15 minutos e ressuspendido em 1mL de 

água bidestilada autoclavada. 

 

14. Camundongos e parasitas  

 

Foram utilizados camundongos fêmeas das linhagens CB10 e 

F1(C57BL/6xB10.A) de 5 a 8 semanas de idade, adquiridos no Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP).  

Os parasitas para os desafios experimentais dos animais foram as formas 

tripomastigotas sanguíneas das cepas Y, gentilmente cedidos pelo Instituto de 

Cardiologia Dante Pazzanese. 

 

15. Imunização 

 

No dia zero, cada animal recebeu uma dose de 7µg de cardiotoxina (Sigma - 

diluídos para 100µL de PBS) via intramuscular, a qual foi aplicada diretamente no 

músculo Tibialis anterioris, sendo metade da dose em cada uma das coxas. No dia 5, 

foi dada a primeira dose das vacinas de DNA, a segunda dose no dia 26 e a terceira 

dose no dia 40. Todas as 3 doses consistiam na administração de 150µg de DNA 

(diluídos para 100µL de PBS) por via intramuscular no músculo Tibialis anterioris, 

sendo metade da dose em cada uma das coxas, as quais foram realizadas por meio 

de seringas de insulina U-100 e uma agulha de calibre 27G. 

 

 

15.1. Obtenção do soro, desafio e quantificação da resposta protetora 

No dia 47 do protocolo de imunização, os camundongos tiveram cerca de 

200µL de sangue retirados pela veia caudal ou plexo ocular para obtenção do soro e 

posterior análise da resposta imune humoral destes animais. Para isso, as amostras 

de sangue foram incubadas por 6 a 8 horas à temperatura ambiente e, em seguida, 
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centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos à temperatura ambiente. Os soros foram 

separados e armazenados em tubos de 500 µL a –20 ºC. 

 Os animais foram desafiados, via intraperitoneal, com 104 formas de 

tripomastigotas sangüíneas das cepa Y de T. cruzi. Quando a quantidade de 

parasitas no sangue foi monitorada, a parasitemia foi feita do 7° ao 15° dia após o 

desafio através de microscopia óptica, por contagem do número de formas 

tripomastigotas em 5 µL de sangue coletados da cauda dos camundongos.  

 

16. Análise da resposta imune celular 

 

16.1. ELISPOT ex vivo para produção de IFN-γγγγ 

Para o ensaio de ELISPOT, foram utilizadas placas de nitrocelulose de 96 

poços (Multiscreen HA, Millipore) cobertas com 60µl por poço de PBS estéril 

contendo 10µg/ml do anticorpo monoclonal anti-IFN-γ de camundongo (R4-6A2, 

Pharmingen). Após incubação por período overnight à temperatura ambiente, a 

solução contendo o anticorpo monoclonal foi removida por aspiração em ambiente 

estéril e as placas foram lavadas por 3 vezes com meio de cultura RPMI. As 

membranas das placas foram bloqueadas por incubação com 100µl do meio RPMI 

contendo 10% de soro fetal bovino (R10%) (GIBCO) por, pelo menos, 2 horas a 37ºC. 

As células respondedoras foram obtidas do baço de camundongos imunizados 

com DNA plasmidial e infectados com T.cruzi. Estas células foram lavadas 3 vezes 

em meio RPMI e ressuspendidas em meio RPMI completo na concentração de 5x105 

células viáveis por mL. O meio completo consiste em 1% de NEAS, L-glutamina, 

vitaminas e piruvato, 0.1% 2-ME, 10% de soro fetal bovino (Hyclone) e 30 U/mL de 

interleucina-2 humana recombinante (cedida por Hoffman-La Roche). 

As células apresentadoras de antígeno (APCs) foram obtidas do baço de 

camundongos CB10 normais. O mesmo procedimento descrito acima foi feito, sendo 

que a concentração destas foi de 3 x106 células viáveis por mL. 

Cem microlitros da suspensão contendo células respondedoras e 100 µl da 

contendo APCs foram adicionadas em cada poço. Em alguns dos poços foram 

adicionados 10 µg/ml dos peptídeos PA8 ou TsKb-18 ou TsKb-20. A placa foi 

incubada em condições estáticas por 24 horas a 37ºC em estufa com atmosfera 
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contendo 5% de CO2. Após a incubação, as células foram desprezadas. Para 

remover quaisquer células residuais, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS e 

5 vezes com PBS-T20. Cada poço recebeu então 75 µl do anticorpo monoclonal anti-

camundongo biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluído em PBS-T20 na concentração 

final de 2µg/ml. As placas foram incubadas por período overnight a 4ºC. Os 

anticorpos não ligados foram removidos pela lavagem das placas por 6 vezes com 

PBS-T20. Adicionamos então, estreptoavidina-peroxidase (KPL) na proporção de 

1:800 em PBS-T20 em volume final de 100 µl/poço. As placas foram incubadas por 1 

a 3 horas a temperatura ambiente e, então, lavadas de 3 a 5 vezes com PBS-T20 e 

mais 3 vezes com PBS. 

As placas foram reveladas adicionando-se 100µl por poço do substrato da 

peroxidase (50mM Tris-HCl, pH 7.5, contendo 1mg/ml de DAB e 1µl/ml de 30% de 

peróxido de hidrogênio, ambos da SIGMA). Depois de incubação de 15 minutos a 

temperatura ambiente, a reação foi parada descartando-se a solução substrato e 

lavando-se as placas com água corrente. As placas foram secas a temperatura 

ambiente e os “spots” foram contados com a ajuda de uma lupa. 

