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Resumo

Durante a infeccdo experimental por Trypanosoma cruzi, a resposta imune
adaptativa mediada por células CD8" ¢ direcionada a poucos epitopos
imunodominantes e subdominantes. Em estudos anteriores, foi demonstrado que,
em diferentes linhagens de camundongos, a imunizacdo com plasmideos ou
proteinas recombinantes, que expressam epitopos CD8 imunodominantes, antecipa
a resposta imune ap6s o desafio e proporciona resposta imune protetora contra
infecgdes letais com T.cruzi.

Em nosso estudo atual, desenvolvemos a hipétese que também é possivel
gerar resposta imune protetora a partir de imunizacbes com plasmideos que
expressam epitopos subdominantes. Neste caso, esta resposta poderia se somar a
resposta imune dominante ampliando o espectro da resposta imuno-protetora.

Para testar nossa hipétese, nés tivemos que construir diferentes plasmideos
contendo a ORF do gene da proteina 2 de superficie de amastigota (asp-2) de
T.cruzi contendo mutacbes que: i) retiraram os epitopos imunodominantes CD8
(VNHRFTLV para H-2K® ou TEWETGQI para H-2K¥ ;i) trocaram o epitopo
imunodominante por epitopos sub-dominantes (TsKb-18 ANYDFTLV ou TsKb-20
ANYKFTLV). Além disso, também foi construido um plasmideo contendo somente a
porcao P4-P7 (261°a 500° aminoacidos) da asp-2.

Apl6s a construcao destes plasmideos, testamos a imunogencidade de dois
deles, denominados pRE-P4P7 e o plgSP-VNHRATLA, foram testados
individualmente na vacinagdo de camundongos F1(C57BL/6 x B10.A) (H-2K® e H-
2K*) ou de CB10 (H-2KP), respectivamente, e desafiados com tripomastigotas da
cepa Y de T.cruzi.

A vacinacao de camundongos F1 (C57BL/6 x B10.A) com o plasmideo pré-
P4-P7 aumentou significativamente a resposta imune de células CD8" especificas
ao epitopo sub-dominante TEWETGQI, restrito a0 MHC H-2k*, porém nao diminuiu a
resposta ao epitopo dominante PA8 restrito a0 MHC H-2k° . Apds o desafio, o pico
de parasitemia foi reduzido significativamente nos animais imunizados em relagao
ao grupo controle. Este experimento confirmou em parte nossa hipétese inicial de
que a resposta imune contra epitopos subdominantes pode induzir imunidade

protetora contra a infeccao experimental.
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Resumo

A vacinagdo de camundongos CB10 (H2-KP) foi feita com o plasmideo plgSP-
VNHRATLA no qual o epitopo imundominante foi mutado. A imunizagdo com este
plasmideo nao induziu resposta especifica para o epitopo original, VNHRFTLV. A
construcdo destes plasmideos nos proporcionara a oportunidade de estudar a
imunogenicidade induzida contra os epitopos subdominantes em maior detalhe. Esta

informacao pode ser pertinente para o desenvolvimento de vacinas recombinantes.
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Introducdo
1. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

O agente etioldgico da doenca de Chagas € o Trypanosoma cruzi (CHAGAS,
1909). Este protozoario hemoflagelado unicelular pertence a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, e € um parasita digenético.

Apdbs quase um século de sua descoberta, a doenca de Chagas ainda € um
grande problema econémico e de saude publica em muitos paises da América Latina.
Estimativas recentes divulgadas pela Organizacado Mundial da Saude indicam que ha
cerca de 9,8 milhdes de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi, e que, a cada
ano, ocorrem 300.000 novos casos de infec¢do, sendo que cerca de 20 mil pessoas
vao a o6bito (WHO, 2007).

A doenca de Chagas é caracterizada por apresentar um curso clinico variavel,
que inclui uma fase aguda inicial, que pode ser assintomatica ou sintomatica, com
febre, adenomegalia, conjuntivite unilateral (Sinal de Romana), parasitemia no
sangue periférico, miocardite e meningoencefalite. A fase inicial pode ser fatal em até
10% dos casos mais graves, com alta mortalidade em criancas abaixo de trés anos
de idade em consequiéncia da meningoencefalite (COURA, 2003).

Anos ou décadas ap6s o contato com o parasita, cerca de 30% dos individuos
infectados desenvolvem sintomas da fase cronica que podem ser comprometimento
cardiaco, gastrintestinais e/ou neuronais. Cerca de 10% dos pacientes chagasicos
tem um acometimento do mega-eséfago e o restante, nao desenvolve sintomas, mas
continua a transmitir a doenca (VIOTTI et al., 1994; revisado por ANDRADE &
ANDREWS, 2005; COURA, 2007). A maioria dos individuos na fase crénica da
doenca de Chagas é resistente ao tratamento quimioterapico 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 eficiéncia em parte das
criancas infectadas. Nestes casos, 0s individuos se tornam sorologicamente
negativos e ndo apresentam sintomas da doenca. Entretanto, o quadro é bem mais
complicado em adultos cronicamente infectados. Nestes, sé uma parcela reduzida
(~30%) responde ao tratamento, se tornando negativos sorologicamente (PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2003). Nao se sabe, ao certo, quais os fatores que impedem o

tratamento eficiente da maioria dos pacientes. Ha a descricdo de cepas que sao
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Introducdo

resistentes as drogas, o que seria a explicacdo mais plausivel para a falha no
tratamento.

O diagnéstico da doenca de Chagas pode ser feito através da presenca do
parasita no sangue periférico pelo exame direto a fresco. A hemocultura é indicada
para a fase aguda e o xenodiagnostico apresenta-se positivo em 50% e 100% dos
pacientes em fases crbnica e aguda, respectivamente. O diagndstico da infecgcéao
cronica é feito, geralmente, por ensaios como ELISA, hemaglutinacao e por fixacao
do complemento para detectar anticorpos especificos circulantes. Técnicas mais
refinadas, como a de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), sdo atualmente
utilizadas para detectar o DNA do protozoario nos tecidos do paciente (WHO, 2006).

Em virtude da auséncia de tratamento adequado, a doenca de Chagas é
considerada a doenca parasitaria mais importante das Américas, representando uma
perda econémica para os paises americanos de US$1 bilhdo por ano (WHO, 2002).
Por isso, a necessidade de se desenvolver novas drogas quimioterapicas e
estratégias eficazes de vacinagdo ou terapia génica e, desta forma, evitar uma
eventual transmissao desta doenca tao negligenciada pelos paises desenvolvidos.

2. Ciclo de vida do T. cruzi

Este parasita apresenta um complexo ciclo de vida com dois hospedeiros,
sendo um intermediario (vertebrado - homem, animais silvestres e domésticos) e, o
outro, um definitivo (invertebrado — insetos triatomineos como o Triatoma infestans,
conhecido popularmente no Brasil como “barbeiro”, o Rhodnius prolixus e o
Panstrongylus megistus). Seus diferentes estagios de desenvolvimento
(tripomastigotas-metaciclicos ou sanglineos, amastigotas e epimastigotas) podem
ser identificados por meio da posi¢ao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e também

pela regiao emergente do flagelo (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de vida do parasita Trypanosoma cruzi. A infecgcao € transmitida pelo
inseto triatomineo que pica o individuo, defecando préximo ao local da picada. Nas
fezes e urina do inseto encontram-se formas tripomastigotas metaciclicas (a) que
penetram pela lesdo causada no momento da picada em que o individuo comeca
cocar a regiao. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos
invadem as células das camadas subjacentes a pele (b) e, no citoplasma dessas
células, diferenciam—se em amastigotas que se multiplicam por divisdo binéaria (c).
Os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas sanglineos (d), os quais séo
liberados para a corrente sangtiinea com a lise da célula hospedeira, o que facilita
sua migracao para diferentes 6rgaos e tecidos (e). Se o hospedeiro vertebrado for
novamente picado por um inseto triatomineo, este ingere as formas tripomastigotas
sanglineas, reiniciando o ciclo (f). No tubo digestério do inseto ocorre a
diferenciacdo dos tripomastigotas sangilineos em epimastigotas (g) que se
multiplicam por fissdo binaria (h). Na porcdo terminal do tubo digestério do
hospedeiro invertebrado ocorre a diferenciacdo dos epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos, que sdo 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
inoculacdo, um processo inflamatério local acompanhado de dor, hiperemia e
tumoracao cutanea. Quando o local da picada € a conjuntiva pode-se observar uma
conjuntivite caracterizando o sinal de Romana (revisado por PRATA, 1999).

3. Resposta CD8" contra T. cruzi

A importancia dos linfécitos T CD8" na infecgdo experimental pelo T. cruzi foi
demonstrada através da infeccdo de camundongos geneticamente deficientes
(CD8KO, B-2 microglobulina KO) ou tratados com anticorpos anti-CD8, os quais
apresentaram parasitemia e susceptibilidade aumentada em relagcdo aos controles
(TARLETON et al., 1992; ROTTENBERG et al, 1993 e TARLETON, 1990). Os
mecanismos anti-parasitarios mediados por essas células sdo mudltiplos, incluindo
secrecao 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 linfocitos B tém um importante papel
na geracdo e manutencao de células T CD8" efetoras/memdéria. Foi observado que
camundongos deficientes de linfécitos B infectados com tripomastigotas da cepa
Tulahuén, apresentaram um numero total de células T CD8" menor que os animais
controle, menor producao de citocinas inflamatérias (IFN-y e IL-12) e menor infiltrado
inflamatério, o qual também possuia menor porcentagem de células T CD8"
ativadas/meméria. Um maior parasitismo nos tecidos e maior parasitemia também
foram observados.

Tanto as formas amastigotas como as tripomastigotas sao alvos da resposta
de linfocitos T CD8". No fim da década de noventa, foi demonstrado que as proteinas
ASP-1 (proteina 1 da superficie de amastigotas), ASP-2 (proteina 2 da superficie de
amastigotas), presentes nas formas amastigotas, TSA-1 (antigeno 1 de superficie de
tripomastigotas) e TS (trans-sialidase de T. cruzi), presentes nas formas
tripomastigotas, continham epitopos reconhecidos por células T CD8" restritas para
moléculas de MHC la (LOW et al., 1998; WIZEL et al., 1997; RODRIGUES et al.,
1999).

Apesar do conhecimento da importancia dos linfécitos T CD8", as sequéncias
de aminoacidos 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
infeccdo, por exemplo. Em trabalhos recentes feitos em diferentes laboratérios,
identificaram epitopos reconhecidos por linfécitos T CD8* durante a infecgao
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 epitopos descritos, reconhecidos por linfécitos T CD8* de camundongos da
linhagem C57BL/6 infectados com parasitas da cepa Y ou G de T. cruzi sao o PA8
(VNHRFTLV, da proteina 2 da superficie de amastigotas), TsKb-18 (ANYDFTLV, do
antigeno TSA) e TsKb-20 (ANYKFTLV do antigeno 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 epitopos TsKb-18 (ANYDFTLV) e TsKb-20 (ANYKFTLYV),
mas nao ao epitopo VNHRFTLV (MARTIN et al., 2006, TZELEPIS et al., 2008). Os
animais BALB/c, infectados com a cepa Y, reconhecem o epitopo da trans-sialidase
(TS) IYNVGQVSI e os camundongos B10.A, infectados com essa mesma cepa,
reconhecem o epitopo TEWETGQI (TZELEPIS et al., 2006, TZELEPIS et al., 2008).

