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RESUMO 

 

 A Leishmania (Viannia) braziliensis é o agente etiológico de mais de 90% dos 

casos de leishmanioses cutânea e mucocutânea no Brasil. Apesar da alta freqüência no 

Brasil, poucos estudos de vacinação estão descritos utilizando esta espécie de 

Leishmania. Com intuito de iniciar os estudos de vacinação experimental contra as 

leishmanioses cutânea e mucocutânea causada por L. (V.) braziliensis, isolamos os 

genes que codificam os antígenos LACK, TSA, LeIF e LbSTI1 desta espécie. Os 

genes foram caracterizados segundo sua seqüência de DNA e transcrição de mRNA 

nas diferentes formas do parasita. Observamos alta conservação na seqüência predita 

de aminoácidos quando comparamos as espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) major 

com identidades de 83% a 96%. Observamos também a presença de mRNA tanto nas 

formas promastigotas como amastigotas de L. (V.) braziliensis. Em seguida, inserimos 

estes genes em vetores para expressão em células eucarióticas e procarióticas. As 

proteínas recombinantes bacterianas foram inicialmente utilizadas para imunização de 

camundongos. Os anticorpos específicos foram utilizados para confirmar a expressão 

destes antígenos nas formas promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis. 

Posteriormente, observamos que a imunização de camundongos com plasmídios e 

proteínas recombinantes dos respectivos antígenos, induziu a produção de anticorpos 

específicos, com diferenças na magnitude e tipos de subclasse de anticorpo, assim 

como linfócitos produtores de IFN-γ. Por fim, analisamos a imunidade protetora após 

o desafio com formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Observamos que a resposta 

imune desencadeada pela imunização não foi suficiente para reduzir a lesão primária 

da infecção experimental. 

Desta parte de nossos estudos concluímos que: i) os quatro antígenos por nós 

clonados de L. (V.) braziliensis possuem potencial para utilização em estratégias de 

imunização contra infecção experimental por parasitas do gênero Leishmania; ii) as 

diferentes estratégias de imunização utilizadas não foram capazes de induzir 

significativa imunidade contra a infecção experimental com L. (V.) braziliensis. 

 xviii



 

 xix

Em paralelo, estudamos o papel da molécula “glucocorticoid-induced tumor 

necrosis factor family-related receptor” (GITR) durante a infecção experimental com 

L. (L.) major. Inicialmente, observamos que camundongos geneticamente deficientes 

que não expressam a molécula GITR foram mais resistentes à infecção, quando 

comparados ao grupo de animais selvagens. Este aumento na resistência correlacionou 

com o aumento no número de células T CD4+ produtoras de IFN-γ presente no sítio de 

infecção. Complementamos estes experimentos, estudando o efeito do tratamento com 

anticorpos anti-GITR nesta infecção. Observamos que o tratamento com este anticorpo 

levou a diminuição do número de parasitas no sítio da lesão quando comparado ao 

grupo controle de animais. Este fenômeno foi correlacionado com a quantidade de 

IFN-γ produzida por células do linfonodo de drenagem. Destes experimentos pudemos 

concluir que a molécula GITR tem um papel crítico durante a leishmaniose cutânea 

causada por L. (L.) major, e que anticorpos anti-GITR tem um potencial para serem 

utilizados em estratégias de vacinação contra a leishmaniose cutânea potencializando a 

resposta imune específica.  
 



 

ABSTRACT  

 

Leishmania (Viannia) braziliensis is responsible for more than 90% of the cases 

of cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis in Brazil. In spite of the high 

frequency of this parasite in Brazil, few studies of vaccination using this species of 

Leishmania are described. Aiming at initiating these studies of experimental 

vaccination against cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis caused by L. (V.) 

braziliensis, we isolated the genes encoding the antigens LACK, TSA, LeIF e LbSTI1. 

The genes were characterized according to their DNA sequence and mRNA 

transcription in the different forms of the parasite. We observed a high conservation in 

the predicted amino acid sequences when we compared the species L. (V.) braziliensis 

and L. (L.) major. The identities varied from 83% to 96%. We also observed the 

presence of mRNA in both forms of L. (V.) braziliensis (promastigotes and 

amastigotes). Subsequently, we cloned these genes into vectors which allowed their 

expression into eukaryotic or prokaryotic cells. The bacterial recombinant proteins 

were initially used to immunize mice. Specific antibodies were used to confirm the 

expression of these antigens in promastigotes and amastigotes of L. (V.) braziliensis. 

Subsequently, we observed that the immunization of mice with recombinant plasmids 

and recombinant proteins representing the distinct antigens induced specific antibodies 

and IFN-γ producing T cells. Finally, we evaluated the degree of protective immunity 

after a challenge with promastigotes forms of L. (V.) braziliensis. We observed that the 

immune response induced by immunization was not sufficient to reduce the primary 

lesion caused by infection. 

From these results we concluded that: i) all four antigens isolated from L. (V.) 

braziliensis have the potential to be used for immunization against experimental 

infection by different species of Leishmania; ii) the different strategies of 

immunization used were not capable of inducing significant immunity to experimental 

infection with L. (V.) braziliensis. 

In parallel, we studied the role of the glucocorticoid-induced tumor necrosis 

factor receptor family-related protein (GITR) during infection with L. (L.) major. 
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Initially, we observed that genetically deficient mice which do not express GITR were 

more resistant to infection when compared to wild type animals. The resistance 

correlated with the increased number of IFN-γ producing CD4+ T cells in the infection 

site. We complemented these experiments, studying the effect of the treatment with 

antibodies to GITR during infection. We observed that treatment with these antibodies 

led to reduction in the number of parasites in the lesion site when compared to control 

animals. The reduction was correlated with the amount of IFN-γ produced by lymph 

node cells. From these experiments we concluded that GITR has a critical role during 

cutaneous leishmaniasis caused by L. (L.) major and that antibodies to GITR may have 

a potential to be used for vaccination against cutaneous leishmaniasis improving the 

specific immune response. 
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Introdução 

1.1. Aspectos gerais 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários flagelados 

pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania 

que no homem se manifestam sob 4 diferentes formas clínicas: cutânea, cutânea 

difusa, mucocutânea e visceral. O desenvolvimento dessas formas está na dependência 

da espécie do parasita, da carga genética do hospedeiro humano, e da resposta imune 

adquirida durante a infecção.  

Existem mais de 20 espécies de Leishmania capazes de infectar o homem, 

estando divididas em 2 sub-gêneros (Leishmania e Viannia) e 4 complexos (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Espécies de Leishmania associadas a doenças humanas. 
 
Forma da 
doença 

 Espécies no 
Novo Mundo 

 Espécies no 
Velho Mundo 

 
 
 

Cutânea 

Complexo 
Leishmania 

(Leishmania) 
mexicana 

L.(L.) mexicana 
L. (L.) amazonensis 

L. (L.) pifanoi 
L. (L.) venezuelensis 

Classificadas 
fora do 

complexo L. 
(L.) donovani 

L. (L.) major 
L. (L.) tropica 

L. (L.) 
aethiopica 

 Complexo 
Leishmania 
(Viannia) 

braziliensis 

L. (V.) braziliensis 
L. (V.) panamensis 
L. (V.) guyanensis 
L. (V.) peruviana 

  

Cutânea 
difusa 

 L. (L.) amazonensis 
L. (L.) pifanoi 

 L. (L.) 
aethiopica 

Mucocutânea  L. (V.) braziliensis   
 

Visceral 
Complexo 

Leishmania (L.) 
donovani 

 
L. (L.) chagasi 

 L. (L.) infantum 
L. (L.) donovani

Adaptado de Lainson & Shaw, 1987. 
 

No mundo a doença acomete 88 países, concentrando-se nas regiões tropicais e 

sub-tropicais do planeta. Segundo estimativa da Organização Mundial da Saúde, 12 

milhões de pessoas estão infectadas, sendo que 350 milhões vivem sob o risco da 

doença, surgindo anualmente cerca de 2 milhões de novos casos (WHO, 2002).  

Cerca de 90% dos casos de leishmaniose cutânea ocorrem no Brasil, Peru, 

Afeganistão, Irã, Arábia Saudita e Síria; 90% dos casos de leishmaniose mucocutânea 

ocorrem no Brasil, Peru e Bolívia; e 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem 
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no Brasil, Bangladesh, Índia, Nepal e Sudão (revisado por Brodskyn et al, 2003). 

Desta forma fica evidente que o Brasil é o principal país endêmico das leishmanioses, 

sejam cutânea, mucocutânea ou visceral. 

A doença é transmitida pela picada das fêmeas infectadas de insetos dípteros da 

subfamília Phlebotominae, sendo no Velho Mundo representados pelo gênero 

Phlebotomus e no Novo Mundo pelo gênero Lutzomyia. Cerca de 20 espécies de 

flebotomíneos já foram incriminadas como transmissoras da doença ao homem, 

resultando em ampla distribuição geográfica deste vetor biológico. A infecção se dá 

durante o repasto sanguíneo das fêmeas, e a saliva do inseto desempenha um papel 

relevante na infecção. 

O ciclo evolutivo de Leishmania está representado na figura 1 e inclui as formas 

promastigotas (a), alongadas, flageladas e móveis, que são inoculadas na derme do 

hospedeiro vertebrado e fagocitadas por macrófagos (b). No interior do vacúolo 

parasitóforo, o parasita se diferencia em amastigota, forma arredondada e aflagelada. 

Após a multiplicação por divisão binária os amastigotas rompem o macrófago, são 

liberados do meio intracelular e novamente fagocitados por outros macrófagos (c). 

Durante o repasto sangüíneo a fêmea do flebotomíneo ingere os macrófagos infectados 

com as formas amastigotas (d) que ao longo do tubo digestivo do vetor se diferenciam 

em promastigotas. Os promastigotas multiplicam-se e migram para a probóscida do 

inseto, diferenciam-se em formas infectivas metacíclicas (e) que são inoculadas no 

hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva durante a picada, reiniciando o ciclo.  
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(e)

(d) 

(a)(c) 
(b)

Figura 1: Ciclo evolutivo de parasitas do gênero Leishmania, mostrando as 

formas promastigotas extracelulares existentes no hospedeiro invertebrado e as formas 

amastigotas intracelulares no hospedeiro vertebrado. VL, leishmaniose visceral; e CL, 

leishmaniose cutânea. Figura retirada do site http://www.who.int/tdr/diseases/. 

 

As leishmanioses representam zoonoses e os seus principais reservatórios são 

animais silvestres, incluindo pequenos roedores, que vivem na região de mata e 

floresta. Ocorrem também em áreas rurais onde os animais domésticos, como cães e 

gatos, e alguns de importância econômica, como cavalos, constituem os reservatórios. 

Os hamsters parecem também representar reservatórios de Leishmania e esses 

roedores são freqüentemente utilizados como modelos experimentais de estudos de 

imunologia das leishmanioses (Sinagra et al., 1997; e Travi et al., 2002). Vale ressaltar 

que o cão representa um importante reservatório, principalmente de leishmaniose 

visceral, o desenvolvimento de vacinas para esses animais tem sido um importante 

alvo de pesquisa (Mayrink et al., 1989; e Pinheiro et al., 2005). 
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1.2. A resposta imune nas leishmanioses. 

 

1.2.1. Durante a infecção experimental. 

 A primeira postulação do modelo TH1 e TH2 nas respostas imunes em 

leishmaniose cutânea foi realizada em camundongos infectados com L. (L.) major. Em 

alguns modelos murinos isogênicos tem se estabelecido o perfil de resistência e 

suscetibilidade à Leishmania. Camundongos BALB/c não controlam a infecção por L. 

(L.) major e desenvolvem lesões progressivas, gerando uma patologia sistêmica. Essa 

linhagem serviu de base para as formas da leishmaniose humana que não se curam 

espontaneamente, como a forma cutânea difusa. Por outro lado, camundongos 

C57BL/6 são resistentes à infecção por L. (L.) major, mimetizando assim a forma 

cutânea de cura espontânea em seres humanos. A suscetibilidade à infecção por L. (L.) 

major em camundongos correlaciona-se à predominância de uma resposta TH2 com 

produção de IL-4 e IL-10, enquanto que a resistência é condicionada ao predomínio de 

resposta TH1 com produção de IFN-γ (revisado por Sacks & Noben-Trauth, 2002). A 

figura 2 representa a resposta de camundongos à infecção por L. (L.) major que pode 

culminar em resposta TH1 (a) ou TH2 (b). 
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Figura 2: Modelo de desenvolvimento de resposta TH1/TH2 após infecção cutânea 

com formas promastigotas de L. (L.) major. Em (a) desenvolvimento de resposta de 

perfil TH1, em (b) desenvolvimento de resposta de perfil TH2 (retirado de Sacks & 

Noben-Trauth, 2002). 

 

 Nesse modelo enfoca-se a diferenciação de linfócitos com perfis TH1 e TH2 a 

partir da apresentação de antígenos parasitários à células T CD4+ “naive”. A interação 

de moléculas co-estimuladoras com seus respectivos ligantes (CD40-CD40L, OX40-

OX40L e/ou CD80-CD86/CD28), assim como o ambiente local de citocinas, induzem 

a diferenciação dessas células “naive” em linfócitos TH1 secretores de IFN-γ, IL-2 e 

TNF-α, ou células TH2 secretoras de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, entre outras. Também 
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tem sido proposto que existem distintas subpopulações de células dendríticas (DC1 e 

DC2) que por sua vez direcionam as vias de diferenciação TH1/TH2. Em (a) o 

desenvolvimento da resposta TH1 se dá pela resposta de células apresentadoras de 

antígenos a moléculas parasitárias conhecidas como PAMPs, que determinam a 

secreção de IL-12 e a diferenciação das células “naive” em células produtoras de IFN-

γ. Sinais transdutores e ativadores de transcrição (STAT-4 e STAT-1) são ativados por 

IL-12 e IFN-γ, respectivamente. O fator T-bet é um fator transcricional específico de 

linhagens TH1. Em (b) a falta de habilidade de antígenos ativarem células dendríticas a 

produzirem IL-12 leva à diferenciação das células “naive” em linfócitos TH2. 

Antígenos ou ambientes específicos no tecido devem ativar as células dendríticas a 

produzirem IL-4 ou IL-10 que irão determinar o desenvolvimento de células TH2. O 

fator STAT-6 é ativado pela ligação ao receptor de IL-4 e o fator transcricional 

GATA-3, específico de linhagem de células TH2, que liga-se a receptores do GATA 

(AGATAG). Essa série de eventos resulta na produção de citocinas típicas de padrão 

de linfócitos TH2. 

 De forma geral, a imunidade protetora contra a leishmaniose está associada com 

a imunidade clássica mediada por células, enquanto a suscetibilidade está associada 

com uma forte resposta humoral, e uma fraca ou ausente resposta celular. Os parasitas 

têm a capacidade de escapar da resposta imune, interferindo na capacidade 

microbicida dos macrófagos hospedeiros, além de serem capazes de subverter a 

indução de ambas respostas imunes, inata e adquirida. Estudos sugerem que o fenótipo 

suscetível, com a geração de células de perfil TH2 não é derivado do fenômeno de 

produção precoce de IL-4 em resposta a antígenos parasitários, mas sim da falha em 

produzir ou responder a IL-12 (revisado por McMahon-Pratt & Alexander, 2004). 

Considerando o ambiente de citocinas gerado durante a resposta imune, a IL-12 parece 

ser primordial no desencadeamento do fenótipo resistente em camundongos. A 

ausência de IL-12, obtidas por meio de técnicas genéticas ou de neutralização por 

anticorpos, mostra que camundongos resistentes adquirem um fenótipo suscetível, 

nestes ensaios, enquanto animais suscetíveis quando tratados com IL-12 desenvolvem 

um fenótipo resistente à infecção por L. (L.) major. Outras citocinas também 
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contribuem para esse fenótipo, como a IL-1α, MIF, interferons tipo 1, IL-18 e TNF, 

além de homólogos funcionais e estruturais da IL-12, como a IL-27 (revisado por Scott 

et al., 2004). No ambiente da resposta imune inata, a IL-12 produzida principalmente 

por células dendríticas e ás vezes com o auxílio da IL-18, ativa células NK a 

produzirem IFN-γ que influencia não somente esta resposta, mas também a resposta 

TH1. O IFN-γ medeia a proteção induzindo a expressão de NOS2 e produção de NO 

pelos macrófagos. 

 A IL-10 produzida por células de perfil TH2 está intimamente relacionada à 

suscetibilidade. Em experimentos com camundongos BALB/c suscetíveis à infecção 

por L. (L.) major foi demonstrado que animais deficientes em IL-10 foram capazes de 

controlar a doença, desenvolvendo lesões relativamente pequenas. Quando foi 

estudado o mecanismo de resposta de macrófagos à infecção por L. (L.) major in vitro, 

observou-se que os amastigotas opsonizados por IgG murino foram fagocitados pelos 

macrófagos via receptor Fcγ com produção de grandes quantidades de IL-10, 

indicando que a sobrevivência e multiplicação dos amastigotas seriam facilitadas pela 

desativação dos mecanismos microbicidas do macrófago sob o efeito da IL-10 (Kane 

& Mosser, 2001). Outros trabalhos também mostram que a persistência de parasitas no 

sítio de infecção está associada à presença de IL-10 no local, e que animais deficientes 

para IL-10, ou duplo deficientes para IL-4 e IL-10, foram capazes de ativarem cura 

estéril no sítio infectado. Até mesmo o uso de anticorpos neutralizantes anti-receptor 

de IL-10, durante a fase crônica da doença, em modelos resistentes, induziu a cura 

estéril mostrando que a ausência de resposta a esta citocina gerou este caráter de 

resistência (Belkaid et al., 2001). 

 O conceito de que a produção de IL-4 precoce em camundongos BALB/c gera o 

fenótipo suscetível ainda é motivo de discussão. Há várias situações onde esta 

produção precoce da citocina não conduz para uma resposta TH2 estável, ou seja, ao 

fenótipo suscetível. Experimentos de infecção por L. (L.) major utilizando animais 

BALB/c (suscetíveis) deficientes para o gene da IL-4 mostraram que estes ainda são 

suscetíveis à infecção. Isto entrou em contradição com resultados de outros 

laboratórios que mostraram que animais suscetíveis quando depletados de IL-4 por 
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anticorpos monoclonais, ou através de manipulação genética, desenvolveram um 

fenótipo resistente (revisado por Scott et al., 2004).  

 Quanto à subpopulações linfocitárias, considerando que a citocina IL-10 

produzida por células T CD4+ de perfil TH2 possa ser tão importante, resta saber se são 

apenas estes subtipos celulares que estão produzindo esta citocina, ou se outras 

subpopulações de células T CD4+ também estão contribuindo para esta produção de 

IL-10, culminando na suscetibilidade gerada em camundongos. Uma possibilidade 

para a fonte de IL-10 é a existência de subpopulações de células T, as células T 

CD4+CD25+, que naturalmente ocorrem em animais, incluindo modelos suscetíveis à 

infecção por L. (L.) major. Estas células chamadas de células reguladoras (Treg), 

também ocorrem em modelos resistentes à infecção, que acabam por suprimir a 

reposta imune efetora gerada por células T CD4+CD25- (T efetoras) que agem no 

intuito de eliminar o parasita do sítio de infecção (revisado por Sacks & Anderson, 

2004).  

 As células T CD4+CD25+ constituem 5-10% das células do sangue periférico de 

seres humanos e camundongos, e expressam constitutivamente a cadeia α do receptor 

de IL-2 (CD25). Camundongos resistentes à infecção por L. (L.) major, após a cura 

clínica, mantêm um pequeno número de parasitas, concomitante à manutenção de uma 

imunidade à re-infecção, mas que também podem culminar num processo de 

reativação da doença. Neste contexto, verificou-se que estas células reguladoras 

estavam tão intrinsicamente ligadas ao controle da resposta imune, através da 

supressão da atividade de células efetoras, quanto eram as responsáveis pelo equilíbrio 

criado no sítio de infecção, mantendo um número reduzido de parasitas (Belkaid et al., 

2002). Estudos mostraram que a depleção destas células reguladoras gerou uma forte 

resposta imune protetora que levou a eliminação completa dos parasitas. Por outro 

lado, a transferência destas células reguladoras para camundongos cronicamente 

infectados reativou a doença (Mendez et al., 2004). 

 Em camundongos suscetíveis à infecção por L. (L.) major, estas células 

reguladoras agem prevenindo uma resposta exarcebada do tipo TH2, enquanto que nos 

animais resistentes, C57BL/6, agem controlando a resposta imune protetora TH1, 
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permitindo a persistência parasitária e ao mesmo tempo mantendo a resposta imune 

efetora de memória (revisado por Belkaid, 2003). 

 Não só o marcador CD25 é expresso na superfície celular, mas também outros 

como o GITR, que desempenha um papel importante na sinalização das células T que 

o expressam, sendo estas células reguladoras ou efetoras. Há contradições na literatura 

a respeito do engajamento do ligante de GITR na geração de uma sinalização, que 

culminaria por inibir a supressão da célula reguladora (Ji et al., 2004), ou tornando 

células efetoras refratárias à ação destas células reguladoras (Kanamaru et al., 2004). 

 Nem todas as características da resposta imune que levam a um fenótipo 

resistente ou suscetível no caso da infecção experimental por L. (L.) major, podem ser 

observadas durante a infecção por outras espécies de Leishmania. Na infecção 

experimental de camundongos BALB/c por L. (V.) braziliensis observou-se que em 

poucos dias houve uma rápida destruição de parasitas. Ao contrário da infecção por L. 

(L.) major que é observado uma multiplicação contínua destes. Quando o perfil de 

citocinas foi analisado, verificou-se que em resposta a infecção por L. (V.) braziliensis, 

células do linfonodo dos animais produziram a mesma quantidade de IFN-γ e IL-10, 

que os animais infectados por L. (L.) major. Com relação a IL-4, observou-se que as 

células dos animais infectados produziram baixas quantidades da citocina, em 

comparação às células dos animais infectados por L. (L.) major. Já para a produção de 

TNF-α, em ambos ensaios relacionados (L. (L.) major e L. (V.) braziliensis), níveis 

indetectáveis por ELISA foram observados. Quando os animais foram tratados com 

anticorpos anti-IFN-γ, foi observado um aumento no tamanho das lesões, prevenindo 

os camundongos de resolverem a infecção por L. (V.) braziliensis (DeKrey et al., 

1998). 

 Na análise da citocina IL-12, foi mostrado em ensaios de infecção experimental 

por L. (V.) braziliensis, que camundongos deficientes para IL-12p40, controlaram 

parcialmente a infecção, enquanto animais deficientes para IFN-γ desenvolveram 

lesões progressivas. Ficou evidente que a IL-12 parece não ser essencial para a 

produção de IFN-γ, por células do linfonodo, sugerindo haver neste modelo outras 

citocinas engajadas na sinalização para produção de IFN-γ (Souza-Neto et al., 2004). 
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 Outros estudos de infecção experimental por L. (V.) braziliensis sugerem que 

diferentes genótipos de parasitas, diferenças estas observadas pela técnica de RAPD, 

correlacionam-se no modelo de BALB/c, com um diferente perfil no padrão de 

citocinas geradas (IL-10, IL-4, IFN-γ e IL-12). Este fato pode estar envolvido com as 

diferentes formas clínicas patológicas observadas em pacientes infectados por L. (V.) 

braziliensis (Oliveira et al., 2004).  

Em experimentos de infecção de macrófagos in vitro, foi verificado que 

diferentes isolados de L. (V.) braziliensis induziram a produção de diferentes padrões 

de quimiocinas gerando uma resposta inflamatória diferenciada, isto sugere que 

diferentes isolados de parasitas estão modulando diferentemente a expressão de 

quimiocinas pelos macrófagos infectados (Teixeira et al., 2005). 

Mais recentemente foi desenvolvido um modelo experimental de infecção por 

L. (V.) braziliensis onde o padrão observado foi o de uma lesão ulcerada após o 

inóculo parasitário feito na derme da orelha de camundongos BALB/c. Padrão este 

semelhante ao observado no homem. No linfonodo de drenagem destes animais células 

T CD4+ e T CD8+ estavam continuamente produzindo IFN-γ (Moura et al., 2005). 

  

1.2.2. Em seres humanos. 

Considerando que no Brasil a maior parte dos casos de leishmaniose cutânea é 

causada pela infecção por L. (V.) braziliensis, focaremos aqui a resposta imunológica 

gerada em seres humanos à infecção por este parasita. 

Pacientes com leishmaniose cutânea (CL) decorrente de infecção por L. (V.) 

braziliensis exibem imunidade específica mediada por células, inclusive nos pacientes 

que desenvolvem a forma mucocutânea da doença (MCL), onde ocorre uma resposta 

exarcebada decorrente da infecção. Estes pacientes tendem a apresentarem forte reação 

de Montenegro quando comparados aos pacientes com a forma cutânea apenas, com 

intensa proliferação linfoblástica medidas in vitro após estimulação de PBMC com 

antígenos parasitários, e produção de IFN-γ (revisado por Brodskyn et al., 2003). 

 Quando comparado pacientes com a forma de cura espontânea da doença  

àqueles com a forma ativa da leishmaniose cutânea (CL) e mucocutânea (MCL), 
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observou-se que aqueles de cura espontânea apresentavam um DTH maior, mas com 

um índice de proliferação celular e produção de IFN-γ similares aos pacientes com a 

MCL, e aumentada produção de IFN-γ quando comparados àqueles com CL. Já os 

títulos de anticorpos de pacientes com a forma de cura espontânea foram bem menores 

quando comparados aos títulos de pacientes com as formas CL ou MCL (Carvalho et 

al., 1995). 

 Outros estudos mostraram que o tratamento de pacientes com CL na sua fase 

inicial, com antimoniais, não preveniu a formação de úlceras, e que os pacientes 

possuíam uma forte resposta imune celular. Os pesquisadores especularam a respeito 

de que a resposta inflamatória exarcebada no local, seria um fator relevante na 

patogênese da doença (Machado et al., 2002). O mesmo grupo mostrou também que 

pacientes assintomáticos e com teste positivo de Montenegro por anos, sendo assim 

denominados com a forma subclínica de leishmaniose cutânea, quando comparados a 

pacientes com a forma ativa (CL), apresentaram em ensaios de cultura de linfócitos 

baixos níveis de produção de IFN-γ e aumentada produção de IL-5, sugerindo que 

nestes pacientes, durante a infecção por L. (V.) braziliensis, houve uma modulação da 

resposta imune (Follador et al., 2002). 

Em experimentos de resposta humana in vitro com células de sangue periférico 

(PBMC), tanto em pacientes com CL como MCL, altos níveis de IFN-γ foram 

observados no restímulo destas células, em resposta a antígenos parasitários. Isto 

correlaciona-se ao fato de que mais tarde durante o processo de infecção no homem, 

altos níveis de IFN-γ e TNF-α são encontrados em ambos os tipos de leishmaniose, 

com diminuição nos níveis de TNF-α após o tratamento quimioterápico com 

antimoniais. Assim, é possível que o IFN-γ e o TNF-α estejam envolvidos ambos no 

controle da multiplicação parasitária nas fases iniciais da infecção e no dano ao tecido, 

vistos na leishmaniose tegumentar (revisado por Brodskyn et al., 2003). 

 O papel da citotoxicidade mediada por células entre os mecanismos de defesa 

ou dano ao tecido, não está claro. Pesquisadores observaram a presença de células NK, 

T CD8+ e T CD45RO+, assim como uma forte expressão de moléculas associadas com 

propriedades citotóxicas (TIA-1), no infiltrado dérmico de pacientes com CL. A 

 12



Introdução 

presença destas células com capacidade citolítica vão a favor de uma ativa participação 

de células NK e T CD8+ na patogênese da doença. Estas células podem exercer um 

papel não só na morte parasitária, como também no desenvolvimeno de úlceras 

(revisado por Brodskyn et al., 2003). 

 Mais recentemente foi mostrado que pacientes com MCL apresentam um maior 

número de células T CD4+ e T CD8+ no sítio de formação de lesão, quando comparado 

a pacientes com CL. Ainda, estes pacientes com MCL, apresentaram um maior 

número de células produtoras de IFN-γ, comparado aos pacientes com CL. As células 

produtoras desta citocina eram T CD4+ na sua maioria, e T CD8+. Interessantemente, 

os pacientes com MCL apresentaram uma menor quantidade de células que expressam 

o receptor para IL-10, assim como a expressão deste receptor também estava 

diminuída, quando comparado a pacientes com CL. Os resultados também mostraram 

que pacientes com MCL possuem uma maior quantidade de células produtoras de 

granzima A, e que células T CD8+ são sua fonte produtora. Baseados nestes resultados, 

foi proposto que a forma mucocutânea da doença esteja relacionada a 

hiperresponsividade celular, com produção elevada de IFN-γ e de granzima A, e ainda, 

com baixa responsividade a IL-10 (Faria et al., 2005). 

 Células de pacientes que apresentaram cura da forma mucocutânea ou cutânea 

da doença, respondem a uma ampla gama de antígenos parasitários, ao contrário dos 

que fazem os pacientes com a forma ativa, sem cura espontânea ou difusa da 

leishmaniose cutânea, que respondem a poucos. Este fato sugere que o controle e 

resolução da leishmaniose, assim como resistência à re-infecção, pode estar associado 

a presença de resposta de células T contra vários e distintos antígenos de Leishmania 

(Melby et al., 1989). 

 

1.3. O desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose cutânea. 

Até o momento, não existe vacinação de rotina contra a leishmaniose em 

nenhum país do mundo. Várias preparações vacinais estão em diferentes estágios de 

desenvolvimento pré-clínicos, em modelos experimentais e no homem (revisado por 

Handman, 2001). Dentro das vacinas em desenvolvimento para leishmaniose, vários 
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métodos estão sendo empregados, indo desde parasitas mortos por calor até estratégias 

avançadas consistindo de vírus recombinantes. 

  

1.3.1. Os antígenos candidatos à vacina contra leishmaniose cutânea. 

 Inúmeros antígenos de diversas espécies de Leishmania estão sendo testados 

para fins de desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose. Dentre os vários 

antígenos testados, vamos nos focar em 4 destes antígenos que foram alvos deste 

trabalho: LACK (receptor para proteína C-kinase ativada de Leishmania), TSA 

(antioxidante tiol-específico), LeIF (fator ribossomal de elongação e iniciação nuclear 

de Leishmania) e LmSTI1 (proteína 1 de estresse induzível de Leishmania). 