 

16.2. Ensaio de citotoxicidade in vivo  

Suspensões de células foram preparadas do baço de camundongos CB10 

normais (naïves). Os eritrócitos foram lisados usando tampão de lise (0.15M NH4Cl, 

1mM KHCO3, 0.1Mm Na EDTA, pH 7.2-7.3).  Depois de duas lavagens com meio 

RPMI, as células foram ressuspensas em meio RPMI contendo 1% de soro fetal 

bovino (GIBCO). A viabilidade das células foi avaliada utilizando o corante Azul de 

Tripan (0,05%) como discriminante entre células vivas e mortas.  A concentração das 

células foi estimada por contagem em câmara de Neubauer.Parte dos esplenócitos 

(350 x 106 células) foram corados com 1µM (CFSElow), outra parte (350 x 106 células)  

com 10 µM (CFSEhigh) de CFSE (Molecular Probes) em PBS por 15 minutos a 37ºC e 

mais uma parte igual (350 x 106 células) corados com 10M PKH em diluente C 

(PKH26GL-kit, Sigma) por 3 minutos a temperatura ambiente. Após centrifugação por 

5 minutos a 1700 rpm, as células foram ressuspensas em RPMI contendo 10% de 

soro fetal bovino (GIBCO) pré-aquecido. No tubo com CFSE as células foram 

pulsadas com 1 µg/mL do peptídeo PA8. No outro tubo, elas foram pulsadas com 1 

µg/mL do peptídeo TsKb-18. Depois da adição do respectivo peptídeo em cada tubo, 
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as células foram incubadas por 40 minutos a 37°C. Após este período, as células 

foram centrifugadas, lavadas por 3 vezes com meio RPMI contendo 2 a 4% de soro 

fetal bovino (GIBCO), ressuspensas em meio RPMI contendo 2 a 4% de soro fetal 

bovino (GIBCO) e contadas novamente. As populações foram misturadas na 

concentração de 1:1:1, centrifugadas, ressuspensas em 200µL de meio RPMI e 

injetadas intravenosamente (via retro-orbital) em camundongos normais ou 

imunizados com DNA plasmidial e infectados com T. cruzi na concentração de 2 a 4 

x107 células por camundongo. Depois de 20 a 24 horas, os baços dos camundongos 

que receberam as células marcadas foram retirados, e as suspensões de células 

únicas foram feitas como descrito acima. No final, as células foram fixadas em PBS 

contendo 3.7% de paraformaldeído por 5 minutos à temperatura ambiente e após 

uma lavagem com PBS, foram ressuspensas em tampão de FACS. Cada grupo 

experimental consistiu de três animais, e cada camundongo foi analisado 

individualmente. As populações de linfócitos CFSElow, CFSEhigh e PKH foram 

detectadas no baço via citometria de fluxo, usando o FACScallibur e analisadas com 

o software CellQuest (Becton Dickinson). A porcentagem de lise específica para o 

peptídeo foi determinada pela fórmula:  

 

% CFSEhigh infectado / % CFSElow
 infectado X 100%.  

       %CFSEhigh naïve / % CFSElow naïve 

 

17. Análise estatística 

 

A análise que apontou diferenças significativas entre os números de parasitas 

no pico das infecções dos camundongos imunizados e desafiados, capacidade de 

citotoxicidade e número de células produtoras de IFN-γ de camundongos naïves ou 

imunizados e infectados após estímulo com peptídeos, foi realizada através do teste 

de variância (ANOVA) de uma via e posteriormente utilizando-se o teste Tukey HSD, 

disponíveis na página http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.htm. 
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A  partir da ORF do gene da asp-2 (Genbank Acession Number: AY186572), 

nós construímos uma série de plasmídeos, com base no plasmídeo pIgSP-clone 9 

(Boscardin et al. 2003), que apresentavam mutações nos seus respectivos epítopos 

CD8. Nestas mutações realizadas, foram trocados aminoácidos críticos no 

reconhecimento dos epítopo por linfócitos CD8 específicos.   

Inicialmente, produzimos um plasmídeo no qual o epítopo CD8 

imunodominante PA8 (VNHRFTLV para moléculas H-2Kb) foi alterado. Este epítopo, 

que possuía originalmente a seqüência de aminoácido VNHRFTLV, teve a 

seqüência modificada para VNHRATLA. Os aminoácidos alterados são 

supostamente os aminoácidos ancoras e, por tanto, com esta alteração não haveria 

apresentação deste antígeno.  

 Para realizar esta mutação, foi utilizada um estratégia que consistia de 3 

etapas. Na 1ª etapa, foram utilizados os oligonucleotídeos VNHRFTLV reverse e o 

ASP-2F, além do plasmídeo pIgSP-clone 9 como DNA molde, para amplificar a 

porção inicial da asp-2 até o final da seqüência VNHRATLA (1694 pb). Na 2ª etapa, 

foram utilizados os oligonucleotídeos VNHRFTLV forward e o ASP-GR e o mesmo 

DNA molde para amplificação da porção final da asp-2, do inicio da seqüência 

VNHRATLA até o final da asp-2 (415 pb). Por fim, fizemos mais uma PCR com os 

primers ASP-2F e ASP-GR e como DNA molde os 2 produtos de PCR acima citados 

para gerar uma única seqüência da asp-2 contendo a desejada mutação (2082 pb) 

(Figuras 3 e 4). 
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Figura 3: Esquema representativo da construção dos plasmídeos. No topo há a 
representação da seqüência da asp-2 original com o epítopo imunodominante PA8 
destacada em roxo (letra A), posteriormente há a representação dos produtos da 
primeira (letra B), da segunda (letra C) e da terceira PCRs (letra D).  
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Figura 4: Foto do gel de agarose com os produtos das duas primeiras PCRs 
(Fragmentos maior e menor do inserto VNHRATLA), todo o produto destas PCRs foi 
colocado no gel para se fazer a eluição dos mesmos. O p.m. (peso molecular) 
utilizado é o DNA do fago lambda digerido com a enzima de restrição Hind III, as 
bandas que resultam desta digestão são conhecidas (23130pb, 9416pb, 6557pb, 
4361pb, 2322pb, 2027pb e 564pb). 
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Antes de utilizar os fragmentos maior (1ª etapa) e menor (2ª etapa) para 

geração da mutação, estes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% 

e, em seguida, foram eluídos através do Kit de eluição da QIAGEN, QIAEX II. Após 

a eluição, os 2 fragmentos foram quantificados também por corrida eletroforética em 

gel de agarose 1%.  