A descricao desses epitopos permitiu 0 estudo da cinética do aparecimento
das células T CD8" especificas capazes de mediar atividade citotéxica in vivo, assim
como a de células T CD8" especificas capazes de produzir IFN-y ex vivo, durante a
infeccao experimental (TZELEPIS et al., 2006).

A importancia da resposta imune, mediada por linfocitos T CD8™, na resisténcia
a infeccao pelo T. cruzi fez com que varios grupos iniciassem uma busca pela
inducédo dessas células especificas. De fato, a imunizagdo de camundongos, com
diferentes protocolos capazes de induzir linfécitos T CD8" especificos contra alguns
dos epitopos descritos acima conferiu uma protecdo contra a infeccao letal. Esses
protocolos incluem vacinagdo com DNA plasmidial, vetores virais, proteinas e
adenovirus 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, ARAUJO et al., 2005; MIYAHIRA et a./, 2005,
MACHADO et al., 2006; HOFT et al., 2007; de ALENCAR et al., 2007, SANCHEZ-
BURGOS et al., 2007). Em conjunto, esses trabalhos reforcam a idéia de um papel
essencial para as células T CD8" no controle da infecgao experimental pelo T. cruzi.
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4. Imunodominancia na resposta imune mediada por linfécitos T CD8*

Como ja mencionado, linfécitos T CD8" sdo componentes criticos na
imunidade contra patégenos intracelulares. Embora os patégenos apresentem
milhares de possiveis epitopos, a resposta de células T CD8" é focada em apenas
poucos. O foco da imunidade celular para estes epitopos também ocorre durante a
resposta imune contra microorganismos complexos e € denominado
imunodominancia. Apesar de estabelecida experimentalmente, o significado evolutivo
e implicacdes bioldgicas da imunodominancia da resposta imune ainda estdo longe
de serem compreendidos.

Para melhorar a compreensao desse fendbmeno basico da resposta imune,
estudos sobre imunodominéncia estdo sendo realizados apo6s infecgoes com
diferentes patdgenos. Até pouco tempo, estudos mais detalhados sé podiam ser
feitos em virus com genomas relativamente pequenos. Entretanto, mais
recentemente, os estudos de imunodominancia realizados em virus com genomas
maiores, como 0 citomegalovirus e vaccinia, tém sido executado com sucesso
(TSCHARKE et al., 2005, MUNKS et al., 2006, MOUTAFTSI et al., 2006, revisto por
YEWDELL 2006).

O estudo da imunodominancia durante a resposta imune contra um patbgeno
complexo como o T. cruzi foi inicialmente considerado dificil devido ao grande nimero
de proteinas 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
epitopos expressos por diferentes membros da super-familia 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 patégeno mais bem estudado até o
momento, do ponto de vista da imunodominancia da resposta imune mediada por
linfécitos T CD8*, é o virus influenza, causador da gripe. Neste modelo, o padrao de
imunodominancia observado em camundongos BALB/c, infectados com a cepa PRS,
€ caracterizado pela resposta imune contra os epitopos ilustrados na figura 2, todos
restritos pelo MHC-la H-2K®. Este modelo, relativamente simples, permitiu a analise

dos possiveis mecanismos responsaveis pelas discrepancias nas freqiéncias de
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linfocitos T especificos, observados durante a resposta imune, e foi ilustrativo em
demonstrar seu carater multifatorial (CHEN et al., 2000).

Apés a infeccao, o epitopo NP147 é imunodominante, pois apresenta o maior
numero de linfécitos T CD8" especificos. A analise detalhada dos diferentes passos
do processo de apresentacao desse antigeno revelou que este epitopo ndo € o mais
abundante no citoplasma da célula infectada, nem apresenta o mais lento “Off rate”
apds a ligacdo ao H-2K% e seu processamento e liberacdo para o RE é apenas
melhor do que a média. Sua imunodominancia, sé pode assim ser explicada, pelo
maior numero de precursores especificos, ou pela melhor eficiéncia destes na
multiplicacdo ou capacidade de exercer imuno-dominagéo sobre os demais clones.

O epitopo HA518, o segundo mais reconhecido, apresenta o segundo mais
lento “Off rate” apds a ligacdo ao H-2K°. Apesar de apresentar quantidade
intermediaria no citoplasma da célula infectada e aumento de disponibilidade, isso
pouco influencia a resposta imunoldgica. Assim, sua limitacao fundamental parece ser
o restrito nimero de precursores de linfécitos T CD8" especificos disponiveis (Figura
2).

O epitopo NP39 é um exemplo interessante de falta adequada de
processamento antigénico. Seu “Off rate”, ap6s a ligacdo ao H-2K°, é o mais lento e
na presenca de epitopo ja processado, sua resposta se eleva ao nivel do epitopo
imunodominante NP147. Demonstrando assim, a presenga de grande numero de
precursores de linfécitos T CD8" especificos, que sé ndo sdo ativados, pela limitagdo
do complexo peptideo-MHC-la na superficie da APC ap6s a infeccéo por influenza.

O epitopo NP218 apresenta a menor afinidade para a molécula de MHC-la, a
qual correlaciona com sua baixa imunogenicidade. Por fim, o epitopo HA462 é um
exemplo de que mesmo sendo 0 epitopo mais abundante no citoplasma da célula e
produzindo o maior numero de complexos peptideo-MHC-la na superficie da APC
infectada, apresenta a resposta imune mais fraca. Isso significa, também, auséncia
de significante nimero de precursores de linfocitos T CD8™ especificos.

Pela simplicidade, esse modelo gerou as regras principais que influenciam a
geracdo de imunodominancia entre peptideos restritos pelo mesmo MHC-la. A
primeira e mais importante regra é uma afinidade minima entre o peptideo e a
molécula de MHC-la. A importancia deste fator levou a construcdo de modelos

tedricos de ligacdo que podem guiar o mapeamento de epitopos CD8. A segunda
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regra € a disponibilidade de antigeno e seu processamento no citoplasma da APC. A
terceira regra é a presenca de linfocitos T especificos no repertério de linfécitos T
CD8". Esta ultima pode ser influenciada pelo numero, pela afinidade e pela
capacidade proliferativa desses precursores. Por ultimo, pode haver a competicéo de
diferentes clones de linfécitos T CD8+ (imunodominacao).

Diversos trabalhos, publicados recentemente, re-enfatizaram a importancia
desses mecanismos de geracdo de imunodominancia especificos para um
determinado alelo utilizando, por exemplo, virus influenza recombinantes. No modelo
de infecgdo com o virus influenza A, a comparacao da resposta de células T CD8"
especificas para D°NPgss € DPPAsys demonstrou que no desafio secundario, a
resposta especifica para D°NPgsgss € maior que a resposta especifica para DPPAzs.
Virus recombinantes contendo os peptideos NP3 ou PAgs inseridos na
neuraminidase viral (NA) foram construidos, tal que as diferencas na apresentacao
dos epitopos D°NPgss € DPPAss4 foram eliminadas. Foi mostrado que no desafio
primario e secundario a carga de antigeno, assim como o numero de células T
precursoras teve um papel importante em determinar a hierarquia de
imunodominancia (La GRUTA et al., 2006).

Apesar dos diferentes mecanismos descritos acima serem, possivelmente, 0s
mais freqlentes responsaveis pela imunodominancia da resposta imune, o mais
potente mecanismo parece ser a competicdo entre células T especificas para
diferentes complexos peptideo-MHC-la. Durante este tipo de competicao, a resposta
imunodominante de uma célula T CD8", especifica para um determinado epitopo,
“interfere” na expansao da resposta imune de outras células T CD8", especificas
para quaisquer outros epitopos ligados a quaisquer outras moléculas de MHC-Ia,
gerando assim forte padrao de imunodominancia.

Este mecanismo que age impedindo a expansédo de linfécitos T CD8" de
diferentes especificidades foi demonstrado em diferentes modelos de imunizagdes
experimentais (WILLIS et al., 2006; VAN DER MOST et al., 2003; GRUFMAN et al.,
1999; KEDL et al., 2000; KEDL et al., 2002). Sua importancia durante infeccdes é
ainda motivo de controvérsia. Por um lado, ha trabalhos que demonstram que
epitopos sub-dominantes podem tornar-se imunodominantes através da eliminacao
do epitopo dominante (VAN DER MOST et al., 2003) ou que na auséncia do epitopo

imunodominante, a resposta global de linfécitos T CD8" se encontra somente um
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Figura 2 — Hierarquia da resposta restrita ao H-2K® de camundongos BALB/c
infectados com PR8. (CHEN et al., 2000).
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pouco reduzida (STOCK et al., 2006). Na mesma linha, ha evidéncias que, no caso
da infeccdo pelo virus influenza, respostas imunes compensatérias se desenvolvem
na auséncia de epitopos imunodominantes (THOMAS et al., 2007).

Por outro lado, um estudo com Listeria monocytogenes demonstrou que a
eliminagdo dos epitopos imunodominantes nao altera a resposta aos epitopos sub-
dominantes (VIJH et al., 1999) e na infecgdo com o virus LCMV, a interferéncia nao
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 competicdo entre células T de diferentes especificidades pode
ocorrer durante a resposta imune secundaria, apds infeccdo com o virus vaccinia,
mesmo quando esta ndo ocorre durante a resposta imune primaria
(KASTENMULLER et al, 2007). Neste caso, os autores correlacionaram a
competicao cruzada com a expressao precoce do gene do antigeno imunodominante
na resposta imune secundaria. De qualquer forma, a competicao de linfécitos T CD8"
durante a resposta imune a diferentes patégenos ainda é assunto em debate.

5. Implicac6es do estudo de linfocitos T CD8*

Os conhecimentos basicos adquiridos sobre a resposta imune mediada pelos
linfocitos T CD8" podem representar passos importantes para a compreensao da
imunopatologia das doencas agudas e crénicas e para o tratamento e prevengao de
doencas (infecciosas e canceres).

Do ponto de vista da prevencao de doencas infecciosas causadas por virus,
bactérias e parasitas intracelulares, até hoje ndao ha nenhuma vacina comercial
baseada na inducao de linfécitos T CD8*. Entretanto, ja foi visto que algumas das
vacinas vivas atenuadas sdo capazes de induzir linfécitos T CD8" especificos
(variola, BCG, adenovirus, gripe, etc.). Baseados na possibilidade de se induzir esse
tipo de imunidade, inUmeros estudos vém sendo realizados, principalmente em
modelos experimentais, para o desenvolvimento dessas vacinas preventivas. Devido
ao volume de trabalho realizado nesta &rea nos ultimos 10 anos, seria impossivel
citar todos os trabalhos feitos em modelos experimentais para os diversos
patdgenos. No caso especifico do Trypanosoma cruzi, ja foram citados anteriormente
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diversos trabalhos utilizando DNA, proteinas e virus recombinantes com intuito de
vacinagao experimental.