A identificação da proteína LACK foi feita através da busca de um antígeno de 

L. (L.) major reconhecido por um clone de linfócitos T CD4+ TH1 capaz de induzir 

imunidade protetora contra a infecção em camundongos da linhagem suscetível 

BALB/c. Com o uso de uma genoteca de expressão, foi isolada a proteína de peso 

molecular aparente de 36 KDa codificada pelo gene do receptor para proteína C-kinase 

ativada de Leishmania (LACK), e que possuiu um homólogo em humanos, a RACK. 

A imunização de camundongos da linhagem suscetível BALB/c com este antígeno 

recombinante na presença de IL-12 levou a uma imunidade protetora significativa 

contra a infecção experimental (Mougneau et al., 1995). 

Estudos posteriores ratificaram a capacidade do antígeno LACK de conferir 

imunidade protetora quando administrado como proteína recombinante ou DNA 

plasmidial. Em experimentos comparando as formulações de vacinas, DNA plasmidial 

versus proteína recombinante, na presença ou não de adjuvantes, como IL-12 

recombinante (rIL-12), mostraram que a imunização subcutânea com este antígeno  

protegeu animais suscetíveis a infecção por L. (L.) major, na formulação de DNA 

apenas ou em adição de rIL-12, mas não na formulação da proteína recombinante 

somente. Experimentos com o uso de anticorpos anti-IL-12, foi possível determinar 

que a IL-12 é uma importante citocina durante o processo de imunização para indução 

à produção de IFN-γ. Neste mesmo trabalho, os autores verificaram que esta resposta 

imune gerada era duradoura, pois animais desafiados várias semanas após a 
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imunização continuaram protegidos contra o desafio com L. (L.) major (Gurunathan et 

al., 1997). 

Experimentos mais recentes utilizando a proteína recombinante LACK na 

presença de CpG ODN foi observado que mesmo 6 meses após a imunização, os 

animais suscetíveis continuavam protegidos contra desafio por L. (L.) major. Ao 

verificarem o mecanismo envolvido na adição de CpG ODN, observaram que células 

dendríticas não plasmocitóides foram ativadas pelo antígeno associado a CpG ODN, 

de forma a produzirem mais IL-12p70 e IFN-γ, em resposta ao antígeno, quando 

comparado ao grupo de animais imunizados com a proteína recombinante apenas 

(Shah et al., 2003). 

O papel de células T CD8+ na manutenção de imunidade do tipo TH1 foi 

estudado após a imunização com DNA codificando o antígeno LACK. A depleção in 

vivo de linfócitos T CD8+ de camundongos BALB/c imunizados e desafiados com L. 

(L.) major reduziram o número de células do linfonodo (T CD4+) produtoras de IFN-γ, 

assim como a imunidade protetora (Gurunathan et al., 2000).  

 O antígeno TSA de Leishmania foi descrito em L. (L.) major após seleção de 

uma genoteca de expressão que visava caracterizar as proteínas presentes numa 

preparação denominada “filtrado de cultura de promastigotas do parasita”. Esta 

preparação havia sido anteriormente descrita como capaz de induzir imunidade 

protetora. A análise da seqüência deduzida de aminoácidos demonstrou que este gene 

possui homologia com um gene presente em outros eucariotos (proteínas antioxidantes 

tiol-específicas, Webb et al., 1998). Baseada nesta homologia este antígeno foi 

denominado TSA de Leishmania. 

 A imunização de camundongos BALB/c com a proteína recombinante TSA 

combinada com rIL-12 resultou na indução de forte resposta imune celular do tipo 

TH1, e imunidade protetora contra a infecção experimental com L. (L.) major.  Esta 

proteína recombinante também induziu a proliferação celular de pacientes com 

leishmaniose, e níveis detectáveis de títulos de anticorpos foram obtidos em resposta 

ao antígeno, tanto em pacientes com a forma cutânea, quanto visceral de leishmaniose 

(Webb et al., 1998). Em experimentos em primatas não humanos (macacos Rhesus), 
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observaram proteção nos animais imunizados com o antígeno na formulação de 

proteína recombinante na presença de rIL-12 e do antígeno LmSTI1 (Campos-Neto et 

al., 2001). 

 O antígeno LeIF é um fator ribossomal de elongação e iniciação nuclear, 

possuindo uma proteína homóloga no homem.  Este antígeno foi identificado por 

seleção em genotecas de L. (V.) braziliensis, utilizando-se soro de pacientes com a 

forma mucocutânea da doença. Monócitos, macrófagos e células dendríticas humanas 

respondem in vitro ao antígeno LeIF, com a produção de IL-12p70, em com reduzida 

produção de IL-10 (Probst et al., 1997). Foi observado que este antígeno estimula o 

sistema imune a produzir IL-12, IL-18 e IFN-γ, sendo assim um indutor de resposta do 

tipo TH1 (revisado por Coler & Reed, 2005).  

Células de animais infectados com L. (L.) major respondem ao antígeno de 

modo específico, sendo capazes de proliferarem e produzirem IFN-γ in vitro. Neste 

trabalho foi descrito que animais imunizados com o antígeno LeIF na formulação de 

proteína recombinante, na ausência de adjuvantes, geraram células no linfonodo 

capazes de proliferarem e produzirem IFN-γ in vitro após o estímulo com o antígeno 

recombinante, além de induzirem uma imunidade protetora parcial contra a infecção 

experimental com L. (L.) major (Skeiky et al., 1998).   

 O antígeno LmSTI1 é o gene da proteína 1 de estresse induzível, e foi 

identificado por seleção de uma genoteca de cDNA de formas amastigotas de L. (L.) 

major, utilizando soro de camundongos infectados com o parasita (Webb et al., 1996). 

Neste trabalho foi observado que a proteína recombinante LmSTI1 gerava forte 

resposta do tipo TH1 proliferativa de células de linfonodo de camundongos BALB/c 

infectados com L. (L.) major. Além disto, a análise do soro humano de pacientes com 

leishmaniose cutânea, visceral, e visceral pós-calazar indicou que a maioria dos 

indivíduos destes grupos clínicos apresentava resposta imune humoral contra LmSTI1. 

Em experimentos de imunização utilizando o antígeno na formulação de proteína 

recombinante na presença de rIL-12, este antígeno foi capaz de induzir imunidade 

protetora em camundongos BALB/c após o desafio com L. (L.) major. O mesmo foi 

observado em macacos Rhesus imunizados com os antígenos recombinantes TSA e 
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LmSTI1 na presença de rIL-12 e infectados com L. (L.) major (Campos-Neto, et al., 

2002). 

 Os quatro antígenos descritos acima foram testados inicialmente em 

formulações que continham cada um deles isoladamente. Mais recentemente estes 

antígenos foram testados de diversas maneiras, na forma de coquetel ou fusionados, 

nas formulações de vacinas de DNA e proteína recombinantes, com a adição de 

adjuvantes, e em sua maioria mostraram ser capazes de conferirem proteção de parcial 

a alta, nos modelos experimentais utilizados para infecção com L. (L.) major, inclusive 

nos casos de modelos animais de primatas não humanos (macacos Rhesus). 

 A imunização com um coquetel de DNA contendo plasmídios com os genes dos 

antígenos LACK, TSA e LmSTI1 conferiu proteção total em camundongos desafiados 

com formas promastigotas de L. (L.) major. Neste estudo foi observado ainda que esta 

resposta imune gerada pela imunização foi duradoura, pois mesmo quando o desafio 

foi realizado após 12 semanas da última dose vacinal, os animais continuaram 

completamente protegidos. A proteção nos animais imunizados estava associada ao 

recrutamento de células T CD4+ e T CD8+ para o sítio de infecção, onde pouquíssimos 

parasitas foram encontrados (Mendez et al., 2001). 

 Este mesmo conjunto de antígenos, LACK, TSA e LmSTI1, foram estudados 

pelo mesmo grupo de pesquisadores, e foi observado que na formulação de DNA, o 

antígeno LACK sozinho, conferiu proteção parcial, enquanto os antígenos LmSTI1 e 

TSA combinados, ou em adição ao antígeno LACK, mostraram gerar uma resposta 

imune protetora mais eficiente. Várias vias de imunização foram testadas 

(intradérmica, intramuscular e subcutânea). Os resultados mostraram que a via 

intradérmica foi a via de imunização que gerou o melhor grau de proteção nos 

camundongos desafiados (Mendez et al., 2002). 

 Os antígenos TSA, LeIF e LmSTI1 foram estudados também na formulação de 

proteína recombinante fusionada (Leish-111f) na presença do adjuvante MPL-SE. 

Experimentos de imunização demonstraram que esta formulação foi capaz de conferir 

proteção total em camundongos BALB/c desafiados com L. (L.) major. Esta proteção 

está associada à presença de uma reposta imune celular do tipo TH1 com alta produção 
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de IFN-γ e baixa produção de IL-4. Interessantemente, em animais imunizados e 

desafiados com L. (L.) amazonensis, somente proteção parcial foi obtida (Coler et al., 

2002 e Skeiky et al., 2002). Este resultado demonstrou que a formulação contendo o 

antígeno Leish-111f na presença do adjuvante MPL-SE pode ser testado em 

vacinações humanas.  
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Objetivos 

 

 

Várias estratégias de imunização experimental contra leishmaniose cutânea 

têm sido utilizadas nos últimos anos, ainda mais com o advento da tecnologia do 

DNA recombinante, permitindo estratégias mais avançadas de serem exploradas 

na área de imunização. Dentro disto, a espécie Leishmania (L.) major, causadora 

de leishmaniose cutânea, tem sido utilizada como modelo para estudos de resposta 

imunológica, inclusive durante ensaios de vacinação. Vários antígenos têm sido 

descritos como sendo protetores em estratégias de imunização experimental, sendo 

então fortes candidatos ao desenvolvimento de vacinas aplicadas a humanos. Mas 

há de se considerar que vários grupos de pesquisadores têm mostrado resultados 

contraditórios aos obtidos com o modelo de L. (L.) major, onde dependendo da 

espécie estudada, antígenos parasitáriois podem diferir na capacidade de gerar 

uma resposta imune protetora. 

Diante disto decidimos explorar se antígenos de L. (V.) braziliensis seriam 

capazes de induzir uma resposta imune protetora em estratégias de imunização, 

contra a infecção experimental. Um ponto de partida para seleção destes 

antígenos, diante dos vários existentes, foi utilizar aqueles previamente descritos 

para L. (L.) major. Os antígenos alvos foram LACK (receptor para proteína C 

quinase ativada), TSA (anti-oxidante tiol específico), LeIF (fator ribossomal de 

elongação e iniciação de Leishmania) e LmSTI1 (proteína 1 de estresse induzível 

de Leishmania major). 

Foram os objetivos específicos deste trabalho: 

1) Isolamento e sequenciamento dos genes que codificam os antígenos LACK, 

TSA, LeIF E LbSTI1 de L. (V.) braziliensis; 

2) Análise da expressão destes antígenos nas diferentes formas do parasita; 

3) Caracterização da resposta imune induzida pela imunização com estes 

antígenos, em diferentes estratégias vacinais; 
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4) Padronização de um modelo de infecção experimental com L. (V.) braziliensis 

em camundongos isogênicos; 

5) Avaliação da imunidade protetora induzida pela imunização com os antígenos 

por nós isolados de L. (V.) braziliensis; 

6) Utilização de anticorpos monoclonais anti-GITR durante processos de infecção 

por Leishmania, visando a resposta imune efetora. 
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3.1. Animais e parasitas. 

Camundongos com idades entre 6 e 8 semanas das linhagens BALB/c e 

C57BL/6 foram utilizados neste estudo, e adquiridos da Universidade de São 

Paulo (Biotério Central-ICB), Universidade Federal de São Paulo (CEDEME), e 

JAX Mice (“Jackson Laboratory”, EUA). Hamsters Golden  (Nectomys 

squamipes) foram adquiridos do Instituto Biológico (USP-SP), via CEDEME 

(UNIFESP). 

 Foram utilizadas as seguintes cepas de formas promastigotas dos parasitas 

das espécies: Leishmania (V.) braziliensis, cepa MHOM/BR/01/BA788, cepa 

Torrez, e cepa MHOM/BR/75/M2903; e L. (L.) major, cepa Friedlin e cepa 

Friedlin clone V1. 

 

3.2. Composição das soluções e tampões utilizados. 
- Denhardt´s (5 X): BSA 0,1%, ficoll 0,1%, polivinilprolidona 0,1% (todos da 

Sigma). 

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

(0,5 µg/mL, Sigma). 

- SDS-PAGE – Mini-gel (para 2 géis): 

Gel de separação 12%: Acrilamida 30%/Bis acrilamida 0,8% - 3,5 mL, 

Tris-HCl 0,75 M / SDS 0,2%, pH 8,8 – 4,5 mL, Persulfato de amônio 10% - 100 

µL, TEMED - 10 µL, água bidestilada - 1 mL. 

Gel de empilhamento 3%: Acrilamida 12%/ Bis acrilamida 1,2% - 1,25 mL, 

Tris-HCl 0,25 M / SDS 0,2%, pH 6,8 – 2,5 mL, Persulfato de amônio 10% - 100 

µL, TEMED 10 µL, água bidestilada – 1,25 mL. 

- SDS-PAGE – Gel grande (para 1 gel): 

Gel de separação 10%: Acrilamida 30%/Bis acrilamida 0,8% - 5 mL, Tris-

HCl 1 M, pH 8,8 – 5,6 mL, SDS 10% - 200 µL, Glicerol – 500 µL (Synth), 

Persulfato de amônio 10% - 160 µL, TEMED - 15 µL, água bidestilada - 4,4 mL. 
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Gel de empilhamento 5%: Acrilamida 30%/Bis acrilamida 0,8% - 1,6 mL, 

Tris-HCl 1 M, pH 6,8 – 1,25 mL, SDS 10% - 200 µL, Persulfato de amônio 10% - 

80 µL, TEMED - 15 µL, água bidestilada – 7 mL. 

- PBS: NaH2PO4 10 mM, Na2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4. 

- PBS/Leite-BSA: PBS acrescido de 5% de leite desnatado (Molico) e 2,5% de 

BSA (Sigma). 

- PBS-T20: PBS acrescido de Tween 20 na concentração de 0,05%. 

- Ponceau-S: Ponceau 0,1% (Sigma) em ácido acético 10% (Merck). 

- Saponina à 0,1%: 1g saponina, 100mM CaCl2, 100 mM MgSO4, 2,4g de HEPES, 

1g BSA, p.s.p. 1L água, pH 7.4. 

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

- Solução B: NaOH 200 mM, SDS 1%. 

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

- Solução Tampão de Ligação: NaHPO4 0,1 M pH 8,0, Tris-HCl 10 mM pH 8,0,  e  

PMSF 2 mM. 

- Solução CHAPSO: CHAPSO 1% (Sigma) e Tris-HCl 10 mM pH 8,0. 

- Solução Corante Azul de Coomassie: “Coomassie blue” R250 0,05% (Life 

Technologies), metanol 45% (Merck), ácido acético 10%.  

- Solução Descorante: etanol 45%, ácido acético 10%. 

- Solução Denaturante de Proteína: uréia 8 M, DTT 20 mM, Tris-HCl 0,1 M (pH 

9,0), EDTA 3 mM. 

- Solução de Hidridação: 50% formamida, SSC 5X, SDS 0,5%, EDTA 1 mM, leite 

em pó 0,2% (Molico) e água suficiente para 25 mL. 

- SSC 20 X: NaCl 3 M, citrato de trisódio 0,3 M. 

- STET: Sacarose 8%, Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 50 mM e Triton X-100 

5%. 

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

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

- Tampão Carbonato 0,05 M: Na2CO3 0,015 M, NaHCO3 0,035 M, pH 9,6. 
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- Tampão de Amostra para Eletroforese de DNA (5 X): azul de bromofenol 

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

- Tampão de Amostra para Gel de Seqüenciamento: “blue dextran/EDTA” 

(Perkin-Elmer), formamida deionizada (Amresco) na proporção de 1:6. 

- Tampão de amostra para SDS-PAGE (4 X): glicerol 20%, SDS 4%,                           

2-Mercaptoetanol 10%, Tris-HCl 60 mM (pH 6,8), azul de bromofenol 0,3%. 

- Tampão de corrida: SDS 0,1%, glicina 192 mM, Trizma base 25 mM, pH 8,3. 

- Tampão PBS/Triton: 10 ml PBS, 100 µL Triton X-100 (Sigma), lisozima 4 

mg/mL (Sigma), PMSF 1 mM, tripsina 100 µg/mL. 

- Tampão de transferência (“immunoblot”): glicina 192 mM, Trizma base 25 mM, 

metanol 20%. 

- TBE (1 X): Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3. 

- TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0. 

- TELT: Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 62,5 mM pH 9,0, LiCl 2,5 M e Triton X-

100 4%. 

- Tris-HCl: Trizma base 1 M. O pH desta solução é ajustado com HCl. 

- Tampão de Lavagem: NaHPO4 0,1 M pH 8,0, Tris-HCl 10 mM pH 8,0, uréia 8 

M e água bidestilada suficiente para a quantidade desejada, e o pH ajustado para 

8,0. 

 

3.3. Meios de cultura 

 

3.3.1. Meios para cultura de bactérias. 

- 2Y/T: 3,2 g peptona, 2,0 g extrato de levedura, 1,0 g NaCl e água destilada 

suficiente para 200 mL. 

- 2Y/T/AMP: TB acrescido de ampicilina 100 µg/mL. 

- LB: triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%,  

pH 7,0. 

- LB sólido: LB, ágar (Difco) 1,5%. 
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- LB/AMP: LB acrescido de ampicilina 100 µg/mL (Sigma). 

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

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

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

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

mL de água destilada, acrescido posteriormente com 100 mL de uma solução de 

KH2PO4 0,17 M e K2HPO4 0,72 M. 

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

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

pH 6,2. 

 

3.3.2. Meio para cultura de células. 

- Meio de Diferenciação: meio RPMI + 30% de sobrenadante de células L-929 

(SN de L) + 20% de SFB, que foram filtrados em filtros 0,22 µm. 

- Meio de Manutenção: meio RPMI + 10% de SFB + 5% de SN de L. 

- RPMI Simples: Meio RPMI-1640 (Life Technologies) suplementado com                 

L-glutamina 2 mM (Sigma), HEPES 10 mM (Sigma), bicarbonato de sódio 24 

mM (Life Technologies), penicilina G (Sigma) 59 mg/L e estreptomicina (Sigma)                  

130 mg/L, pH 7,2. 

- RPMI 10%: RPMI simples suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life 

Technologies). 

 

3.3.3. Meios para cultura de linfócitos. 

- RPMI 10% Completo: RPMI simples suplementado com solução de aminoácidos 

não essenciais (1% vol/vol), piruvato de sódio 1 mM, 2-ME 5 X 10-5 M, solução 

de vitaminas (1% vol/vol), L-glutamina 2 mM (todos obtidos da Life 

Technologies) e soro fetal bovino 10% (Hyclone, vol/vol), pH 7,4. 
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3.3.4. Meio para cultura de parasitas. 
- Meio 199 (Simples): Meio 199 (GIBCO BRL) suplementado com HEPES 40 

mM, adenina 0,1 mM, L-glutamina 2 mM, hemina 5 mg/mL (em 50% de 

trietanolamina), penicilina G 59 mg/L (Sigma) e estreptomicina 130 mg/L (Sigma)  

pH 7,2. 

- Meio 199/S: Meio 199 simples suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(GIBCO BRL). 

-  Meio NNN: Meio ágar 14g, NaCl 6 g e água destilada q.s.p. 1 L. 

- Obtenção de SLA: 1x108 parasitas/mL foram lavados e ressuspensos em PBS 

estéril, e então congelados e descongelados respectivamente, em gelo seco e banho 

à 37ºC, por 5-6 vezes, quando então foram armazenados à -80ºC até a sua 

utilização. Foi estimada uma concentração de 50 µg/mL de antígeno. 

 

3.4. Manutenção dos parasitos in vitro 

 Os parasitos utilizados nos experimentos foram mantidos em garrafas de 25 

cm2 (Costar) contendo meio de cultura axênica, meio 199/S. Às culturas de L. (V.) 

braziliensis foi adicionado 2% de urina masculina humana de adulto, previamente 

filtrada em filtros 0,22 µM (Costar). As culturas foram mantidas em estufa 

apropriada à 26ºC. 

O repique dos parasitos foi feito periodicamente. Brevemente, os parasitos 

foram contados em câmara de Neubauer, ajustados para uma concentração de 

1x106 parasitos/mL em garrafa de cultura, e incubados em estufa.  

 

3.5. Manutenção dos parasitos in vivo 

A fim de manter a infectividade dos parasitas da espécie L. (V.) braziliensis, 

utilizados em experimentos de infecção de hamsters Golden e camundongos 

BALB/c e C57BL/6, assim como L. (L.) major utilizados em experimentos de 

infecção em camundongos BALB/c e C57BL/6, estes foram inoculados 
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periodicamente nos respectivos modelos animais. Os protocolos utilizados para as 

infecções estão descritos adiante.  

 

3.6. Obtenção de DNA genômico das espécies de Leishmania. 

O DNA genômico das espécies de Leishmania foi obtido a partir de cultura 

axênica de formas promastigotas, sendo extraídos pelo método TELT. 

Brevemente, 1x108 parasitas foram centrifugados à 8.000 x g, por 2 minutos, 

sendo o precipitado formado ressuspenso em 150 µL de TELT, este foi 

homogeneizado e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi 

adicionado 150 µL de fenol:clorofómio:álcool isoamílico (25:24:1, Life 

Technologies) e homogeneizado por inversão por 5 minutos, sendo então 

centrifugado à 15.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa 

sobrenadante foi transferida para outro tubo, onde foi acrescentado etanol absoluto 

Vol/2Vol, respectivamente. O tubo foi homogeneizado por inversão por 2 

minutos, e incubado a temperatura ambiente por 1 hora. Após precipitação do 

DNA, foram feitas centrifugações seriadas de lavagem do DNA, utilizando 1 mL 

de etanol à 70%. Este DNA foi ressuspenso em água Milli Q contendo RNase A 

50 µg/mL. Em seguida o DNA foi quantificado em gel de agarose 1%, de acordo 

com o padrão de peso molecular λ Hind III. Brevemente, as amostras foram 

submetidas à eletroforese unidirecional em gel de agarose 1%, contendo brometo 

de etídio, em tampão TAE 1X. Como referência, utilizamos os fragmentos do 

bacteriófago λ digerido com a enzima Hind III, cujos tamanhos variam de 23 a 0,5 

kb. As amostras de DNA foram aplicadas no gel após a adição de tampão de 

amostra para diluição final de 1X. 
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3.7. Amplificação e purificação de genes das espécies de Leishmania. 

 Os oligonucleotídeos por nós utilizados para amplificar sequências 

similares aos genes de interesse foram baseados nas sequências obtidas através do 

acesso ao site do Banco de Genes (“GenBank”), www.ncbi.nlm.nhi.gov/. 

Os genes lack, tsa, leif, lbsti1 da espécie L. (V.) braziliensis, foram 

amplificados utilizando-se oligonucleotídeos específicos como descritos na tabela 

2, sintetizados pela Life Technologies. A reação de PCR foi feita utilizando-se a 

enzima “Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity” (Life Technologies), 

seguindo-se as instruções do fabricante. Brevemente, para cada 500 ng de amostra 

de DNA foi adicionado tampão de amplificação 1X, “dNTP mix” 0,2 mM, MgSO4 

50 mM, 0,2 µM de cada oligonucleotídeo iniciador e 1U da enzima polimerase. As 

condições de amplificação foram: 1 ciclo à 94ºC por 5 minutos, seguido de 30 

ciclos à 94ºC por 30 segundos, nas respectivas temperaturas de anelamento (ºC) 

por 30 segundos, e 68ºC /kb a ser amplificado. As amostras foram mantidas à 4ºC 

e submetidas à eletroforese unidirecional em gel de agarose 1%. Após a 

eletroforese, as respectivas bandas resultantes da amplificação em torno de 1 kb 

foram recortadas do gel e purificadas pelo kit GeneClean II (BIO 101), de acordo 

com especificações do fabricante. Brevemente, calculamos o volume de gel 

presente em cada tubo, adicionamos 3 volumes de uma solução de iodeto de sódio,  

e aquecemos os tubos à 55ºC por 5 minutos até que os pedaços de gel estivessem 

todos dissolvidos. Em seguida, acrescentamos 5 µL de microesferas de vidro e 

incubamos por 16-20 horas, a temperatura ambiente e sob agitação constante. Os 

tubos foram então centrifugados a 7.500 x g por 2 minutos a temperatura 

ambiente. Os sobrenadantes foram retirados cuidadosamente e reservados em 

outros tubos. Os precipitados contendo as microesferas de vidro foram 

ressuspensos em 200 µL da solução de lavagem e centrifugados novamente por 1 

minuto nas mesmas condições anteriores. Os sobrenadantes foram desprezados e o 

mesmo processo foi repetido por 2 vezes. Finalmente, os precipitados foram 
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ressuspensos em 12 µL de água e os tubos incubados à 55ºC por 30 minutos, para 

que houvesse a dissociação do DNA das microesferas. Os produtos foram dosados 

em gel de agarose 1% como descrito anteriormente. 

 

 

 
Tabela 2: Sequências oligonucleotídicas utilizadas para amplificação por PCR dos 

genes clonados de L. (V.) braziliensis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5´-AAT TAT CCC AGC TGC 
CGG ACA CCA CGA TCG 
GGT GTT CCA GCG ACG 

GCG  -3´ 

Gene ou Epítopo Oligonucleotídeo senso Oligonucleotídeo anti-senso

lack 5´- GGG GGA TCC GAT GAA 
CTA CGA GGG TCA C – 3´ 

5´- GGG GAA TTC TTA CTC 
GGC GTC GGA GAT – 3´ 

tsa 5´- GGG GAT CCG ATG TCC 
TGC GGT AAC GCC AAG – 3´

5´- GGG GAA TTC TTA CTG 
CTT GCT GAA GTA TCC – 3´

lmsti1 5´- GGG GAT CCG ATG GAC 
GCA ACT GAG CTG AAG – 3´

5´- GGG GAA TTC CTA CTG 
ACC AAA ACG AAT GAT – 3´

lmsti1 
(oligo interno) 

5´- CAG GGC CGG CTG TAC 
ATG GAA – 3´ 

 

leif 5´-  GGG GAT CCG ATG TCG 
CAG CAA GAC CGA GTT– 3´ 

5´- GGG GAA TTC TCA CTC 
GCC GAG GTA GGC GGC– 3´

leif 
(oligo interno) 

5´- GGG TGG CAC GCG CGT 
GCA GGA – 3´ 

---- 

Epítopo para 
linfócito T CD4 + 

do antígeno LACK 

5´-GAT CCG CCG TCG CTG 
GAA CAC CCG ATC GTG GTG 

TC GGC AGC TGG GAT -3´ 

 
---- 

Epítopo para 
linfócito T CD4+ 

do antígeno LACK 

 
---- 

 

 

Legenda: Em sublinhado: sequência oligonucleotídica das enzimas de restrição utilizadas 

nas respectivas clonagens. 
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3.8. Clonagem dos genes amplificados das espécies de Leishmania no vetor  

genético pMOS. 

 As ligações dos DNAs obtidos no ítem acima (genes lack, tsa, leif e lbsti1 

da espécie L. (V.) braziliensis) foram feitas utilizando-se o “pMOSBlue blunt-

ended cloning kit” (Amersham), seguindo-se as instruções do fabricante. 

Brevemente, utilizamos uma proporção inserto:vetor de 4:1 com a quantidade fixa 

do vetor pMOS (50 ng). Antes de realizarmos as ligações, os produtos de PCR 

foram tratados com uma proteína kinase da seguinte maneira: para cada reação de 

10 µL finais adicionamos 1 µL de tampão pK, 0,5 µL de DTT 100 mM, 1 µL da 

mistura enzimática para fosforilação “pK enzyme mix”, a quantidade desejada do 

produto de PCR, e água. Estas reações foram incubadas à 22 ºC por 40 minutos, 

seguindo-se à inativação da enzima à 75ºC por 10 minutos. As reações foram 

então incubadas em gelo por 2 minutos e acrescentamos 1 µL do vetor pMOS 50 

ng, além de 1 µL da enzima T4 DNA ligase. As reações foram incubadas por 16-

20 horas à 14ºC.  

 

3.9. Transformação de bactérias com DNA plasmidial. 

 

3.9.1. Preparação de bactérias competentes. 

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

no “pMOSBlue blunt-ended cloning kit”) foi inoculada em 3 mL de meio de 

cultura LB, seguindo-se incubação por 16 horas à 37 ºC, sob agitação constante. O 

inóculo foi então diluído em meio LB na proporção de 1:50 e incubado à 37 ºC 

sob agitação constante até que a DO600 estivesse em torno de 0,6. O recipiente 

contendo as bactérias foi então incubado em gelo por 1 hora. Seguiu-se uma 

centrifugação à 1.000 x g por 10 minutos à 4 ºC. O sobrenadante foi desprezado e 

as bactérias ressuspensas em 1/3 do volume inicial em meio FB, e incubadas em 

gelo por 60 minutos. Seguiu-se nova centrifugação nas mesmas condições 
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anteriores e após desprezar-se o sobrenadante, o precipitado bacteriano foi 

ressuspenso em 1 / 12,5 do volume inicial em meio FB. As bactérias foram então 

dispensadas em alíquotas de 100 µL e armazenadas à – 70 ºC. 

 

3.9.2. Transformação em bactérias competentes. 
 

3.9.2.1. Transformação de bactérias com plasmídios. 

Para as transformações, 10-20 ng do DNA plasmidial foi adicionado a tubos 

de microcentrífuga contendo alíquotas de 20 µL de bactérias competentes. Após 

incubação em gelo por 30 minutos, os tubos foram submetidos a 42 oC por    2 

minutos e incubados em gelo por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 80 µL 

de meio SOC e os tubos foram incubados a 37 oC por 1 hora, sob agitação. O 

volume total da mistura foi semeado em placas de LB sólido contendo 100 µg/mL 

de ampicilina e estas foram incubadas à 37 oC durante a noite para seleção dos 

clones resistentes ao antibiótico. 