Após a realização da PCR (3ª etapa), a partir de quantidades equivalentes 

dos produto de PCR (1ª e 2ª etapas) como DNA molde, o produto completo também 

teve de ser eluído e quantificado para ser ligado no vetor de clonagem pMOS Blue 

Blunt Ended (Amersham Biosciences). Esta clonagem foi feita segundo instruções 

do fabricante. Por se tratar de um plasmídeo com extremidades cegas (blunt) no 

sítio da enzima EcoRV, não foi necessário fazer previamente a digestão do vetor e 

do inserto com quaisquer enzima de restrição. Para esta clonagem, foram utilizadas 

bactérias pMOS (do próprio Kit de clonagem) que permitem, a partir de análise 

colorimétrica, a identificação de colônias com inserto (coloração branca). Em 

seguida, foi feito uma extração em pequena escala (mini-prep) por lise alcalina das 

bactérias contendo o plasmídeo com inserto. O DNA plasmidial de cada clone foi 

analisado a partir de digestão com as enzimas de restrição KpnI e XbaI (Invitrogen), 

pois há um sítio específico para cada uma delas nas extremidades da seqüência da 

asp-2 (FIGURA 3), e corrida eletroforética em gel de agarose 1% (FIGURA 5). 

Os clones que apresentaram 2 bandas, com peso molecular de 2082 pb, 

(referente ao inserto) e  2887 pb (correspondente ao pMOS) foram catalogadas  e 

utilizadas posteriormente. Para verificar a orientação em que os insertos foram 

inseridos dentro do plasmídeo pMOS, estes respectivos clones foram digeridos só 

com KpnI ou só com XbaI. Saber a orientação é importante para assim determinar 

qual primer utilizar nas reações de seqüenciamento para analisar ou a porção inicial 

ou final do inserto. 
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FIGURA 5: Foto da eletroforese em gel de agarose 1% dos 24 clones pMOS-
VHNRATLA digeridos com KpnI e XbaI. Em cada gel foi colocado no primeiro poço o 
peso molecular (DNA de fago lambda digeriodo com Hind III, já descrito 
anteriormente na legenda da figura 4) e no segundo o controle (pMOS vazio- 
2882pb). No primeiro gel estão os clones de 1 a 10, no segundo os de 11 a 20 e no 
terceiro os clones de 21 a 24. 
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Dos clones positivos (que possuíam o inserto) foram escolhidos inicialmente 3 

clones para serem analisados por sequenciamento: # 12, 15 e 20. Estes clones 

foram escolhidos por serem dos clones positivos os que possuíam maior 

concentração de DNA, apesar dos três terem seus respectivos insertos com a 

orientação invertida no vetor de clonagem, o que não acarreta em qualquer 

problema na análise e utilização.  

Antes do seqüênciamento destes clones, a concentração de DNA plasmidial 

de cada um deles foi quantificada através de digestão com a enzima de restrição 

XbaI e análisada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo, cada poço, 

diluição seriada do DNA. Digerindo o DNA com apenas uma enzima facilita a 

quantificação, pois, por eletroforese, só se pode quantificar sequências lineares, 

uma vez que plasmídeos fechados formam estruturas chamadas coil e super-coiled, 

que correm separadamente uma vez que possuem tamanhos diferentes, e como a 

quantificação é feita visualmente por comparação com o peso molecular (DNA de 

fago lambda digerido com a enzima de restrição HindIII, Gibco) é importante que 

todo o material forme uma banda única. Os clones 12, 15 e 20 estavam a uma 

concentração de 800 ng/µl, 1µg/µl e 800 ng/µl respectivamente (FIGURA 6). 

Para realizar o seqüenciamento dos clones foi utilizados os primers T7 e U19, 

os quais flanqueiam o inserto. Com eles foi possível não só se verificar a inserção da 

asp-2 no plasmídeo, mas também a integridade da porção seqüenciada, o que inclui 

seus respectivos sítios enzimáticos. Outro primer utilizado foi o primer 200 que é 

reverso e anela na região do 1887° nucleotídeo da asp-2 (a seqüência de 

nucleotídeos que codifica o VNHRFTLV fica de 1656° a 1680°nucleotídeo). Portanto 

a região mutada, poderia ser “lida” com este primer, dessa forma, verificou-se que a 

mutação estava presente. Estas reações de sequenciamento foram realizadas no 

centro de estudos do genoma humano, USP. Uma vez estas regiões verificadas, 

fizemos outras reações com os primers 452 (forward), 800 (forward), 593 (reverso) e 