Os resultados obtidos em modelos experimentais, também chamados de
testes pré-clinicos, serviram de base para os testes clinicos no homem. Vacinas
recombinantes, visando a inducdo de imunidade mediada por linfécitos T CD8",
estdo sendo testadas, por exemplo, em associacdo com adjuvantes sintéticos como
o Iscomatrix (revisto por DRANE et al., 2007), como virus recombinantes (revisto por
YANG et al., 2007) ou como bactérias atenuadas (SZTEIN, 2007). Alternativamente,
outros grupos estdo usando a estratégia denominada “priming-boosting” heterdélogo,
no qual dois imunondgenos distintos, contendo o mesmo epitopo CD8, sdo utilizados
seqliencialmente, visando uma maior expansdo dos clones de linfécitos T CD4" e
CD8" contra os transgenes, muito acima do obtido com doses seqlienciais dos
mesmos antigenos (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 profilaticas, dezenas de vacinas terapéuticas estdo
sendo testadas contra as mais diversas formas de céanceres em modelos
experimentais. Estas vacinas sado constituidas também de plasmideos, proteinas e
virus recombinantes, além de peptideos sintéticos. Algumas dessas formulacdes ja
foram selecionadas para testes clinicos em pacientes com essa enfermidade. Os
testes clinicos, ainda em fase |, ttm demonstrado que é possivel induzir resposta
imune especifica mediada por linfécitos T CD8+, em pacientes vacinados com
peptideos sintéticos ou proteina recombinante emulsificados em adjuvantes
comerciais, na presenca de um ativador de TLR-9 (SPEISER et al., 2005; VALMORI
et al., 2007; SPEISER et al., 2008).

Além da vacinacdo de pacientes com plasmideos, proteinas ou virus
recombinantes e etc., uma linha que esta sendo desenvolvida em muitos laboratérios
€ a de vacinacao com células dendriticas (DC) pulsadas com antigenos especificos.
Recentemente, SANTIN et al., 2008 obtiveram sucesso na inducdo de imunidade
contras o antigeno E7 do virus do papiloma humano usando esta estratégia. Esse
tipo de vacinacado, apesar de pouco pratico e caro, pode vir a se tornar uma

alternativa para o tratamento de determinados canceres.
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Além da vacinacio, a transferéncia adotiva de linfécitos T CD8" especificos ja
vem sendo usada em testes clinicos no homem. Em algumas circunstancias,
respostas objetivas de regressado de tumores foram descritas (MORGAN et al., 2006
e revisto por GATTINONI et al., 2006 e BLATTMAN & GREENBERG, 2004).

Durante doencas virais crénicas, um estado de exaustao € observado nos
linfécitos T CD8" especificos, o qual impede a completa eliminagado viral. Pela
comparagao dos genes expressos nestas células exauridas com linfécitos T CD8" de
mem©éria, observou-se que as primeiras expressavam altos niveis de PD-1, um
receptor inibitério da familia CD28 e receptor para a molécula PD-L1. O bloqueio da
interacdo PD-1/PD-L1 foi capaz de restaurar a funcdo dessas células CD8". Desta
forma, elas voltaram a apresentar capacidade de proliferacdo, secrecao de citocinas
e citotoxicidade, levando a uma diminui¢do significativa na carga viral (BARBER et
al., 2006). Este trabalho apresentou uma nova estratégia alvo para o
desenvolvimento de tratamentos. A importdncia do PD-1 foi confirmada pela
presenca deste receptor em linfécitos T CD8" especificos para antigenos 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 interagdo PD-1/PD-L1 poderdo melhorar o desempenho funcional destes
linfécitos T CD8" em estado de exaustdo, promovendo a melhora dos individuos.
Bem recentemente, foi observado que no modelo experimental da infeccao crénica
por LCMV, a vacinacao terapéutica com um virus vaccinia recombinante pode ser
melhorada pelo bloqueio combinado da ligagao 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 laboratério, que descreveram epitopos reconhecidos por
linfécitos T CD8™ durante a infecgédo 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 epitopos, seu status imunolégico e o
antigeno ao qual pertencem estdo descritos na tabela 1.

Este projeto tem o intuito de, no longo prazo, testar a hipétese de qual seria o
potencial de dos epitopos sub-dominantes reconhecidos por linfécitos T CD8" em
diversas linhagens de camundongos durante as vacinacdes experimentais.

Para que esta hipbtese geral seja testada seguimos os objetivos especificos

abaixo:

A) Gerar plasmideos no qual o epitopo CD8 imunodominante foi removido;

B) Gerar plasmideos no qual o epitopo CD8 imunodominante foi trocado por
um epitopo sub-dominante do parasita;

C) Analisar por seqlienciamento se as mutagdes foram introduzidas com
sucesso;

D) Produzir estes plasmideos em larga escala;

E) Realizar imunizagbes experimentais com um plasmideo ja construido
denominado pRE-P4P7 que contém somente o epitopo TEWETGQI, mas ndo o
epitopo VNHRFTLV da ASP-2;

F) Testar a imunogenicidade dos novos plasmideos em modelos

experimentais.
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TABELA 1: Epitopos reconhecidos por linfocitos T CD8" durante a infecgao natural
com parasitas de diferentes cepas de T. cruzi e seu status imunolégico.

Cepa de
Epitopo Antigeno Status

camundongo imunoldgico
BALB/C [lYNVGQVSI 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
C57BI/6 X BALB/C VNHRFTLV ASP-2 Imunodominante
C57BIl/6 X BALB/C ['YNVGQVSI TS Sub-dominante
C57BI/6 XB10.A VNHRFTLV ASP-2 Imunodominante
C57Bl/6 X B10.A TEWETGAQI ASP-2 Sub-dominante
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1. Desenho e seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizadas nas reacoes de
mutagénese sitio dirigida:

Inicialmente foram estabelecidas algumas condi¢gdes para desenho dos
oligonucleotideos: i) os primers devem conter a mutacado desejada e anelar na mesma
sequéncia em fitas opostas do plasmideo; ii) os primers devem ter entre 25 e 45
bases, com Tm > 78°C; iii) a mutagao desejada deve ser no meio do primer, contendo
de 10 a 15 bases corretas em cada lado da mutacao; iv) o conteido minimo de bases
GC ideal no primer € 40% e devera terminar em um ou mais C e G (Tabela 2). Assim,
os oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram desenhados com o auxilio de um

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

TABELA 2: Oligonucleotidios produzidos para a constru¢cao dos quatro plasmideos,
na tabela consta as sequéncias originais dos epitopos imunodominantes seguida

das sequencias dos oligos (com as mutacoes).

Plasmideos | Epitopo CD8 Oligonucleotideos
(plgSP)
clone9 VNHRFTLV | GTG AAC CAC AGATTC 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
ANYDETLV CTT GTG GCA ACG
ANYDFTLV |REVERSE: CGT TGC CAC AAG AGT GAA GTC GTA GTT TGC
AAA GCT GTACTG
ANYKFTLV |ANYKFTLV |FORWARD: CAG TAC AGC TTT GCA AAC TAC AAG TTC ACT
CTT GTG GCA ACG
ANYKFTLV |REVERSE: CGT TGC CAC AAG AGT GAA GTT GTA GTT TGC
AAA GCT GTACTG
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 ATGATC 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. Composicao das solucoes e tampoes utilizados

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

(0,5ug/ml, Sigma).

-Solucéo A: Tris-HCI 25mM, pH 8,0, glicose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0.

-Solucéo B: NaOH 200mM, SDS 1%.

-Solucéo C: acetato de potassio 3M, acido acético 5M.

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

-Tampé&o ACK: NH4CI 0,15M, KHCO3; 1mM, EDTA 0,1mM, pH 7,0.

-Tampéo _de amostra para eletroforese de DNA (6X): azul de bromofenol
0,25%, xileno-cianol 0,25%, glicerol 30%.

-TE (Tris-HCI 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 sélido: LB, agar (Difco) 1,5%.

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

30ug/ml.

-SOC: bactotriptona 20g/L, extrato de levedura 5¢g/L, NaCl 0,5g/L e 10mL de
KCI 250mM, pH 7,0 acrescido de glicose 20mM e MgCl, 10mM.

-TB: bactotriptona 129, extrato de levedura 24g e glicerol 4mL em 900mL,
acrescido posteriormente com 100mL de uma solu¢do de KH,PO4 0,17M e KoHPO4
0,72M.

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

-EB: glicerol 10%, KCI 100mM, CaCl,.2 H,O 50mM, acetato de potassio 10mM,
pH 6,2.
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4. Reacao 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:
Reacao de 25uL
- 10x Pfx plat. Buffer 2,5ulL
- 10mM dNTP mix 0,75 puL
- 50mM MgSO4 0,5uL
- Primer FOR (10uM) 0,75uL
- Primer REV (10uM) 0,75uL
- DNA (cerca de 100ng)
- Pix platinum 0,2uL
- H0 gsp 25uL
Condicoes:
94°C- 2min
94°C- 30s
50°C- 30s (alterar temperatura conforme primer)} 35x
68°C- 2min
68°C- 7min
4°C — infinito

5. Eluicao 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 concentracao de sal que
rompe as pontes de hidrogénio entre os aglucares no polimero de agarose, ajudando
a dissolver) comparado com o volume da banda cortada;

3- Ressuspender o QX1 no vortex por 30 segundos e adiciona-lo a amostra da
seqguinte forma:

< 2ug DNA ------ 10uL QX1
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2-10ug DNA ----- 30uL QX1

4-Incubar a 50°C por 10 minutos. (Misturar no vortex a cada 2 minutos para
manter o QX1 em suspensdo. Checar se a suspensao apresenta coloracao
amarelada.);

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

6-Lavar o pellet com 500uL de Buffer QX1 até dissolvé-lo por completo (usar o
vortex — essa etapa remove os residuos de agarose);

7-Centrifugar por 30 segundos e remover o sobrenadante;

8-Lavar 2x com 500uL de Buffer PE (com etanol) até dissolvé-lo por completo
(usar o vortex — essa etapa remove os residuos de sal);

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

10-Eluir o DNA com 20uL de agua bidestilada autoclavada e incubar a 50°C
por 5-12 minutos;

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

12-Fazer eletroforese em gel de agarose 1% com 1uL de cada amostra e
quantificar as bandas por comparagcdo com as bandas do fago A digerido com
Hindlll(PM).