 

3.9.2.2 Transformação de bactérias com produtos de ligação. 

Alíquotas de 100 µL de bactérias competentes foram descongeladas e a 

cada uma se acrescentou 4 µL dos produtos da ligação, seguindo-se incubação por               

30 minutos no gelo. Após esse período, os tubos foram incubados à 42ºC por 2 

minutos e incubados no gelo por mais 10 minutos. A cada tubo foi acrescentado  

400 µL de meio SOC, e os mesmos foram incubados a 37 ºC sob agitação 

constante por 1 hora. O volume total da suspensão bacteriana foi então semeado 

em placas de LB sólido contendo 100 µg/mL de ampicilina. Seguiu-se a incubação 

das placas por 16-20 horas em estufa a 37 ºC, para seleção dos clones resistentes 

ao antibiótico. 

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

semeadura das bactérias foi feita em placas de LB sólido contendo ampicilina 50 
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µg/mL (Sigma) e tetraciclina 15 µg/mL (Sigma). Antes da semeadura, as placas 

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

(Life Technologies). As placas foram então incubadas por 16-20 horas em estufa à 

37 ºC. As colônias apropriadas foram então selecionadas para análise posterior. 

 

3.10. Obtenção de DNA plasmidial. 

 

3.10.1. Pequena escala (método de lise alcalina). 

Para a análise dos plasmídios recombinantes, colônias bacterianas foram 

inoculadas em 4 mL de meio LB/AMP e incubadas à 37 ºC durante 16 horas, sob 

agitação constante. Um mL e meio da suspensão bacteriana foi então transferido 

para tubos de 1,5 mL e centrifugada à 7.500 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado, acrescentou-se mais 1,5 mL da suspensão bacteriana e o tubo foi 

centrifugado nas mesmas condições anteriores. Ao precipitado bacteriano se 

acrescentou 100 µL da solução A, e seguiu-se a homogeneização. Foi adicionado 

200 µL da solução B e o tubo foi invertido suavemente por 2 vezes, e incubado a 

temperatura ambiente por 4 minutos. Após este tempo, foi adicionado 200 µL de 

solução C e o tubo foi invertido suavemente por 8 vezes, e incubado em gelo por 

25-30 minutos. Seguiu-se uma centrifugação a 7.500 x g por 15 minutos a 

temperatura ambiente, onde o sobrenadante foi transferido para novo tubo de 1,5 

mL contendo 300 µL de isopropanol (Merck), e misturado por inversão (4 vezes). 

O tubo foi então colocado à – 20 ºC por 2-3 horas, e centrifugado a 12.500 x g por 

20 minutos à 4 ºC. O sobrenadante foi desprezado e o tubo contendo o precipitado 

foi lavado com 500 µL de etanol 70% e homogeneizado. Seguiu-se nova 

centrifugação nas mesmas condições anteriores, porém por 5 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o tubo seco a 37 ºC por 30 minutos. O precipitado 

foi ressuspenso em 30-50 µL de água contendo RNase A 60 µg/mL, e incubado à 
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37 ºC por 16-20 horas. A análise dos plasmídios recombinantes foi feita em gel de 

agarose 1% contendo brometo de etídio. 

 

3.10.2. Pequena escala (método “Boilling Prep”). 

As devidas colônias bacterianas foram crescidas em meio de cultura 

LB/Amp por 16-18 horas à 37ºC e sob agitação constante. Os precipitados 

bacterianos foram obtidos como já descrito e tratados para obtenção do DNA 

plasmidial. Brevemente, aos precipitados bacterianos foi adicionado 360 µL de 

STET em cada tubo, e homogeneizados. Então foi acrescentado 50 µL de lisozima  

10 mg/ml (Sigma) e incubado a temperatura ambiente por 2 minutos. Logo após, 

os tubos foram incubados à 95ºC por 2 minutos e então centrifugados à 15.000 x g 

por 20 minutos a temperatura ambiente. O precipitado formado foi retirado com 

auxílio de um palito e ao sobrenadante foi acrescentado 500 µL de isopropanol 

(Vol/Vol), e deixados por 1-2 horas à -20ºC, para que ocorresse a precipitação do 

DNA plasmidial. Em seguida os tubos foram centrifugados a 19.000 x g por 30 

minutos à 4ºC. O sobrenadante foi descartado por inversão e o precipitado foi 

lavado por 2 vezes com etanol 70% seguindo-se as centrifugações nas mesmas 

condições anteriores, por 5 minutos.  Após secagem do DNA, a ressuspensão do 

mesmo foi feita com tampão TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0 e 1 mM EDTA) 

contendo RNase A, como descrito no método de lise alcalina. 

 

3.10.3. Larga escala (método do gradiente de césio). 

Uma colônia de bactérias DH5α transformada com o plasmídio de escolha 

foi semeada em 50 mL de meio SOC/AMP (pré-inóculo) e crescida à 37 °C sob 

agitação constante. Após 16 horas, 50 mL da suspensão saturada de bactérias foi 

adicionada à 450 mL de meio TB/AMP, e incubadas nas mesmas condições 

descritas.  
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As bactérias foram colhidas por centrifugação 4.000 x g por 10 minutos à 4 

°C, e o sedimento de bactérias foi ressuspenso em 21 mL da solução A. Em 

seguida, foi adicionado 13 mL da solução B e, por fim, 10 mL da solução C. A 

mistura foi gentilmente homogeneizada e incubada em gelo por 10 minutos. O 

lisado bacteriano foi centrifugado à 10.000 x g por 15 minutos à 4 °C, e o 

sobrenadante foi filtrado em gaze e transferido para provetas. Ao volume obtido 

do sobrenadante adicionou-se 1 Vol de isopropanol (Merck) e seguiu-se uma 

incubação de 2-24 horas à 4 °C. O DNA foi precipitado por centrifugação à 7.000 

x g à 4 °C por 30 minutos. O precipitado foi ressuspenso em tampão TE, e 1 

volume de uma solução gelada de LiCl (Synth) 5 M foi adicionada. Em seguida, o 

material foi centrifugado à 2.700 x g por 15 minutos à 4 °C. O sobrenadante foi 

transferido para tubos de polipropileno e adicionou-se 1 volume de isopropanol. 

Após 10 minutos a temperatura ambiente, o DNA foi precipitado por 

centrifugação à 7.000 x g à 4 °C por 30 minutos. O precipitado foi ressuspendido 

em 1 mL de TE contendo RNase A 10 µg/mL e incubado por 30 minutos à 37°C. 

A solução foi transferida para tubos de microcentrífuga e adicionou-se 1 Vol de 

uma solução de PEG 6.000 13% / NaCl 1,6 M. O DNA foi precipitado por 

centrifugação à 14.000 x g por 25 minutos, a temperatura ambiente.  

O precipitado foi finalmente ressuspenso em 500 µL de tampão TE e à 

solução de DNA foi adicionado CsCl para uma concentração final de 0,78 g/mL, e 

brometo de etídio para uma concentração final de 10 µg/mL. O material foi então 

homogeneizado, transferido para tubos de ultracentrifugação e centrifugado em 

rotor VTI 65.2 (Beckman) por 4 horas à 60.000 rpm ou por 20 horas à 45.000 rpm 

na ultracentrífuga L8-70M (Beckman), à 25ºC e com aceleração 9 e desaceleração 

zero. 

O DNA plasmidial na forma super-espiralada foi coletado com auxílio de 

seringa de 5 mL e o material foi transferido para tubos de polipropileno de 15 mL. 

O brometo de etídio foi removido por lavagens com solução saturada de 1-butanol 
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(Merck). À fase aquosa foram adicionados 2,5 volumes de etanol absoluto e o 

DNA foi precipitado por centrifugação à 2.200 x g por 30 minutos, a temperatura 

ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado com aproximadamente 5 mL de 

etanol 70% e submetido novamente à centrifugação nas mesmas condições. Este 

procedimento foi repetido ainda mais uma vez. O DNA precipitado foi então seco 

a temperatura ambiente por cerca de 30 minutos e ressuspenso em PBS. A 

dosagem do DNA foi feita em espectrofotômetro na DO260 e sua concentração foi 

ajustada para 3,0 mg/mL em PBS. 

 

3.11. Marcação de sondas radioativas. 

Como sondas radioativas, utilizamos a fase de leitura aberta dos respectivos 

genes por nós obtido através da amplificação por PCR. 

Para a marcação da sonda utilizamos o “Oligolabeling kit” (Amersham-

Pharmacia Biotech). Brevemente, utilizamos aproximadamente 50 ng de DNA que 

deveriam estar contidos em 34 µL finais, completados com TE. O tubo contendo o 

DNA foi então aquecido à 100ºC por 3 minutos e incubados no gelo por 2 

minutos. Após uma breve centrifugação, adicionamos 10 µL de “reagent mix”, 30 

µCi de [α-32P] dCTP (Amersham-Pharmacia Biotech), 1µL de enzima “klenow” e 

água até completar 50 µL finais. A mistura foi incubada à 37ºC por 2 horas, 

quando foram então adicionados 5 µL de EDTA 0,2 M (Life Tehnologies). 

A mistura foi passada por coluna de resina “ProbeQuant G-50” 

(Amersham-Pharmacia Biotech) para a eliminação dos nucleotídeos livres. A 

eficiênia de marcação foi medida contando-se 1 µL da sonda (diluída em 2 mL de 

líquido de cintilação miscível, Instituto SARDI) em um contador de radiação beta 

(1600TR – PACHARD). Para uma melhor eficiênia, tentamos utilizar sempre 

sondas com contagens entre 1-10 x 108 cpm/µg. 

 

 

 36



Material e Métodos 
 

 

3.12. Hibridação de DNA das colônias transformantes. 

As colônias transformantes obtidas foram inoculadas separadamente em 

placas de LB/Amp sólido e então incubadas por 16-18 horas em estufa apropriada 

à 37ºC. Ao final deste período, foi feito uma réplica da placa em membrana de 

nitrocelulose Hybond-N (Amersham-Pharmacia). Brevemente, as membranas 

foram colocadas sobre a placa de LB/Amp contendo as colônias, e retiradas logo 

após as colônias terem grudado nas membranas. Estas então foram embebidas 

sobre papel de filtro 3M contendo soluções específicas de acordo com o que se 

segue: incubação por 15 minutos em solução  SDS 1% (por 2 vezes), um minuto 

em solução NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M, 5 minutos em solução NaCl 1,5 M e Tris-

HCl 0,5 M pH 8,0, e por fim um minuto em solução  SSC 2X e EDTA 2 mM. 

Ainda úmidas as membranas, foi feito ligação cruzada entre a membrana e o DNA 

com 150 mJ (por 2 vezes) utilizando-se o aparelho “GS GENE LINKER - UV 

CHAMBER” (BioRad). 

Estas membranas foram então incubadas por 2 horas à 42ºC em solução de 

hibridação. Seguindo-se esta incubação, a sonda foi acrescentada ao tubo contendo 

as membranas, após ter sido aquecida à 95ºC por 5 minutos e mantida em gelo por 

2 minutos. A hibridização foi feita à 42ºC por 20-24 horas. 

As lavagens das membranas foram feitas da seguinte maneira: 30 minutos à 

42ºC com  SSC 2X e  SDS 0,1% (por 2 vezes), e 30 minutos à 55ºC com SSC 0,5 

X e  SDS 0,1% (por 2 vezes). 

As membranas foram expostas a filmes de raio-X (Hyperfilm) durante 4-16 

horas à –70ºC. 

 Após revelação e por sobreposição dos filmes à placa de LB/Amp, foram 

identificadas as colônias que possuíam o inserto desejado. 
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3.13. Digestão do DNA plasmidial com enzimas de restrição e eletroforese em 

gel de agarose. 

Os plasmídios purificados foram digeridos com diversas enzimas de 

restrição sozinhas ou em combinação. Uma µg de DNA foi digerida com 5 U da 

enzima de restrição na presença de tampão adequado (1X), à 37 ºC por 2-16 horas. 

Moléculas de DNA íntegras ou digeridas por enzimas de restrição foram 

submetidas à eletroforese unidirecional em gel de agarose 1 % em tampão TAE 1 

X à 80V por 30 minutos. Como referência, utilizou-se os fragmentos do 

bacteriófago λ digerido com a enzima HindIII. As amostras de DNA foram 

aplicadas no gel após a adição de tampão de amostra para eletroforese de DNA. 

Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta com filme Polaroid 667 (Polaroid). 

 

3.14. Seqüenciamento dos clones recombinantes. 

Os plasmídios purificados foram seqüenciados através de seqüenciamento 

automático utilizando o “BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit” (Perkin-

Elmer) no seqüenciador ABI PRISM 377 (Perkin-Elmer). 

Os oligonucleotídeos utilizados no seqüenciamento foram: T7, 5´- TAA 

TAC GAC TCA CTA TAG GG –3´ (específico para o promotor T7) e U19, 5´- 

GTT TTC CCA GTC ACG AC –3´ (específico para a seqüência universal de fago 

M13), além daqueles descritos na tabela 2, para completar o sequenciamento dos 

genes leif e lbsti1. 

As reações de seqüenciamento foram feitas da seguinte maneira: em um 

tubo de 200 µL (Perkin-Elmer) acrescentou-se 2 µL da solução “BigDye 

Terminator” (Perkin-Elmer), 1 µL do oligonucleotídeo específico (1,6 pmol) e 2 

µL plasmídio recombinante a ser seqüenciado (na concentração de 300-750 ng). 

Os tubos foram então levados ao termociclador 2400 (Perkin-Elmer) e a reação de 

PCR foi feita da seguinte maneira: 96 ºC por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de 96 
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ºC por 20 segundos, 50 ºC por 10 segundos e 60 ºC por 4 minutos. Os tubos foram 

mantidos à 4 ºC até o DNA ser precipitado acrescentando-se 100 µL de etanol 

80% gelado, e incubando-se por 30 minutos à 4 ºC. Os tubos foram centrifugados 

à 12.500 x g por 20 minutos à 4 ºC e os sobrenadantes foram desprezados. A 

lavagem foi feita acrescentando-se 200 µL de etanol 70% gelado e 

homogeneizando-os. Seguiu-se mais uma centrifugação à 12.500 x g por 10 

minutos à 4 ºC e o sobrenadante foi desprezado. A mesma lavagem foi repetida 

ainda uma vez e os tubos foram secos à 37 ºC por 1 hora. Acrescentou-se então a 

cada tubo 2,5 µL de tampão de amostra para gel de seqüenciamento. Os tubos 

foram incubados à 60 ºC por 10 minutos e homogeneizados por 5 minutos. 

Imediatamente antes da aplicação no gel de seqüenciamento, as amostras foram 

desnaturadas em termociclador por 2 minutos à 90 ºC e conservadas no gelo até o 

momento da aplicação. 

Para cada gel de seqüenciamento utilizaram-se 9 g de uréia (Life 

Technologies), 2,5 mL da solução “LongRanger Solution” (FMC), 2,5 mL de  

TBE 10 X e 13 mL de água Milli Q. Esta solução foi agitada por 30 minutos 

enquanto as placas para fazer o gel foram montadas segundo a descrição do 

fabricante (Perkin-Elmer). Antes do gel ser aplicado, acrescentou-se 125 µL de 

persulfato de amônio 10% (Sigma) e 17,5 µL de TEMED (Sigma). Rapidamente a 

solução foi homogeneizada e aplicada entre as placas de vidro com o auxílio de 

uma seringa e de um filtro de 0,22 µm (Costar). O tempo de espera para a 

polimerização do gel foi de 2 horas, após isto o gel foi colocado no aparelho de 

seqüenciamento. A eletroforese foi realizada em tampão TBE 1 X por 7 horas, 

como descrito no manual do aparelho. As seqüências foram analisadas utilizando o 

pacote de programas DNASTAR versão 5.0 (DNASTAR, Inc.). 

 

 

 

 39



Material e Métodos 
 

 

3.15. 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. Os valores das porcentagens de identidade das sequências preditas de 

aminoácidos  foram obtidos após as sequências obtidas serem submetidas a uma 

análise comparativa no programa BLAST (www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST). 

Para a montagem das figuras foi utilizado o programa GENEDOC versão 

2.5 (Nicholas & Nicholas, 1997). 

 

3.16. Obtenção de formas amastigotas de L. (V.) braziliensis. 

 Para obtermos formas amastigotas de L. (V.) braziliensis, macrófagos de 

medula óssea de camundongos foram cultivados e infectados com formas 

promastigotas do parasita.  

 A extração da medula foi feita utilizando-se fêmures dos camundongos, que 

após a extração sob condições estéreis, foram lavados com solução de Hank´s 

(Sigma), e as epífises cortadas. Com o auxílio de uma seringa de 10 mL acoplada 

a uma agulha de insulina (13/8) foi passado de 3 a 4 mL de Hank´s por fêmur. As 

células foram recolhidas em tubos e incubadas em gelo. Com auxílio de pipeta 

Pasteur foi homogeneizada a suspensão de células, e centrifugada para troca de 

meio. Foi colocada uma proporção de 1 fêmur por cada placa microbiológica. 

Então foi adicionado 10 mL de meio de diferenciação para cada placa e deixadas à 

37ºC e 5% de CO2. Após 4 dias foram adicionados 10 mL de meio de 

diferenciação. No sétimo dia as células foram plaqueadas em placas de 24 poços 

contendo lamínulas redondas (13 mm) estéreis. Para o plaqueamento, todo o meio 

foi retirado e as placas lavadas duas vezes com 10 mL de Hank´s gelado, e então 

colocado 10 mL de Hank´s e deixadas de 30 minutos até 1 hora à 4 ºC. As células 

foram removidas utilizando-se seringa de 10 mL acopladas a agulha grossa. Estas 
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foram centrifugadas por 10 minutos, à 2.000 x g, à 4° C. Em seguida, ao 

precipitado foi adicionado um volume menor de Hank´s, onde as células foram 

contadas e ajustadas para 5 x 106 por poço, de placas de 24 poços com lamínulas 

de 13 mm para aproximadamente 0,5 mL/poço. Um mL de meio de manutenção 

foi adicionado e as células foram deixadas aderindo a lamínula por uma noite, à 

37ºC e 5% de CO2.  

 A infecção dos macrófagos foi feita em lamínulas com formas 

promastigotas de L. (V.) braziliensis, numa concentração de 10:1 

(parasitas:células), e incubada à 33 ºC, por 24 horas, em seguida as lamínulas 

foram lavadas em PBS para remover os parasitos que estavam no sobrenadante, e 

após 24 horas de nova incubação como descrito acima, as lamínulas foram lavadas 

em PBS, 3 vezes, e fixadas com solução de paraformaldeído à 3,5%. 

 

3.17. Obtenção de RNA de formas promastigotas e amastigotas de 

Leishmania. 

 Para a extração de RNA das formas promastigotas e amastigotas de L.(V.) 

braziliensis utilizou-se o reagente TRIzol (Invitrogen), seguindo-se as instruções 

do fabricante. Resumidamente, cerca de 5x108 parasitas foram lavados, 

centrifugados e ressuspensos em 250 µL de PBS e depois foram acrescentados 750 

µL do reagente TRIzol. As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura 

ambiente para permitir a dissociação de complexos núcleoproteicos. Adicionou-se 

200 µL de clorofórmio para cada 750 µL de TRIzol. Os tubos foram agitados 

vigorosamente por 15 segundos, e incubados a temperatura ambiente por 3 

minutos. As amostras foram centrifugadas à 12.500 x g por 15 minutos à 4 ºC. A 

fase aquosa foi retirada e transferida para tubos novos. O RNA foi precipitado com 

500 µL de álcool isopropílico para cada 750 µL de TRIzol, e as amostras foram 

incubadas por 16-20 horas à –20 ºC. Seguiu-se centrifugação à 12500 x g por 10 

minutos à 4 ºC. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com 1 mL de 
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etanol 70%. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas novamente à 

12.500 x g por 5 minutos à 4 ºC. O precipitado foi seco a temperatura ambiente 

por 15-20 minutos, e dissolvido em água livre de contaminação com RNAse. A 

concentração de RNA foi estimada em espectrofotômetro (HITACHI) a DO260nm. 

 Também foi utilizado RNA de formas promastigotas de  L. (L.) major, e de 

macrófagos não infectados, seguindo-se os mesmos protocolos como descrito para 

L. (V.) braziliensis. 

 

3.18. Eletroforese de RNA. 

 Os RNAs obtidos foram separados por eletroforese utilizando-se géis de 

agarose/formaldeído. 

 Brevemente, para cada gel utilizou-se 1g de agarose fervida em presença de 

84,6 mL de água livre de RNAse. Quando a temperatura dos géis alcançou 50-55 

ºC, 10 mL de MOPS 10X (Sigma), 5,4 mL de formaldeído 37% (Merck) e 2,5 µL 

de uma solução de brometo de etídio (10 mg/mL, Invitrogen) foram adicionados. 

O gel foi então vertido sobre um suporte e esperou-se que o mesmo solidificasse. 

 Enquanto ocorria a polimerização do gel, as amostras de RNA foram 

preparadas como descrito a seguir. Para cada 10 µg de RNA foram adicionados 20 

µL de um tampão de amostra contendo a seguinte mistura: 50 µL de MOPS 10X, 

250 µL de formamida (Invitrogen) e 90 µL e formaldeído 37%. As amostras foram 

incubadas à 70 ºC por 60 minutos e colocadas imediatamente no gelo por mais 2 

minutos. Em seguida foram acrescentados a cada amostra, 2 µL de tampão de 

amostra para géis de DNA e as amostras foram aplicadas nos géis de agarose. 

Como tampão de corrida utilizou-se MOPS 1X. As amostras foram corridas por 

cerca de 45 minutos à 80 V. 
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3.19. Transferência de RNA para filtros de náilon. 

 A transferência dos RNA separados por eletroforese para membranas de 

náilon (Amersham-Pharmacia Biotech) foi realizada utilizando-se o sistema 

“VacuGene XL” (Amersham-Pharmacia Biotech) com vácuo entre 60 e 70 psi. Os 

géis depositados sobre as membranas foram colocados sobre a placa porosa do 

aparelho e foi feito vácuo de acordo com as instruções o fabricante. Durante a 

transferência, os géis foram tratados com SSC 20 X por 4 a 4,5 horas. 

 Após a transferência, as membranas foram colocadas úmidas no aparelho 

“GS GENE-LINKER UV CHAMBER” (BioRad) e submetidas à 150 mJ, por 2 

vezes. 

 

3.20. Hibridação das membranas contendo os RNAs das diferentes formas de 

Leishmania. 

 As membranas de náilon contendo os diferentes RNAs das diferentes 

formas de L. (V.) braziliensis foram incubadas por 2 horas à 42 ºC em solução de 

hibridação contendo os seguintes componentes: SSC 5X, Denhardt´s 5X, DNA de 

esperma de salmão 100 µg/mL (Sigma), tRNA 10 µg/mL (Sigma) e formamida 

50%. Seguindo-se esta incubação, as sondas foram acrescentadas após terem sido 

aquecidas à 95 ºC por 5 minutos e mantidas em gelo por 2 minutos. As hibridações 

foram feitas à 42 ºC por 16-20 horas. 

 As lavagens foram feitas da seguinte maneira: 30 minutos à 42 ºC com SSC 

2 X e SDS 0,1%, e 20 minutos à 50 ºC com SSC 0,5 X e SDS 0,1% (2 vezes). 

 As membranas foram expostas à filmes “Hyperfilm” (Amersham-

Pharmacia) por 16-20 horas à –70 ºC.  
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3.21. Subclonagem dos genes no vetor de expressão em células procarióticas 

pHIS. 

O vetor pHIS Paralelo 1 [PET-22b(+)] foi obtido em nosso laboratório por 

intermédio do Dr. Peter Sheffield (“University of Virginia, USA”). A clonagem 

neste vetor permite a geração de uma proteína em fusão com uma sequência de 

histidinas na porção amino-terminal da mesma. Desta forma, todos os insertos 

foram clonados de modo que ficassem em fase com a sequência de histidinas. 

Uma vez que nós possuíamos os genes lack, tsa, leif e lbsti1 de L. (V.) 

braziliensis clonados no vetor pMOS, nós os subclonamos no vetor pHIS.  

 Para tanto, os plasmídios foram digeridos com as respectivas enzimas de 

restrição utilizadas nos oligonucleotídeos de amplificação, assim como o vetor 

pHIS. Os fragmentos de interesse foram separados em géis de agarose e 

purificados. 

 Os DNAs obtidos foram dosados e feitas as ligações utilizando a enzima T4 

DNA ligase. Geralmente foi considerado uma proporção molar de 4:1 entre 

inserto:vetor e utilizado cerca de 200 ng de vetor em cada ligação, seguindo a 

seguinte fórmula: 

 

 

 

tamanho do inserto (pb) X quantidade do vetor
X

1
4

tamanho do vetor (pb) 
quantidade do inserto (ng)=

 As ligações foram feitas à 15ºC durante 16-18 horas e as transformações 

foram feitas em bactérias DH5α (Life Technologies). 

As colônias transformantes obtidas foram analisadas através do método de 

hibridização com sonda radioativa e por digestão enzimática. 

Deste modo, os plasmídios pHIS-LACK, pHIS-TSA, pHIS-LeIF e pHIS-

LbSTI1 foram obtidos. 
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3.22. Expressão e purificação das proteínas recombinantes codificadas pelos 

plasmídios obtidos. 

 

3.22.1. Expressão das proteínas recombinantes. 

Para a expressão das proteínas codificadas pelos plasmídios obtidos a partir 

da clonagem no vetor pHIS, bactérias E. coli da cepa BL-21 (Novagen) foram 

transformadas.  

Uma colônia transformante de cada plasmídio foi incubada em 5 mL meio 

de cultura 2-YT/Amp por 16-18 horas à 37ºC sob agitação constante. Após este 

período o meio de cultura contendo as bactérias foi diluído 1:100 em meio 2-

YT/Amp, e posta para crescer novamente sob agitação constante à 37 ºC até que a 

DO560nm atingisse um valor em torno de 0,3. Quando esse valor era atingido, às 

bactérias era adicionado IPTG 0,1 mM (Life Technologies) e incubadas à 37ºC 

sob agitação constante até DO560nm de 1,3-1,9, para que ocorresse a síntese da 

proteína recombinante de interesse. 

Em seguida as bactérias foram incubadas no gelo por 15 minutos, e 

centrifugadas à 7.500 x g por 15 minutos à 4 ºC. O precipitado foi então 

ressuspenso em solução “Tampão de Ligação”. Então foi acrescido 0,3 mg de 

lisozima (Sigma) por tubo. Este foi incubado à 4ºC por 30 minutos sob agitação 

constante. Este precipitado ressuspenso foi sonicado da seguinte forma: 4 ciclos de 

30 segundos cada, potência 15%. Em seguida foi realizado uma  centrifugação à 

12.000 x g por 30 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado 

e ao precipitado foi adicionado 200 µL de solução CHAPSO, a fim de lavá-lo. 

Este foi então homogeneizado a alta rotação e centrifugado à 14.000 x g por 10 

minutos a temperatura ambiente. Este passo foi repetido por mais 2 vezes. Os 

sobrenadantes das lavagens foram recolhidos em tubos separados e ao precipitado 

foi adicionado solução tampão de ligação (Vol/Vol) contendo uréia 8 M (Sigma), 

sendo então homogeneizado novamente a alta rotação e incubado por 2-24 horas a 
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temperatura ambiente sob agitação constante. Seguiu-se mais uma centrifugação à 

14.500 x g por 10 minutos e os sobrenadantes foram recolhidos e guardados à 4°C, 

quando então as amostras foram purificadas. 

 

3.22.2. Purificação das proteínas recombinantes em coluna de afinidade. 

Para a purificação, foi utilizada coluna de afinidade contendo resina de 

níquel 50% “Ni-NTA SuperFlow” (Qiagen). Brevemente, 20 mL da proteína 

solubilizada foi homogeneizada a 5 ml de resina, por 1 hora a temperatura 

ambiente e sob agitação constante, em seguida a amostra foi passada pela coluna 

por 2 vezes, a fim de que a cauda de histidina presente na proteína recombinante 

se ligue às microesferas de níquel, por afinidade. Então a coluna foi lavada 3 vezes 

com tampão de lavagem. A eluição da proteína da coluna foi feita utilizando-se o 

tampão de lavagem em pH 6,3 acrescido imidazol 100 mM (Sigma). Diversas 

frações foram coletadas e incubadas a 4 ºC até a diálise, que foi feita em 1 L de 

solução Tris-HCl 10 mM pH 8,0, por um período de 4 horas, e outro de 16-18 

horas em nova solução, ambas à 4 ºC. 

 

3.22.3. Purificação das proteínas recombinantes em gel SDS-PAGE. 

Esta purificação foi feita eluindo-se as proteínas diretamente dos géis 

grandes de poliacrilamida. Para tanto, vários géis de poliacrilamida a 12%, foram 

submetidos a eletroforese à 120 V por 3-4 horas em cubas de acrílico próprias para 

géis grandes. Após a eletroforese os géis foram corados em uma solução gelada de 

KCl 250 mM. A banda correspondente à proteína recombinante foi então 

removida e feita em várias tiras, quando então foram  colocadas em tubos de 50 

mL (Falcon) contendo cerca de 10-15 mL de água bidestilada. Estes tubos foram 

incubados a temperatura ambiente e sob agitação constante por cerca de 24 horas. 

A proteína eluída na água foi então concentrada com auxílio do aparelho 

“Hetovac” (Heto, Scandinavia) e dosada novamente por diluição seriada em géis 

de poliacrilamida, tendo por controle quantidades conhecidas de BSA (Sigma). 
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Para remover o SDS presente nas amostras de proteína, as mesmas foram 

submetidas à diálise contra quatro litros de PBS (quatro trocas de um litro) à 4 °C 

durante 48 horas.  

 

3.23. Eletroforese em gel de poliacrilamida e coloração ou transferência   

para filtros de nitrocelulose. 