511 (reverso) até que toda a seqüência da asp-2 fosse completamente verificada e 

sua integridade, constatada. Todas as reações foram realizadas em duplicata, e em 

regiões onde o não existia um consenso entre as reações e o eletroferograma não 

era conclusivo, foram feias mais reações.  
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FIGURA 6: Foto representativa da quantificação dos clones 12, 15 e 20 do 
plasmídeo pIgSP-VNHRATLA. No caso, fez-se uma digestão só com Kpn I cujo 
volume final era de 20 microlitros aos quais foi adicionado 4 microlitros do tampão de 
amostra 5X , por tanto, 24 µl finais os quais foram depositados da seguinte forma: 
12, 6 e 3 microlitros. Estes volumes finais correspondem a 0,5µl; 0,25µl e 0,125µl 
microlitros de DNA (foi digerido 1µl de cada clone). Comparando quantidades 
diferentes do mesmo material com as quantidades já conhecida do peso 
molecular(DNA de fago lambida digeriodo com HindIII, já descrito anteriormente 
nesta seção) pode-se visualmente inferir mais exatamente a concentração da 
amostra. No caso, o clone 12 (poços 1, 2 e 3) estava a 800 ng/µl, o clone 15 (poços 
4, 5 e 6) estava a 1mg/µl e o 20 (poços 7, 8 e 9) a 800 ng/µl.  
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Uma vez que toda a seqüência do inserto foi analisada e confirmada a fase 

aberta de leitura, o inserto estava pronto para ser inserido no vetor de expressão, 

pIgSP (o qual contém seqüência de peptídeo sinal da cadeia Kappa de 

imunoglobulina de camundongo, além da estrutura do pcDNA3). Assim, o pMOS-

VHNRATLA clone 15 e o pIgSP foram digeridos com as mesmas enzimas citadas 

anteriormente, KpnI e XbaI, ambos foram eluidos e quantificados para que fosse 

feita a ligação entre eles. Esta reação de ligação foi feita com auxílio da enzima T4 

DNA ligase (Gibco). Em seguida, bactérias competentes DH5α foram transfomadas 

com o produto desta ligação. Após busca por colônia positiva para a construção 

pIgSP-VHNRATLA, por análise a partir de digestão do DNA plasmidial de várias 

colônias com enzimas de restrição, uma delas foi escolhida para ser utilizada para 

crescimento do plasmídeo em larga escala. Após o crescimento em larga escala da 

colônia transformada com a construção pIgSP-VHNRATLA, foi feita a extração do 

DNA plasmidial por lise alcalina seguida da purificação deste material por 

ultracentrifugação em gradiente de cloreto de césio. Em seguida, este material foi 

quantificado para posterior uso nos experimentos de imunização.  

Com base nesta mesma estratégia, outras construções foram realizadas, 

além deste plasmídeo pIgSP-VNHRATLA: i) a ORF do gene da asp-2 que possuía 

originalmente a seqüência de aminoácidos do epítopo imunodominante PA8 

(VNHRFTLV para moléculas H-2Kb), teve a seqüência modificada para ANYKFTLV 

ou ANYDFTLV. Um outro plasmídeo construído que possuía originalmente a 

seqüência de aminoácidos do epítopo imunodominante TEWETGQI (para moléculas 

H-2KK), teve a seqüência modificada para TAWETGQA. Para a construção desses 

quatro plasmídeos foram utilizados oligonucleotídios, descritos na tabela a seguir 

(TABELA 2). As seqüências de aminoácidos dos quatro plasmídeos construidos por 

mutagênese sítio dirigida: a)pIgSP-VNHRATLA, b)pIgSP-ANYDFTLV, c)pIgSP-

ANYKFTLV, d)pIgSP-TAWETGQA, estão especificadas na figura 7. Na figura 8, há 

uma representação esquemática desses plasmídeos.  
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KSGDAPLPQWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAFAESLFVYIVHEHNLFGIKPY pIgSP#9_original

EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDD Majority

150 160 170 180 190 200 210

EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDD ANYDFTLV#6

EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDD pIgSP#9_original

NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMQNDTLVFP Majority

220 230 240 250 260 270 280

NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMQNDTLVFP ANYDFTLV#6

NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMQNDTLVFP pIgSP#9_original

LMVNGQNYPFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT Majority

290 300 310 320 330 340 350

LMVNGQNYPFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT ANYDFTLV#6

LMVNGQNYPFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT pIgSP#9_original

EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG Majority

360 370 380 390 400 410 420

EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG ANYDFTLV#6

EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG pIgSP#9_original

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT Majority

430 440 450 460 470 480 490

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT ANYDFTLV#6

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT pIgSP#9_original

AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSFANHDFTLV Majority

500 510 520 530 540 550 560

AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSFANYDFTLV ANYDFTLV#6

AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSFVNHRFTLV pIgSP#9_original

ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGH Majority

570 580 590 600 610 620 630

ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGH ANYDFTLV#6

ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGH pIgSP#9_original

KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVTVTNVFLYNRPLSVGEXKMV-X Majority

640 650 660 670 680 690

KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVTVTNVFLYNRPLSVGEXKMV.X     ANYDFTLV#6

KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVTVTNVFLYNRPLSVGELKMV       pIgSP#9_original

 

b) 
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10 20 30 40 50 60

ML S RV A A V K A P N T H N R HGV T GS S GR R RE GR E S E P K RP N MS RH L F T S A ML L L L V V I MT C CA  1 pIgSP#9_original
ML S RV A A V K A P N T H N R HGV T GS S GR R RE GR E S E P K RP N MS RH L F T S A ML L L L V V I MT C CA  1 pIgSP_ANYK#1

70 80 90 100 110 120

T C GA A A A V E S K S GD A P L P QWV DI F V P E K T QV L P K E GS K S GV K K A F A A P S L V S A GGV MV A F  61 pIgSP#9_original
T C GA A A A V E S K S GD A P L P QWV DI F V P E K T QV L P K E GS K S GV K K A F A A P S L V S A GGV MV A F  61 pIgSP_ANYK#1