# Quantidade ideal de DNA para ligagéo no plasmideo plgSP: 40ng/uL

6. Quantificacao do produto eluido por eletroforese

Faz-se uma digestdo de um microlitro do material a ser quantificado, o volume
final deve ser de pelo menos 20 microlitros para que o produto de digestdao mais o
tampao possam ser divididos em ao menos trés pocos com volumes seriados. No
caso, 0s 20 microlitros mais 4 microlitros do tampao 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
ja conhecida do peso molecular, pode-se visualmente inferir mais exatamente a

concentragdo da amostra.
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7. Clonagem (ligacao) das asp-2 mutadas em plasmideo pMOS (2885pb)

As ligacdes foram feitas utilizando-se o “pMOSBIue blunt-ended cloning kit”
(Amersham-GE Healthcare), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Sempre foi
utilizada uma proporcao 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 proteina kinase da seguinte maneira: a cada reacdo de 10uL final foi
adicionado 1uL de tampéao pK, 0,5uL de DTT 0,1M, 1uL da mistura enzimética (“pK
enzyme mix”), a quantidade desejada do produto de PCR e agua. Estas reacdes
foram incubadas a 22°C por 40 minutos, € em seguida, a enzima foi inativada por
incubacgéo a 75°C por 10 minutos. Logo, as amostras foram incubadas em gelo por 5
minutos e posteriormente, foi acrescentado 1uL do vetor pMOS (50 ng) e 1uL da
enzima T4 DNA ligase. Por fim, as amostras foram incubadas por periodo overnight
(14 a 18 horas) a 15 °C.

8. Transformacao de bactérias com DNA plasmidial

8.1.Preparacao de bactérias competentes

Uma colbnia de bactérias Escherichia coli (cepas DH5a, 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 incubagdo por 16 horas a 37 °C, sob
agitacao constante (200 rpm). Em seguida, o in6culo foi diluido em meio LB na
proporcdo de 1:50 e incubado a 37°C sob agitacdo constante até que a DOgoo
estivesse em torno de 0,6. Posteriormente, o recipiente contendo as bactérias foi
incubado em gelo por 60 minutos. Seguiu-se uma centrifugacao a 1.000 X g por 10
minutos a 4°C. 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
centrifugacdo nas mesmas condicbes anteriores e, apdés desprezar-se 0
sobrenadante, o precipitado bacteriano foi ressuspendido em 1/12,5 do volume inicial
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em meio FB. As bactérias foram, entdo, dispensadas em aliquotas de 100uL e

guardadas no freezer a — 70 °C até o uso.

8.2.Transformacao de bactérias competentes com produtos de ligacao

Aliquotas de 100uL de bactérias competentes foram descongeladas e a cada
uma foi acrescentado cerca de 5uL dos produtos de ligacado (plasmideo e inserto),
seguindo-se com incubacao por 30 minutos no gelo. Ap6s esse periodo, os tubos
foram incubados a 42°C por exatamente 2 minutos e recolocados no gelo por mais 5
minutos. A cada tubo acrescentou-se 412uL de meio SOC e os mesmos foram
incubados a 37°C sob agitacao constante por 1 hora a 200 rpm. O volume total da
suspensao bacteriana foi entdo semeado em placas de LB sélido contendo 100ug/mL
de ampicilina, as quais foram mantidas em estufa a 37 °C por periodo “overnight” para
selecdo dos clones resistentes ao antibidtico.

No caso de transformacdes com construgbes contendo o plasmideo pMOS, a
semeadura das bactérias foi feita em placas de LB solido contendo 100ug/mL de
ampicilina (Sigma) e 30ug/mL de tetraciclina (Sigma). Porém, antes da semeadura, as
placas foram tratadas com 35uL de X-gal 50mg/mL (USB) e 20uL de IPTG 100mM
(Life Technologies). Neste caso, este procedimento € realizado porque como o
plasmideo pMOS contém o gene da B-galactosidase no polylinker, as bactérias
transformadas com o plasmideo selvagem (vazio) sdo capazes de degradar o X-gal
como substrato e ficam azuis. Se algum gene é inserido no polylinker do vetor, ele
rompe 0 gene da B-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 coldénias que contém ou n&o insertos. As

placas foram entao incubadas por periodo overnight em estufa a 37 °C.
9. Extracao de DNA plasmidial por lise alcalina em pequena escala

1) Uma col6nia de bactéria contendo o plasmideo de interesse foi incubada em
3,5mL de meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina.

2) Deixou-se crescer “overnight” a 37°C sob agitagdo constante sob rotacédo 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 rotacdo 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 100uL da solucao A (Glicose 50mM, Tris-HCI 25mM pH8.0,
EDTA 10mM). (Esta solucéao fica estocada na geladeira)

9) Homogeneizou-se completamente a amostra no vortex.

10) Adicionou-se 200uL de solucao B (NaOH 0.2M e SDS 1%) e misturar por
inversao 2x.

11) Incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. (Esse tempo € suficiente
para que o DNA genbémico seja liberado.)

12) Adicionou-se 200uL da solugdo C (Kac 3M e HAc5M) e misturar por
inversao 8x.

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

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

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

16) Transferiu-se 400uL do sobrenadante destes tubos para outros tubos
eppendorf que continham 300uL de isopropanol.

17) Os tubos foram misturados por inversdo 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 500uL 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 10uL a 50uL

de agua bidestilada contendo RNAse (60ug/mL), dependendo da quantidade de DNA.
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10. Digestdao do DNA plasmidial com enzimas de restricio para
verificacao da presenca do inserto e sua respectiva orientacao

Os plasmideos foram digeridos com enzimas de restricdo especificas para
cada ORF com o intuito de saber quais deles liberariam o inserto. No caso da
presenca deste, uma nova digestao foi feita pra que se verificasse sua orientacdo. Os
constituintes da digestdo foram: 1ug de DNA a ser analisado, 10% de tampao
(especifico para cada enzima), 2 unidades por enzima de restricdo e agua bidestilada
autoclavada, totalizando um volume de 10uL. 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 as amostras tampao TAE 6x. O
procedimento aconteceu durante 30 minutos e sob 80V. Como padrdo de peso

molecular, foram utilizados fragmentos do bacteriéfago A digeridos com Hind lII.

11. Sequienciamento do DNA plasmidial dos clones recombinantes

ApGs verificacdo da presencga do inserto (ORF) dentro dos plasmideos pMOS,
estas construcdes foram submetidas a reacoes de seqlienciamento através de PCRs.
Algumas reagbdes de sequenciamento foram realizadas no centro de estudos do
genoma humano, USP, onde é oferecido o servico de seqienciamento de DNA
utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia GE Healthcare (antiga Amersham Biosciences). As reacbes de
sequlienciamento séo realizadas de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000,
utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ Il DNA
Polimerase) codigo US81090. As sequéncias sao analisadas pelo software Sequence
Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12 que nao s6 fornece as sequiéncias
mas também o eletroferograma. No nosso laboratério, as seqliiéncias puderam entao
ser analisadas e alinhadas através do software DNAstar que ndao sé permite a
visualizagdo da seqUéncia de bases mas também permite visualizar o
eletroferograma, a seqiiéncia de aminoacidos e as ORFs(open reading frames), entre

outras funcdes. Todas as reacdoes devem ser realizadas pelo menos em duplicata, e
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em regides onde 0 ndo existir um consenso entre as reacdes e o eletroferograma nao

for conclusivo, devem ser feias mais reagdes.

QOutras reacdes foram feitas no proprio CINTERGEN na UNIFESP, no
laboratério do Prof. Dr. Sang Won Han e outras através do servico de
sequenciamento do laboratério do prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck (USP).
Nestes dois outros locais o servico de sequenciamento € diferente. Em ambos o
servico de sequienciamento de DNA utilizam o ABI PRISM 3130/3130XL Genetic
Analyzer um sistema de analise de DNA de 4(3130) ou 16(3130XL) capilares com a
tecnologia Applied Biosystems. As reacbes de sequienciamento sdo realizadas de
acordo com o protocolo descrito a seguir: Deve-se fazer PCRs de 25 ciclos sob as
seguintes condicdes: 96°C por 5 minutos, 96°C por 20 segundos, 50°C por 15
segundos, 60°C por 4 minutos. Para cada ORF, foram utilizados 1uL de DNA (cerca
de 200ng), 2uL de Big Dye (Big Dye terminator v3.1 Cycle Sequencing kit — Applied
Biosystems), 3uL de Primer (1uM), 1uL de Tampao “Save money” e 10uL de agua
bidestilada autoclavada. Se possivel, 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 40uL de
isopropanol 65% (MERCK) e incubado cerca de 15 minutos protegido da luz a
temperatura ambiente. Em seguida, a amostra é centrifugada por 45 minutos sob
22509 a temperatura ambiente. O sobrenadante é descartado e, ao pellet de DNA,
deve-se adicionar 150uL de etanol 60% (MERCK). Apés nova centrifugagdo de 5
minutos sob 22509 a temperatura ambiente, a amostra € concentrada em speed-vac
por 15 minutos. Finalmente a amostra € estocada a —20°C e enviadas para
seqlienciamento no laboratério do Prof. Dr. Sang Won Han (UNIFESP) ou do prof. Dr.
Carlos Frederico Martins Menck (USP). Neste caso, as sequéncias sdo analisadas
pelo software Sequencing Analysis v5.2.

11.1.Analise computacional das seqliéncias obtidas

Todos os clones obtidos e seqglenciados foram analisados utilizando-se o
pacote DNASTAR versdo 5.00 (DNASTAR Inc.). As seqiéncias de nucleotideos e
aminoacidos destes genes foram alinhadas utilizando-se o alinhamento Clustal W.
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12. Crescimento em larga escala de bactérias da cepa DH5a e método de
lise alcalina (maxi-prep)

Constatada a presenca, integridade e correta orientagdo da seqgléncia do
inserto no plasmideo plgSP, esta construcdo foi produzida em larga escala para
futuro uso nos experimentos de imunizagdo. Inicialmente, foi preparado um pré-
inbculo a partir de 5-8 colénias de bactérias DH5a transformadas com clones
oriundos de diferentes plasmideos. Estas foram inoculadas em 100mL de SOB
(bactotriptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 0,5g/L, KCI 250mM, glicose
20mM e MgCl, 10mM) acrescido de 100ug/mL de ampicilina (AMP), incubando-se, a
sequir, por 16 horas a 37°C sob agitacado constante. No dia seguinte, a partir de 50mL
do pré-in6culo, foram feitos dois indculos 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 solugdo de KHyPO4
0,17M e K:HPO4 0,72M e incubadas novamente a 37°C, sob agitacdo por mais 16
horas.

As bactérias foram centrifugadas em centrifuga Sorvall a 5000 rpm 15 minutos
a 4°C. O precipitado resultante de 250mL de cultura foi ressuspendido em 21mL de
solucao A (Tris 25mM pH 8,0, glicose 50mM e EDTA 10mM) com auxilio do vortex e
agitacdo manual até que a solugdo ficasse completamente soluvel. A seguir,
adicionou-se 19,5mL de uma solugdo B (NaOH 200mM e SDS 1%) e o material foi
homogeneizado levemente. Posteriormente, acrescentou-se ainda a suspensao
bacteriana mais 15 mL de uma solucéao de acetato de potassio 3M e acido acético 5M,
seguindo-se incubacdo em gelo por 25 minutos. Em seguida, esta suspenséao foi
centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos a 4°C e filirou-se o sobrenadante caso
houvesse restos sélidos. Adicionou-se 1 volume de &lcool isopropilico e incubou-se
por periodo “overnight” a 4°C em geladeira.