No caso das proteínas recombinantes, as amostras foram submetidas à 

corrida eletroforética de 150 V por 1 hora em gel SDS 12% para separação, e 3% 

para empilhamento (Laemmli, 1970), em tampão de corrida apropriado. 

Após a eletroforese, os géis foram corados com uma solução azul de 

Commassie ou as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, 

para posterior “Western Blot”, em tampão apropriado. 

A coloração em solução azul de Comassie foi feita por 20 minutos, ao final 

dos quais os géis foram transferidos para uma solução descorante por cerca de 1-2 

horas. Após este tempo, os géis foram transferidos para uma solução de ácido 

acético 0,2 % onde permaneceram até que estivessem bem descorados. A secagem 

dos mesmos foi feita colocando-se os géis sobre papel de filtro 3M e em seguida 

colocados no aparelho secador de gel “SLAB Gel Dryer” (Hoefer, Pharmacia 

Biotech) por 40 minutos à 80ºC. 

A transferência das proteínas para membranas de nitrocelulose foi feita em 

tampão de transferência por 1 hora à 100 V (Towbin et al., 1979). As membranas 

foram coradas em solução corante “Ponceau-S”, a descoloração foi feita com água 

bidestilada e a mobilidade das proteínas usadas como referência de massa 

molecular foi marcada na membrana. 

 

3.24. Clonagem do epítopo reconhecido por linfócitos T CD4+ em vetor para 

expressão em células procarióticas, pGEX-4T1. 

Como descrito por Launnois et al., 1997, o gene lack possui em sua 

sequência de aminoácidos um peptídeo reconhecido por linfócitos T CD4+ 
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compreendido entre os aminoácidos 156-173 (ICFSPSLEHPIVVSGSWD). 

Baseado nesta seqüência foram feitos oligonucleotídeos de sequências 5´- GAT 

CCG CCG TCG CTG GAA CAC CCG ATC GTG GTG TC GGC AGC TGG 

GAT –3´ (senso) e 5´- AAT TAT CCC AGC TGC CGG ACA CCA CGA TCG 

GGT GTT CCA GCG ACG GCG  -3´(antisenso), que codificam para a sequência 

de aminoácidos SLEHPIVVSGSW. Estes oligoucleotídeos foram anelados e 

inseridos no vetor pGEX4T previamente digerido com as enzimas BamH I e EcoR 

I. O vetor pGEX4T codifica para a proteína GST a qual auxilia a purificação da 

proteína recombinante. A transformação da ligação em bactérias competentes 

DH5α, foi feita conforme já descrito. A clonagem foi verificada através de 

técnicas de hibridização com sonda radioativa.  

 A hibridização das membranas de nitrocelulose contendo DNA das 

colônias transformantes resultantes da fusão do epítopo para linfócito T CD4+ com 

o gene que codifica para GST (GST-EpLT) foi feita como descrita para o gene 

lack clonado no vetor pcDNA3, com exceção da solução de hibridação, que é a 

seguinte: SSC 6X, SDS 0,1%, EDTA 1 mM, NaH2PO4 10 mM pH 7,0, 0,2% leite 

em pó (Molico) e água suficiente para 50 ml. Os processos de lavagem da sonda, 

exposição ao filme de raio-X e revelação deste filme foram feitos como descrito. 

 A presença desta seqüência foi posteriomente confirmada pelo 

sequenciamento do clone utilizando oligonucleotídeo específico (“5´ pGEX 

sequencing primer”, Amersham-Pharmacia Biotech). 

 

3.25. Expressão e purificação da proteína recombinante GST-EpLT. 

Após transformação do plasmídio pGEX-EpLT em bactérias competentes 

DH5α, uma colônia transformante foi semeada em meio de cultura LB/Amp por 

16-18 horas à 37ºC sob agitação constante. Numa diluição de 1:100, estas 

bactérias foram inoculadas novamente em meio LB/Amp até DO600nm atingir cerca 

de 0,6-0,8, quando então foi adicionado IPTG 0,1 mM, e incubadas novamente por 

mais 4 horas à 37ºC sob agitação constante. Estas foram centrifugadas à 5.000 x g 
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por 15 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi 

adicionado cerca de 10 ml PBS/Triton X-100. Este foi incubado no gelo por 15 

minutos. A solução obtida foi transferida para tubos de congelamento (Nalgene) 

onde foram incubados em nitrogênio líquido por 1 minuto e em seguida incubado 

em água morna (50ºC) até descongelamento e liquefação, sendo este passo 

repetido por mais 2 vezes. A amostra obtida foi então passada 10 vezes em seringa 

de 20 mL com agulha 25x7 mm. O material foi centrifugado à 1.000 x g por 15 

minutos à 4ºC. O sobrenadante foi transferido para matriz de glutationa (51 mg de 

glutationa e 10 ml de água autoclavada, previamente preparados) e incubada por 

30 minutos a temperatura ambiente sob agitação constante. Esta foi então 

cetrifugada à 400 x g por 3 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

guardado enquanto o precipitado foi lavado em 10 ml PBS por 5 vezes, seguindo-

se uma centrifugação à 1.200 x g por 3 minutos a temperatura ambiente. Para obter 

a primeira eluição, foi acrescentado ao precipitado das lavagens 1,5 ml da solução 

de eluição (Tris-HCl 1 M pH 8,0, NaCl 5 M, 40 mg glutationa reduzida (Sigma) , 

e água suficiente para 5,2 ml) e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, 

sob agitação constante, quando então foram centrifugados à 1.200 x g por 3 

minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi guardado e o precipitado foi 

tratado nas mesmas condições a fim de se obter as eluições de 2 a 4. As eluições 1 

e 2 foram dialisadas em 1 L de PBS 1X, por 4 horas à 4ºC, e novamente por 16-18 

horas em nova solução PBS 1X. 

 A respectiva proteína recombinante foi analisada em gel SDS-PAGE a 

12%, como já descrito. 

 

3.26. Subclonagem dos genes no vetor de expressão em células eucarióticas 

pcDNA3. 

O plasmídio pcDNA3 comercialmente disponível (Invitrogen) foi utilizado 

como o vetor de expressão em células eucarióticas.  
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Uma vez que nós possuíamos os genes lack, tsa, leif e lbsti1 clonados no 

vetor pMOS, nós os subclonamos no vetor pcDNA3.  

 Para tanto, os plasmídios foram digeridos com as respectivas enzimas de 

restrição utilizadas nos oligonucleotídeos de amplificação. Os fragmentos de 

interesse foram separados em géis de agarose e purificados. 

 Após a purificação, os DNA foram dosados e feitas as ligações utilizando a 

enzima T4 DNA ligase como já descrito. Geralmente foi considerado uma 

proporção molar de 7,5:1 entre inserto:vetor e utilizamos cerca de 200 ng de vetor 

em cada ligação. As ligações foram feitas à 15 ºC durante 16-18 horas e as 

transformações foram feitas em bactérias DH5α.  

As colônias transformantes obtidas foram analisadas através do método de 

hibridação com sonda radioativa e por digestão enzimática. 

Deste modo, os plasmídios p-LACK da espécie L. (V.) braziliensis foi 

obtido. Este plasmídio foi posteriormente utilizado nos protocolos de imunização. 

Os plasmídios pIgSP-LACK, pIgSP-TSA, pIgSP-LeIF e pIgSP-LbSTI1da 

espécie L. (V.) braziliensis foram obtidos inserindo-se a seqüência de nucleotídeos 

codificando para o peptídeo sinal da cadeia κ da imunoglobulina de camundongo 

(IgSP), em fase com a porção 5’ dos genes de interesse. Para a obtenção do gene 

que codifica para o IgSP, seis oligonucleotídeos baseados na seqüência descrita 

por Ishioka et al. (1999) foram gerados. As seqüências dos oligonucleotídeos 

utilizados foram as seguintes:  

IgPS 1 (Foward): 5’-GCCGCCACCATGGGAATGCAGGTGCAGATC-3’; 

IgPS 2 (Foward): 5’-CAGAGCCTGTTTCTGCTCCTCCTGTGGGTG-3’; 

IgPS 3 (Foward): 5’-CCCGGGTCCAGAGGAGGTAC-3’; 

IgPS 1 (Reverse): 5’-TCCCATGGTGGCGGCGTAC-3’; 

IgPS 2 (Reverse): 5’-CAGAAACAGGCTCTGGATCTGCACCTGCAT-3’; 

IgPS 3 (Reverse): 5’-CTCCTCTGGACCCGGGCACCCACAGGAGGAG-3’. 

Os nucleotídeos sublinhados se encaixam no sítio de KpnI presente no 

vetor. O produto anelado foi subclonado no sítio KpnI do vetor pcDNA3, gerando 
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o vetor pIgSP. Os genes foram posteriormente clonados nos respectivos sítios 

utilizando-se as enzimas de restrição contidas na sequência oligonucleotídica 

utilizada para amplificação dos genes por PCR. 

A presença correta dos peptídeos sinais foi posteriormente confirmada pelo 

seqüenciamento direto dos plasmídios utilizando-se o oligonucleotídeo T7 

presente na região 5’ do vetor pcDNA3. 

Estes plasmídios foram posteriormente utilizados nos protocolos de 

imunização. 

 

3.27. Imunização com DNA recombinante. 

 Camundongos BALB/c, C57BL/6 e hamsters Golden foram utilizados em 

experimentos de imunização. 

Antes de cada imunização por via i.m., os animais tinham suas patas 

traseiras depiladas para permitir a melhor visualização do músculo Tibialis 

anterioris, que era utilizado como alvo.  

Cinco dias antes da primeira imunização, os animais recebiam cardiotoxina 

(Sigma) em uma dose i.m. de 10 mM dissolvida em 50 µl de NaCl 0,9% estéril.  

Cinqüenta µg de DNA/perna traseira dissolvidas em PBS foram inoculadas 

em cada animal com o auxílio de seringas de insulina U-100 e agulhas de calibre 

30 G (Becton-Dickinson). Um pequeno pedaço de ponteira amarela era adaptado à 

agulha, de modo que apenas 2-3 mm da ponta ficasse protuberante. Durante a 

administração do DNA, a agulha era mantida perpendicular ao músculo do animal. 

Foram administradas 3 doses com intervalos de 2-3 semanas. Uma semana 

após a inoculação da última dose de DNA, os animais sofriam sangria, onde cerca 

de 100 µL de sangue era retirado, incubado a temperatura ambiente por 2 horas e 

em seguida centrifugado à 8.000 x g por 8 minutos a temperatura ambiente. Deste 

foi obtido o soro sanguíneo que foi estocado à –20ºC para posterior análise se 

fosse o caso. 
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No caso de imunização genética de camundongos C57BL/6 e BALB/c, por 

via i.d., na orelha dos mesmos, esta foi feita em 2 doses, com intervalo de 15 dias 

entre cada dose, numa quantidade de 100 µg de DNA em um volume de 10 µL. 

Foi utilizado para a imunização seringa de insulina de calibre 27.5 G e capacidade 

0,3 CC (Becton Dickinson). 

 

3.28. Imunização com proteína recombinante. 

Grupos de camundongos BALB/c machos foram também imunizados com 

as respectivas proteínas recombinantes HIS-LACK, HIS-TSA, HIS-LeIF e HIS-

LbSTI1 purificadas como descrito. 

Para experimentos de imunolocalização, cada animal recebeu 10 µg de cada 

proteína emulsificada em ACF (vol/vol) e foi injetado 50 µL/pata, por via i.d. 

Após 21 dias foi dada a segunda dose, utilizando-se AIF, e a administração foi 

feita na base da cauda dos animais. Após 15 dias foi feita a sangria destes animais, 

onde o soro foi obtido após centrifugação. O grupo controle foi imunizado com o 

adjuvante apenas, em PBS. 

Para experimentos de proteção (desafio parasitário), camundongos BALB/c 

foram imunizados com 25 µg das respectivas proteínas recombinantes. Foram 3 

doses administradas, intraperitonealmente, com intervalos de 2 semanas entre cada 

dose. Estas imunizações continham também CpG ODN 1826 10 µg/mL (“Coley 

Pharmaceuticals, Wellesley, MA, USA”) e hidróxido de alumínio 2% (Alum) 

(Superfos Biosector, Dinamarca) (2,5 µL/µg proteína recombinante). Os grupos 

controles foram imunizados com os adjuvantes apenas, em PBS. 
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3.29. Experimentos de imunolocalização através de reações de 

imunofluorescência indireta (IFI) e microscopia ConFocal. 

 Formas promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis foram utilizadas 

nestes experimentos. 

 Formas promastigotas, obtidos de cultura in vitro dos parasitas, foram 

lavados em PBS e fixados em uma solução de paraformaldeído 3,5% por 

aproximadamente 30 minutos, a temperatura ambiente, e lavados por mais duas 

vezes com PBS. Após a fixação, 20 µL da solução de parasitos (cerca de 40-50 

parasitos por campo) foram colocados sobre os poços demarcados nas lâminas 

para imunofluorescência (Glasstécnica) e deixados secar a temperatura ambiente. 

As lâminas contendo os parasitas foram estocadas à –20 ºC. Posteriormente, os 

poços foram bloqueados com PBS contendo  BSA 1% (PBS-BSA) por 30 minutos 

e depois incubados com o conjunto de soros dos animais imunizados com as 

proteínas recombinantes (diluídos 1:50 e 1:100), por 30 minutos em câmara úmida 

a temperatura ambiente. Em seguida as lâminas foram lavadas em PBS-T20 0,01% 

e depois de secá-las foram adicionados o conjugado, anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado a fluoresceína (FITC, Sigma) diluído 1:50 em PBS-BSA, 

e solução de DAPI na diluição de 1:100, e foram incubadas por 30 minutos em 

câmara úmida a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas novamente em 

PBS-T20 0,01% e depois de secas montadas com lamínulas na presença de 

glicerina tamponada. As formas promastigotas foram observadas em microscópio 

de fluorescência, objetiva 40X e 100 X (Optishot-2 fluorescence, Nikon).  

Formas amastigotas foram obtidas como descrito. Estas foram fixadas com 

solução de formaldeído 3,5 % durante 1 hora e em seguida lavadas em PBS e 

depois adicionados 500 µL de solução de PBS contendo 1% de saponina e 1% de 

azida. Após 40 minutos de incubação esta solução foi removida e foram 

adicionadas às células um conjunto de soros humanos de pacientes com 
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leishmaniose mucocutânea, na diluição de 1:100, que foram incubados por 1 hora 

a temperatura ambiente (o soro foi diluído em solução de PBS com BSA 2%). 

Depois de novas lavagens em PBS, as células foram incubadas com conjugado, 

anti-IgG humana marcado com FITC (Sigma) na diluição de 1:100 durante 1 hora 

a temperatura ambiente (o conjugado foi diluído em solução de PBS com 2% de 

BSA). Seguida de uma nova etapa de lavagens das lamínulas em PBS foram 

adicionados os anticorpos policlonais contra as proteínas recombinantes obtidas na 

imunização já descrita (α-LACK, α-TSA, α-LeIF, α-LbSTI e α-CFA). Os soros 

foram diluídos à 1:100 em PBS com BSA 2% e incubados por 1 hora a 

temperatura ambiente. O conjugado anti-IgG de camundongo marcado com CY3 

foi adicionado após lavagens das lamínulas com PBS, na diluição de 1:100. Neste 

momento, foi adicionada a solução de DAPI na diluição de 1:100 e nova 

incubação de 1 hora a temperatura ambiente foi realizada. Após lavar as lamínulas 

em PBS, elas foram montadas sobre lâminas de vidro em solução de glicerina 

tamponada e vedadas com esmalte. As imagens de macrófagos infectados com 

formas amastigotas foram adquiridas com microscópio Zeiss Axiovert acoplado ao 

microscópio confocal (BioRad 1024UV), usando 61X 1.4 (abertura) com 

interferência de contraste diferencial, objetiva PlanApo. 

 

3.30. Ensaios de “Western blotting” para detecção de anticorpos. 

As membranas de nitrocelulose foram produzidas como descrito, e foram 

bloqueadas em uma solução de PBS/leite-BSA durante 2 horas a temperatura 

ambiente ou por 16 horas à 4ºC. 

Em seguida, as membranas foram incubadas com solução de PBS/leite-

BSA contendo os anticorpos produzidos pelos animais imunizados diluídos 

adequadamente (1:200) por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, foram feitas 

três lavagens de 10 minutos cada em PBS-T20 0,05% e incubação com PBS/leite-

BSA contendo o conjugado (anti-IgG de camundongo acoplado a peroxidase) na 

diluição de 1:1.000 por mais 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente as 
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membranas foram lavadas 3 vezes em PBS-T20 0,05% por 10 minutos cada 

lavagem. A revelação da membrana foi feita por quimioluminescência utilizando-

se os reagentes do sistema ECL (Amersham) e, depois, em solução de PBS (35 ml) 

contendo DAB (10 mg; Sigma) e H2O2 30% (10 µL; Merck). A reação foi 

interrompida pela adição de água destilada após a visualização das bandas. 

 

3.31. Ensaios Imunoenzimáticos (ELISA) para detecção de anticorpos. 

 

3.31.1. ELISA para detecção de anticorpos do tipo IgG. 

O ELISA para a detecção dos anticorpos presentes no soro dos animais 

imunizados foi realizado como descrito abaixo. 

a) Preparo dos Soros: 

Amostras de sangue dos animais foram obtidas e processadas deixando-as 

por 16 a 18 horas a temperatura ambiente. Seguiu-se então uma centrifugação à 

2.200 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Os soros foram então separados e 

armazenados em tubos de 500 µL à –20 ºC. 

b) Sensibilização das Placas: 

Foram utilizadas placas de ELISA (“Covalent binding surface”, Costar). 

Foram adsorvidos a cada poço, 5 µg/mL da proteína recombinante de interesse 

diluído em tampão carbonato. As placas foram então deixadas a temperatura 

ambiente de 16 à 18 horas e posteriormente lavadas por três vezes em solução de 

PBS-T20. 

c) Reação Imunoenzimática: 

Cada poço foi bloqueado com 100 µL da solução de PBS/leite-BSA durante 

2 horas à 37ºC. Em seguida, incubava-se a placa por 1 hora com 100 µL dos soros 

(diluídos em PBS/leite-BSA) em diluições seriadas (fator de diluição 2). O 

conteúdo dos poços foi desprezado e as placas foram lavadas por 3 vezes em PBS-

T20. Cada poço foi incubado com 50 µL de uma solução de PBS/leite-BSA 
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contendo anti-IgG de camundongo ligada a peroxidase (KPL) diluída na proporção 

de 1:4.000 por mais 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram novamente 

lavadas por 3 vezes em solução de PBS-T20. A cada poço foram então 

acrescentados 100 µL do substrato preparado da seguinte maneira: 10 mg de OPD 

(Sigma) dissolvidos em 10 mL de uma solução contendo fosfato de sódio 0,2 M e 

ácido cítrico 0,1 M pH 4,7, acrescido de 10 µL de H2O2 30%. Depois de 15 

minutos, a reação foi interrompida com 50 µL de uma solução de H2SO4 4 N. As 

placas foram lidas à A492nm em leitor Multiskan MCC/ 340P (Titertek). 

 

3.31.2. ELISA para a detecção de subclasses de imunoglobulinas. 

A reação de ELISA foi feita como descrito no item acima. A única 

modificação feita foi a utilização de anticorpos anti-IgG1 ou IgG2a conjugados 

com peroxidase (ICN Biochemicals) diluídos na proporção de 1:1.000. As 

amostras utilizadas nos ensaios foram obtidas de um conjunto de soros dos 

animais imunizados. 

 

3.32. Avaliação resposta imune celular, via produção de citocinas. 

 

3.32.1. Produção de IFN-γ. 

Células esplênicas foram cultivadas em meio RPMI completo e as culturas 

foram mantidas à 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. 

 As células foram obtidas dos baços dos camundongos imunizados com os 

devidos plasmídios, sendo as hemácias foram lisadas na presença de tampão ACK. 

As células foram então lavadas 3 vezes em meio RPMI, ressuspensas em meio 

completo e diluídas para uma concentração de 20x106 células/mL. O ensaio foi 

feito em placas de 96 poços (Costar), onde 200 µL da suspensão de células foi 

adicionado em cada poço, e os antígenos foram adicionados nas concentrações 

desejadas. As respectivas proteínas recombinantes foram adicionadas em 
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concentrações finais que variavam de 50 a 0,5 µg/ml. IgG de rato e anticorpos 

monoclonais anti-CD4 (GK1.5) e anti-CD8 (2.43) foram adicionados em alguns 

poços na concentração de 10 µg/mL. Depois de 5 dias em cultura, os 

sobrenadantes foram coletados e a concentração de IFN-γ foi determinada. Cada 

determinação foi feita em triplicata e os resultados estão apresentados como 

médias e desvio padrão (DP). 

 A concentração de IFN-γ foi estimada por ELISA de captura da seguinte 

maneira: placas de 96 poços foram cobertas com 50 µL de tampão carbonato (pH 

9,6) contendo 5 µg/mL do anticorpo monoclonal anti-INF-γ de camundongo R4-

6A2 (Pharmingen). Após incubação durante a noite à 4°C, o anticorpo de captura 

foi removido por 3 lavagens em PBS-Tween 20 0,05%, e a placa foi bloqueada 

com 100 µL da solução de bloqueio contendo 5% de leite desnatado (Molico) e 

2% de BSA (Sigma) (PBS-leite-BSA). Após duas horas de bloqueio, 50 µL da 

solução de bloqueio foram retirados e acrescentado mais 50 µL do sobrenadante 

de cultura. A curva padrão foi feita diluindo-se diferentes concentrações de IFN-γ 

recombinante (25 a 0,195 ng/mL) em PBS-leite-BSA. As placas foram então 

incubadas durante a noite à 4°C e lavadas posteriormente por 5 vezes em PBS-

T20. O anticorpo anti-IFN-γ biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) foi adicionado na 

concentração final de 2,5 µg/mL em PBS-leite-BSA. Após incubação à 4°C 

durante a noite, as placas foram lavadas por 5 vezes em PBS-T20. Foi adicionado 

então 50 µL de PBS-leite-BSA contendo estreptavidina (Sigma) diluída na 

proporção de 1:500. Após 4 horas de incubação a temperatura ambiente, as placas 

foram novamente lavadas em PBS-T20 por 5 vezes e a revelação foi feita como 

descrito. A concentração de IFN-γ foi estimada pela interpolação em curvas 

realizadas em paralelo utilizando concentrações conhecidas da citocina 

recombinante. 
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3.32.2. Produção de IL-10. 

 A citocina IL-10 também foi dosada, seguindo-se a mesma metodologia 

utilizada para dosagem de IFN-γ, sendo utilizado anticorpo anti-IL-10 de 

camundongo (BD Biosciences), além de anticorpo anti-IL-10 biotinilado (BD 

Biosciences). 

 

3.33. Experimentos de infecção em animais de laboratório. 

 

3.33.1. Purificação de formas promastigotas metacíclicas. 

 A metodologia utilizada para purificação de formas metacíclicas de 

parasitas do gênero Leishmania foi seguida como descrito por Spath & Beverly, 

2001. Brevemente, formas promastigotas provenientes de cultura axênica foram 

centrifugadas à 2.000 x g à 4ºC por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

os parasitas ressuspensos em 2 mL de meio RPMI. Estes foram submetidos à um 

gradiente de Ficoll 20%:10% (1:1), como descrito abaixo, e novamente foram 

centrifugados à 500 x g à 4ºC por 15 minutos. As primeira e segunda fases do 

sobrenadante foram recolhidas e então lavadas em meio RPMI nas mesmas 

condições descritas na primeira centrifugação. Os parasitas foram contados e a 

concentração desejada ajustada, e mantidos à 4ºC até o momento da infecção. 

 O gradiente de Ficoll foi feito diluindo o mesmo em PBS à 20-30%, e 

mantido à 4ºC, em condições estéreis. No momento de uso, o mesmo era ajustado 

em PBS para 10-15%. Em tubo Falcon de 15 mL foi adicionado cuidadosamente 2 

mL de Ficoll à 20-30%, seguido de 2 mL de Ficoll à 10-15% recém-preparado, e 

por último 2mL de  RPMI contendo os parasitas. As porcentagens de Ficoll 

utilizadas estão de acordo com o apropriado para cada parasita, no caso de L. (L.) 

major (cepa Friedlin) e L. (V.) braziliensis (cepa Torrez) era utilizado 10% e 20%, 

respectivamente.  
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3.33.2. Infecção dos animais com formas promastigotas de Leishmania. 

Brevemente, os parasitos mantidos em M199/S foram crescidos até a fase 

de promastigotas metacíclicos (5-6 dias, fase estipulada previamente) e então 

contados em câmara de Neubauer, e a concentração ajustada para o desejado. Por 

vezes, estes parasitas foram purificados em gradiente de Ficoll, como descrito no 

ítem acima. Estes então foram lavados em PBS e ressuspensos em meio RPMI, 

estéreis. Com auxílio de seringa de insulina de calibre 27.5 G e capacidade 0,3 CC 

(Becton Dickinson), os parasitos foram injetados nas patas traseiras dos animais, 

por via s.c., num volume de 50 µL, e a evolução da infecção acompanhada através 

da medição da espessura das patas infectadas com auxílio de um paquímetro de 

leitura direta (Vernier Caliper, Mitotoyo). Por vezes, a infecção foi feita na orelha 

dos animais, por via i.d., num volume de 10 µL, como descrito por Belkaid et al., 

2000, sendo medido o tamanho da lesão formada com auxílio de paquímetro. 

Camundongos BALB/c foram infectados com formas promastigotas 

metacíclicas de L. (L.) major (cepa Friedlin) (2x106 promastigotas), por via s.c. 

Assim como hamsters Golden, que foram infectados com 1x105 promastigotas de 

L. (V.) braziliensis (cepa M2903). 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com 3x103 formas promastigotas 

metacíclicas purificadas de L. (L.) major (cepa Friedlin clone V1), por via i.d., 

assim como camundongos BALB/c que foram infectados com 1x106 

promastigotas de L. (V.) braziliensis (cepa Torrez), ou 1x105 formas promastigotas 

de L. (V.) braziliensis (cepa BA788), por via i.d. 

 Quando necessário, os animais foram anestesiados em éter sulfúrico, no 

caso de infecções s.c., nas patas dos animais, ou com xilaína e ketamina, de acordo 

com as instruções do fabricante, quando a infecção era i.d., na orelha dos animais. 

 Quando sacrificados, os animais foram colocados em recipiente contendo 

éter sulfúrico ou clorofórmio embebido em algodão,  ou sob alta concentração de 

CO2. 
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3.33.3. Obtenção de parasitas a partir de tecidos infectados. 

 No caso de infecções com L. (L.) major (cepa Friedlin clone V1) e L. (V.) 

braziliensis (cepa Torrez), em camundongos, após determinado tempo de infecção, 

as orelhas infectadas foram seccionadas e embebidas em álcool 70%. De acordo 

com o descrito por Belkaid et al., 1998, sob condições estéreis foram separadas as 

dermes ventral e dorsal. Cada lado dérmico foi depositado em meio RPMI 

contendo penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 µg/mL, e adicionado 50 

µg/mL de enzima liberase (Boehringer). Após incubação por 40 minutos à 37ºC, o 

tecido dérmico foi dissociado em meio RPMI contendo 10% SFB e Dnase I 0,05% 

(Sigma-Aldrich), e o tecido macerado utilizando-se o aparelho “Medimachine” 

(BD Biosciences) por 3 minutos, de acordo com as instruções do fabricante. Os 

homogenatos de tecido foram filtrados utilizando-se filtros de 70 µm “cell 

strainer” (Falcon) e então centrifugados à 2.000 x g à 4ºC por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em meio apropriado, de 

acordo com o experimento a ser realizado em seguida. 

 Ao mesmo tempo das orelhas, os linfonodos de drenagem (retromaxilares) 

também foram obtidos e incubados nas mesmas condições que as células 

dérmicas. Então foram macerados em filtros de 70 µm “cell strainer” (Falcon) e 

centrifugados nas mesmas condições descritas acima. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ressuspenso em meio apropriado, de acordo com o 

experimento a ser realizado em seguida. 

 No caso de infecções com L. (V.) braziliensis (cepa M2903) em hamsters 

Golden, após determinado tempo de infecção, sob condições estéreis, as patas 

infectadas eram lavadas com álcool iodado (Vol/Vol) e as lesões excisadas assim 

como os linfonodos de drenagem. Estes então eram macerados com auxílio de 

pistilo contendo PBS e brevemente filtrados em gaze. Logo após era feita uma 

centrifugação à 2.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante 
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era descartado e o precipitado ressuspenso em PBS e novamente centrifugado à 40 

x g por 5 minutos a temperatura ambiente. 

 

3.33.4. Quantificação de parasitas a partir de tecidos infectados. 

 Após os tecidos serem processados de acordo com o ítem acima, estes 

foram ressuspensos em 1 mL de meio 199, e 50 µL destes foram diluídos 1:4 em 

placa de 96 poços contendo 50 µL de meio NNN-10% sangue de cabra e 150 µl de 

M199/S. Diluição seriada de 1:2 foi feita a partir do primeiro poço, para os poços 

seguintes contendo 100 µL do meio. Após 1 semana de cultivo à 25ºC, foi 

avaliado o último poço que ainda possuía parasitas e então feitos os cálculos da 

quantidade de parasitas no tecido macerado obtido, conforme descrito por Belkaid 

et al., 1998. Todos os valores obtidos da quantidade de parasitas foram 

transformados em log antes da análise estatística ser conduzida. 

 

3.34. Citometria de fluxo para marcadores de superfície celular a partir dos 

tecidos infectados. 

 Os tecidos após serem processados de acordo com o descrito, estes foram 

ressuspensos em 4% paraformaldeído e incubados a temperatura ambiente por 5 

minutos, quando então foram lavados por 2 vezes em PBS-BSA 0,2% e mantidos 

à 4ºC até a preparação para o experimento de FACS (“Fluorescence Activated Cell 

Sorting). Previamente à coloração as células foram centrifugadas à 500 x g à 4ºC 

por 10 minutos, e então ressuspensas em 100 µL de “FC block”, e incubadas por 

20 minutos à 4ºC. Em seguida foi adicionado 100 µL de PBS-10% SFB contendo 

1:500 de anticorpo anti-TCR-β conjugado a APC, 1:200 de anticorpo anti-CD4 

conjugado a FITC, 1:500 de anticorpo anti-CD8 conjugado a CyC, e 1:500 de 

anticorpo anti-CD25 conjugado a PE (BD Biosciences), 1:500 de anticorpo anti-

GITR conjugado a PE  (BD Biosciences), de acordo com o experimento, e então 

incubadas por 30 minutos à 4ºC sob privação de luz. Após a incubação as células 
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foram lavadas por 2 vezes em PBS-10% SFB e ressupensas em 200 µL do mesmo, 

e incubadas à 4ºC até a aquisição das mesmas. 