130 140 150 160 170 180

A E S L F V Y I V H E H NL F GI K P Y E I V A GY I K A A E S WP S I V A E V NA T T WR T H T V I GS R NGN D RL  121 pIgSP#9_original
A E S L F V Y I V H E H NL F GI K P Y E I V A GY I K A A E S WP S I V A E V NA T T WR T H T V I GS R NGN D RL  121 pIgSP_ANYK#1

190 200 210 220 230 240

C Y L QR P T A V A R D S K V F L L V GS DT T R Y DS D D NMWV K DGWD I QL V E GV A T QS K D GV QS K L V S  181 pIgSP#9_original
C Y L QR P T A V A R D S K V F L L V GS DT T R Y DS D D NMWV K DGWD I QL V E GV A T QS K D GV QS K L V S  181 pIgSP_ANYK#1

250 260 270 280 290 300

WGE P K S L L K QI L NH T QDQL R D V V T A GGS GI V MQN D T L V F P L MV N GQN Y P F S S I T Y S T D K G 241 pIgSP#9_original
WGE P K S L L K QI L NH T QDQL R D V V T A GGS GI V MQN D T L V F P L MV N GQN Y P F S S I T Y S T D K G 241 pIgSP_ANYK#1

310 320 330 340 350 360

N T WV F P E GI S P V GC L D P R I T E WE T GQI L MI V QC K D DQS V F E S R D MGK T WT E A I GT L S GV W 301 pIgSP#9_original
N T WV F P E GI S P V GC L D P R I T E WE T GQI L MI V QC K D DQS V F E S R D MGK T WT E A I GT L S GV W 301 pIgSP_ANYK#1

370 380 390 400 410 420

V MS QP GV RL Y K I F R V GA L I T A T I E GR K V ML Y T QR GY T S GE K E A T A L Y L WV T D N N RT F H V G 361 pIgSP#9_original
V MS QP GV RL Y K I F R V GA L I T A T I E GR K V ML Y T QR GY T S GE K E A T A L Y L WV T D N N RT F H V G 361 pIgSP_ANYK#1

430 440 450 460 470 480

P L F L E D N V N E T L A N A L L Y S D GA L H L L K E R A NE K D E A I S L A RL T E E L N T I K S V L S T WA K L D  421 pIgSP#9_original
P L F L E D N V N E T L A N A L L Y S D GA L H L L K E R A NE K D E A I S L A RL T E E L N T I K S V L S T WA K L D  421 pIgSP_ANYK#1

490 500 510 520 530 540

A S F S E S S T P T A GL V GF L S N T S S GGD T WI D D Y R C V H A S V T K A S K V K N GF K F MGP GS MA T WP  481 pIgSP#9_original
A S F S E S S T P T A GL V GF L S N T S S GGD T WI D D Y R C V H A S V T K A S K V K N GF K F MGP GS MA T WP  481 pIgSP_ANYK#1

550 560 570 580 590 600

V N S RE D N RQY S F V N H R F T L V A T V T I H QV A K GS T P L L GA GL GD GH GA K I I GL S H S MN K T WE  541 pIgSP#9_original
V N S RE D N RQY S F A N Y K F T L V A T V T I H QV A K GS T P L L GA GL GD GH GA K I I GL S H S MN K T WE  541 pIgSP_ANYK#1

610 620 630 640 650 660

T V F DGK K MT S N T T WE L GR E H QV A L ML QD GH K GY V Y V D GV I V GS P E N I R T P E T L GHE I T HF  601 pIgSP#9_original
T V F DGK K MT S N T T WE L GR E H QV A L ML QD GH K GY V Y V D GV I V GS P E N I R T P E T L GHE I T HF  601 pIgSP_ANYK#1

670 680 690

Y F GGGE GDI N S S DV T V T N V F L Y N R P L S V GE L K MV                            661 pIgSP#9_original
Y F GGGE GDI N S S DV T V T N V F L Y N R P L S V GE L K MV .                           661 pIgSP_ANYK#1  

 

 

c) 
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10 20 30 40 50 60

M L S R V A A V K A P N T H N R H G V T G S S G R R R E G R E S E P K R P N M S R H L F T S A M L L L L V V I M T C C A  pIgSP#9_original
M L S R V A A V K A P N T H N R H G V T G S S G R R R E G R E S E P K R P N M S R H L F T S A M L L L L V V I M T C C A  pIgSP_TAWETGQA#2

70 80 90 100 110 120

T C G A A A A V E S K S G D A P L P Q WV D I F V P E K T Q V L P K E G S K S G V K K A F A A P S L V S A G G V M V A F  pIgSP#9_original
T C G A A A A V E S K S G D A P L P Q WV D I F V P E K T Q V L P K E G S K S G V K K A F A A P S L V S A G G V M V A F  pIgSP_TAWETGQA#2

130 140 150 160 170 180

A E S L F V Y I V H E H N L F G I K P Y E I V A G Y I K A A E S WP S I V A E V N A T T WR T H T V I G S R N G N D R L  pIgSP#9_original
A E S L F V Y I V H E H N L F G I K P Y E I V A G Y I K A A E S WP S I V A E V N A T T WR T H T V I G S R N G N D R L  pIgSP_TAWETGQA#2

190 200 210 220 230 240

C Y L Q R P T A V A R D S K V F L L V G S D T T R Y D S D D N M WV K D G WD I Q L V E G V A T Q S K D G V Q S K L V S  pIgSP#9_original
C Y L Q R P T A V A R D S K V F L L V G S D T T R Y D S D D N M WV K D G WD I Q L V E G V A T Q S K D G V Q S K L V S  pIgSP_TAWETGQA#2

250 260 270 280 290 300

WG E P K S L L K Q I L N H T Q D Q L R D V V T A G G S G I V M Q N D T L V F P L M V N G Q N Y P F S S I T Y S T D K G  pIgSP#9_original
WG E P K S L L K Q I L N H T Q D Q L R D V V T A G G S G I V M Q N D T L V F P L M V N G Q N Y P F S S I T Y S T D K G  pIgSP_TAWETGQA#2