No dia seguinte, a solucao 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 tampao TE (Tris-HCI pH8,0, 10mM e EDTA mM). Em
seguida, foi adicionado a cada tubo 1 volume de solugdo gelada de LiCl 5M para
precipitacao de moléculas de RNA. Apés uma breve homogeneizagao por inversao, o
material foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante, que
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continha o DNA, foi transferido a outro tubo e precipitado novamente com 1 volume
de alcool isopropilico por periodo overnight a 4°C em geladeira.

No dia seguinte, o “pellet” de DNA foi ressuspendido em 1mL de tampao TE.
Logo, este material foi incubado em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Foi
acrescentado 10uL de RNase (10mg/mL) e ele foi incubado por 15 minutos a 37°C.
ApGs esta etapa, cerca de 500uL do material foram transferidos para tubos eppendorf
de 1,7mL. Em seguida, cada tubo recebeu 1 volume de uma solucao de PEG 6000 /
NaCl 1,6M para nova precipitacdo do DNA. Os tubos foram centrifugados a 14000
rom por 25 minutos a temperatura ambiente e o “pellet” de DNA de cada tubo foi
finalmente ressuspendido em 500uL de tampao TE e armazenado em geladeira a
4°C.

13. Purificacao de plasmideo produzido em larga escala por
ultracentrifugacao em gradiente de cloreto de césio (CsCl)

Antes do uso de plasmideos, produzidos em larga escala, nas imunizagdes, é
necessario que eles sejam purificados. Para isso, cerca de 6 a 7mg do plasmideo
foram adicionados a uma solucdo de CsCl 1g/mL mais 200uL de uma solugcéo de
brometo de etidio (10mg/mL). O material foi homogeneizado, transferido para tubos
de ultracentrifugacao de 5,1mL (Beckman) e centrifugado por 14 horas a 80000 rpm
em ultracentrifuga L8-M (Beckman) a 22°C com aceleragdo maxima e sem
desaceleracdo. No dia seguinte, o DNA plasmidial foi coletado com auxilio de
seringas e agulhas e transferido para tubo de 50mL (Falcon). Para o que brometo de
etideo fosse completamente eliminado da solugdo de DNA plasmidial, esta foi lavada
diversas vezes com solugdo de butanol-1 saturado em agua por centrifugacao de 1
minuto a 2000 rpm. Logo, foi acrescentada agua bidestilada autoclavada obedecendo
a seguinte regra: para cada 1,5mL de DNA retirados dos tubos apés
ultracentrifugacao, acrescentou-se agua 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
periodo overnight. No dia seguinte, este foi centrifugado a 3750 rpm por 30 minutos a
4°C para formacado de “pellet”. Posteriormente, o “pellet” de DNA foi lavado com
aproximadamente 10mL de etanol 70% e submetido novamente a centrifugacédo a
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3750 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi
seco a temperatura ambiente por cerca de 15 minutos e ressuspendido em 1mL de
agua bidestilada autoclavada.

14. Camundongos e parasitas

Foram utilizados camundongos fémeas 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 Sao Paulo (UNIFESP).

Os parasitas para os desafios experimentais dos animais foram as formas
tripomastigotas sanguineas das cepas Y, gentiimente cedidos pelo Instituto de
Cardiologia Dante Pazzanese.

15. Imunizacao

No dia zero, cada animal recebeu uma dose de 7ug de cardiotoxina (Sigma -
diluidos para 100uL de PBS) via intramuscular, a qual foi aplicada diretamente no
musculo 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 administracdo de 150ug de DNA
(diluidos para 100uL de PBS) por via intramuscular no musculo 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. Obtencao do soro, desafio e quantificacao da resposta protetora

No dia 47 do protocolo de imunizagdo, os camundongos tiveram cerca de
200uL de sangue retirados pela veia caudal ou plexo ocular para obtencdo do soro e
posterior anadlise da resposta imune humoral destes animais. Para isso, as amostras
de sangue foram incubadas por 6 a 8 horas a temperatura ambiente e, em seguida,
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centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Os soros foram
separados e armazenados em tubos de 500 uL a —20 °C.

Os animais foram desafiados, via intraperitoneal, com 10* formas de
tripomastigotas sanglineas das cepa Y de T. cruzi Quando a quantidade de
parasitas no sangue foi monitorada, a parasitemia foi feita do 7° ao 15° dia ap6s o
desafio através de microscopia O6ptica, por contagem do numero de formas

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

16. Analise da resposta imune celular

16.1. ELISPOT ex vivo para producao de IFN-y

Para o ensaio de ELISPOT, foram utilizadas placas de nitrocelulose de 96
pocos (Multiscreen HA, Millipore) cobertas com 60ul por poco de PBS estéril
contendo 10ug/ml do anticorpo monoclonal anti-IFN-y de camundongo (R4-6A2,
Pharmingen). Apés incubacdo por periodo overnight a temperatura ambiente, a
solucdo contendo o anticorpo monoclonal foi removida por aspiracdo em ambiente
estéril e as placas foram lavadas por 3 vezes com meio de cultura RPMI. As
membranas das placas foram bloqueadas por incubacdo com 100ul do meio RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino (R10%) (GIBCO) por, pelo menos, 2 horas a 37°C.

As células respondedoras foram obtidas do baco 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 concentragdo de 5x10°
células viaveis 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 antigeno (APCs) foram obtidas do baco de
camundongos CB10 normais. O mesmo procedimento descrito acima foi feito, sendo
que a concentragao destas foi de 3 x10° células viaveis por mL.

Cem microlitros da suspensao contendo células respondedoras e 100 ul da
contendo APCs foram adicionadas em cada pogo. Em alguns dos pogos foram
adicionados 10 ug/ml dos peptideos PA8 ou TsKb-18 ou TsKb-20. A placa foi

incubada em condi¢bes estaticas por 24 horas a 37°C em estufa com atmosfera
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contendo 5% de CO.. Apds a incubacdo, 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 poco recebeu entdo 75 ul do anticorpo monoclonal anti-
camundongo biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluido em PBS-T20 na concentracao
final de 2ug/ml. As placas foram incubadas por periodo overnight a 4°C. Os
anticorpos nao ligados foram removidos pela lavagem das placas por 6 vezes com
PBS-T20. Adicionamos entdo, estreptoavidina-peroxidase (KPL) na proporcao de
1:800 em PBS-T20 em volume final de 100 pl/pocgo. As placas foram incubadas por 1
a 3 horas a temperatura ambiente e, entdo, lavadas de 3 a 5 vezes com PBS-T20 e
mais 3 vezes com PBS.

As placas foram reveladas adicionando-se 100ul por poco do substrato da
peroxidase (50mM Tris-HCI, pH 7.5, contendo 1mg/ml de DAB e 1ul/ml de 30% de
peréxido de hidrogénio, ambos da SIGMA). Depois de incubacado de 15 minutos a
temperatura ambiente, a reacdo foi parada descartando-se a solucao substrato e
lavando-se as placas com agua 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

Suspensdes de células foram preparadas do bago de camundongos CB10
normais (naives). Os eritrécitos foram lisados usando tampé&o de lise (0.15M NH4CI,
1imM 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 concentragdo das
células foi estimada por contagem em camara de Neubauer.Parte dos esplendcitos
(350 x 108 células) foram corados com 1uM (CFSE™"), outra parte (350 x 10° células)
com 10 uM (CFSE"") de CFSE (Molecular Probes) em PBS por 15 minutos a 37°C e
mais uma parte igual (350 x 10° células) corados com 10LIM PKH em diluente C
(PKH26GL-kit, Sigma) por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacao 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 ug/mL do peptideo PA8. No outro tubo, elas foram pulsadas com 1

ug/mL do peptideo TsKb-18. Depois da adigdo do respectivo peptideo em cada tubo,
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as células foram incubadas por 40 minutos a 37°C. Apds este periodo, 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 populagdes foram misturadas na
concentracdo de 1:1:1, centrifugadas, ressuspensas em 200uL de meio RPMI e
injetadas intravenosamente (via retro-orbital) em camundongos normais ou
imunizados com DNA plasmidial e infectados com T. cruzi na concentragao de 2 a 4
x10” células por camundongo. Depois de 20 a 24 horas, os bacos dos camundongos
que receberam as células marcadas foram retirados, e as suspensdes de células
unicas foram feitas como descrito acima. No final, as células foram fixadas em PBS
contendo 3.7% de paraformaldeido por 5 minutos a temperatura ambiente e apéds
uma lavagem com PBS, foram ressuspensas em tampao de FACS. Cada grupo
experimental consistiu de trés animais, e cada camundongo foi analisado
individualmente. As populages de linfécitos CFSE"", CFSE"™" e PKH foram
detectadas no baco via citometria de fluxo, usando o FACScallibur e analisadas com
o software CellQuest (Becton Dickinson). A porcentagem de lise especifica para o

peptideo foi determinada pela férmula:

% CFSE"" infectado / % CFSE"" infectado X 100%.
%CFSE"" naive / % CFSE"" naive

17. Analise estatistica

A analise que apontou diferencgas significativas entre os numeros de parasitas
no pico das infecgbes dos camundongos imunizados e desafiados, capacidade de
citotoxicidade e numero de células produtoras de IFN-y de camundongos naives ou
imunizados e infectados apos estimulo com peptideos, foi realizada através do teste
de variancia (ANOVA) de uma via e posteriormente utilizando-se o teste Tukey HSD,

disponiveis na pagina http:/faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.htm.
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A partir da ORF do gene da asp-2 (Genbank Acession Number: AY186572),
nds construimos uma série de plasmideos, com base no plasmideo plgSP-clone 9
(Boscardin et al. 2003), que apresentavam mutagdes nos seus respectivos epitopos
CD8. Nestas mutagdes realizadas, foram trocados aminoacidos criticos no
reconhecimento dos epitopo por linfocitos CD8 especificos.

Inicialmente, produzimos um plasmideo no qual o epitopo CD8
imunodominante PA8 (VNHRFTLV para moléculas H-2KP) foi alterado. Este epitopo,
que possuia originalmente a sequéncia de aminoacido VNHRETLV, teve a
seqUéncia modificada para VNHRATLA. Os aminoacidos alterados séao
supostamente os aminoacidos ancoras e, por tanto, com esta alteracao nao haveria
apresentacao deste antigeno.