 Para a aquisição dos dados, as células foram ajustadas eletronicamente no 

próprio aparelho de citometria de fluxo (FACSCaliburTM, Becton Dickinson) e um 

mínimo de 100.000 células foram adquiridas. Os dados foram analisados 

utilizando-se o programa computacional CELLQuestTM (Becton Dickinson), sendo 

as células escolhidas primeiramente pela marcação em TCR-β e “Forward 

Scatter”, e então em CD4-CD25 ou CD8-CD25. 

 

3.35. Obtenção e infecção de células dendríticas derivadas de medula óssea. 

 As células dendríticas foram obtidas como já descrito, com exceção de ter 

sido utilizado GM-CSF (BD Biosciences), na cultura celular. 

 A infecção foi feita com formas promastigotas metacíclicas purificadas de 

L. (L.) major (cepa Friedlin clone V1), numa proporção de 10 parasitas : 1 célula, 

por um período de 16-20 horas, à 37°C, quando então foi lavada a cultura, e as 

células aderentes foram obtidas com o auxílio de um raspador de células. Estas 

células foram contadas e mantidas à 4°C até o seu uso. 

 

3.36. Citometria de fluxo para marcadores de citocinas intracelulares. 

 Para marcação de citocina intracitoplasmática foi seguido conforme 

descrito por Belkaid et al., 2002, onde após incubação de 12-16 horas, às células 

dérmicas restimuladas com células dendríticas infectadas com L. (L.) major, foi 

adicionado Brefeldina A 10 µg/mL (Sigma), e então incubadas por um período de 

4 horas, à 37ºC, quando então foram fixadas em paraformaldeído. Seguiu-se 

incubação com “FC Block”, com exceção de que foi utilizado para 

permeabilização, saponina à 0,1%. Para marcação de IFN-γ foi utilizado anticorpo 

anti-citocina marcado com PE (BD Bioscienes), e utilizado numa diluição de 

1:200. 
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3.37. Produção e Purificação de anticorpos monoclonais. 

 Hibridomas de células produtoras dos anticorpos isotipo (GL113) e anti-

GITR (DTA-1) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Simon Sakaguchi (“Kyoto 

University”, Kyoto, Japão). 

 A produção dos anticorpos monoclonais foi feita utilizando-se o kit 

“CELLine” (BD Biosciences), seguindo as instruções do fabricante. Brevemente, 

os hibridomas foram cultivados em frascos de cultura apropriados, e incubados à 

37ºC e 5% CO2, em meio RPMI contendo 10% SFB (GIBCO BRL). 

Gradativamente foi sendo substituído o meio acima por meio livre de soro 

(“Serum Free Medium”, BD Biosciences) até 100% deste último. Neste estágio da 

cultura, 2x106 células/mL em 15 mL foram transferidas para frascos de cultura 

“CELLine”, contendo 1L de meio livre de soro, quando então foi incubado à 37ºC, 

5% CO2, por 15 dias. Após este tempo, periodicamente a cada 5-7 dias, o 

sobrenadante da cultura foi recuperado e então armazenado à -80ºC até a 

purificação dos anticorpos. 

 Para purificação dos mesmos, foi utilizado o método de sulfato de amônio. 

Brevemente, foi utilizado um volume de sulfato de amônio saturado, pH 7.2, 

estéril, utilizando-se a fórmula: Vol= VolAnticorpo(0.45)/0.55. Após 

homogeneização do anticorpo à solução, este foi incubado a temperatura ambiente 

por 90 minutos, e então centrifugado à 2.000 x g, por 15 minutos e à 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em solução PBS 1X, 

estéril. Este ressuspendido foi dialisado contra PBS 1X, por três vezes, em 1L, 

sendo 1 dia por diálise, à 4ºC. 

 A quantificação do anticorpo foi feita por espectrofotometria à A280nm e a 

D.O. obtida multiplicada por 0.801 chegando-se assim a concentração por mililitro 

de anticorpo. Este foi mantido à -20ºC até sua utilização quando então era mantido 

à 4ºC. 
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3.38. Tratamento de animais com anticorpos monoclonais. 

 Camundongos foram tratados com os anticorpos monoclonais isotipo 

controle IgG2a ou anti-GITR. Brevemente, de 0,5 a 1 mg de anticorpo foi injetado 

intraperitonealmente por animal, nos tempos devidos. 

 

3.39. Dosagem de citocina produzida por células de LN de drenagem. 

 Células do linfonodo de drenagem foram obtidas de acordo com o descrito, 

quando então foram ressuspensas em meio RPMI-10% SFB e contadas. Um 

número de 6x106 células/mL em 100 µL por poço foi utilizado, adicionando-se 

1:1.000 de 2-ME (GIBCO BRL) e 1:100 SLA, num volume final de 200 µL. A 

cultura foi feita em triplicata, com e sem SLA, e incubada por um período de 48 

horas, à 37ºC e 5% CO2, quando então foi recolhido 150 µL do sobrenadante. As 

citocinas IL-10 e IFN-γ foram dosadas como descrito. 

 

3.40. Análise estatística. 

Teste “One Way ANOVA” ou teste t de Student foram utilizados para 

comparar as possíveis diferenças nos valores das médias das concentrações de 

IFN-γ, e/ou para a medida das lesões observadas nos diferentes grupos de animais, 

assim como para a comparação das DOs492 obtidas nos ensaios de ELISA 

utilizando-se os soros dos animais imunizados nas diferentes formulações. As 

diferenças foram consideradas significativas quando o valor de p era < 0,05. 
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4.1. Identificação e caracterização de genes de L. (V.) braziliensis. 

Baseando-nos em antígenos já descritos na literatura que foram capazes de 

gerar uma resposta imune específica e protetora em experimentos de imunização, 

contra infecção experimental com L. (L.) major, nós clonamos os genes de quatro 

antígenos de L. (V.) braziliensis, sendo eles: lack (receptor para proteína C quinase 

ativada), tsa (anti-oxidante tiol específico), leif (fator ribossomal de elongação e 

iniciação de Leishmania) e lmsti1 (proteína 1 de estresse induzível de Leishmania 

major). Após a clonagem nós caracterizamos estes antígenos através de 

experimentos de sequenciamento de DNA, detecção de mRNA, além de 

experimentos de imunolocalização. 

 

4.1.1. A sequência de DNA. 

 Para a obtenção da sequência de oligonucletídeos para amplificação por 

PCR, nos baseamos em sequências já depositadas no Banco de Genes  

(“GenBank”). O número de acesso para cada gene está mostrado na tabela 3. Com 

relação ao antígeno LACK, no momento em que estávamos clonando o seu gene, 

não havia nenhuma informação a respeito do mesmo, depositada no Banco de 

Genes, da sequência de L. (V.) braziliensis, o que nos levou a ter como base a 

sequência de L. (L.) major para confeccionarmos os respectivos oligonucleotídeos 

para amplificação por PCR, e o mesmo ocorreu para outros dois antígenos, TSA e  

LmSTI1. Já para o antígeno LeIF, a sequência deste gene de L. (V.) braziliensis já 

havia sido depositada no Banco de Genes, de onde nos baseamos. 

 Inicialmente, os genes foram clonados no vetor de clonagem “pMOS 

BLUE”, e a sequência de aminoácidos foi predita utilizando-se programas 

computacionais, como descrito em Material e Métodos. 
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Tabela 3 – Número de acesso no Banco de Genes daqueles genes clonados de L.

(V.) braziliensis, a partir das sequências depositadas da espécie L. (L.) major, com

exceção do gene leif, como indicado. 

 

Web et al., 1996 AAB37318 lmsti1 

Skeiky et al., 1995 
 

Q25225 leif 
(L. (V.) braziliensis) 

Myler et al., 1999 A81464 leif 

Levick et al., 1998 AF069386 tsa 

Cheng et al., 2001 AF034804 lack 

Referência 
Bibliográfica 

Número de 
Acesso 

Gene de 
Interesse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Quando comparada a sequência deduzida de aminoácidos do gene lack de 

L. (V.) braziliensis à de L. (L.) major (Figura 3), verificamos haver alta identidade 

entre as mesmas (96%). Notamos que ocorreram 11 substituições de resíduos de 

aminoácidos, sendo 4 destas substituições conservadas, ou seja, não foi alterada a 

propriedade física do aminoácido, quanto a sua carga. 

Quando comparada a sequência depositada no Banco de Genes de L. (V.) 

braziliensis, sendo a mesma cepa (MHOM/BR/75/M2903), também observamos 

haver uma alta identidade quanto à seqüência predita de aminoácidos quando 

comparada aquela clonada por nós (96%), havendo substituições de resíduos de 

aminoácidos de forma similar à observada em L. (L.) major (dados não 

mostrados). 
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Corroborando dados da literatura, nas quatro espécies de Leishmania 

analisadas (L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi e L. (L.) 

major), observamos que o epítopo imunodominante para linfócitos T CD4+ 

presente na sequência do antígeno LACK, se encontrava totalmente conservado 

em todas as espécies. Este epítopo compreende uma sequência de aminoácidos 

(156 a 173) reconhecida por linfócitos T CD4+ de camundongos de MHC I-Ad 

(BALB/c), já previamente descrito (Schilling & Glaichenhaus, 2001).  
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Com relação ao antígeno TSA de L. (V.) braziliensis por nós clonado, este 

apresentou um gene de 600 pb de acordo com o descrito para a espécie L. (L.) 

major (Webb et al., 1998). Quando a sequência deduzida de aminoácidos do gene 

por nós clonado foi comparada aquela previamente descrita de L. (L.) major, 

observamos haver uma identidade entre as sequências de 83%, com 32 

substituições de resíduos de aminoácidos, sendo 17 destas substituições 

conservadas (Figura 4). Ainda, a sequência deduzida de aminoácidos mostrou ter 

dois resíduos invariáveis de cisteínas do gene, resíduos estes que medeiam a 

formação de dímeros, o que é importante para a atividade peroxidase relacionada à 

função do gene (Webb et al., 1998). 
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Com relação ao antígeno LbSTI1, a amplificação do mesmo por PCR  

apresentou um fragmento de DNA de peso molecular de 1,6 Kb, compreendendo a 

fase de leitura aberta para este gene, de acordo com o descrito para o mesmo gene 

da espécie L. (L.) major (Webb et al., 1997). Para cobrir toda a fase de leitura do 

gene, novo oligonucleotídeo foi confeccionado (Tabela 2), baseado na sequência 

parcial até então obtida por sequenciamento.  

A sequência deduzida de aminoácidos mostrou que as regiões amino e 

carboxi terminais são altamente conservadas entre as espécies L. (V.) braziliensis e 

L. (L.) major (Figura 5). Observamos haver 92% de identidade entre as sequências 

preditas de aminoácidos, contendo 42 substituições de aminoácidos, sendo 13 

destas substituições conservadas. Interessantemente, a região que compreende os 

aminoácidos 166 a 193, mostrou ter várias substituições de resíduos de 

aminoácidos, sendo que apenas 3 aminoácidos são idênticos entre as duas 

espécies, enquanto 25 são diferentes, sendo que destes apenas 7 apresentam 

substituições conservadas, e ainda 2 aminoácidos na sequência de L. (V.) 

braziliensis são ausentes. Como descrito por Webb et al., em 1997, outros 

organismos apresentam as mesmas alterações nesta região que se apresentou 

variável, incluindo humanos, leveduras (Saccharomyces cerevisiae), soja (Glycine 

max), tripanosomatídeos (Trypanosoma cruzi e T. brucei), e outras espécies de 

Leishmania. Ainda, a sequência deduzida de aminoácidos mostrou conservar 6 

motivos repetidos de TPR (tetra-trico-peptídeos), característica de proteínas que 

atuam como co-chaperonas. 
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 Com relação ao antígeno LeIF, este havia sido clonado anteriormente a 

partir de L. (V.) braziliensis (Skeiky et al., 1995), e mais tarde de L. (L.) major 

(Skeiky et al., 1998). A comparação da sequência deduzida de aminoácidos 

mostrou ter alta identidade entre as cepas da mesma espécie (L. (V.) braziliensis), 

sendo aquela descrita na literatura e aquela por nós clonada, apresentando uma 

única substituição de aminoácido não conservada na posição 363 (dados não 

mostrados). Em comparação a espécie L. (L.) major a identidade foi de 98%, 

havendo 7 substituições de resíduos de aminoácidos, sendo 5 destas conservadas. 

A sequência deduzida de aminoácidos mostrou manter uma série de motivos 

conservados, previamente descritos, característica esta da família “DEAD box” de 

helicases de RNA (Skeiky et al., 1998) (Figura 6). 
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4.2. Análise da expressão destes antígenos nas diferentes formas do parasita 

 

4.2.1. Os transcritos de mRNA. 

 Para verificarmos se estes genes estavam sendo transcritos tanto nas formas 

promastigotas quanto amastigotas de L. (V.) braziliensis, realizamos experimentos 

de “Northern Blot”, a partir de mRNA isolado das respectivas formas. Para tanto, 

obtivemos parasitas de forma promastigota a partir de cultura axênica, e parasitas 

de forma amastigota a partir de macrófagos infectados in vitro, onde estes últimos 

foram então lisados para liberação das formas amastigotas. Pelos nossos resultados 

observamos que o gene lack apresentou um transcrito de aproximadamente 1,5 a 

2,0 kb, o gene tsa um transcrito de aproximadamente 2,0 kb , o gene leif um 

transcrito de aproximadamente 2,5 a 3,0 kb, e o gene lbsti1 um transcrito de 

aproximadamente 2,5 kb (Figura 7, de A a D). O tamanho dos transcritos por nós 

observados está de acordo com o tamanho previamente descrito na literatura, para 

a espécie L. (L.) major (antígenos: LmSTI1, Webb et al., 1997; LeIF, Skeiky et 

al., 1995; LACK, Gonzalez-Aseguinolaza et al., 1999; e TSA, Webb et al.,1998). 

Os transcritos obtidos, quando comparados aos transcritos de formas 

promastigotas de L. (L.) major (coluna 1 dos quadros da figura), mostraram 

apresentar hibridação no mesmo padrão eletroforético, tanto para as formas 

promastigotas quanto amastigotas de L. (V.) braziliensis analisadas. 

 O mRNA total dos parasitas e macrófagos hibridizou com a sonda de α-

tubulina, com peso molecular aproximado entre 1,8 e 2,0 kb (Fong et al., 1984 e 

Joshi et al., 1995), e mostrou não haver diferença quanto a expressão do transcrito 

nas diferentes amostras utilizadas (Figura 7, em E).  
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4.2.2. A expressão protéica. 

 A fim de obtermos as proteínas recombinantes de cada gene, subclonamos 

os genes em vetor para expressão em células procarióticas, vetor PET-22b(+), 

contendo a sequência de DNA para uma cauda sextupla de histidina (pHIS).

 Inicialmente, após indução bacteriana, as proteínas recombinantes 

expressas foram extraídas de acordo com suas solubilidades em tampão aquoso. 

As proteínas insolúveis (HIS-LACK, HIS-LbSTI1 e HIS-LeIF) foram extraídas 

em tampão contendo uréia 8M, após processo de sonicação e lavagem em 

detergente. Já a proteína recombinante HIS-TSA mostrou ser parcialmente solúvel 

quando extraída por sonicação em comparação a extração em ureía 8M (dados não 

mostrados). 

 Observamos que o padrão eletroforético de migração destas proteínas 

recombinantes em gel SDS-PAGE à 12%, sob condições denaturantes na presença 

do agente redutor 2-ME, apresentou-se como bandas únicas, com exceção da 

proteína HIS-LeIF, com seus respectivos pesos moleculares estando de acordo 

com o descrito na literatura (Mougneau et al., 1995; Webb et al., 1997; Webb et 

al., 1998; e Skeiky et al., 1998) (Figura 8, em A). Nós obtivemos um peso 

molecular aparente de 36 KDa para a proteína HIS-LACK, de 30 KDa para a 

proteína HIS-TSA, de 54 KDa para a proteína HIS-LeIF, e de 66 KDa para a 

proteína HIS-LbSTI1. Com relação à banda secundária na proteína recombinante 

HIS-LeIF, nós creditamos este fato devido a degradação da mesma durante o 

processo de expressão da proteína in vitro. E ainda, nós observamos uma pequena 

alteração no padrão de migração da proteína HIS-TSA (30 KDa) quando 

comparado aquela descrita na literatura (24 KDa), e a este fato atribuímos a 

formação de dímeros via pontes de dissulfeto, o que já foi descrito ocorrer (Chae 

et al., 1994). 
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 Após a extração das proteínas recombinantes, as mesmas foram purificadas 

em coluna de afinidade por níquel ou em gel SDS-PAGE como descrito em 

Materiais e Métodos. 

 De acordo com o descrito na literatura, onde o epítopo para reconhecimento 

por linfócitos T CD4+ de camundongos,  presente no antígeno LACK, é conhecido 

(Launois et al., 1997), realizamos então experimentos de clonagem da sequência 

de DNA deste epítopo em fusão com a sequência da proteína GST. Amplificação 

da sequência de DNA foi feita, utilizando-se oligonucleotídeos específicos (Tabela 

2), e na região 3´ da sequência gênica da GST, foi clonado a sequência do epítopo 

para linfócitos T CD4+. Análise de restrição enzimática confirmaram a respectiva 

clonagem, e a expressão da proteína foi induzida em bactérias. Após purificação e 

análise por eletroforese em gel SDS-PAGE, observamos um padrão de peso 

molecular de aproximadamente 33 KDa (Figura 8, em B), que quando comparado 

a proteína GST apenas, mostrou-se como uma banda de maior peso molecular. 
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 Para verificar se os genes por nós clonados codificavam proteínas com 

características similares àquelas expressas nos diferentes estágios do parasito, 

anticorpos policlonais foram utilizados em experimentos de imunolocalização, 

contra cada proteína de interesse. Para tanto, camundongos BALB/c foram 

imunizados com as respectivas proteínas recombinantes em ACF, e numa segunda 

dose em AIF, cada qual contendo 10µg de cada proteína recombinante. Os 

camundongos controles foram imunizados com CFA apenas. O soro dos animais 

foi obtido como descrito em Material e Métodos. 

Por imunofluorescência indireta e através de microscopia “ConFocal” foi 

possível observar que houve reconhecimento das respectivas proteínas em ambas 

as formas parasitárias (promastigotas e amastigotas) de L. (V.) braziliensis, 

utilizando-se o soro dos animais imunizados para cada antígeno. 

Para as formas promastigotas, a imunofluorescência mostrou ter tido 

reconhecimento antiparasitário com padrão em comum a cada antígeno, a partir do 

soro dos animais imunizados, sendo de forma difusa ao longo do citoplasma 

parasitário, comparável à imunofluorescência obtida a partir do soro de animais 

infectados experimentalmente com L. (V.) braziliensis (Figura 9).  

Ainda nas formas promastigotas, para o antígeno LACK, a 

imunofluorescência não apresentou nenhum reconhecimento que pudesse 

evidenciar uma região de compartimentalização para este antígeno, apesar de 

pontos mais fluorescentes poderem ser observados às vezes perto do núcleo 

parasitário, por vezes próximo à membrana. Já para o antígeno TSA, a 

imunofluorescência pareceu estar concentrada por vezes em áreas ao longo do 

citoplasma de algumas formas, e com padrão mais difuso quando comparado ao 

antígeno LACK. Para o antígeno LeIF, observamos uma imunofluorescência 

dispersa ao longo do citoplasma, de padrão difuso, não evidenciando áreas onde 

pudesse estar ocorrendo uma compartimentalização da proteína, sendo fraca no 

reconhecimento flagelar. A imunofluorescência para o antígeno LbSTI1 também 
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mostrou ter sido fraca no reconhecimento flagelar, mas com reconhecimento 

puntual nas regiões anterior e posterior destas formas parasitárias. 

O controle negativo foi feito utilizando soro de animais imunizados com 

CFA apenas, e o mesmo mostrou uma imunofluorescência muito fraca ao longo de 

todo o citoplasma. Já o controle positivo, sendo soro de animais infectados com L. 

(V.) braziliensis, mostrou uma imunofluorescência forte ao longo de todo o 

parasita. 
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Para as formas amastigotas (Figura 10) obtidas a partir de infecção in vitro 

de macrófagos peritoneais, a imunofluorescência para o antígeno LACK mostrou 

ter sido às vezes de forma difusa e por vezes puntual ao longo do citoplasma e 

núcleo da célula hospedeira, assim como no citoplasma parasitário, apesar de 

apresentar por vezes estruturas lineares no citoplasma das formas amastigotas. 

Para o antígeno TSA, a imunofluorescência mostrou estar focada somente nas 

formas parasitárias, com padrão puntuado no citoplasma do mesmo, e com 

marcação na superfície de algumas formas amastigotas. Para os antígenos LeIF e 

LbSTI1, as imunofluorescências mostraram-se similares a do antígeno LACK, 

com marcação puntuada granular no citoplasma, às vezes localizada na superfície 

parasitária. 

Em parte, o padrão de reconhecimento utilizando-se soro dos animais 

imunizados foi semelhante aquele utilizando o soro de pacientes infectados por L. 

(V.) braziliensis, como pode ser observado através da sobreposição das duas 

imagens obtidas para cada antígeno (Figura 10, imagens fundidas).  

O controle negativo utilizado no experimento foi soro de animais 

imunizados com CFA apenas, mostrando não haver reconhecimento dos 

macrófagos infectados. Na mesma coluna, quanto ao soro de pacientes infectados 

com L. (V.) braziliensis, este foi utilizado como um controle positivo do 

reconhecimento antiparasitário. A reação para macrófagos não infectados foi 

negativa (dados não mostrados). 
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4.3. Resposta imune induzida pela imunização utilizando-se antígenos de L. 

(V.) braziliensis. 

 Com o objetivo de verificar se estes antígenos de L. (V.) braziliensis 

poderiam ser utilizados em estratégias de imunização, a fim de gerar uma resposta 

imune específica, os mesmos foram subclonados nos respectivos vetores de 

expressão, e seus produtos foram utilizados em experimentos de imunização na 

formulação de DNA e/ou proteína recombinantes. 

Para tanto, a fase de leitura aberta dos respectivos genes de L. (V.) 

braziliensis foram subclonados no vetor de expressão em células eucarióticas 

pcDNA3 (Invitrogen). Na região 5´ dos genes foi clonado também, em fusão, a 

sequência de DNA que codifica para um peptídeo sinal da cadeia k da 

imunoglobulina de camundongos. A exceção foi o antígeno LACK, que foi 

clonado com e sem este petídeo sinal (p-LACK e p-IgSP-LACK). 

 Os plasmídios recombinantes obtidos foram sequenciados para checagem 

da construção vetorial, o que foi confirmado (dados não mostrados). 

 Os esquemas de imunização na formulação de DNA e proteína 

recombinantes foram mantidos em todos os experimentos, sendo utilizadas doses 

de 100 µg de DNA recombinante e 25 µg de proteína recombinante, nos devidos 

casos. Foram 3 doses administradas, intramuscularmente (DNA recombinante) ou 

intraperitonealmente (proteína recombinante), com intervalos de 2 semanas entre 

cada dose. Ao final do esquema de imunização havia um período de 2 a 3 semanas 

para a realização do experimento seguinte, quer fosse para obtenção de órgãos 

linfóides para análises in vitro, quer fosse para o desafio parasitário. As 

imunizações com proteínas recombinantes continham também CpG ODN 1826  

(10 µg/mL) e hidróxido de alumínio 2% (Alum) (2,5 µL/µg proteína 

recombinante). Os grupos controles foram imunizados com pcDNA3 e/ou os 

adjuvantes apenas, de acordo com a estratégia adotada. 
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 Exceções de esquemas de imunização foram realizadas, e serão ressaltadas 

quando ocorrerem no decorrer da apresentação dos resultados. 

 

4.3.1. A resposta imune humoral induzida. 

 Vamos nos focar inicialmente nos experimentos realizados com o antígeno 

LACK apenas, onde após camundongos da linhagem BALB/c serem imunizados 

com os plasmídios p-LACK, pIgSP-LACK e pcDNA3, avaliamos a produção 

específica de anticorpos do istotipo IgG, em ensaios de “immunoblotting”, onde 

observamos que o grupo do soro dos animais imunizados com ambas as 

formulações plasmidiais (com e sem peptídeo sinal fusionado) contendo o gene 

lack, possuíam anticorpos que reconheciam a proteína recombinante HIS-LACK 

imobilizada em membranas de nitrocelulose, sendo que o mesmo não ocorreu com 

o soro do grupo  controle (Figura 11, em A). 

 Em experimentos contendo todos os antígenos, também foi observado que 

quando os animais foram imunizados respectivamente com os plasmídios pIgSP-

LACK, pIgSP-TSA, pIgSP-LeIF, pIgSP-LbSTI1, houve reconhecimento 

específico das respectivas proteínas recombinantes pelo soro de cada animal 

imunizado (Figura 11, em B). É de se notar que o reconhecimento pelo grupo 

imunizado com os plasmídios contendo os antígenos LeIF e LbSTI1, apresentou 

uma maior intensidade de fluorescência. Já para os antígenos LACK e TSA os 

reconhecimentos pelos soros dos camundongos individuais não seguiram o mesmo 

padrão na sua maioria, mas os que o fizeram, mostrou ser de forma específica para 

o antígeno. 
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Em outro experimento, camundongos da linhagem BALB/c foram 

imunizados com os plasmídios na formulação de DNA recombinante, em separado 

ou em conjunto quanto aos plasmídios utilizados, ressaltando neste último caso 

que animais foram imunizados com todos os antígenos 

(LACK+TSA+LeIF+LbSTI1), na devida formulação. Em experimentos de 

ELISA, utilizando as respectivas proteínas recombinantes imobilizadas em placa 

de 96 poços (5 µg/mL), observamos que houve a detecção de anticorpos do isotipo 

IgG, somente no soro dos  animais imunizados com o antígeno LbSTI1 e com 

todos os antígenos (Figura 12, em A). Foram considerados positivos os títulos de 

anticorpos com valores logarítmicos maiores que 2. 

A fim de compararmos a relação entre as subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a) 

que predominanvam no soro destes animais com altos títulos de anticorpos, 

realizamos experimentos de ELISA, e observamos a presença específica de 

anticorpos IgG2a em maior proporção que IgG1, em ambos os grupos (imunizados 

com o antígeno LbSTI1 e todos os antígenos, na formulação de DNA 

recombinante) (Figura 12, em B). 
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Quando os animais foram imunizados com as respectivas proteínas 

recombinantes, em conjunto novamente ou em separado, observamos que todos os 

grupos de animais apresentaram soros com títulos de anticorpos IgG, em valores 

logarítmicos maiores que 2 (Figura 13, em A). Quando analisamos a proporção 

entre as subclasses de IgG1 e IgG2a, observamos que no soro dos animais 

imunizados com o antígeno TSA apenas, havia uma maior proporção de 

anticorpos de subclasse IgG2a, enquanto todos os outros grupos de animais 

imunizados (LACK, LeIF, LbSTI1 e todos os antígenos) mostraram haver uma 

proporção de anticorpos de subclasse IgG1 maior que IgG2a (Figura 13, em B). 

Interessantemente, quando os soros dos animais imunizados com todos os 

antígenos combinados, na formulação de DNA recombinante, foram reagidos in 

vitro, com as respectivas proteínas recombinantes isoladamente, nós observamos 

que dos anticorpos específicos produzidos, estes eram em resposta ao antígeno 

LbSTI1 (dados não mostrados). E ainda, quando a mesma análise foi feita com o 

soro dos animais imunizados com todos os antígenos, na formulação de proteína 

recombinante, não observamos esta resposta (dados não mostrados). 
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4.3.2. A resposta imune celular induzida. 

Sabendo que animais imunizados com os antígenos, em ambas formulações 

vacinais (DNA e proteína recombinantes), geraram anticorpos específicos, 

analisamos se esta imunização levaria também à produção de IFN-γ por células de 

baço. 

Nos experimentos realizados com o antígeno LACK apenas, grupos de 

animais foram imunizados com os plasmídios p-LACK, pIgSP-LACK e pcDNA3, 

e restimulados in vitro com a proteína recombinante HIS-LACK. Detectamos no 

sobrenadante das culturas uma maior quantidade de IFN-γ produzida por animais 

imunizados com os plasmídios p-LACK e pIgSP-LACK, e que esta foi dose 

dependente quanto ao restímulo (1 e 10 µg/mL) (Figura 14, em A). 