310 320 330 340 350 360

N T WV F P E G I S P V G C L D P R I T E WE T G Q I L M I V Q C K D D Q S V F E S R D M G K T WT E A I G T L S G V W pIgSP#9_original
N T WV F P E G I S P V G C L D P R I T A WE T G Q A L M I V Q C K D D Q S V F E S R D M G K T WT E A I G T L S G V W pIgSP_TAWETGQA#2

370 380 390 400 410 420

V M S Q P G V R L Y K I F R V G A L I T A T I E G R K V M L Y T Q R G Y T S G E K E A T A L Y L WV T D N N R T F H V G  pIgSP#9_original
V M S Q P G V R L Y K I F R V G A L I T A T I E G R K V M L Y T Q R G Y T S G E K E A T A L Y L WV T D N N R T F H V G  pIgSP_TAWETGQA#2

430 440 450 460 470 480

P L F L E D N V N E T L A N A L L Y S D G A L H L L K E R A N E K D E A I S L A R L T E E L N T I K S V L S T WA K L D  pIgSP#9_original
P L F L E D N V N E T L A N A L L Y S D G A L H L L K E R A N E K D E A I S L A R L T E E L N T I K S V L S T WA K L D  pIgSP_TAWETGQA#2

490 500 510 520 530 540

A S F S E S S T P T A G L V G F L S N T S S G G D T WI D D Y R C V H A S V T K A S K V K N G F K F M G P G S M A T WP  pIgSP#9_original
A S F S E S S T P T A G L V G F L S N T S S G G D T WI D D Y R C V H A S V T K A S K V K N G F K F M G P G S M A T WP  pIgSP_TAWETGQA#2

550 560 570 580 590 600

V N S R E D N R Q Y S F V N H R F T L V A T V T I H Q V A K G S T P L L G A G L G D G H G A K I I G L S H S M N K T WE  pIgSP#9_original
V N S R E D N R Q Y S F V N H R F T L V A T V T I H Q V A K G S T P L L G A G L G D G H G A K I I G L S H S M N K T WE  pIgSP_TAWETGQA#2

610 620 630 640 650 660

T V F D G K K M T S N T T WE L G R E H Q V A L M L Q D G H K G Y V Y V D G V I V G S P E N I R T P E T L G H E I T H F  pIgSP#9_original
T V F D G K K M T S N T T WE L G R E H Q V A L M L Q D G H K G Y V Y V D G V I V G S P E N I R T P E T L G H E I T H F  pIgSP_TAWETGQA#2

670 680 690

Y F G G G E G D I N S S D V T V T N V F L Y N R P L S V G E L K M V                            pIgSP#9_original
Y F G G G E G D I N S S D V T V T N V F L Y N R P L S V G E L K M V                            pIgSP_TAWETGQA#2  
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FIGURA 7 - SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DOS PLASMÍDEOS CONSTRUIDOS 
COMPARADAS A SEQUENCIA DE AMINOÁCIDOS DA ASP-2 . A) Comparação 
entre as seqüências do Clone 9 original com a construção pIgSP-VNHRATLA; B) 
Comparação entre as seqüências do Clone 9 original com a construção pIgSP-
ANYDFTLV; C) Comparação entre as seqüências do Clone 9 original com a 
construção pIgSP-ANYKFTLV; D) Comparação entre as seqüências do Clone 9 
original com a construção pIgSP-TAWETGQA. *Os aminoácidos selecionados 
(realçados em vermelho) indicam as diferenças observadas nestas comparações. 
 
 

  

 



Resultados 

47 
 

 

 



Resultados 

48 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8: Esquema representando os quatro plasmídeos construídos a partir do 

pIgSP-clone 9 (Boscardin et al. 2003) por mutagênese sítio dirigida: pIgSP-

VNHRATLA (plasmídeo com o epítopo CD8 imunodominante PA-8(VNHRFTLV) 

alterado. Os aminoácidos alterados são supostamente os aminoácidos ancoras, o 

que acarretaria na não apresentação deste epítopo); pIgSP-ANYDFTLV (remoção 

do PA-8 e substituição deste por TsKb-18,epítopo CD8 sub-dominante, produzido 

também por mutagenese sítio dirigida); pIgSP-ANYKFTLV (remoção do PA-8 e 

substituição deste por TsKb-20,epítopo CD8 sub-dominante, produzido também por 

mutagenese sítio dirigida); pIgSP-TAWETGQA (alteração dos supostos aminoacidos 

ancoras do epítopo imunodominante TEWETGQI cuja sequencia original é o próprio 

nome). 
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Paralelamente as construções de plasmídeos, fizemos um ensaio de 

imunização camundongos heterozigotos (C57Bl/6 X B10.A) com um plasmídeo de 

DNA contendo o epítopo sub-dominante TEWETGQI, o pRE-P4P7 (gerado pelo 

aluno de mestrado Filipe Augusto Bittencourt Haolla), a fim de verificarmos se a 

imunodominância observada durante a infecção com T. cruzi poderia ser alterada. 

Nós comparamos a resposta das células T CD8+ específicas para o epítopo 

dominante PA8 (VNHRFTLV) e para o subdominante TEWETGQI após imunização 

de camundongos heterozigotos seguida de desafio experimental com a cepa Y.  

O plasmídeo utilizado para imunização, o pRE-P4P7, possui o mesmo 

backbone do plasmídeo pIgSP-VNHRATLA ( ou seja, não possui o epítopo PA-8 

imunodominante).Cada camundongo recebeu três doses intramusculares de 50µg – 

confirmar qtde de DNA plasmidial injetados nas semanas 0, 3 e 5.  