Para realizar esta mutacao, foi utilizada um estratégia que consistia de 3
etapas. Na 12 etapa, foram utilizados os oligonucleotideos VNHRETLV reverse e o
ASP-2F, além do plasmideo plgSP-clone 9 como DNA molde, para amplificar a
porcao inicial da asp-2 até o final da seqiiéncia VNHRATLA (1694 pb). Na 22 etapa,
foram utilizados os oligonucleotideos VNHRETLYV forward e o ASP-GR e o mesmo
DNA molde para amplificagdo da porcao final da asp-2, do inicio da sequéncia
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 Unica sequéncia da asp-2 contendo a desejada mutacao (2082 pb)
(Figuras 3 e 4).
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5 2082 pb 3

Kon | Xba |
5 1694 pb 3
B ]
415 pb
5—— 3
. | C
5 2082 pb 3

D | | . |

Figura 3: Esquema representativo da construcdo dos plasmideos. No topo ha a
representacdo da sequéncia da asp-2 original com o epitopo imunodominante PA8
destacada em roxo (letra A), posteriormente h& a representacdo dos produtos da
primeira (letra B), da segunda (letra C) e da terceira PCRs (letra D).
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500 pb —»

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 eluigdo dos mesmos. O p.m. (peso molecular)
utilizado € o DNA do fago lambda digerido com a enzima de restricao Hind lll, as
bandas que resultam desta digestdo sdo conhecidas (23130pb, 9416pb, 6557pb,
4361pb, 2322pb, 2027pb e 564pb).
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Antes de utilizar os fragmentos maior (12 etapa) e menor (22 etapa) para
geracao da mutacao, estes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
e, em seguida, foram eluidos através do Kit de eluicado da QIAGEN, QIAEX Il. Apés
a eluicao, os 2 fragmentos foram quantificados também por corrida eletroforética em
gel de agarose 1%.

Apés a realizagdo da PCR (32 etapa), a partir de quantidades equivalentes
dos produto de PCR (12 e 22 etapas) como DNA molde, o produto completo também
teve de ser eluido e quantificado para ser ligado no vetor de clonagem pMOS Blue
Blunt Ended (Amersham Biosciences). Esta clonagem foi feita segundo instrucdes
do fabricante. Por se tratar de um plasmideo com extremidades cegas (blunt) no
sitio da enzima EcoRV, nao foi necessario fazer previamente a digestdo do vetor e
do inserto com quaisquer enzima de restrigdo. Para esta clonagem, foram utilizadas
bactérias pMOS (do proprio Kit de clonagem) que permitem, a partir de andlise
colorimétrica, a identificacdo de col6nias com inserto (coloracdo branca). Em
seguida, foi feito uma extracdo em pequena escala (mini-prep) por lise alcalina das
bactérias contendo o plasmideo com inserto. O DNA plasmidial de cada clone foi
analisado a partir de digestdo com as enzimas de restricao Kpnl e Xbal (Invitrogen),
pois ha um sitio especifico para cada uma delas nas extremidades da sequéncia 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 orientacdo em que os insertos foram
inseridos dentro do plasmideo pMOS, estes respectivos clones foram digeridos sé
com Kpnl ou s6 com Xbal. Saber a orientagdo é importante para assim determinar
qual primer utilizar nas reacdes de sequienciamento para analisar ou a por¢ao inicial

ou final do inserto.
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Gel

Gel

FIGURA 5: Foto da eletroforese em gel de agarose 1% dos 24 clones pMOS-
VHNRATLA digeridos com Kpnl e Xbal. Em cada gel foi colocado no primeiro poco o
peso molecular (DNA de fago lambda digeriodo com Hind Ill, ja descrito
anteriormente na legenda da figura 4) e no segundo o controle (pMOS vazio-
2882pb). No primeiro gel estdo 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 possuiam 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 0s que possuiam maior
concentracdo de DNA, apesar dos trés terem seus respectivos insertos com a
orientacdo invertida no vetor de clonagem, o que nao acarreta em qualquer
problema na analise e utilizagdo.

Antes do segliénciamento destes clones, a concentragcdo de DNA plasmidial
de cada um deles foi quantificada através de digestdo com a enzima de restricao
Xbal e analisada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo, cada poco,
diluicdo seriada do DNA. Digerindo o DNA com apenas uma enzima facilita a
quantificacao, pois, por eletroforese, s6 se pode quantificar sequéncias lineares,
uma vez que plasmideos fechados formam estruturas chamadas coil e super-coiled,
que correm separadamente uma vez que possuem tamanhos diferentes, e como a
quantificacdo é feita visualmente por comparagdao com o peso molecular (DNA de
fago lambda digerido com a enzima de restricao Hindlll, Gibco) é importante que
todo o material forme uma banda unica. Os clones 12, 15 e 20 estavam a uma
concentracao de 800 ng/ul, 1ug/ul e 800 ng/ul respectivamente (FIGURA 6).

Para realizar o sequienciamento dos clones foi utilizados os primers T7 e Uqq,
os quais flanqueiam o inserto. Com eles foi possivel ndo sé se verificar a insercao da
asp-2 no plasmideo, mas também a integridade da porcao seqlienciada, o que inclui
seus respectivos sitios enzimaticos. Outro primer utilizado foi o primer 200 que é
reverso e anela na regidao do 1887° nucleotideo da asp-2 (a sequéncia de
nucleotideos que codifica 0 VNHRFTLYV fica de 1656° a 1680 °nucleotideo). Portanto
a regiao mutada, poderia ser “lida” com este primer, dessa forma, verificou-se que a
mutacdo estava presente. Estas reacdes de sequenciamento foram realizadas no
centro de estudos do genoma humano, USP. Uma vez estas regides verificadas,
fizemos outras reacdes com os primers 452 (forward), 800 (forward), 593 (reverso) e
511 (reverso) até que toda a sequiéncia da asp-2 fosse completamente verificada e
sua integridade, constatada. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata, e em
regides onde o ndo existia um consenso entre as reagdes e o eletroferograma nao

era conclusivo, foram feias mais reagdes.
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FIGURA 6: Foto representativa da quantificacdo dos clones 12, 15 e 20 do
plasmideo plgSP-VNHRATLA. No caso, fez-se uma digestdo sé com Kpn | cujo
volume final era de 20 microlitros aos quais foi adicionado 4 microlitros do tampéao de
amostra 5X , por tanto, 24 ul finais os quais foram depositados da seguinte forma:
12, 6 e 3 microlitros. Estes volumes finais correspondem a 0,5ul; 0,25ul e 0,125ul
microlitros de DNA (foi digerido 1ul de cada clone). Comparando quantidades
diferentes do mesmo material com as quantidades ja conhecida do peso
molecular(DNA de fago lambida digeriodo com Hindlll, j& descrito anteriormente
nesta seg¢do) pode-se visualmente inferir mais exatamente a concentragdo da
amostra. No caso, o clone 12 (pocos 1, 2 e 3) estava a 800 ng/ul, o clone 15 (pogos
4,5 e 6) estava a 1mg/ul e 0 20 (pocos 7, 8 e 9) a 800 ng/ul.
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Uma vez que toda a seqiiéncia do inserto foi analisada e confirmada a fase
aberta de leitura, o inserto estava pronto para ser inserido no vetor de expressao,
plgSP (o qual contém seqiiéncia de peptideo sinal da cadeia Kappa de
imunoglobulina de camundongo, além da estrutura do pcDNA3). Assim, o pMOS-
VHNRATLA clone 15 e o plgSP foram digeridos com as mesmas enzimas citadas
anteriormente, Kpnl e Xbal, ambos foram eluidos e quantificados para que fosse
feita a ligacao entre eles. Esta reacao de ligacao foi feita com auxilio da enzima T4
DNA ligase (Gibco). Em seguida, bactérias competentes DH5a foram transfomadas
com o produto desta ligacao. Ap6s busca por colbnia positiva para a construcao
plgSP-VHNRATLA, por analise a partir de digestdo do DNA plasmidial de vérias
colénias com enzimas de restricdo, uma delas foi escolhida para ser utilizada para
crescimento do plasmideo em larga escala. Apds o crescimento em larga escala da
colénia transformada com a construcdo plgSP-VHNRATLA, foi feita a extracao do
DNA plasmidial por lise alcalina seguida da purificacdo deste material por
ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio. Em seguida, este material foi
quantificado para posterior uso nos experimentos de imunizagao.

Com base nesta mesma estratégia, outras construgbes foram realizadas,
além deste plasmideo plgSP-VNHRATLA: i) a ORF do gene da asp-2 que possuia
originalmente a sequéncia de aminoacidos do epitopo imunodominante PAS8
(VNHRFTLV para moléculas H-2K®), teve a seqiiéncia modificada para ANYKFTLV
ou ANYDFTLV. Um outro plasmideo construido que possuia originalmente a
seqUéncia de aminoacidos do epitopo imunodominante TEWETGQI (para moléculas
H-2KX), teve a seqliéncia modificada para TAWETGQA. Para a construcdo desses
quatro plasmideos foram utilizados oligonucleotidios, descritos na tabela a seguir
(TABELA 2). As sequéncias de aminoéacidos dos quatro plasmideos construidos por
mutagénese sitio dirigida: a)plgSP-VNHRATLA, b)plgSP-ANYDFTLV, c)plgSP-
ANYKFTLV, d)plgSP-TAWETGQA, estédo especificadas na figura 7. Na figura 8, ha

uma representacao esquematica desses plasmideos.
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a)

10 20 30 40 50 60
1 1 1 1 1 1

MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVIMTCCA
MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVIMTCCA

70 80 90 100 110 120
1 1 1 1 1 1

TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAF
TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAF

130 140 150 160 170 180
1 1 1 1 1

AESLFVYIVHEHNLFGIKPYEIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRL
AESLFVYIVHEHNLFGIKPYEIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRL

190 200 210 220 230 240
1 1 1 1 1 1

CYLOQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVS
CYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVS

250 260 270 280 290 300
1 1 1 1 1 1

WGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMOQNDTLVFPLMVNGOQNYPFSSITYSTDKG
WGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMQNDTLVFPLMVNGOQNYPFSSITYSTDKG

310 320 330 340 350 360
1 1 1 1 1 1

NTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAIGTLSGVW
NTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAIGTLSGVW

370 380 390 400 410 420
1 1 1 1 1 1

VMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG
VMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG

430 440 450 460 470 480
1 1 1 1 1 1

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLD
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLD

490 500 510 520 530 540
1 1 1 1 1 1

ASFSESSTPTAGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWP
ASFSESSTPTAGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWP

550 560 570 580 590 600
1 1 1 1 1 1

VNSREDNRQYSFVNHRFTLVATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWE
VNSREDNRQYSFVNHRHTLEATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWE

610 620 630 640 650 660
1 1 1 1 1 1

TVEFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLOQDGHKGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHF
TVEFEDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGHKGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHF

670 680 690
1 1 1

YFGGGEGDINSSDVTVINVFLYNRPLSVGELKMV
YFGGGEGDINSSDVTVINVFLYNRPLSVGELKMV

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pPIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
PIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pPIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
PIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
PIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15

pIgSP#9_original
pIgSP_VNHRATLA#15
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b)

MLSXVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVIMTCCATCGAAAAVES Majority
T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
1 1 1 1 1 1 1

MLSEVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVIMTCCATCGAAAAVES ANYDEFTLV#6
MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLEFTSAMLLLLVVIMTCCATCGAAAAVES pIgSP#9_oric

KSGDAPLPQOWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAFAESLEVYIVHEHNLFGIKPY Majority
T T T T T T T