Como já descrito na caracterização do gene lack, sobre a presença de uma 

região imunodominante reconhecida por linfócitos T CD4+ (EpLT), testamos in 

vitro a capacidade da proteína recombinante GST-EpLT, em restimular 

esplenócitos de animais imunizados para produção de citocinas, de modo 

antígeno-específico. Observamos que a produção de IFN-γ foi igual comparando 

os diferentes restímulos protêicos, HIS-LACK e GST-EpLT, em ambos os grupos 

de animais imunizados com o antígeno LACK (p-LACK e pIgSP-LACK) (Figura 

14, em B). 
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 Para checarmos o quanto da produção de IFN-γ estava sendo mediada pelas 

subpopulações linfocitárias TCD4+ e TCD8+, anticorpos monoclonais anti-CD4 

(hibridoma GK1.5) e/ou anti-CD8 (2.43) foram adicionados às culturas  

concomitante ao restímulo in vitro com o antígeno. Nossos resultados mostraram 

que esplenócitos de animais imunizados com ambos os plasmídios p-LACK e 

pIgSP-LACK, produziram uma menor quantidade de IFN-γ na presença de anti-

CD4 quando comparado ao controle (IgG de rato) (Figura 15, em A). Com relação 

à inibição com anti-CD8, observamos que a diminuição não foi tão pronunciada 

quanto com anti-CD4, mas a mesma ocorreu. E na inibição com ambos anticorpos 

anti-CD4 e anti-CD8, a produção da citocina foi bastante diminuída. Quando o re-

estímulo das células foi feito utilizando-se a proteína recombinante GST-EpLT, 

houve uma grande inibição da resposta imune na presença de anti-CD4, mas não 

de anti-CD8 (Figura 15, em B). 
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 Em experimentos de imunização com os plasmídios pIgSP-LACK, pIgSP-

TSA, pIgSP-LeIF, pIgSP-LbSTI1, em conjunto ou em separado, além do grupo 

pcDNA3, observamos que esplenócitos de animais do grupo controle negativo 

(pcDNA3) produziram pequenas quantidades de IFN-γ, ao restímulo com as 

diferentes proteínas recombinantes (Figura 16, em A), e ainda, esplenócitos de 

animais imunizados com os antígenos de interesse foram capazes de produzirem 

IFN-γ em maior quantidade, frente ao restímulo específico com as respectivas 

proteínas recombinantes (Figura 16, em B). Resultados similares para a produção 

de IFN-γ foram obtidos quando animais foram imunizados com os plasmídios 

apenas em separado, num outro experimento (dados não mostrados), sendo 

observado uma maior produção de IFN-γ pelo grupo de animais imunizados com o 

antígeno TSA, nesta formulação, em comparação à produção representada na 

figura. 
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 Resultados também similares foram obtidos quando animais foram 

imunizados na formulação de proteína recombinante. Assim, camundongos 

BALB/c foram imunizados com os antígenos LACK, TSA, LeIF e LbSTI1, em 

conjunto ou em separado, em adição a CpG ODN e Alum, e seus esplenócitos 

foram restimulados in vitro com as respectivas proteínas recombinantes. 

Observamos nestes experimentos uma pequena produção de IFN-γ pelos 

esplenócitos dos animais imunizados com CpG ODN e Alum apenas (Figura 17, 

em A), em comparação aqueles imunizados com os antígenos específicos, sendo a 

exceção os animais imunizados com o antígeno LbSTI1, onde não foi detectado 

quantidades consideráveis da citocina (Figura 17, em B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 95



Resultados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 96



Resultados 
 

 

4.4. Padronização de um modelo de infecção para L. (V.) braziliensis em 

camundongos isogênicos. 

 A fim de podermos testar a capacidade protetora dos nossos candidatos a 

antígenos vacinais, contra a infecção experimental por L. (V.) braziliensis, 

padronizamos em nosso laboratório um modelo de infecção experimental para esta 

espécie, desenvolvido em colaboração com a Dra. Yasmine Belkaid (Laboratório 

de Doenças Parasitárias, NIAID, “National Institutes of Health” (NIH), Bethesda, 

Estados Unidos da América, endereço atual), no “Cincinnati Children´s Hospital 

Medical Center”, em Ohio (EUA), na Divisão de Imunologia Molecular, 

Departamento de Imunobiologia. 

 Para tanto obtivemos formas promastigotas de L. (V.) braziliensis, cepa 

Torrez, cedida gentilmente pelo Dr. David L. Sacks (NIAID, NIH). Segundo 

informações obtidas, estes parasitas foram isolados de um paciente na Guatemala 

em 1983, com a forma mucocutânea de leishmaniose causada por L. (V.) 

braziliensis (tipada por anticorpos monoclonais). 

 O DNA genômico deste parasita foi obtido e feito a tipagem quanto à 

espécie de Leishmania que a representava. A tipagem foi feita gentilmente pela 

Dra. Lucile M. Floeter-Winter (Departamento de Biofísica, USP-SP, endereço 

atual), baseado em padrões moleculares de amplificação por PCR (Castilho et al., 

2003), e foi observado ser pertencente ao complexo Viannia e a espécie 

braziliensis (dados não mostrados). 

 Os parasitas foram mantidos em cultura axênica, até a fase estacionária, 

quando então foram purificados em gradiente de Ficoll, de acordo com o descrito 

na literatura (Spath & Beverley, 2001). A metodologia consiste basicamente em 

submeter os parasitas a um gradiente de centrifugação, onde numa determinada 

faixa de concentração de Ficoll, entre 10 a 15%, com isto há o enriquecimento de 

formas parasitárias, onde há a retenção de formas parasitárias mais leves, 

consideradas como formas metacíclicas infectivas. 
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Estas formas promastigotas metacíclicas obtidas foram utilizadas em 

experimentos de infecção intradérmica, na orelha de camundongos da linhagem 

BALB/c, machos, numa dose de 1x106 parasitas/orelha. 

 Ao longo dos primeiros experimentos de infecção não foi observado 

desenvolvimento de lesão. No entanto, sempre foi notado que havia sinal de 

inflamação nas orelhas infectadas. As orelhas dos camundongos infectados eram 

retiradas e então processadas para cultivo in vitro, para o crescimento de formas 

promastigotas do parasita no frasco de cultura. Após o primeiro repique, 

enriquecimento de formas metacíclicas eram novamente obtidas e estes parasitas 

eram inoculados em camundongos, seguindo a mesma metodologia. 

Num dos experimentos de infecção, após a quinta semana foi observado que 

uma orelha, das quatro infectadas, apresentou lesão, através da formação de um 

nódulo. Assim, as orelhas deste animal foram retiradas na oitava semana de infecção, 

e os parasitas cultivados in vitro. As formas promastigotas em fase estacionária 

foram purificadas, e novamente orelhas de camundongos foram infectadas. 

 Neste experimento, na terceira semana pós-infecção, foi observado o 

surgimento de uma primeira lesão, em uma orelha das quatro infectadas, sendo que a 

última orelha a apresentar um nódulo foi após a quinta semana de infecção. A 

formação de lesão ulcerada foi observada no primeiro camundongo a apresentar o 

nódulo (Figura 18). Nestes animais, foi verificada a presença de parasitas, nos orgãos 

linfóides de drenagem (linfonodos retro-maxilares), quando estes foram removidos, 

macerados e feito cultivo in vitro para o crescimento de formas promastigotas (dados 

não mostrados).  
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Em experimentos de citometria de fluxo, quando foram utilizados anticorpos 

marcados para as moléculas CD4 e CD25, foi observado que o número de células T 

CD4+ presentes no sítio de infecção era equivalente ao número de células T 

CD4+CD25+, em ambos animais analisados (Figura 19). 
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Durante os vários experimentos de infecção, alguns camundongos foram 

mantidos por um longo período, e então pudemos observar que os sinais de 

inflamação se perpetuaram durante um longo tempo, e que, após 22 semanas de 

infecção, interessantemente, ainda havia parasitas viáveis, observados através do 

cultivo in vitro, a partir das orelhas infectadas, apesar destas não apresentarem 

nenhum sinal de lesão ou formação de nódulo ao longo de todo o período de 

infecção avaliado (dados não mostrados). 

 Nos experimentos de infecção, observamos que os camundongos, após um 

período compreendendo entre a quinta e sétima semana, dependendo do 

experimento, apresentaram o pico de infecção, observado pelo tamanho do nódulo 

formado na orelha destes camundongos. Nos experimentos avaliados, todos os 

camundongos tenderam a resolução espontânea da lesão (dados não mostrados). 
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4.5. Avaliação de resposta imune protetora induzida pela imunização com 

antígenos de L. (V.) braziliensis. 

 A fim de checarmos se a resposta imune gerada pela imunização genética 

contendo antígenos de L. (V.) braziliensis seria capaz de proteger contra infecção 

homóloga, realizamos experimentos de imunização dos animais seguido de 

desafio. 

 Assim hamsters Golden machos foram imunizados com os antígenos na 

formulação de DNA recombinante, com os plasmídios combinados quanto aos 

seus antígenos carreados, sendo os grupos: pIgSP-LACK + pIgSP-LeIF, pIgSP-

TSA + pIgSP-LbSTI1 e pcDNA3. Duas semanas após a terceira dose 

intramuscular, os animais foram infectados subcutaneamente na base da pata 

traseira. Nossos resultados mostram que não houve diferença entre os grupos 

quando o tamanho do nódulo formado foi analisado (Figura 19, em A), mesmo 

quando num outro experimento, onde os plasmídios foram administrados todos em 

conjunto e foram comparados ao grupo controle pcDNA3 (Figura 19, em B). 
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Num outro experimento, feito em colaboração com o Dr. Luís Carlos 

Crocco Afonso (UFOP), camundongos da linhagem C57BL/6 foram imunizados, 

na mesma formulação vacinal, com os plasmídios pIgSP-LACK, pIgSP-TSA, 

pIgSP-LeIF, pIgSP-LbSTI1, em conjunto ou em separado, além de pcDNA3 e 

salina, e infectados com 1x105 formas promastigotas metacíclicas de L. (V.) 

braziliensis, subcutaneamente na base da pata traseira. Observamos quanto à 

formação de nódulo que não houve diferença entre os grupos imunizados (Figura 

20). Quando foi dosado a citocina IL-4 no sobrenadante de cultura de células 

esplênicas restimuladas com antígeno solúvel de Leishmania (SLA), não 

observamos diferença entre os grupos, sendo que todos os valores detectados 

estavam abaixo de 20 pg/mL (dados não mostrados). Quando foi medida a 

quantidade da citocina IFN-γ presente no sobrenadante de cultura de células de 

linfonodo drenante restimuladas com SLA, não observamos diferença estatística 

significante entre os diferentes grupos imunizados (dados não mostrados). 
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 Em outro experimento, camundongos machos da linhagem BALB/c foram 

imunizados intradermicamente numa orelha, com 50 µg dos plasmídios pIgSP-

LACK ou pcDNA3, e após a terceira dose foram infectados na outra orelha com 

1x106 formas promastigotas metacíclicas de L. (V.) braziliensis (cepa Torrez). O 

que observamos foi que os animais imunizados com o antígeno LACK 

apresentaram lesões de tamanhos igualmente comparáveis aos animais imunizados 

com pcDNA3, senão podendo dizer que houve uma tendência a serem maiores que 

no grupo controle pcDNA3 (Figura 21, em A). Quando medimos o número de 

parasitas presentes na derme das orelhas na décima semana pós-infecção, 

observamos que os animais imunizados com o antígeno LACK apresentaram um 

maior número de parasitas quando comparado ao grupo controle, tanto no sítio de 

infecção (orelha) quanto no linfonodo de drenagem (retromaxilar) (Figura 21, em 

B e C). 
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 Num outro experimento de desafio, animais BALB/c machos foram 

imunizados com os antígenos em conjunto ou em separado, como descrito 

anteriormente, sendo duas doses na formulação de DNA recombinante, e seguidos 

de uma ou duas doses de proteína recombinante em adição a CpG e Alum, no 

sistema de imunização conhecido por “prime-boost”. De 2 a 3 semanas após a 

última imunização, os animais foram infectados com formas promastigotas 

metacíclicas de cultura in vitro de fase estacionária de L. (V.) braziliensis (cepa 

BA788, gentilmente cedidos pela Dra. Camila I. Oliveira, FIOCRUZ BA). Nossos 

resultados mostraram que não houve diferença estatística quanto a medida da lesão 

formada na orelha dos camundongos, tanto quando foram imunizados com 2 doses 

de DNA e 1 de proteína recombinante, assim como quando foi administrado duas 

doses de DNA e duas doses de proteína recombinante (Figura 22 A e B, 

respectivamente). 
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4.6. Modulação da resposta imune usando anticorpos que reagem com células 

reguladoras. 

 Considerando o papel de células reguladoras durante a resposta imune 

efetora e subsequente imunidade gerada, à infecção por L. (L.) major (Belkaid et 

al., 2002), utilizamos anticorpos monoclonais capazes de reconhecer estas células 

reguladoras a fim de modular a resposta imune efetora específica durante a 

infecção experimental por Leishmania. Assim, tratamos camundongos com 

anticorpos monoclonais durante a infecção com L. (L.) major. Para tanto, usamos 

o anticorpo monoclonal anti-GITR (hibridoma DTA-1).  

Inicialmente, devido à disponibilidade de animais nocautes que não 

expressam a molécula GITR, pudemos realizar experimentos para avaliar a 

importância desta molécula durante a infecção experimental por Leishmania. Para 

tanto, as orelhas dos animais nocautes e selvagens foram infectadas com formas 

promastigotas metacíclicas purificadas de cultura de fase estacionária de L. (L.) 

major. Nossos resultados mostraram que os animais nocautes para a molécula 

GITR foram mais resistentes à infecção, quando comparados ao grupo de animais 

selvagens (Figura 23), quando analisado a formação de nódulo nas orelhas 

infectadas. 
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Resultados 
 

Quando analisamos, por citometria de fluxo, as subpopulações linfocitárias 

presentes no sítio de infecção, e a quantidade das mesmas, verificamos que células 

efetoras (T CD4+CD25-) estavam presentes em quantidades maiores no grupo de 

animais nocautes, quando comparado ao grupo controle, na quinta semana pós-

infecção, a qual conotava com a fase aguda da infecção experimental. Com relação 

às células reguladoras (T CD4+CD25+), não havia diferença estatística quando 

comparados os dois grupos (Figura 24, em A). Quando analisamos através de 

marcação intracitoplasmática, o número de células T CD4+ produtoras de IFN-γ 

presente no sítio de infecção, observamos que os animais nocautes para GITR 

apresentavam um maior número destas células, quando comparado aos animais 

selvagens (Figura 24, em B). Por último, quando analisamos por ELISA a 

produção da citocina IFN-γ, por células do linfonodo de drenagem da infecção, 

linfonodos retromaxilares, verificamos que na oitava semana de infecção houve a 

detecção maior na quantidade desta citocina no sobrenadante das células 

cultivadas in vitro do grupo de animais nocautes, quando comparado ao grupo de 

animais selvagens, sendo o mesmo não observado na quinta semana de infecção 

(Figura 24, em C). 
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Resultados 
 

Realizamos também experimentos de citometria de fluxo que foram 

analisados através da utilização dos marcadores TCRβ, CD4, CD25 e GITR, 

quando camundongos selvagens da linhagem C57BL/6 foram infectados com L. 

(L.) major. Pudemos observar que tanto na fase aguda (4 semanas), como na fase 

crônica (≥ 12 semanas) de infecção, e tanto no sítio de infecção (orelha), quanto 

no linfonodo de drenagem (retromaxilar), tanto as células T CD4+CD25+ (Treg) 

como as TCD4+CD25- (Tefet) expressavam o marcador GITR na superfície celular 

(Figura 25). Observamos que as células T reguladoras apresentaram uma maior 

expressão da molécula GITR, em comparação às células T efetoras.  
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 Em seguida, anticorpos monoclonais anti-GITR e IgG isotipo controle 

foram utilizados, numa dose de 1,0 mg intraperitonealmente, semanalmente, 

durante o período de 4 semanas, após infecção com formas promastigotas 

metacíclicas purificadas de L. (L.) major, e o que pudemos observar em 

experimentos de ELISA para detecção das citocinas IFN-γ e IL-10, foi que no 

sobrenadante de cultura in vitro de células de linfonodo de drenagem dos 

diferentes grupos de animais tratados, no grupo de animais que receberam anti-

GITR foi detectado uma maior quantidade da citocina IFN-γ, quando comparado 

ao tratamento com anticorpo isotipo (Figura 26, em A), ao contrário do observado 

para a citocina IL-10, a qual foi detectada uma menor quantidade no grupo de 

animais tratados com anti-GITR, em comparação ao grupo controle onde foi 

detectado uma maior produção da citocina IL-10 (Figura 26, em B).  
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Resultados 
 

 

 Em outro experimento, animais foram tratados com os mesmos anticorpos 

monoclonais, com 0,5 mg, 2 vezes por semana, i.p., durante todo o período de 

infecção avaliado (6 semanas). Assim camundongos da linhagem C57BL/6 foram 

infectados com formas promastigotas metacíclicas purificadas de L. (L.) major, e 

tratados como descrito com os anticorpos anti-GITR e IgG isotipo controle. 

Quando avaliamos o desenvolvimento de nódulo na orelha destes animais, 

observamos que aqueles tratados com o anticorpo anti-GITR repetidas vezes, 

apresentou menor lesão comparando-o ao grupo controle, tratado com IgG isotipo 

controle (Figura 27).  
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Resultados 
 

 

Quando quantificamos a carga parasitária no sítio de infecção e no 

linfonodo de drenagem, observamos que houve uma tendência nos animais 

tratados com anticorpos anti-GITR repetidas vezes, a possuirem um menor 

número de parasitas, em ambos os sítios, quando comparado ao grupo controle de 

animais, apesar desta diferença não ter sido estatisticamente diferente (Figura 28, 

em A e B). 
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 Quando medimos por ELISA a quantidade da citocina IFN-γ produzida por 

células do linfonodo de drenagem, observamos que no grupo de animais tratados 

com anti-GITR repetidas vezes, havia uma maior quantidade da citocina detectada 

no sobrenadante de cultura, quando comparado ao grupo de animais tratados com 

o anticorpo isotipo controle (Figura 29). 

 

 



               
               
Lm GenBank ->  
L. (V.) b. ->  
               

                                                               
                                                               
MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVVLTSRDGTAISWKANPDRHSVDSDYGLPSHRLEG
MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVVSTSRDGTAISWKSNPDRHSVDSDYGLPNHRLEG
                                                               

      
      
    63
    63
      

               
               
Lm GenBank ->  
L. (V.) b. ->  
               

                                                               
                                                               
HTGFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRMWDLRNGQCQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDRLIVSAG
HTGFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRMWDLRNGQSQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDRLIVSAG
                                                               

      
      
   126
   126
      

               
               
Lm GenBank ->  
L. (V.) b. ->  
               

                                                               
                                                               
RDNVIRVWNVAGECMHEFLRDSHEDWVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWNVNGGKCERT
RDNVIRVWNVAGECMHEFLRDGHEDWVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWNVNEGKCERT
                                                               

      
      
   189
   189
      

               
               
Lm GenBank ->  
L. (V.) b. ->  
               

                                                               
                                                               
LKGHSNYVSTVTVSPDGSLCASGGKDGAALLWDLSTGEQLFKINVESPINQIAFSPNRFWMCV
LKGHSNYVSTVTVSPDGSLCASGGKDGAALLWDLSTGEQLFRINVESAINQIAFSPNRFWMCV
                                                               

      
      
   252
   252
      

               
               
Lm GenBank ->  
L. (V.) b. ->  
               

                                                            
                                                            
ATERSLSVYDLESKAVIAELTPDGAKPSECISIAWSADGNTLYSGHKDNLIRVWSISDAE
AAEKSLSVYDLESKAVIAELTPDGTKPSECISIAWSADGNTLYSGHKDNLIRVWSISDAE
                                                            

      
      
   312
   312
      

Figura 3 – Alinhamento múltiplo pelo método Clustal W, das sequências 

preditas de aminoácidos do gene lack clonado a partir de DNA genômico de L. 

(V.) braziliensis.

As seqüências de aminoácidos do gene lack das espécies L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) major são mostradas, sendo esta última obtida através de acesso ao Banco de 

Genes; em cinza, substituição de resíduos de aminoácidos conservada; em preto, 

substituição de resíduos de aminoácidos não conservada; destaque colorido, epítopo 

reconhecido por linfócitos T CD4+ de camundongos.
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Figura 4 – Alinhamento múltiplo pelo método Clustal W, das sequências 

preditas de aminoácidos do gene tsa clonado a partir de DNA genômico de 

L. (V.) braziliensis.

As seqüências de aminoácidos do gene tsa das espécies L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) major são mostradas, sendo esta última obtida através de acesso ao Banco 

de Genes; em cinza, substituição de resíduos de aminoácidos conservada; em

preto, substituição de resíduos de aminoácidos não conservada; destaque 

colorido, resíduos de cisteína na sequência do gene.
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Figura 5 – Alinhamento múltiplo pelo método Clustal W, das sequências 

preditas de aminoácidos do gene lbsti1 clonado a partir de DNA genômico 

de L. (V.) braziliensis.

As seqüências de aminoácidos do gene lbsti1 das espécies L. (V.) braziliensis e 

L. (L.) major são mostradas, sendo esta última obtida através de acesso ao 

Banco de Genes; em cinza, substituição de resíduos de aminoácidos 

conservada; em preto, substituição de resíduos de aminoácidos não conservada.



Figura 6 – Alinhamento múltiplo pelo método Clustal W, das sequências 

preditas de aminoácidos do gene leif clonado a partir de DNA genômico de 

L. (V.) braziliensis.

As seqüências de aminoácidos do gene leif das espécies L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) major são mostradas, sendo esta última obtida através de acesso ao Banco 

de Genes; em cinza, substituição de resíduos de aminoácidos conservada; em

preto, substituição de resíduos de aminoácidos não conservada.
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Figura 7 – Análise por “Northern-Blot” da transcrição de mRNA dos genes por nós 

clonados de L. (V.) braziliensis, em ambas as formas parasitárias.

Em A, hibridação com o gene lack utilizado como sonda radioativa; em B, hribridização

com o gene tsa; em C, com o gene leif; em D, com o gene lbsti1; e em E, com o gene α-

tubulina. As sondas radioativas foram obtidas a partir do produto de amplificação por PCR 

de cada gene. Foram utilizados 10 µg de mRNA total de cada forma parasitária para cada

amostra representada.
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Figura 8 – Eletroforese em gel SDS-PAGE das proteínas recombinantes expressas e 

purificadas, referentes aos genes por nós clonados de L. (V.) braziliensis.

Em A, proteínas recombinantes referente aos antígenos LACK, TSA, LeIF e LbSTI1 de L. 

(V.) braziliensis; e em B, proteína recombinante representando o epítopo para 

reconhecimento por linfócitos T CD4+ de camundongos (EpLT), ou apenas GST. Foi 

utilizado cerca de 600 ng de proteína por lacuna do gel.
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Figura 9 – Ensaio de imunofluorescência indireta de formas promastigotas de L. (V.)

braziliensis. Reação com soro policlonal de animais imunizados com as respectivas 

proteínas recombinantes, somente com CFA (controle negativo) ou com soro de animais 

infectados com formas promastigotas (controle positivo). Quadros A e B, soro anti-LACK; 

Quadros C e D, soro anti-TSA; Quadros E e F, soro anti-LeIF; Quadros G e H, soro anti-

LbSTI1; Quadros I e J, soro controle negativo; e Quadros K e L, soro controle positivo;

Linha superior, contraste diferencial de Nomarski; e linha inferior, imunofluorescência 

indireta.
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Figura 10 – Reação de imunofluorescência indireta com macrófagos de medula óssea 

de camundongos BALB/c, infectados com L. (V.) braziliensis. Imagens adquiridas 

através de  microscopia Confocal. Reação com soro policlonal de animais imunizados com 

as respectivas proteínas recombinantes, somente com CFA (controle negativo), ou com 

soro policlonal de pacientes portadores de leishmaniose mucocutânea (controle positivo). 

Linha 1, contraste diferencial de Nomarski; linha 2, soro de camundongos imunizados com 

as proteínas recombinantes; linha 3, soro humano controle conjugado com FITC; linha 4: 

sobreposição das imagens das linhas 2 e 3. Quadros de A a D: soro anti-LACK; Quadros 

de E a H, soro anti-TSA; Quadros de I a L, soro anti-LeIF; Quadros de M a P, soro anti-

LbSTI1; Quadro R, soro de animais imunizados com CFA; Quadro S, soro de paciente 

portador de leishmaniose mucocutânea (controle positivo); Quadro T, imagens fundidas 

dos quadros R e S; e quadros U a X, soro de paciente portado de leishmaniose

mucocutânea (controle positivo).
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Figura 11 – “Western Blotting” de reconhecimento das proteínas recombinantes 

(His-LACK, HIS-TSA, HIS-LeIF e HIS-LbSTI1) por soro de animais imunizados 

com os respectivos plasmídios. Em A, soro individual de 2 camundongos imunizados 

com os respectivos plasmídios representados na figura, e revelação por

quimioluminescência. Em B, canaletas de 1 a 7: soro individual dos animais imunizados 

com os respectivos plasmídios contendo os genes de interesse; canaletas de 8 a 10: soro 

individual de 3 animais controle imunizados com pcDNA3, sendo a revelação por DAB. 

Foi utilizado cerca de 600 ng de cada proteína recombinante imobilizada nas membranas.
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Figura 12 – ELISA para detecção de anticorpos IgG, e suas subclasses, a partir do 

soro de animais imunizados com os respectivos plasmídios na formulação de DNA 

recombinante. Foi utilizado o conjunto de soro policlonal obtido dos animais imunizados. 

Em A, títulos de anticorpos totais anti-IgG. Em B, razão das subclasses de IgG detectadas

nos soros dos animais. Foi imobilizado na placa 5 µg/mL de cada proteína recombinante

purificada.
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Figura 13 – ELISA para detecção de anticorpos IgG, e suas subclasses, a partir do 

soro de animais imunizados com os respectivos antígenos na formulação de proteína 

recombinante. Foi utilizado o conjunto de soro policlonal obtido dos animais imunizados. 

Em A, títulos de anticorpos totais anti-IgG. Em B, razão das subclasses de IgG detectadas

nos soros dos animais. Foi imobilizado na placa 5 µg/mL de cada proteína recombinante

purificada.
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Figura 14 – ELISA para detecção dos níveis de IFN-γ produzidos em cultura de 

células de baço de camundongos imunizados. Imunização com os plasmídios pcDNA3 

(controle), p-LACK ou pIgSP-LACK, clonados de L. (V.) braziliensis. Estímulo in vitro

com os antígenos recombinantes: em A, His-LACK (0,1 a 10 µg/mL), e em B, GST-EpLT

(25 µg/mL), GST (25 µg/mL), e His-LACK (10 µg/mL),.
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Figura 15 – ELISA para detecção dos níveis de IFN-γ produzidos em cultura de 

células de baço de camundongos imunizados, concomitante à inibição por anticorpos 

monoclonais. Imunização com os plasmídios pcDNA3 (controle), p-LACK ou pIgSP-

LACK, clonados de L. (V.) braziliensis. A estas culturas foi adicionado Ig de Rato (10 

µg/mL), anti-CD4 (10 µg/mL), anti-CD8 (10 µg/mL), ou anti-CD4 (10 µg/mL) e anti-

CD8 (10 µg/mL). Restímulo in vitro com os antígenos recombinantes: em A, His-LACK 

(10 µg/mL), e em B, GST-EpLT (25 µg/mL). Análise estatítica pelo teste t de student, 

onde * e **, p < 0,05.
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Figura 16 – ELISA para detecção dos níveis de IFN-γ produzidos em cultura de 

células de baço de camundongos imunizados com os antígenos em conjunto ou em 

separado, na formulação de DNA recombinante. Imunização com os plasmídios 

pcDNA3 (controle), pIgSP-LACK, pIgSP-TSA, pIgSP-LeIF e pIgSP-LbSTI1, clonados de 

L. (V.) braziliensis. Estímulo in vitro com os respectivos antígenos recombinantes HIS-

LACK, HIS-TSA, HIS-LeIF e HIS-LbSTI1. Em A, grupo imunizado com pcDNA3 

apenas; e em B, grupos de animais imunizados com os antígenos de interesse em conjunto 

ou em separado. Análise estatítica pelo teste t de student, onde *, p < 0,05.
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Figura 17 – ELISA para detecção dos níveis de IFN-γ produzidos em cultura de 

células de baço de camundongos imunizados com os antígenos em conjunto ou em 

separado, na formulação de proteína recombinante. Imunização com as proteínas 

recombinantes HIS-LACK, HIS-TSA, HIS-LeIF e HIS-LbSTI1 (25 µg de cada proteína), 

sendo adicionado CpG ODN (10 µg por animal) e ALUM (2,5 µL/µg proteína) à

formulação vacinal. Estímulo in vitro com os respectivos antígenos recombinantes (10 µg 

de cada proteína). Em A, grupo imunizado com CpG ODN e ALUM apenas; e em B, 

grupos de animais imunizados com os antígenos de interesse em conjunto ou em separado, 

na devida formulação vacinal. Análise estatítica pelo teste t de student, onde *, p < 0,05.
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Figura 18 – Fotografia de lesão de orelha de camundongos BALB/c 

machos após 7 semanas de infecção com formas promastigotas 

metacíclicas enriquecidas de L. (V.) braziliensis. Os animais foram 

infectados com 1x106 promastigotas gerados em gradiente de Ficoll. A 

infecção foi feita em ambas as orelhas, intradermicamente, num volume de 10 

µL. (n=2).
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Figura 19 – Citometria de fluxo de tecido dérmico infectado por L. (V.) braziliensis.