A eliminação de células alvo cobertas com o epítopo PA8 foi 

significativamente maior do que a eliminação de células alvo cobertas com o 

peptídeo TEWETGQI em animais F1 (C57BL/6 x B10.A) imunizados com o 

plasmídeo controle e infectados (figura 9 A, p<0.05). Entretanto, nos animais 

imunizados com o pRE-P4P7 e infectados a eliminação de células alvo cobertas 

com o peptídeo PA8 foi estatisticamente semelhante à eliminação das células alvo 

cobertas com o peptídeo TEWETGQI. 

De forma semelhante, o número de células produtoras de IFN-γ específicas 

para o epítopo PA8 nos animais imunizados com o pRE foi significativamente maior 

do que o número de células produtoras de IFN-γ específicas para o epítopo 

TEWETGQI (FiGURA 9 B, p<0.05). Entretanto, o número de células produtoras de 

IFN-γ específicas para o epítopo PA8 nos animais imunizados com o pRE-P4P7, não 

infectados, foi estatisticamente semelhante ao número de células específicas para o 

epítopo TEWETGQI. Assim concluímos que a imunização com um DNA plasmidial 

contendo somente o epítopo sub-dominante da ASP-2 de T. cruzi é capaz de abolir 

o padrão de imunodominância tornando a resposta imune mais abrangente 

(“broad”).  

Quanto à análise da parasitemia, os animais imunizados com o pRE-P4P7 

apresentaram um pico de parasitemia significativamente menor que o dos animais 

imunizados com o plasmídeo controle durante a fase aguda da infecção 
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experimental ( p<0.05), como mostrado nos gráficos da figuras 10 C e D. (Figura 9 

na página seguinte) 

Uma vez pronta a construção pIgSP-VNHRATLA, a utilizamos em um ensaio 

de imunização.   
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FIGURA 9: Citotoxicidade e produção de IFN-γ específica em camundongos 
F1(C57BL/6xB10.A) imunizados com pRE-P4P7 e infectados com T. cruzi. Painel C 
e D– Parasitemia foi seguida diariamente do 5º ao 13º dias após o desafio. 
Painel A – No 15º dia após a infecção, a atividade citotóxica in vivo contra células 
alvo cobertas com o epítopo VNHRFTLV (PA8) ou com TEWETGQI foi determinada. 
Os resultados representam a média de 4 camundongos ± DP por grupo. (*) p<0.05 
para PA8 x TEWETGQI nos animais imunizados com pRE; (**) p<0.05 para 
TEWETGQI de animais imunizados com pRE-P4P7 x TEWETGQI animais 
imunizados com pRE. 
Painel B – No 15º dia após a infecção, as células produtoras de IFN-γ específicas 
para o epítopo VNHRFTLV (PA8) ou para o TEWETGQI, foram estimadas por 
ELISPOT. Os resultados representam a média do número de SFC específico para 
cada epítopo por 106 esplenócitos + DP (n=4). (*) p<0.05 para PA8 x TEWETGQI 
nos animais imunizados com pRE. 
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A fim de verificarmos se haveria apresentação do epítopo imunodominante e, 

portanto, verificar se os aminoácidos mutados eram mesmo críticos, nós 

comparamos a resposta das células T CD8+ específicas para o epítopo dominante 

PA8 (VNHRFTLV) e para o sub-dominante TsKb-18 após imunização de 

camundongos homozigotos CB10 com um plasmídeo contendo o epítopo 

imunodominante alterado, pIgSP-VNHRATLA, ou com um contendo o original, 

pIgSP-clone 9 (Boscardin et al. 2003), seguida de desafio com a cepa y de T.cruzi. 

Nos animais controle deste experimento foram utilizadas alíquotas com quantidades 

equivalentes do plasmídeo pcDNA3. 

A eliminação de células alvo cobertas com o epítopo PA8 foi 

significativamente maior do que a eliminação de células alvo cobertas com o 

peptídeo TsKb-18 em animais CB10 imunizados com o plasmídeo pIgSP-clone 9 e 

infectados. Entretanto, não houve eliminação de células alvo cobertas com o epítopo 

PA8 em animais CB10 imunizados com o plasmídeo pIgSP-VNHRATLA e 

infectados. Já as células cobertas com o peptídeo TsKb-18 foram eliminadas 

somente nos animais imunizados com a construção pIgSP-VNHRATLA e infectados.  

De forma semelhante, quando analisado o número de células produtoras de 

IFN-γ específicas para o epítopo PA8 observou-se que não houve uma tendência 

para maior numero de células específicas para este epítopo do que para os epítopos 

TsKb-18, TsKb-20, TsKb-89, tanto em animais infectados como nos apenas 

imunizados com pIgSP-VNHRATLA, não houve diferença estatística, nem mesmo 

nos infectados. Isto, possívelmente se deve ao fato de só se ter sido injetado duas 

doses, e o alto desvio padrão, foram utilizados 6 grupos com 3 animais, apenas nos 

permitem observar uma tendência a ser verificada em futuros ensaios de imunização 

como este mesmo plasmídeo (figura 10). 
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FIGURA 10: Citotoxicidade e produção de IFNg específica em camundongos CB10 
imunizados com pIgSP-VNHRATLA e infectados com T. cruzi. Painel A – No 7º dia 
após a infecção, a atividade citotóxica in vivo contra células alvo cobertas com o 
epítopo VNHRFTLV (PA8), ou TsKb-18, ouTsKb-20, ou TsKb-89 foi determinada. Os 
resultados representam a média de 3 camundongos ± DP por grupo.  
Painel B – No 7º dia após a infecção, as células produtoras de IFNγ específicas para 
o epítopo VNHRFTLV (PA8), ou TsKb-18, ouTsKb-20, ou TsKb-89  foram estimadas 
por ELISPOT. Os resultados representam a média do número de SFC específico 
para cada epítopo por 106 esplenócitos + DP (n=3).  
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Em animais vacinados e subsequentemente desafiados com parasitas da cepa 