80 90 100 110 120 130 140
1 1 1 1 1 1 1

KSGDAPLPQWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAFAESLEVYIVHEHNLFGIKPY ANYDETLV#6
KSGDAPLPOQWVDIFVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAFAESLEVYIVHEHNLFGIKPY pIgSP#9_oric

EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDD Majority
T T T T T T T

150 160 170 180 190 200 210
1 1 1 1 I 1 1

EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDD ANYDETLV#6
EIVAGYIKAAESWPSIVAEVNATTWRTHTVIGSRNGNDRLCYLQRPTAVARDSKVEFLLVGSDTTRYDSDD pIgSP#9_oric

NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMONDTLVEFP Majority
T T T T T T T

220 230 240 250 260 270 280
1 1 1 1 1 1 1

NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQDQLRDVVTAGGSGIVMONDTLVEP ANYDETLV#6
NMWVKDGWDIQLVEGVATQSKDGVQSKLVSWGEPKSLLKQILNHTQOQDQLRDVVTAGGSGIVMONDTLVEP pIgSP#9_oric

LMVNGONYPFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT Majority
T T T T T T T

290 300 310 320 330 340 350
1 1 1

LMVNGONYPEFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT ANYDETLV#6
LMVNGONYPEFSSITYSTDKGNTWVFPEGISPVGCLDPRITEWETGQILMIVQCKDDQSVFESRDMGKTWT pIgSP#9_oric

EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG Majority
T T T

360 370 380 390 400 410 420
1 1 1 1 1 1 1

EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG ANYDETLV#6
EAIGTLSGVWVMSQPGVRLYKIFRVGALITATIEGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG pIgSP#9_oric

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT Majority

430 440 450 460 470 480 490
1 1 1 1 1 1 1

PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT ANYDETLV#6
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAISLARLTEELNTIKSVLSTWAKLDASFSESSTPT pIgSP#9_oric

AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSFANHDFTLV Majority
T T T T T T T

500 510 520 530 540 550 560
1 1 1 1

1 1 1
AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSFENEEFTLV ANYDETLV#6
AGLVGFLSNTSSGGDTWIDDYRCVHASVTKASKVKNGEFKEFMGPGSMATWPVNSREDNRQYSEFVNHREFTLV pIgSP#9_oric

ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVEDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQODGH Majority
T T

570 580 590 600 610 620 630
1 1 1

ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVEDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLODGH ANYDFTLV#6
ATVTIHQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKIIGLSHSMNKTWETVEDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLODGH pIgSP#9_oric

KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVITVTINVELYNRPLSVGEXKMV—X Majority
T T T T T T
640 650 660 670 680 690
1 1 1 1 1 1
KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVTVTNVFLYNRPLSVGEEKMV.X ANYDEFTLV#6
KGYVYVDGVIVGSPENIRTPETLGHEITHFYFGGGEGDINSSDVTVINVEFLYNRPLSVGELKMV PIgSP#9_ori
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61

121
121

181
181

241
241

301
301

361
361

421
421

481
481

541
541

601
601

661
661
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c)

T T T T T T
10 20 30 40 50 60

1 1 1 1 1 1
MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVI MTCCA
MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVI MTCCA

T T T T T T
70 80 90 100 110 120

1 1 1 1 1 1
TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDI FVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAF
TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDI FVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAF

T T T T T T
130 140 150 160 170 180
1 1 1 1 1 1
AESLFVYI VHEHNLFGI KPYEI VAGYI KAAESWPSI VAEVNATTWRTHTVI GSRNGNDRL
AESLFVYI VHEHNLFGI KPYEI VAGYI KAAESWPSI VAEVNATTWRTHTVI GSRNGNDRL

T T T T T T
190 200 210 220 230 240

1 1 1 1 1 1
CYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDI QLVEGVATQSKDGVQSKLVS
CYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDI QLVEGVATQSKDGVQSKL VS

T T T T T T
250 260 270 280 290 300
1 1 1 1 1 1
WGEPKSLLKQI LNHTQDQLRDVVTAGGSGI VMQNDTLVFPLMVNGQNYPFSSI TYSTDKG
WGEPKSLLKQI LNHTQDQLRDVVTAGGSGI VMOQNDTLVFPLMVNGQNYPFSSI TYSTDKG

T T T T T T

310 320 330 340 350 360

1 1 1 1 1 1

NTWFPEGI SPVGCLDPRI TEWETGQI LMI VQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAI GTLSGVW
NTWFPEGI SPVGCLDPRI TEWETGQI LMI VQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAI GTLSGVW

T T T T T T
370 380 390 400 410 420
1 1 1 1 1 1
VMSQPGVRLYKI FRVGALI TATI EGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWTDNNRTFHVG
VMSQPGVRLYKI FRVGALI TATI EGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWTDNNRTFHVG

T T T T T T

430 440 450 460 470 480

1 1 1 1 1 1
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAI SLARLTEELNTI KSVLSTWAKLD
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAI SLARLTEELNTI KSVLSTWAKLD

T T T T T T

490 500 510 520 530 540

1 1 1 1 1 1
ASFSESSTPTAGLVGFLSNTSSGGDTW DDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMAT WP
ASFSESSTPTAGLVGFLSNTSSGGDTW DDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMAT WP

T T T T T T
550 560 570 580 590 600
1

1 1 1 1 1
VNSREDNRQYSFVNHRFTLVATVTI HQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKI | GLSHSMNKTWE
VNSREDNRQYSFNFTLVATVTI HQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKI | GLSHSMNKTWE

T T T T T T

610 620 630 640 650 660
1 1 1 1 1

1
TVFDGKKMTSNTTWEL GREHQVALMLQDGHKGYVYVDGVI VGSPENI RTPETLGHEI THF
TVFDGKKMTSNTTWEL GREHQVALMLQDGHKGYVYVDGVI VGSPENI RTPETLGHEI THF

T T T
670 680 690
1 1 1
YFGGGEGDI NSSDVTVTNVFLYNRPLSVGEL KMV
YFGGGEGDI NSSDVTVTNVFLYNRPLSVGELKMV.

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1

plgSP#9_original
plgSP_ANYK#1
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d)

10 20 30 40 50 60

MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVI MTCCA
MLSRVAAVKAPNTHNRHGVTGSSGRRREGRESEPKRPNMSRHLFTSAMLLLLVVI MTCCA

70 80 90 1 OO 1 1 0 120

TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDI FVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAF’SLVSAGGVMVAF
TCGAAAAVESKSGDAPLPQWVDI FVPEKTQVLPKEGSKSGVKKAFAAPSLVSAGGVMVAF

130 140 150 160 170 180

1 1 1 1 1 1
AESLFVY!lI VHEHNLFGI KPYEI VAGYI KAAESWPSI VAEVNATTWRTHTVI GSRNGNDRL
AESLFVYI VHEHNLFGI KPYEI VAGY|I KAAESWPSI VAEVNATTWRTHTVI GSRNGNDRL

1 90 200 21 0 220 230 240

CYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDI QLVEGVATQSKDGVQSKLVS
CYLQRPTAVARDSKVFLLVGSDTTRYDSDDNMWVKDGWDI QLVEGVATQSKDGVQSKLVS

250 260 270 280 290 300

WGEPKSLLKQI LNHTQDQLRDVVTAGGSGI VMQNDTLVFPLMVNGQNYPFSSI TYSTDKG
WGEPKSLLKQI LNHTQDQLRDVVTAGGSG!I VMOQNDTLVFPLMVNGQNYPFSSI TYSTDKG

310 320 330 340 350 360

NTWVFPEGI SPVGCLDF’RI TEWETGQI LMI VQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAI GTLSGVW
NTWVFPEGI SPVGCLDPRI TWETGQLMI VQCKDDQSVFESRDMGKTWTEAI GTLSGVW

370 380 390 400 41 0 420

VMSQPGVRLYKI FRVGALI TATI EGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG
VMSQPGVRLYKI FRVGALI TATI EGRKVMLYTQRGYTSGEKEATALYLWVTDNNRTFHVG

T T T T T T
430 440 450 460 470 480

1 1 1 1 1 1
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAI SLARLTEELNTI KSVLSTWAKLD
PLFLEDNVNETLANALLYSDGALHLLKERANEKDEAI SLARLTEELNTI KSVLSTWAKLD

490 500 51 0 520 530 540

ASFSESSTPTAGL VGFLSNTSSGGDTWI DDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWP
ASFSESSTPTAGLVGFLSNTSSGGDTWI DDYRCVHASVTKASKVKNGFKFMGPGSMATWP

550 560 570 580 590 600

VNSREDNRQYSFVNHRFTLVATVTI HQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKI | GLSHSMNKTWE
VNSREDNRQYSFVNHRFTLVATVTI HQVAKGSTPLLGAGLGDGHGAKI | GLSHSMNKTWE

610 620 630 640 650 660

TVFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGHKGYVYVDGVI VGSPENI RTPETLGHEI THF
TVFDGKKMTSNTTWELGREHQVALMLQDGHKGYVYVDGVI VGSPENI RTPETLGHEI THF

670 680 690

YFGGGEGDI NSSDVTVTNVFLYNRPLSVGELKMV
YFGGGEGDI NSSDVTVTNVFLYNRPLSVGELKMV

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

plgSP#9_original
plgSP_TAWETGQA#2

45



Resultados

FIGURA 7 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DOS PLASMIDEOS CONSTRUIDOS
COMPARADAS A SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA ASP-2 . A) Comparacao
entre as sequéncias do Clone 9 original com a construgao plgSP-VNHRATLA; B)
Comparacao entre as sequéncias do Clone 9 original com a construcdo plgSP-
ANYDFTLV; C) Comparacdao entre as sequéncias do Clone 9 original com a
construcao plgSP-ANYKFTLV; D) Comparacdo entre as sequéncias do Clone 9
original com a construgdo plgSP-TAWETGQA. *Os aminodacidos selecionados
(realcados em vermelho) indicam as diferengas observadas nestas comparacoes.
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FIGURA 8: Esquema representando os quatro plasmideos construidos a partir do
plgSP-clone 9 (Boscardin et al. 2003) por mutagénese sitio dirigida: plgSP-
VNHRATLA (plasmideo com o epitopo CD8 imunodominante PA-8(VNHRFTLV)
alterado. Os aminoacidos alterados sdo supostamente os aminoacidos ancoras, 0
que acarretaria na nao apresentacao deste epitopo); plgSP-ANYDFTLV (remocao
do PA-8 e substituicao deste por TsKb-18,epitopo CD8 sub-dominante, produzido
também por mutagenese sitio dirigida); plgSP-ANYKFTLV (remocdo do PA-8 e
substituicdo deste por TsKb-20,epitopo CD8 sub-dominante, produzido também por
mutagenese sitio dirigida); plgSP-TAWETGQA (alteracao dos supostos aminoacidos
ancoras do epitopo imunodominante TEWETGQI cuja sequencia original € o proprio

nome).
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Paralelamente as construgdes de plasmideos, fizemos um ensaio de
imunizacao camundongos heterozigotos (C57BI/6 X B10.A) com um plasmideo de
DNA contendo o epitopo sub-dominante TEWETGQI, o pRE-P4P7 (gerado pelo
aluno de mestrado Filipe Augusto Bittencourt Haolla), a fim de verificarmos se a
imunodominancia observada durante a infeccdo com T. cruzi poderia ser alterada.
N6s comparamos a resposta das células T CD8" especificas para o epitopo
dominante PA8 (VNHRFTLV) e para o subdominante TEWETGQI apés imunizagao
de camundongos heterozigotos seguida de desafio experimental com a cepa Y.