Camundongos BALB/c foram infectados como descrito na figura 18. Foi analisado o  

número total de células por com marcação para moléculas de superfície CD4 e CD25, após 

7 semanas de infecção. Os camundongos foram analisados separadamente. Não foi 

observado diferença estatística entre as diferentes subpopulações linfocítárias analisadas 

em cada camundongo.
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Figura 20 – Curso de infecção de hamsters Golden machos imunizados com os 

respectivos plasmídios representados na figura, seguidos de infecção por L. (V.)

braziliensis. Os animais foram imunizados com os respectivos antígenos em combinação, 

como representado na figura, em 3 doses intramusculares. Os animais foram desafiados 15 

dias após a última imunização com 1x105 formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Em 

A, imunização com os antígenos pIgSP-LACK e pIgSP-LeIF em conjunto, e pIgSP-TSA e

pIgSP-LbSTI1 em conjunto, além de pcDNA3 (controle); em B, imunização com os 

antígenos pIgSP-LACK, pIgSP-TSA, pIgSP-LeIF e pIgSP-LbSTI1 em conjunto, além de 

pcDNA3 (controle). (n=6). Foi utilizado no desafio a cepa M2903 de L. (V.) braziliensis, 

provindo da Dra. Miriam L. Dorta (UFGO).
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Figura 21 – Curso de infecção de camundongos C57BL/6 fêmeas imunizados com os 

respectivos plasmídios representados na figura, seguidos de infecção por L. (V.)

braziliensis. Os animais foram imunizados com 3 doses de cada plasmídio, em conjunto 

ou em separado como representado na figura, e infectados com 1x105 formas

promastigotas metacíclicas purificadas, s.c., na pata traseira. (n=5). Foi utilizado no 

desafio a cepa M2903 de L. (V.) braziliensis, provindo do laboratório do Dr. Luis Carlos 

C. Afonso (UFOP).



Orelha

Linfonodo de Drenagem

pcDNA3

pIgSP-LACKpcDNA3

pIgSP-LACK

-0,5

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pcDNA3
pIgSP-LACK

Figura 22 – Curso de infecção de camundongos BALB/c imunizados com os 

respectivos plasmídios, seguidos de infecção por L. (V.) braziliensis, e quantificação 

parasitária nos sítios de infecção e drenante. Os animais foram imunizados com 50µg 

de DNA recombiannte em cada orelha, em 2 doses, i.d., e infectados com 1x106 formas

promastigotas metacíclicas purificadas de L. (V.) braziliensis. Em A, curso da infecção; 

em B, quantificação parasitária pelo método de diluição limitante. (n=4). Não foi 

observado diferença estatística nos parâmetros analisados, pelo teste t de student. Foi 

utilizado na infecção a cepa Torrez de L. (V.) braziliensis. 
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Figura 23 – Curso de infecção de camundongos BALB/c imunizados com os 

respectivos antígenos na formulação de DNA e proteína recombinantes, seguido de 

infecção por L. (V.) braziliensis. Em A, imunização com 2 doses dos respectivos 

plasmídios (100 µg por animal) e 1 dose das respectivas proteínas recombinantes (25 µg 

de cada proteína, além de CpG ODN e ALUM); em B, 2 doses de DNA recombinante 

seguido de 2 doses de proteína recombinante, como descrito em A. Os animais foram 

infectados com 1x105 formas promastigotas de fase estacionária de cultura axênica, em 

ambas as orelhas, intradermicamente, num volume de 10 µL. (n=3). Foi utilizado no 

desafio a cepa BA788 de L. (V.) braziliensis.
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Figura 24 – Curso de infecção de camundongos nocautes e selvagens para a molécula 

GITR, infectados por L. (L.) major. Os animais foram infectados com 3x103 formas

promastigotas metacíclicas purificadas do parasita, intradermicamente, em ambas as 

orelhas. A carga genética dos animais nocautes é de camundongos da linhagem C57BL/6. 

O resultado é representativo de 3 experimentos independentes. Análise estatística pelo test

t de Student. (n=4).
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Figura 25 – Citometria de fluxo e ELISA para IFN-γ, dos camundongos nocautes e 

selvagens para GITR infectados com L. (L.) major. Os animais foram infectados como 

descrito na figura 24. Em A, número total de células por citometria de fluxo com marcação 

para moléculas de superfície CD4 e CD25, em B, número de células produtoras de IFN-γ

por citometria de fluxo com marcação intracelular. Para ambas as citometrias, foi feito o 

“gate” em TCR-β antes das respectivas marcações. Em C, ELISA para quantificação de 

IFN-γ no sobrenadante de cultura de células do linfonodo de drenagem restimuladas com 

SLA, nas semanas 5 e 8 pós-infecção. Análise estatística pelo test t de Student.



Figura 26 – Citometria de fluxo para expressão da molécula GITR em 

camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) major. Os animais foram 

infectados como descrito na figura 23, e analisados 4 ou 12 semanas após a 

infecção. Células dérmicas da orelha e células de linfonodo de drenagem foram 

analisadas para expressão de GITR, por células T CD4+CD25+, painel superior, 

e T CD4+CD25-, painel inferior. Foi utilizado anticorpo anti-GITR biotinilado. 

O resultado é representativo de 2 experimentos independentes. (n=4).
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Figura 27 – ELISA para produção de IFN-γ e IL-10 por células de órgãos linfóides de 

camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) major e tratados com anticorpo anti-

GITR. Os animais foram infectados como descrito na figura 24. Após a infecção os 

camundongos foram tratados com 1,0 mg de anticorpo anti-GITR ou anticorpo isotipo

controle, semanalmente durante as 4 semanas avaliadas. Em A, detecção dos níveis de 

IFN-γ em sobrenadante de cultura de células de linfonodo de drenagem restimuladas com 

SLA; em B, detecção dos níveis de IL-10, nas mesmas condições descritas em A. (n=4). 

Análise estatística pelo test t de Student.



Figura 28 – Curso de infecção de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) 

major, e tratados com anticorpo anti-GITR ou IgG isotipo. Os animais foram 

infectados como descrito na figura 24. Após a infecção os camundongos foram tratados 

com 0,5 mg de anticorpo anti-GITR ou anticorpo isotipo controle, duas vezes por semana 

durante as 6 semanas avaliadas. O resultado é representativo de 2 experimentos 

independentes. * p<0,05, teste t de Student. (n=4).
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Figura 29 – Quantificação parasitária em diferentes sítios de camundongos C57BL/6 

infectados com L. (L.) major e tratados com anticorpo anti-GITR ou isotipo controle. 

Os animais foram infectados e tratados com os anticorpos como descrito na figura 28. A 

quantificação foi feita por diluição seriada limitante. Em A, quantificação em células da 

derme da orelha; em B, quantificação em linfonodo de drenagem (retromaxilar). O 

resultado não mostrou diferença estatisticamente significante entre os grupos tratados, pelo

test t de Student. (n=4). Não foi observado diferença estatística entre os diferentes grupos 

de animais, nos parâmetros analisado, e pelo teste t de Student.
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Figura 30 – ELISA para detecção dos níveis de IFN-γ em sobrenadante de 

cultura de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) major e tratados com 

anticorpo anti-GITR ou IgG isotipo. Os animais foram infectados e tratados como 

descrito na figura 28. As células do linofnodo de drenagem foram restimuladas com 

SLA. O resultado é representativo de 2 experimentos independentes. (n=4). Análise 

estatítica pelo test t de Student.
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Discussão 
 

 

O objetivo do trabalho foi explorar se antígenos de Leishmania (V.) 

braziliensis seriam capazes de induzir resposta imune protetora em estratégias de 

imunização, contra a infecção experimental por L. (V.) braziliensis. Um ponto de 

partida para seleção destes antígenos, diante dos vários existentes, foi utilizar 

aqueles previamente descritos sendo utilizados em estratégias vacinais contra 

leishmaniose cutânea, causada por L. (L.) major, e que mostraram serem 

protetores. Assim clonamos os antígenos LACK, TSA, LeIF e LbSTI1, da espécie 

L. (V.) braziliensis, e os utilizamos em diferentes estratégias de imunização 

seguidas de infecção experimental. 

Iniciamos o trabalho analisando a sequência predita de aminoácidos dos 

genes por nós clonados, que revelou haver na sua maioria alta identidade quanto a 

sequência predita de aminoácidos, comparando as sequências das diferentes 

espécies, L. (L.) major e L. (V.) braziliensis. 

Nosso estudo mostrou na análise comparativa que os antígenos LACK, 

LeIF e LbSTI1 são altamente conservados entre as diferentes espécies de 

Leishmania analisadas. As identidades foram de 92% a 98% (Figuras 3, 5 e 6), 

quando comparadas as sequências preditas de aminoácidos das espécies L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) major. Na sequência do antígeno LACK (Figura 3) foi 

observado que a região de reconhecimento por linfócitos T CD4+ de 

camundongos, já descrita na literatura, é altamente conservada entre diferentes 

espécies de Leishmania, incluindo aquelas do gene por nós clonado (L. (V.) 

braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi) (dados não mostrados). 

Na análise comparativa do antígeno TSA, observamos que o mesmo 

apresentou identidade menor que os outros antígenos (83%), quando comparadas 

às seqüências preditas de aminoácidos das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) 

major (Figura 4). 

Foi observado nos estudos realizados que ocorreram algumas substituições 

de resíduos de aminoácidos ao longo das sequências de todos os antígenos 
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analisados comparativamente nas diferentes espécies de Leishmania, sendo que 

algumas destas substituições não alteram as propriedades dos aminoácidos, quanto 

à carga dos mesmos. O antígeno TSA de L. (V.) braziliensis que mostrou ser o 

mais distinto dos antígenos quando comparado à L. (L.) major, mostrou possuir 

várias substituições de aminoácidos, o que pode acarretar na geração de uma 

resposta imune diferenciada daquela já descrita na literatura, quando utilizado o 

antígeno em estratégias de imunização.  

O antígeno LeIF (Figura 5)  mostrou ser o mais idêntico, quando analisadas 

as sequência de aminoácidos, igualmente ao antígeno LACK. Por último, o 

antígeno LbSTI1 também mostrou ser conservado entre as espécies L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) major, apesar da região altamente polimórfica detectada 

durante a comparação (Figura 6). A mesma discrepância nesta sequência é 

observada quando seqüências de diferentes organismos são comparadas, como no 

caso de humanos, leveduras, soja e outras espécies de Leishmania (dados não 

mostrados). 

Em seguida, decidimos melhor caracterizar estes antígenos quanto à 

transcrição dos mesmos nas formas parasitárias promastigotas e amastigotas. 

Observamos em experimentos de “Northern Blot” que todos os antígenos por nós 

estudados estavam sendo expressos em ambas as formas parasitárias, o qual já 

havia sido analisado quanto à espécie L. (L.) major, cujo mRNA nos serviu de 

controle (Figura 7). 

Em seguida foi feita análise de imunolocalização de expressão protéica in 

vivo destes antígenos em parasitas da espécie L. (V.) braziliensis. Assim, 

primeiramente obtivemos as proteínas recombinantes HIS-LACK, HIS-TSA, HIS-

LeIF e HIS-LbSTI1 (Figura 8), e em ensaios de imunização de camundongos com 

as respectivas proteínas, obtivemos o soro policlonal de camundongos e os 

utilizamos nestes experimentos de imunolocalização. 

Formas promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis foram analisadas 

por imunofluorescência indireta ou por microscopia “ConFocal”. Em nossos 
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estudos verificamos que todos os antígenos são expressos em ambas as formas 

parasitárias.  

Observamos que todos os antígenos foram reconhecidos pelo soro dos 

animais, e que estes antígenos apresentaram-se difusamente distribuídos, 

principalmente nas formas promastigotas parasitárias (Figura 9). Já nas formas 

amastigotas observamos um padrão amplamente distribuído com relação aos 

antígenos LACK, LeIF e LbSTI1, ainda mais quando as imagens obtidas foram 

sobrepostas àquelas obtidas no reconhecimento por soro de humanos, mostrando 

assim pontos comuns de reconhecimento pelos soros de camundongos e humanos 

(Figura 10). 

Sabendo então que estes antígenos clonados de L. (V.) braziliensis são 

expressos nas formas promastigotas e amastigotas, assim como possuem 

consideráveis níveis de identidade com os mesmos antígenos de L. (L.) major, 

com os quais estratégias de imunização foram realizadas com sucesso, partimos 

então para experimentos de imunização de animais de laboratório, tanto nas 

formulações de DNA como proteína recombinantes. 

Utilizando vetores de expressão em células eucarióticas contendo os genes 

de interesse, respostas imunes específicas contra as respectivas proteínas 

recombinantes foram geradas após a inoculação intramuscular dos plasmídios. Nós 

observamos que a maioria dos camundongos imunizados com os plasmídios 

contendo os genes foi capaz de desenvolver anticorpos específicos detectados por 

“immunoblot” (Figura 11, em A), onde percebemos que a intensidade do 

reconhecimento dos anticorpos dos animais imunizados com os diferentes 

plasmídios foi extremamente variável. Em várias ocasiões, observamos que os 

soros dos animais imunizados com os plasmídios pIgSP-LeIF e pIgSP-LbSTI1 

reconheceram muito bem as suas respectivas proteínas recombinantes, em 

contraste aos soros dos animais imunizados com os plasmídios pIgSP-LACK e 

pIgSP-TSA, que reconheceram  pobremente as respectivas proteínas 

recombinantes (Figura 11, em B).  
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Como determinado por ELISA, a magnitude da resposta de anticorpos foi 

maior nos animais imunizados com o plasmídio pIgSP-LbSTI1 e com todos os 

plasmídios em conjunto, na formulação de DNA recombinante. Os anticorpos 

gerados pela imunização com os outros plasmídos, pIgSP-LACK e pIgSP-TSA, 

foram indetectáveis em nossos ensaios, e ainda os níveis de anticorpos daqueles 

imunizados com pIgSP-LeIF apesar de serem detectáveis, não se mostraram com 

altos títulos (dados não mostrados). A subclasse predominante de IgG no soro dos 

animais que apresentaram altos títulos de anticorpos, pIgSP-LbSTI1 e todos os 

plasmídios em conjunto, foi IgG2a (Figura 12, em B), sugerindo um predomínio 

de resposta do tipo TH1. 

Interessantemente, no grupo de animais imunizados com todos os 

plasmídios em conjunto, quando foi realizado o experimento de ELISA, os soros 

obtidos dos animais foram reagidos contra cada proteína recombinante em 

separado, como também em conjunto. Observamos nestes soros que apenas contra 

a proteína recombinante LbSTI1 estava sendo gerada a resposta imune humoral, e 

que quando reagidos os soros contra todas as proteínas em conjunto, títulos muito 

similares foram detectados (dados não mostrados). 

Quando animais foram imunizados com as proteínas recombinantes, 

detectamos por ELISA que anticorpos específicos foram gerados em todos os 

grupos de animais, incluindo aqueles imunizados com todas as proteínas em 

conjunto. Magnitudes muito similares quanto aos títulos de anticorpos gerados 

foram observadas, mas com diferentes razões nas subclasses de IgG. Observamos 

que apenas o grupo de animais imunizados com o antígeno TSA apresentou um 

predomínio de resposta humoral típica TH1, com uma razão IgG1/IgG2a com valor 

abaixo de 1,0  (Figura 13, em B). Ao contrário da imunização com DNA 

recombinante, quando os soros dos animais imunizados com todas as proteínas em 

conjunto foram reagidos contra as proteínas recombinantes em separado e em 

conjunto, observamos não haver diferença quanto aos títulos de anticorpos 
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produzidos, mostrando assim uma resposta de igual magnitude contra cada 

proteína neste grupo de animais (dados não mostrados). 

Assim concluímos que a produção de anticorpos nos grupos de 

camundongos imunizados tanto na formulação de DNA quanto proteína 

recombinantes foi específica, mas apresentando diferenças em termos de 

magnitude, especificidade e subclasses de IgG. 

Dados de outros laboratórios mostram haver diferenças na magnitude de 

resposta gerada utilizando os mesmos antígenos, porém clonados de L. (L.) major, 

assim como diferenças nas respostas de subclasses de IgG. Isto conota a 

diversidade de resposta que pode ser obtida quando o mesmo antígeno é utilizado 

em estratégias de imunização, considerando a espécie do qual é obtido este 

antígeno. 

A resposta imune mediada por células foi estimada in vitro através da 

detecção da produção específica de IFN-γ. Quando restimuladas in vitro com as 

respectivas proteínas recombinantes, células de baço de camundongos imunizados 

com os devidos antígenos, em conjunto ou em separado, secretaram níveis 

detectáveis de IFN-γ. 

O nosso trabalho explorou melhor a resposta ao antígeno LACK, já que este 

veio sendo estudado há mais tempo. Inicialmente clonamos este antígeno de L. 

(V.) braziliensis, imunizamos camundongos BALB/c intramuscularmente com os 

plasmídios pc-LACK e pIgSP-LACK, além de pcDNA3 (controle negativo) 

diferindo um do outro quanto a presença da sequência do peptídeo sinal da cadeia 

kappa de imunoglobulina de camundongo, e analisamos a resposta imune gerada. 

Assim, por ELISA, verificamos que a produção de IFN-γ foi dose-dependente 

quanto ao restímulo in vitro, e observamos também que as células esplênicas dos 

animais imunizados com o plasmídio contendo o peptídeo sinal (pIgSP-LACK) 

produziram uma maior quantidade da citocina (Figura 14, em A). 
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Testamos também a produção de IFN-γ frente ao restímulo in vitro com a 

proteína recombinante contendo apenas o epítopo de reconhecimento por 

linfócitos murinos T CD4+. Observamos que a mesma magnitude de resposta é 

gerada tanto no restímulo com o epítopo (GST-EpLT) quanto com a proteína 

recombinante (HIS-LACK), corroborando dados da literatura de que este seja um 

epítopo para reconhecimento por linfócitos murinos (Figura 14, em B). 

Ao determinarmos os subtipos celulares responsáveis pela produção in vitro 

da citocina IFN-γ, observamos que células linfocitárias T CD4+ e T CD8+ durante 

o processo de imunização foram geradas, e que estas respondem de forma similar 

ao restímulo com ambas as proteínas recombinantes (HIS-LACK e GST-EpLT), 

corroborando os experimentos para produção da citocina (Figura 15, em A e B). 

Evidentemente, a diminuição na produção de IFN-γ foi acentuada quando 

anticorpos anti-CD4 foram utilizados nestes experimentos, mostrando assim o 

importante papel deste subtipo para produção da devida citocina. Interessante 

notar que quando o anticorpo anti-CD8 foi utilizado no restímulo com a proteína 

recombinante GST-EpLT, não foi detectada diferença na produção de IFN-γ 

quando comparado ao restímulo com IgG de rato, mostrando assim que este 

epítopo é único e exclusivo para células T CD4+. 

Partimos então para experimentos de imunização com os antígenos de 

interesse. Inicialmente avaliamos a produção da citocina IFN-γ no grupo de 

animais imunizados com os antígenos na formulação de DNA recombinante. 

Detectamos no sobrenadante de cultura in vitro dos esplenócitos de 

camundongos BALB/c imunizados com os antígenos, que houve a produção 

antígeno-específica da citocina em questão. Observamos que o grupo de animais 

imunizados com o plasmídio pIgSP-TSA, durante o restímulo com a respectiva 

proteína recombinante, quando comparado ao restímulo inespecífico (meio 

apenas), não produziu níveis estatisticamente significantes e diferentes de IFN-γ, 

neste ensaio (Figura 16, em B). Mas resultados anteriores mostram ter sido 
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estatisticamente diferente a produção da citocina com relação a este antígeno 

(dados não mostrados). 

Resultados similares quanto a especificidade de produção da citocina foi 

observado quando os camundongos foram imunizados com as respectivas 

proteínas recombinantes, excluindo a imunização com o antígeno LbSTI1, na qual 

não observamos níveis significantes de IFN-γ produzidos, quando o restímulo 

específico foi feito (Figura 17, em B). O ensaio de ELISA foi repetido para este 

antígeno, e novamente obtivemos o mesmo resultado. 

Sendo assim, observamos de uma forma geral que células produtoras de 

IFN-γ foram induzidas pela imunização contendo estes antígenos, tanto nas 

formulações de DNA como proteína recombinantes, com exceção da imunização 

com HIS-LbSTI1. 

O fato de a imunização de camundongos BALB/c contendo os genes por 

nós clonados de L. (V.) braziliensis ter levado a ativação de respostas imunes 

específicas, permitiu-nos determinar se estas imunizações com DNA e proteína 

recombinantes poderiam gerar uma imunidade protetora contra a infecção 

experimental por parasitas do gênero Leishmania.  

Para tanto, obtivemos inicialmente um modelo de infecção experimental 

por L. (V.) braziliensis, o que feito em colaboração com a Dra. Yasmine Belkaid. 

Através de consecutivas infecções intradérmicas, após enriquecimento das formas 

promastigotas metacíclicas, observamos a formação de lesão em camundongos 

BALB/c, no sítio de infecção (orelhas) (Figura 18). Ficou evidente pelos nossos 

resultados que a capacidade de infecção dos parasitas utilizados foi aumentada, já 

que sempre foi utilizado a mesma metodologia e a mesma cepa de L. (V.) 

braziliensis (cepa Torrez), e que nos primeiros experimentos de infecção apenas 

sinais de inflamação eram observados. Há de se esclarecer se alguns clones 

infectivos de L. (V.) braziliensis foram selecionados através de consecutivas 

passagens in vivo dos parasitas, ou se o número de formas promastigotas 
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metacíclicas obtidas para cada infecção foi aumentando, ao passo que estas eram 

enriquecidos. 

Durante o processo de geração de lesão nas orelhas dos camundongos 

infectados, foi observado a formação de nódulos intradérmicos, com consistência 

endurecida, que com o tempo gerou uma lesão ulcerada central, de aspecto raso e 

bordas elevadas (Figura 18). Estes resultados corroboram dados de outro 

laboratório mostrando a formação de lesão ulcerada em orelhas de camundongos 

infectados com L. (V.) braziliensis (cepa BA788) (Moura et al., 2005). 

Observamos em nossos experimentos que ocorreu migração de parasitas do sítio 

de infecção para os linfonodos de drenagem, obtidos por excisão do órgão, 

seguido de maceração e cultivo apropriado para o surgimento de formas 

promastigotas. O pico da infecção avaliado pela mensuração do nódulo formado, 

com a presença ou não de lesão ulcerada, girou em torno da quinta a oitava 

semana pós-infecção, com nódulos medindo de 1,5 a 4,5 mm no maior diâmetro 

(dados não mostrados). 

Em experimentos de imunização contendo os antígenos na formulação de 

DNA, pIgSP-LACK, pIgSP-TSA, pIgSP-LeIF e pIgSP-LbSTI1, além de pcDNA3 

como controle, realizamos infecções experimentais com formas promastigotas de 

cultura de L. (V.) braziliensis (cepa M2903), tanto em hamsters Golden como em 

camundongos C57BL/6, e observamos ao desafio parasitário que não houve 

diferença estatística quanto ao tamanho do nódulo formado no sítio de infecção em 

nenhum dos grupos de animais imunizados, contendo ou não os antígenos. Em 

alguns destes experimentos a associação de todos os antígenos em um dos grupos 

experimentais foi feita, não sendo observado também níveis consideráveis de 

proteção ao desafio parasitário (Figuras de 19 e 20). 

O antígeno LACK foi testado separadamente, em estratégia de imunização 

contendo o plasmídio pIgSP-LACK, além de pcDNA3 como controle. Infecção 

intradérmica nas orelhas dos camundongos BALB/c foi feita com formas 

promastigotas metacíclicas purificadas de L. (V.) braziliensis (cepa Torrez), não 
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sendo observado diferença entre os grupos de animais imunizados, inclusive 

notamos uma tendência a exarcebação do nódulo formado no grupo de animais 

imunizados com o antígeno LACK (Figura 21, em A). Quando medimos a carga 

parasitária, observamos uma tendência no grupo dos animais imunizados com o 

antígeno LACK a possuírem uma maior quantidade de parasitas, tanto na derme 

como nos linfonodos de drenagem, apesar da diferença não ter sido 

estatisticamente relevante (Figura 21, em B e C). 

Em outro experimento, camundongos BALB/c foram imunizados com duas 

doses dos antígenos na formulação de DNA recombinante, seguidos de uma ou 

duas doses dos antígenos na formulação de proteína recombinante, em adição a 

CpG ODN e Alum, e quando estes animais foram desafiados, novamente não 

observamos proteção nas estratégias vacinais utilizadas (Figura 22, em A e B). 

Estes resultados contradizem àqueles obtidos no desafio experimental com 

L. (L.) major, mas corroboram outros trabalhos onde os autores também não 

observaram níveis relevantes de proteção no desafio com outras espécies, 

utilizando-se dos mesmos antígenos por nós clonados.  

Vacinações com o antígeno LACK levaram a imunidade protetora em 

outros modelos experimentais como infecções com L. (L.) amazonensis (Pinto et 

al., 2004), ou L. (L.) infantum (Dondji et al., 2005). Entretanto, em outros modelos 

experimentais não pôde ser observado imunidade protetora. A imunização de 

camundongos BALB/c com o antígeno LACK na presença de rIL-12 não foi capaz 

de conferir proteção contra a infecção com L. (L.) amazonensis (Coelho et al., 

2003). Utilizando o gene do antígeno LACK clonado de L. (L.) donovani, não 

houve um efeito protetor em resposta a imunização com DNA plasmidial, na 

presença ou ausência de DNA plasmidial da citocina IL-12 (Melby et al., 2001). 

Assim como no caso de L. (L.) donovani, animais imunizados com plasmídios 

contendo o gene lack de L. (L.) mexicana e desafiados com estes parasitas não 

apresentaram imunidade protetora significativa. Este resultado contrastou com o 
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de animais imunizados com outros genes (gp63, cpb e gp46) que apresentaram 

proteção parcial no desafio com L. (L.) mexicana (Dumonteil et al., 2002). 

Com relação aos outros antígenos poucos estudos foram desenvolvidos até 

o momento mostrando a capacidade protetora destes em esquemas de imunizações  

com desafio parasitário contra outras espécies de Leishmania. No entanto, mesmo 

na infecção experimental com L. (L.) major, observa-se proteção parcial no uso 

destes antígenos em diferentes estratégias de imunização (revisado por Kubar e 

Fragaki, 2005). 

Alguns autores têm mostrado que o antígeno LeIF na formulação de DNA 

não foi capaz de induzir proteção quando formas amastigotas do parasita foram 

utilizadas no desafio (Ahmed et al., 2004). Ainda mais, neste mesmo trabalho foi 

observado apenas proteção parcial com a imunização com o antígeno LACK. 

Ainda sobre o antígeno LeIF, sabe-se que PBMC de pacientes com leishmaniose 

cutânea são capazes de responder ao antígeno recombinante gerando uma resposta 

tipicamente TH1, e ainda tem sido mostrado ser um importante imunomodulador e 

como um potencial adjuvante em estratégias de imunização devido a sua 

capacidade indutora de IL-12 (Skeiky et al.,1998). Assim pode-se esperar deste 

antígeno que a sua associação a outros possa ser benéfica, mas no entanto 

isoladamente, nós não observamos níveis consideráveis de proteção em animais 

imunizados na formulação de DNA e proteína recombinante. 

Com relação ao antígeno LmSTI1, Campos-Neto e cols, em 2002, 

mostraram que este antígeno gerou apenas uma resposta parcialmente protetora em 

ensaios de imunização seguido de desafio experimental com formas amastigotas e 

promastigotas de L. (L.) major, e somente um nível mais elevado de proteção foi 

obtido na associação ao antígeno TSA, ambos na formulação de DNA plasmidial. 

No entanto, quando rIL-12 foi utilizado em ensaios de imunização foi obervado 

níveis consideráveis de proteção ao desafio parasitário (Campos-Neto et al., 

2001). Ainda mais, este antígeno isoladamente foi capaz de gerar uma resposta 
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mista TH1/TH2 em linfonodos de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) 

major (Webb et al., 1996). 

Em estudos de associação de antígenos sem o uso de adjuvantes, Mendez e 

cols, em 2002, mostraram que o antígeno LACK gerou apenas proteção parcial no 

desafio com L. (L.) major, o mesmo sendo observado quando os antígenos TSA e 

LmSTI1 foram utilizados na imunização. Foi observada completa proteção à 

infecção somente no caso da associação dos três antígenos na formulação de 

DNA. 

Os estudos feitos até agora indicam que um efeito protetor pode ser 

alcançado pela vacinação com estes antígenos em diversos modelos de infecção 

experimental, o que confirma o interesse destes para o desenvolvimento de vacinas 

recombinantes. Entretanto, a imunidade protetora não é reprodutível em vários 

outros modelos experimentais utilizados o que sinaliza a importância de se 

aprofundar os estudos nesta área.  

Além dos antígenos, os adjuvantes a serem utilizados em estratégias de 

imunização são de relevante importância na indução de uma resposta imune 

desejada. Dentro disto vários componentes têm sido utilizados, e dentre eles 

sequências de DNA bacterianos conhecidos por motivos CpG ODN e compostos 

químicos como ALUM. Vários trabalhos mostram a capacidade adjuvante destes 

componentes em diversas estratégias de imunização, mostrando serem de suma 

importância na indução de resposta imune protetora (Rhee et al., 2002; Mendez et 

al., 2003; Kenney et al., 1999; e Shah et al., 2003). 

Em nossos experimentos utilizamos estes adjuvantes concomitantes a 

estratégias de imunização com os respectivos antígenos na formulação de proteína 

recombinante, após imunização com DNA plasmidial, e os nossos resultados 

mostram que níveis de proteção relevante não foram obtidos. 

No aspecto geral de estratégias de imunização, vários autores têm descrito 

os diversos problemas a serem resolvidos antes de uma vacina contra leishmaniose 

venha a ser tornar realidade. Quando organismos complexos como protozoários do 
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gênero Leishmania interagem com o sistema imune, muitos de seus componentes 

são imunogênicos ao hospedeiro, como evidenciado pela indução de anticorpos 

e/ou imunidade celular. No entanto, alguns antígenos não apresentam nenhum 

valor em termos de proteção do hospedeiro ao desafio parasitário. Alguns 

antígenos até mesmo contribuem para a resposta patológica, por exemplo, através 

de reatividade cruzada com moléculas do hospedeiro (revisado por Handman, 

2001). 

Assim, não só estudos de antígenos imunogênicos e protetores assim como 

adjuvantes apropriados devem ser realizados nos diversos modelos de infecção 

experimental, com diferentes espécies de Leishmania, mas também é necessário se 

avaliar o modelo experimental a ser utilizado, e dentro disto tentar desvendar quais 

são os caminhos que levam a uma imunidade protetora neste modelo. Isto 

explicaria o por que de certos antígenos e estratégias de imunização serem eficazes 

num determinado modelo, mas não em outro; e isto é o que observamos dos 

resultados obtidos por nós. 

Neste contexto e sob o ponto de visto evolucionário, estudos indicam uma 

origem neotrópica (novo mundo) para as espécies de Leishmania. Em análises 

filogenéticas baseadas em abordagens toxonômicas numéricas como a comparação 

de sequências de DNA e eletroforese de isoenzimas multilocus, mostram que a 

divergência entre os complexos de Leishmania ocorreu há cerca de 40-80 milhões 

de anos atrás. A distância filogenética entre L. (L.) mexicana/L. (L.) amazonensis e 

L. (L.) major, ambas causadoras de leishmaniose cutânea, é essencialmente 

idêntica à distância tanto de L. (L.) mexicana/L. (L.) amazonensis ou L. (L.) major 

em relação a L. (L.) donovani, que causa a forma visceral da doença. Assim, as 

espécies causadoras de leishmaniose cutânea (Novo Mundo-Velho Mundo) são tão 

diferentes uma da outra, como elas são daquelas que causam a forma visceral. 