Y, é observada uma significativa expansão de linfócitos T CD8+ específicos a poucos 

epítopos. Mais recentemente, foi demonstrado que estes linfócitos T CD8+ específicos 

não só expandem, mas também inibem com alta eficiência a expansão de linfócitos T 

CD8+ de diferentes especificidades, estabelecendo uma forte imundominância na 

resposta imune (TZELEPIS et al. 2008). Desta forma, ao mesmo tempo que os 

epítopos imunodominantes são importantes na imunidade protetora, eles impedem 

que a resposta imune seja induzid eficientemente contra outros epítopos.  

Baseado neste fato, nós consideramos importante estudar qual seria o impacto 

da indução da imunidade à epítopos CD8 sub-dominantes na resposta protetora. Para 

testar nossa hipótese, construímos plasmídeos contendo estes epítopos sub-

dominantes no lugar dos epítopos imunodominantes, os quais serão utilizados em 

futuros ensaios de imunização. O plasmídeo base, pIgSP-clone 9, contem o epítopo 

CD8 imunodominante PA8 (VNHRFTLV) restrito ao MHC H-2Kb e o epítopo CD8 

imunodominante TEWETGQI restrito ao MHC H-2Kk. No caso da construção pIgSP-

VNHRATLA, este plasmídeo teve o epítopo CD8 imunodominante PA-8 (VNHRFTLV) 

alterado para VNHRATLA, modificando provavelmente um aminoácido âncora e um 

que participaria da interação com o MHC-Ia. Com esta alteração, houve uma queda 

significativa no reconhecimento do epítopo imunodominante PA8 (Figura 10). Ainda 

não sabemos se não há apresentação deste antígeno ou se simplesmente ele não é 

reconhecido pelo TCR. Quanto aos plasmídios pIgSP-ANYDFTLV e pIgSP-

ANYKFTLV, que possuem o PA-8 substituido por TsKb-18 e TsKb-20 

respectivamente, estes ainda não foram testados em ensaios de imunização. Outro 

plasmídio produzido, mas também ainda não utilizado nestes mesmos ensaios de 

imunização é o pIgSP-TAWETGQA, que possui alteração dos supostos aminoácidos 

âncoras em relação ao epítopo imunodominante da ASP-2, TEWETGQI, para 

moléculas de MHC H-2Kk.  

Como trabalhos anteriores demonstraram que epítopos sub-dominantes 

podem tornar-se imunodominantes através da eliminação do epítopo imunodominante  

e nós vimos que a eliminação do epítopo imunodominante não altera a resposta do 

epítopo sub-dominante, através da imunização com pRE-P4P7 seguida de desafio 

em camundongos F1 (C57BL/6  X  B10.A), nós conseguimos eliminar o padrão de 

imunodominância observada durante a infecção pelo T. cruzi. Ainda conseguimos 
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aumentar não só a magnitude da resposta de células T CD8+ específicas contra o 

epítopo sub-dominante, mas também a resposta contra o imunodominante se 

manteve alta. Nós observamos que a ampliação da resposta contra o epítopo sub-

dominante foi benéfica para o controle da infecção, uma vez que o pico de 

parasitemia nos animais imunizados com pRE-P4P7 foi significativamente menor que 

a dos animais somente infectados. Este resultado demonstra que a imunização com 

um vetor contendo isoladamente um epítopo sub-dominante pode diminuir a 

imunodominância, gerando uma resposta que é também anti-parasitária. Nenhum 

estudo anterior havia abordado esta questão na imuização experimental pelo T. cruzi.  

No ensaio de imunização realizado com o plasmídeo pIgSP-VNHRATLA, 

embora os resultados ainda sejam preliminares, se observou algo próximo do predito, 

ou seja, supostamente construímos um plasmídeo onde o epítopo imunodominante 

foi removido.  No entanto, futuros experimentos para constatar este fato e a perda 

desta resposta serão realizados.  
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 Conseguimos gerar plasmídeos onde os epítopos CD8 imundominantes PA8 

(VNHRFTLV), restrito a molécula de MHC H-2Kb, ou TEWETGQI, restrito a molécula 

de MHC H-2Kk, foram modificados, e plasmídeos nos quais o PA8 foi trocado por um 

epítopo sub-dominante (ANYDFTLV ou ANYKFTLV). Por sequenciamento 

observamos que todas as mutações foram introduzidas conforme o esperado. 

Fizemos imunizações experimentais com um plasmídeo anteriormente construído em 

nosso laboratório, o pRE-P4P7, que contém somente o epítopo TEWETGQI e 

concluímos que a imunização com DNA plasmidial contendo somente o epítopo sub-

dominante da ASP-2 de T. cruzi é capaz de abolir o padrão de imunodominância, 

além de diminuir drasticamente na parasitemia dos animais infectados. Ainda, após 

testarmos a imunogenicidade de um dos novos plasmídeos construídos, pIgSP-

VNHRATLA, em camundongos homozigotos CB10(MHC H-2Kb), e observamos uma 

grande possibilidade do epítopo imunodominante ter sido eliminado com a mutação 

conforme o pretendido. As novas construções de plasmídeos que estão sendo 

iniciadas juntamente com as construções já realizadas farão parte de novos ensaios 

de imunização que fazem parte de um novo projeto a ser desenvolvido pelo nosso 

grupo. 
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