O plasmideo utilizado para imunizacdao, o pRE-P4P7, possui 0 mesmo
backbone do plasmideo plgSP-VNHRATLA ( ou seja, ndo possui o epitopo PA-8
imunodominante).Cada camundongo recebeu trés doses intramusculares de 50ug —

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

A eliminacdo de células alvo cobertas com o epitopo PA8 foi
significativamente maior do que a eliminacdo de células alvo cobertas com o
peptideo TEWETGQI em animais F1 (C57BL/6 x B10.A) imunizados com o
plasmideo controle e infectados (figura 9 A, p<0.05). Entretanto, nos animais
imunizados com o pRE-P4P7 e infectados a eliminagdo de células alvo cobertas
com o peptideo PAS8 foi estatisticamente semelhante a eliminacao das células alvo
cobertas com o peptideo TEWETGAQIL.

De forma semelhante, o numero de células produtoras de IFN-y especificas
para o epitopo PA8 nos animais imunizados com o pRE foi significativamente maior
do que o numero de células produtoras de IFN-y especificas para o epitopo
TEWETGQI (FIGURA 9 B, p<0.05). Entretanto, o numero de células produtoras de
IFN-y especificas para o epitopo PA8 nos animais imunizados com o pRE-P4P7, ndo
infectados, foi estatisticamente semelhante ao numero de células especificas para o
epitopo TEWETGQI. Assim concluimos que a imunizacdo com um DNA plasmidial
contendo somente o epitopo sub-dominante da ASP-2 de T. cruzi é capaz de abolir
0 padrdao de imunodominancia tornando a resposta imune mais abrangente
(“broad”).

Quanto a andlise da parasitemia, os animais imunizados com o pRE-P4P7
apresentaram um pico de parasitemia significativamente menor que o dos animais

imunizados com o plasmideo controle durante a fase aguda da infecgcéao
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experimental ( p<0.05), como mostrado nos graficos da figuras 10 C e D. (Figura 9
na pagina seguinte)
Uma vez pronta a construgcao plgSP-VNHRATLA, a utilizamos em um ensaio

de imunizagéo.
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FIGURA 9: Citotoxicidade e producdo de IFN-y especifica em camundongos
F1(C57BL/6xB10.A) imunizados com pRE-P4P7 e infectados com T. cruzi. Painel C
e D- Parasitemia foi seguida diariamente do 5° ao 13° dias apéds o desafio.

Painel A — No 15° dia apds a infecgao, a atividade citotéxica in vivo contra células
alvo cobertas com o epitopo 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 152 dia apés a infeccdo, as células produtoras de IFN-y especificas
para o epitopo VNHRFTLV (PA8) ou para o TEWETGQI, foram estimadas por
ELISPOT. Os resultados representam a média do numero de SFC especifico para
cada epitopo por 106 esplendcitos + 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 apresentacédo do epitopo imunodominante e,
portanto, verificar se o0s aminoacidos mutados eram mesmo criticos, nés
comparamos a resposta das células T CD8" especificas para o epitopo dominante
PA8 (VNHRFTLV) e para o sub-dominante TsKb-18 ap6s imunizagdo de
camundongos homozigotos CB10 com um plasmideo contendo o epitopo
imunodominante alterado, plgSP-VNHRATLA, ou com um contendo o original,
plgSP-clone 9 (Boscardin et al. 2003), seguida de desafio com a cepa y de T.cruzi.
Nos animais controle deste experimento foram utilizadas aliqguotas com quantidades
equivalentes do plasmideo pcDNAS.

A eliminacdo de células alvo cobertas com o epitopo PA8 foi
significativamente maior do que a eliminacdo de células alvo cobertas com o
peptideo TsKb-18 em animais CB10 imunizados com o plasmideo plgSP-clone 9 e
infectados. Entretanto, ndo houve eliminacdo de células alvo cobertas com o epitopo
PA8 em animais CB10 imunizados com o plasmideo plgSP-VNHRATLA e
infectados. Ja as células cobertas com o peptideo TsKb-18 foram eliminadas
somente nos animais imunizados com a construcao plgSP-VNHRATLA e infectados.

De forma semelhante, quando analisado o numero de células produtoras de
IFN-y especificas para o epitopo PA8 observou-se que ndo houve uma tendéncia
para maior numero de células especificas para este epitopo do que para os epitopos
TsKb-18, TsKb-20, TsKb-89, tanto em animais infectados como nos apenas
imunizados com plgSP-VNHRATLA, ndo houve diferenga estatistica, nem mesmo
nos infectados. Isto, possivelmente se deve ao fato de s se ter sido injetado duas
doses, e 0 alto desvio padréo, foram utilizados 6 grupos com 3 animais, apenas nos
permitem observar uma tendéncia a ser verificada em futuros ensaios de imunizagéo

como este mesmo plasmideo (figura 10).
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FIGURA 10: Citotoxicidade e producédo de IFNg especifica em camundongos CB10
imunizados com plgSP-VNHRATLA e infectados com T. cruzi. Painel A — No 7° dia
apds a infecgdo, a atividade citotoxica in vivo contra células alvo cobertas com o
epitopo VNHRFTLYV (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 7° dia ap6s a infeccao, as células produtoras de IFNy especificas para
o epitopo VNHRFTLV (PA8), ou TsKb-18, ouTsKb-20, ou TsKb-89 foram estimadas
por ELISPOT. Os resultados representam a média do numero de SFC especifico
para cada epitopo por 106 esplendcitos + DP (n=3).
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Discussao

Em animais vacinados e subsequentemente desafiados com parasitas da cepa
Y, é observada uma significativa expansao de linfécitos T CD8" especificos a poucos
epitopos. Mais recentemente, foi demonstrado que estes linfocitos T CD8" especificos
nao sé expandem, mas também inibem com alta eficiéncia a expansao de linfocitos T
CD8" de diferentes especificidades, estabelecendo uma forte imundominancia na
resposta imune (TZELEPIS et al. 2008). Desta forma, ao mesmo tempo que os
epitopos imunodominantes sao importantes na imunidade protetora, eles impedem
que a resposta imune seja induzid eficientemente contra outros epitopos.

Baseado neste fato, nés consideramos importante estudar qual seria o impacto
da inducgéo da imunidade a epitopos CD8 sub-dominantes na resposta protetora. Para
testar nossa hipétese, construimos plasmideos contendo estes epitopos sub-
dominantes no lugar dos epitopos imunodominantes, os quais serdo utilizados em
futuros ensaios de imunizagao. O plasmideo base, plgSP-clone 9, contem o epitopo
CD8 imunodominante PA8 (VNHRFTLV) restrito ao MHC H-2K® e o epitopo CD8
imunodominante TEWETGQI restrito ao MHC H-2K*. No caso da construcdo plgSP-
VNHRATLA, este plasmideo teve o epitopo CD8 imunodominante PA-8 (VNHRFTLV)
alterado para VNHRATLA, modificando provavelmente um aminoacido ancora e um
que participaria da interacdo com o MHC-la. Com esta alteracao, houve uma queda
significativa no reconhecimento do epitopo imunodominante PA8 (Figura 10). Ainda
nao sabemos se ndo ha apresentacao deste antigeno ou se simplesmente ele nao é
reconhecido pelo TCR. Quanto aos plasmidios plgSP-ANYDFTLV e plgSP-
ANYKFTLV, que possuem o PA-8 substituido por TskKb-18 e TsKb-20
respectivamente, estes ainda nao foram testados em ensaios de imunizacdo. Outro
plasmidio produzido, mas também ainda ndo utilizado nestes mesmos ensaios de
imunizacao é o plgSP-TAWETGQA, que possui alteracao dos supostos aminoacidos
ancoras em relacdo ao epitopo imunodominante da ASP-2, TEWETGQI, para
moléculas de MHC H-2K*.

Como trabalhos anteriores demonstraram que epitopos sub-dominantes
podem tornar-se imunodominantes através da eliminagao do epitopo imunodominante
e nos vimos que a eliminacao do epitopo imunodominante ndo altera a resposta do
epitopo sub-dominante, através da imunizacdo com pRE-P4P7 seguida de desafio
em camundongos F1 (C57BL/6 X B10.A), nés conseguimos eliminar o padrdao de

imunodominancia observada durante a infeccao pelo T. cruzi. Ainda conseguimos

56



Discussao

aumentar ndo s6 a magnitude da resposta de células T CD8" especificas contra o
epitopo sub-dominante, mas também a resposta contra o imunodominante se
manteve alta. Nés observamos que a ampliacdo da resposta contra o epitopo sub-
dominante foi benéfica para o controle da infeccdo, 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 imunizagdo com
um vetor contendo isoladamente um epitopo sub-dominante pode diminuir a
imunodominancia, gerando uma resposta que é também anti-parasitaria. Nenhum
estudo anterior havia abordado esta questao na imuizagdo experimental pelo T. cruzi.

No ensaio de imunizagado realizado com o plasmideo plgSP-VNHRATLA,
embora os resultados ainda sejam preliminares, se observou algo préximo do predito,
ou seja, supostamente construimos um plasmideo onde o epitopo imunodominante
foi removido. No entanto, futuros experimentos para constatar este fato e a perda

desta resposta serdo realizados.
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Conclusdo

Conseguimos gerar plasmideos onde os epitopos CD8 imundominantes PA8
(VNHRFTLV), restrito a molécula de MHC H-2K®, ou TEWETGQI, restrito a molécula
de MHC H-2K¥, foram modificados, e plasmideos nos quais o PA8 foi trocado por um
epitopo sub-dominante (ANYDFTLV ou ANYKFTLV). Por sequenciamento
observamos que todas as mutagdes foram introduzidas conforme o esperado.
Fizemos imunizac¢des experimentais com um plasmideo anteriormente construido em
nosso laboratério, o pRE-P4P7, que contém somente o epitopo TEWETGQI e
concluimos que a imunizacao com DNA plasmidial contendo somente o epitopo sub-
dominante da ASP-2 de T. cruzi é capaz de abolir 0 padrdo de imunodominancia,
além de diminuir drasticamente na parasitemia dos animais infectados. Ainda, ap6s
testarmos a imunogenicidade de um dos novos plasmideos construidos, plgSP-
VNHRATLA, em camundongos homozigotos CB10(MHC H-2KP), e observamos uma
grande possibilidade do epitopo imunodominante ter sido eliminado com a mutacao
conforme o pretendido. As novas construcbes de plasmideos que estdo sendo
iniciadas juntamente com as constru¢des ja realizadas fardo parte de novos ensaios

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

grupo.
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