Ainda mais, características epidemiológicas das diferentes espécies de Leishmania 

envolvem uma considerável faixa de hospedeiros reservatórios e insetos vetores. 

Os reservatórios mamíferos conhecidos giram em torno de várias ordens e são de 
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alguma maneira, seletivos para as espécies de Leishmania. Assim, não deve ser 

supreendente que fatores de virulência e imunogenéticos dos hospedeiros que 

controlam a resistência e suscetibilidade, variem enormemente entre as espécies de 

Leishmania transmitidas. A diferença entre as espécies fica mais evidente em 

comparação entre os complexos L. major, L. mexicana e L. donovani, onde vários 

genes operando no mesmo nível de ambas as respostas imunológicas, inata e 

adaptativa do hospedeiro, controlam a infecção experimental em hospedeiros 

murinos suscetíveis. Apesar de alguns destes genes, como exemplo os genes H-2 e 

H-11, estarem comumente envolvidos no controle da infecção pelas espécies 

destes três complexos já mencionados, nem todos os genes parecem contribuir 

igualmente no controle da infecção por todas as espécies de Leishmania. O 

antígeno NRAMP/Lsh (cromossomo 1), que controla a suscetibilidade/resistência 

inata durante infecção por espécies do complexo L. donovani, parece não 

influenciar no desenvolvimento da doença causada pelas espécies do complexo L.  

major, mas sim para infecção por espécies do complexo L. mexicana. Em 

conclusão, a suscetibilidade a doença causada por diferentes espécies de 

Leishmania parece ser regulada por múltiplos e distintos loci gênicos. Assim, não 

surpreende que também difiram na regulação imune da doença e/ou cura para cada 

espécie, os fatores de virulência (revisado por McMahon-Pratt & Alexander, 

2004). 

Fica evidente assim que diferentes espécies de Leishmania podem causar 

diferentes fenótipos patológicos em diferentes modelos de infecção, quanto à 

utilização de determinados antígenos. Foi o que observamos de nossos resultados 

onde os respectivos antígenos de L. (V.) braziliensis por nós clonados, não foram 

capazes de conferir proteção ao desafio homólogo seguido de diferentes 

estratégias vacinais, mesmo quando nós utilizamos potentes adjuvantes. 

Assim fica difícil basear-se num modelo descrito na literatura, com seus 

respectivos resultados obtidos a partir da utilização de antígenos parasitários em 
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estratégias de imunização na infecção experimental por uma espécie de 

Leishmania, e querer extender estes resultados em um outro modelo.  

Enfatizamos a necessidade de se esclarecer quais os mecanismos e o papel 

dos distintos componentes celulares que contribuem para a resolução ou 

disseminação de leishmaniose causada por L. (V.) braziliensis, em pacientes e em 

modelos animais. Dentro disto, vários autores têm proposto que uma exarcebada 

reação inflamatória guiada por células T CD4+ e T CD8+ desempenha um papel 

central na patologia. É controverso ainda o quanto células T CD8+ são benéficas 

ou prejudiciais na resposta imune gerada na leishmaniose mucocutânea, além da 

participação de células T CD4+ na indução e geração destas células T CD8+. 

A fim de melhorarmos a resposta imune efetora gerada contra a infecção 

por Leishmania, resolvemos investigar o papel de células reguladoras neste 

processo. Assim, como já descrito na literatura, decidimos controlar o número de 

células reguladoras (CD4+CD25+), ou até mesmo a sua função, através de 

tratamentos com anticorpos monoclonais. Para tanto, utilizamos o anticorpo anti-

GITR que parece modular a resposta imune durante a infecção. 

Iniciamos através da investigação de camundongos nocautes para esta 

molécula (GITR), e observamos que estes animais foram mais resistentes à 

infecção por L. (L.) major (Figura 23), assim como observamos um aumento no 

número de células T CD4+ e T CD8+ presentes no sítio de infecção, com um 

aumento no número de células T CD4+ produtoras de IFN-γ, além de que no 

linfonodo de drenagem, após a oitava semana de infecção, havia um aumento na 

produção desta citocina pelas células linfocitárias drenantes (Figura 24, de A a C). 

Verificamos que durante a infecção por L. (L.) major em animais selvagens, 

a expressão da molécula GITR estava aumentada nas células reguladoras, quando 

comparado a células efetoras. Este aumento da expressão se deu nas fases crônica 

e aguda da infecção, tanto no sítio de infecção como nos linfonodos drenantes, 

sendo as células reguladoras, o subtipo celular com aumento pronunciado na 

expressão da molécula. Apesar da diminuída expressão na superfície das células 
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efetoras, esta expressão foi evidente em todos os parâmetros analisados, sendo que 

no linfonodo de drenagem foi observado menor expressão da molécula pelas 

células efetoras (CD4+CD25-) (Figura 25). 

Sendo assim, especulamos que as células reguladoras poderiam ser o alvo 

principal da ação de anticorpos anti-GITR, os quais possuem função agonista, e 

com isto, tratamos camundongos C57BL/6 com 1,0 mg do anticorpo 

semanalmente, durante toda a infecção, e quando verificamos a produção das 

citocinas importantes que resultam em resistência e suscetibilidade à infecção por 

L. (L.) major, sendo IFN-γ e IL-10 respectivamente, observamos que células do 

linfonodo de drenagem estavam produzindo maior quantidade de IFN-γ e menor 

quantidade de IL-10, nos animais tratados com anti-GITR, quando comparado 

aqueles tratados com o anticorpo isotipo controle (Figura 26). 

Assim tratamos os animais novamente com o anticorpo anti-GITR ou 

isotipo controle, duas vezes por semana, durante todo o processo de infecção e 

verificamos que aqueles tratados com o anticorpo anti-GITR foram mais 

resistentes à infecção por L. (L.) major (Figura 27). Quando quantificamos a carga 

parasitária observamos haver uma tendência nos animais tratados com anti-GITR a 

terem uma menor quantidade de parasitas, tanto no sítio de infecção, quanto no 

linfonodo de drenagem (Figura 28, em A e B). Quando analisamos a produção de 

IFN-γ pelas células do linfonodo de drenagem, observamos que o grupo dos 

animais tratados com anti-GITR estavam produzindo uma maior quantidade da 

citocina (Figura 29). 

Concluímos destes resultados que o controle de células reguladoras por 

intermédio da utilização de anticorpos monoclonais anti-GITR, foi um veículo 

para obtermos uma melhor resposta imune efetora durante infecção experimental 

com L. (L.) major.  

Seria de grande valia realizar estudos com o objetivo de checar os efeitos de 

anticorpos anti-GITR na infecção experimental com L. (V.) braziliensis, incluindo 

estudos em pacientes leishmanióticos, para se elucidar o possível efeito 

 135



Discussão 
 

terapêutico destes anticorpos em processos infecciosos e estratégias de 

imunização. 

Em estudos realizados com pacientes infectados com L. (V.) braziliensis, 

contendo a forma cutânea da doença, observou-se um grande número de células T 

reguladoras que expressam marcadores típicos deste subtipo celular como CD25, 

CTLA-4, FoxP3 e GITR, além de estarem produzindo grande quantidade de IL-10 

e TGF-β, nas lesões dérmicas. Interessantemente, estas células reguladoras 

derivadas do sítio da lesão suprimiram significante in vitro a resposta proliferativa 

de células T induzidas por fitohemaglutinina. Estes resultados sugerem que há um 

acúmulo de células T reguladoras funcionais no sítio de infecção por Leishmania 

em humanos, e que possivelmente contribuam para o controle local das funções de 

células T  efetoras (Campanelli et al., 2006). 

Já no modelo murino suscetível à infecção experimental com L. (L.) 

amazonensis, sabe-se que células T CD4+ de perfil TH1 medeiam a patogênese, 

sugerindo assim um mecanismo único de suscetibilidade à doença. No estudo de 

células reguladoras, observou-se que estas acumulam no sítio da lesão desde a fase 

inicial da infecção, e que produzem IL-10, e neste contexto suprimem a 

proliferação e produção de citocinas (IL-2 e IFN-γ) por células efetoras. Quando 

foi feita transferência adotiva de Treg para animais singenêicos, antes da infecção, 

observou-se uma redução significativa no desenvolvimento da doença; já a 

transferência de esplenócitos de camundongos “naive” depletados de Treg para 

camundongos deficientes em células T e B, observou-se um fenótipo mais 

sucetível em comparação aos animais que receberam esplenócitos controle (Ji et 

al., 2005). 

Pode-se atribuir assim um papel intrigante para as células reguladoras nas 

respostas imunológicas à infecção por Leishmania sp do Novo Mundo, 

enfatizando-se a existência de um balanço entre Treg e Tef na determinação da 

resolução da doença. Sendo assim, o uso de anticorpos específicos para as 

moléculas expressas por ambas populações linfocitárias (Treg e Tef), como o anti-
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GITR, deve ser realizado com cautela, pois há a necessidade de se elucidar os 

mecanismos envolvidos nas interações celulares, por intermédio deste. 

As vias de sinalização que ocorrem no engajamento de anticorpos anti-

GITR ao seu receptor em células T CD4+CD25- (Tef) e em células T CD4+CD25+ 

(Treg, incluindo aquelas Foxp3+) não é conhecido ainda, mas há um consenso que 

o efeito de anticorpos monoclonais anti-GITR tenha uma função agonista nestes 

tipos celulares, costimulando células efetoras, e suprimindo a função de células 

reguladoras (Shevack & Stephens, 2006). Já foi verificado in vivo o papel do 

engajamento de GITR ao seu ligante (GITR-L) em modelos murinos de infecção 

por HSV (“Herpes Simplex Virus”), sendo observado que o tratamento com 

anticorpos anti-GITR aumentou a resposta de células T específicas ao vírus, 

resultando em lesões inflamatórias severas (Suvas et al., 2005). 

Em tratamentos experimentais em camundongos contendo tumores, foi 

observado que a injeção intravenosa ou diretamente no sítio do tumor provocou 

uma potente imunidade específica com erradicação do tumor. Foi observado 

também que houve um grande infiltrado no tumor de células T CD4+ e T CD8+, 

incluindo aquelas secretoras de IFN-γ, além de um aumento no número destas 

células nos baços dos animais (Ko et al., 2006). 

Em outro estudo sobre GITR foi observado que células NKT expressam 

constitutivamente esta molécula. Há também um aumento na expressão desta 

quando estimuladas via TCR. Experimentos através do uso de anticorpos anti-

GITR foi capaz de costimular células NKT para secreção de grandes quantidades 

de IFN-γ, em comparação ao grupo controle. No modelo de hipersensibilidade à 

pneumonia, foi demonstrado in vivo que o engajamento de GITR ao seu receptor 

em células NKT aumentou a resposta imune inflamatória (Kim et al., 2006). 

Em estudos de imunização anti-tumoral, com DNA plasmidial efetivo 

contra o modelo murino experimental de melanoma B16, foi observado que o 

tratamento com anticorpos anti-GITR durante a segunda dose da vacina, aumentou 

a resposta de células T CD8+ contra antígenos do melanoma, assim como 
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aumentou a proteção ao desafio fatal com o tumor, prolongando a persistência de 

células T CD8+ tumor-específicas, e o “recall” destas células após um reforço 

vacinal. Foi observado que o efeito da administração de anticorpos anti-GITR na 

resposta de células T CD8+ induzidas pela vacina foi parcialmente independente 

de células T CD4+, mostrando assim um efeito costimulatório direto destes 

anticorpos sobre as células T CD8+ (Cohen et al., 2006). 

Fica evidente desta forma que a inibição à supressão de células reguladoras 

através do uso de anticorpos monoclonais anti-GITR, favoreçe a resposta imune 

efetora dirigida por células T CD4+ e T CD8+ produtoras de IFN-γ, assim como 

outros tipos celulares como células NKT. Além disto, o seu uso como adjuvante 

vacinal parece ser adequado no intuito de se obter uma melhor resposta imune 

efetora destas células T, podendo atuar tanto no âmbito da resposta imune primária 

como de memória. Ainda, em processos infecciosos em que para sua resolução 

necessita-se de uma resposta imunológica inflamatória adequada e competente, o 

uso de anticorpos anti-GITR pode ser favorável. 
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Dos experimentos de vacinação contra a leishmaniose cutânea concluímos 

que: i) os quatro antígenos por nós clonados de L. (V.) braziliensis possuem 

potencial para utilização em estratégias de imunização contra infecção 

experimental por parasitas do gênero Leishmania; ii) as diferentes estratégias de 

imunização utilizadas não foram capazes de induzir significativa imunidade contra 

a infecção experimental por L. (V.) braziliensis. 

Dos experimentos sobre o papel do GITR na leishmaniose cutânea pudemos 

concluir que a molécula GITR tem um papel crítico durante a leishmaniose 

cutânea causada pela L. (L.) major, e que anticorpos anti-GITR tem um potencial 

para serem utilizados em estratégias de vacinação contra a leishmaniose cutânea 

potencializando a resposta imune específica.  
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ABSTRACT

Obligatory intracellular parasites such as Plasmodium sp, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii and Leish-

mania sp are responsible for the infection of hundreds of millions of individuals every year. These parasites

can deliver antigens to the host cell cytoplasm that are presented through MHC class I molecules to protec-

tive CD8 T cells. The in vivo priming conditions of specific CD8 T cells during natural infection are largely

unknown and remain as an area that has been poorly explored. The antiparasitic mechanisms mediated by

CD8 T cells include both interferon-γ -dependent and -independent pathways. The fact that CD8 T cells are

potent inhibitors of parasitic development prompted many investigators to explore whether induction of these

T cells can be a feasible strategy for the development of effective subunit vaccines against these parasitic

diseases. Studies performed on experimental models supported the hypothesis that CD8 T cells induced

by recombinant viral vectors or DNA vaccines could serve as the basis for human vaccination. Regimens

of immunization consisting of two different vectors (heterologous prime-boost) are much more efficient in

terms of expansion of protective CD8 T lymphocytes than immunization with a single vector. The results

obtained using experimental models have led to clinical vaccination trials that are currently underway.

Key words: CD8, parasites, immunity, vaccine.

INTRODUCTION

The population at risk of infection by obligatory in-

tracellular parasites is estimated at billions of in-

dividuals living mostly in tropical and subtropical

regions of the world where these parasites are en-

demic.

Plasmodium falciparum is responsible for the

larger burden of malaria, an estimated 300 million

Correspondence to: Maurício M. Rodrigues
E-mail: mrodrigues@ecb.epm.br

cases of the disease per year that result in the death

of more than 1 million people, mostly African chil-

dren under the age of five. Altogether, the other

most important intracellular parasites (Plasmodium

vivax, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii and

Leishmania sp) are not responsible for as many in-

fections or kill as many individuals as P. falciparum.

Nevertheless, they are responsible for infecting mil-

lions of individuals yearly causing enormous social

distress and economic losses.
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Although the pattern of disease transmission,

infection and mortality caused by these obligatory

intracellular parasites has changed in the past 50

years, worldwide they had never been a greater prob-

lem than they are today. In developing countries,

these circumstances are very unlikely to improve in

the next ten years. In view of these problems, the

development of new strategies for prevention and

control of these diseases are in great need.

Mass vaccination against these parasitic infec-

tions is not available. Research in this field can be

considered important because in the future vaccines

may complement other strategies such as chemo-

therapy, vector control etc., for the prevention and

control of these parasitic diseases. Based on this

conviction, studies on the mechanisms of host pro-

tective immunity and its target antigens have been

pursued by immuno-parasitologists for the last 50

years.

HISTORICAL BACKGROUND

Pioneering studies performed in the sixties by

Dr. Ruth S. Nussenzweig and collaborators at New

York University firmly established that immuniza-

tion with radiation-attenuated sporozoites could

confer an exceptional degree of protection against

experimental infection with viable sporozoites of

Plasmodium berghei, a species that causes malaria

in rodents. In the following decades, this work

was extended to several other host species includ-

ing humans. Individuals immunized with radiation-

attenuated sporozoites of P. falciparum develop a

protective immunity that is sterile, long lived and

prevents the development of any symptom of the

disease (Hoffman et al. 2002). Because of these

exceptional attributes, this type of immunity would

be ideal for an effective vaccine against malaria.

In 1987 and 1988, two groups independently

reported that the immunity induced in mice by

radiation-attenuated sporozoites was dependent on

CD8 T lymphocytes (Schofield et al. 1987, Weiss et

al. 1988). It was the first evidence that this subpop-

ulation of lymphocytes participates in the immunity

against any form of a parasite. In the subsequent

years, it was described that CD8 T cells also partic-

ipate in immunity to infections caused by other in-

tracellular parasites such as Toxoplasma gondii and

Trypanosoma cruzi. In the case of Leishmania sp,

the participation of CD8 T cells is more controver-

sial; however, very recent studies have implicated

CD8 T cells in the pathogenesis and immunity of

certain types of cutaneous infection (Belkaid et al.

2002).

The definition of the importance of CD8 T lym-

phocytes in the immunity against these intracellular

protozoan parasites has opened a new direction in

the studies of the immunologic mechanisms of re-

sistance to parasitic diseases. From a practical point

of view, it may have important implications in the

development of vaccines against these parasitic dis-

eases.

CD8 T CELLS AS AN IMPORTANT MECHANISM
MEDIATING PROTECTIVE IMMUNITY AGAINST

INTRACELLULAR PARASITIC INFECTIONS

Malaria Liver Stages

The importance of CD8 T lymphocytes in the resis-

tance to infection against a challenge with malaria

sporozoites was demonstrated in several studies per-

formed during the last 15 years. In initial studies,

BALB/c mice immunized with radiation-attenuated

sporozoites were depleted of CD8 T cells before a

challenge with viable sporozoites of P. yoelii. CD8-

depleted immunized mice became completely sus-

ceptible to infection (Weiss et al. 1988). This study

demonstrated that in the absence of CD8 T lympho-

cytes, other immunological mechanisms induced by

radiation-attenuated sporozoites were not capable to

promote resistance against the infection.

To further study the importance of CD8 T cells

in the immunity to experimental malaria, T cell

clones were obtained from spleen cells of BALB/c

mice immunized with radiation-attenuated P. yoelii

sporozoites. CD8 T cell clones were generated and

characterized in vitro in terms of phenotype and

specificity. These clones were Thy1+, αβ T-Cell

Receptor+, CD4- and CD8+ and they recognized
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with high affinity a synthetic peptide represented by

amino acids SYVPSAEQI present in the C-terminal

portion of P. yoelii CS protein (Rodrigues et al.

1991).

In vitro these CD8 T cells presented intense

lytic activity and capacity of inducing DNA degra-

dation of H-2kd target cells in the presence of the

malaria peptide. In addition, these cells secrete large

amounts of IFN-γ , TNF-α and the enzyme BLT-

esterase when stimulated by the antigen in vitro (Ro-

drigues et al. 1991, 1992). Most important, when

adoptively transferred to naïve BALB/c mice, some

of these clones were capable to provide specific im-

munity against the challenge with viable P. yoelii

sporozoites (Rodrigues et al. 1991, 1992).

To demonstrate that liver stages of the malaria

parasite were in fact targets for the immunity me-

diated by these CD8 T lymphocytes, an assay was

developed to quantify the P. yoelii rRNA in RNA

isolated from livers of mice infected with P. yoelii.

Using this assay it was possible to demonstrate that

there was a reduced amount of parasite rRNA in the

liver of animals that received cells of a CD8 T cell

clone 20 hours after the challenge with sporozoites.

In contrast, control animals that did not receive T

cells presented large amounts of parasite rRNA in

their livers (Rodrigues et al. 1991).

CD8 T cells specific for epitopes present

within the P. falciparum liver stage antigens

have been commonly observed in humans immu-

nized with radiation-attenuated sporozoites of P. fal-

ciparum (Doolan et al. 1997). Whether these cells

are as important for human protective immunity as

seen in the mouse model of infection cannot be di-

rectly addressed experimentally. Nevertheless, it is

very likely that they actively participate in the pro-

tective immunity observed in human vaccinees.

During natural infection in humans, CD8 T

cells specific for epitopes present within different

plasmodial antigens have been detected in many in-

dividuals with previous contact with P. falciparum

(Hill et al. 1992, Aidoo et al. 1995, Plebanski et al.

1997, Gonzalez et al. 2000). Because these indi-

viduals do not develop sterile immunity against re-

infection, these CD8 T cells do not seem to provide

a degree of protective immunity similar to the one

observed in individuals vaccinated with radiation-

attenuated sporozoites of P. falciparum. Whether

this is a matter of specificity or quantity of specific

T cells it is unknown. Alternatively, mechanisms

of parasite evasion of the immune response that are

absent after immunization with radiation-attenuated

sporozoites of P. falciparum may operate during nat-

ural human infection.

Trypanosoma cruzi

The importance of CD8 T cells in the nat-

urally acquired immunity to T. cruzi infection was

determined by the use of genetically modified mice

that do not express either MHC class I or the CD8

molecule. These two genetically deficient mouse

strains are highly susceptible to infection, being un-

able to control acute parasitemia (Tarleton et al.

1992, Rottenberg et al. 1993).

Subsequent studies generated CD8 T-cell lines

specific for an epitope of trypomastigote surface

antigen-1 (TSA). These T-cell lines were Thy1+,

αβ T-cell receptor+, CD4- and CD8+. In vitro these

CD8 T cells presented intense lytic activity against T.

cruzi-infected target cells. These cells also secreted

large amounts of IFN-γ and TNF-α when stimulated

with the antigen in vitro (Wizel et al. 1997). When

adoptively transferred to naïve mice, they provided

specific immunity against the challenge with infec-

tive forms of T. cruzi (Wizel et al. 1997).

T. cruzi is a parasite that persists for long pe-

riods of time causing a chronic inflammatory dis-

ease. Under certain circumstances T cells exacer-

bate the immune response causing an increase in

tissue pathology or autoimmunity (Soares et al.

2001a). However, this autoimmune response has

been associated with CD4 Th1 cells (dos Santos et

al. 1992, Soares et al. 2001b).

As mentioned above, in the murine model,

the adoptive transfer of large amounts of IFN-γ -

producing CD8 T cells specific for a parasite epi-

tope significantly reduced infection and promoted

survival of mice against a lethal infection with T.
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cruzi (Wizel et al. 1997). These results indicate that

IFN-γ -producing CD8 T cells did not aggravate in-

flammatory reactions or autoimmunity, but rather

promoted elimination of the parasites.

During natural infection in humans, CD8 T

cells specific for T. cruzi have been detected in most

individuals in the chronic phase of infection (Wizel

et al. 1998b). Also, there is an association of an

increase in CD8 T cells with the presence of T. cruzi

antigens in chronic human chagasic myocarditis

(Higuchi et al. 1997).

Although it is difficult to prove definitively that

these cells are important in host resistance, it is plau-

sible to believe that they exert an antiparasitic role

similar to that seen in the mouse model of infection.

Toxoplasma gondii

Early studies by the group of Kasper and collabora-

tors demonstrated that mice and humans immune to

T. gondii develop CD8 T cells that recognize para-

site antigen presented by antigen-pulsed or infected

target cells. These CD8 lymphocytes proliferate, se-

crete IFN-γ , lyse the target cells and block the mul-

tiplication of parasites in vitro (Khan et al. 1988,

1990).

In subsequent years, the concept that CD8 T

cells are a very important effector mechanism

against this parasitic infection became well estab-

lished (reviewed by Denkers and Gazzinelli 1998).

In mice vaccinated with an attenuated strain of T.

gondii (ts-4), the depletion of CD8T cells was shown

to partially abrogate resistance to infection with a

highly virulent strain of the parasite. Among the αβ

T lymphocytes, CD8 T cells seem to be the major

effector mechanism because the depletion of CD4 T

cells fails to produce any detectable loss of immu-

nity. Nevertheless, both subpopulations of T lym-

phocytes cooperate in the immune response because

the depletion of CD4 and CD8 T cells renders mice

immunized with attenuated T. gondii ts-4 completely

susceptible to infection (Gazzinelli et al. 1991).

The importance of CD8 T cells in the resistance

to murine toxoplasmosis was confirmed in parallel

studies in which CD4-depleted T lymphocytes were

adoptively transferred to naïve athymic recipients.

These cells (mainly CD8 cells) led to a significant

increase in mouse survival after infection and a sig-

nificant reduction in the formation of brain cysts

(Parker et al. 1991). Finally, the importance of CD8

T cells was demonstrated by the adoptive transfer of

T cell clones specific for a T. gondii antigen. αβ T-

cell receptor+, CD4- and CD8+ T cells specific for

the P30 (Sag1) antigen conferred a high degree of

protective immunity against a lethal challenge with

T. gondii (Khan et al. 1994).

Several lines of evidence implicate T lympho-

cytes in pathologic changes associated with acute

infection in mice. Most evidence pointed at lym-

phocytes of the CD4 subset and granulocytes dur-

ing this detrimental inflammatory response that can

be the cause of death. Therefore, so far, CD8 T

cells seem to be associated with a particularly ben-

eficial immune response by the host, being unable

to cause significant pathology (reviewed by Denkers

and Gazzinelli 1998).

Leishmania sp.

Years of studies have been unable to firmly establish

that CD8 T cells are required for naturally acquired

immunity against Leishmania sp. This is not un-

expected because it is well established that MHC

class II restricted CD4 T cells are extremely dom-

inant during the development of immunity against

Leishmania sp. The importance of CD4 T cells was

illustrated in studies using mice deficient for the ex-

pression of CD8 or class II MHC molecules. After

primary subcutaneous infection with L. major, CD8-

deficient mice controlled the infection for over 1 year

(Huber et al. 1998). On the other hand, mice geneti-

cally deficient for MHC class II are highly suscepti-

ble to infection (Locksley et al. 1993). These results

support the notion that in the absence of CD8 T cells,

other cell types (mainly class II restricted helper T

cells) could provide an efficient control of a primary

infection with L. major.

In spite of these earlier observations, very re-

cent studies using low doses of L. major promastig-

otes inoculated into a dermal site (ear dermis) de-
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monstrated that CD8 T-cell-deficient mice failed to

control parasite growth. Also, these animals had

a minor and delayed dermal pathology when com-

pared to wild-type animals. In this model of infec-

tion, reconstitution of resistance was obtained when

both CD4 and CD8 T cells were adoptively trans-

ferred. This study strongly suggests that CD8 T

lymphocytes participate in both the pathology and

immunity to primary infection with L. major in the

skin (Belkaid et al. 2002).

These results are in agreement with a number of

previous observations indicating that specific CD8

T cells are primed during natural infection or vacci-

nation in humans. When re-stimulated in vitro with

Leishmania antigens, human CD8 T cells secrete

IFN-γ , an important mediator of resistance against

certain types of infection with Leishmania sp (De

Luca et al. 1999, Bottrel et al. 2001, Pompeu et al.

2001). Also, in individuals that develop the mucocu-

taneous form of the disease, CD8 T lymphocytes are

highly cytolytic in vitro against Leishmania-infected

macrophages (Brodskyn et al. 1997).

Together with the evidence obtained recently

with the murine model of infection, it seems that

CD8 T cells participate in both the pathogenesis and

immunity to cutaneous and mucocutaneous Leish-

maniasis. Nevertheless, the importance of these

cells in relation to CD4 T cells is far from clear and

remains to be further elucidated.

IDENTIFICATION OF THE EPITOPES
RECOGNIZED BY PROTECTIVE CD8 T CELLS

IN MICE AND HUMANS

Malaria Liver Stages

Initial studies using the mouse model of malaria

searched for CD8 epitopes in the only protein that

had its primary structure known at that time, the CS

protein. As a source of CD8 lymphocytes, spleen

cells of mice vaccinated with radiation-attenuated

sporozoites were used because these animals de-

velop strong protective immunity against the infec-

tion. So far, to our knowledge, in mice vaccinated

with radiation-attenuated sporozoites, CD8 lympho-

cytes were specific for a single epitope found in the

C-terminal region of the P. berghei or P. yoelii CS

protein (Romero et al. 1989, Rodrigues et al. 1991,

1992). This epitope is recognized by CD8 T cells

restricted by H-2 Kd molecules.

Figure 1 shows an outline of the P. yoelii CS

protein with its different immunodominant epitopes

recognized by antibodies (lymphocytes B) or CD4

or CD8 T lymphocytes. The epitopes of P. yoelii

CS protein are important because the infectivity of

P. yoelii sporozoites is comparable to that of P. fal-

ciparum, the most virulent human malaria parasite.

Due to these characteristics, P. yoelii infection in

mice is considered a valuable model for studies of

preclinical development of subunit vaccines (see be-

low).

Similar to the mouse studies, epitopes recog-

nized by human CD8 T cells from individuals vac-

cinated with radiation-attenuated sporozoites of P.

falciparum were initially identified within the CS

protein of this human malaria parasite (Malik et

al. 1991). In subsequent studies, CD8 epitopes

were also found in several other distinct antigens

expressed in liver stages of P. falciparum (Doolan

et al. 1997, Wizel et al. 1995a,b, Kumar et al.

2001). Currently a total of 35 epitopes have been

described in different liver stage proteins of P. fal-

ciparum recognized by CD8 T cells from individu-

als of diverse HLA haplotypes vaccinated with

radiation-attenuated sporozoites (Table I).

In addition to CD8 epitopes recognized by

T cells from individuals vaccinated with radiation-

attenuated sporozoites, other epitopes were deter-

mined using cells collected from individuals natu-

rally exposed to malaria (Hill et al. 1992, Aidoo

et al. 1995, Plebanski et al. 1997). A list of the

CD8 epitopes described in the distinct liver stage

antigens of P. falciparum is depicted in Table II. As

can be noticed, some of these epitopes are common

to the ones mapped in individuals vaccinated with

radiation-attenuated sporozoites. New epitopes rec-

ognized by individuals of the HLA-A2.1 haplotype

have been recently described suggesting that the

number of CD8 epitopes might be underestimated

(Gonzalez et al. 2000).
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TABLE I

Epitopes on P. falciparum liver stage proteins recognized by CD8 T cells from volunteers
vaccinated with radiation-attenuated sporozoites of P. falciparum.

Protein Residues HLA Sequence Ref.

CS 368-390 KPKDELDYENDIEKKICKMEKCS Malik et al. 1991

CS 310-319 A1.31 EPSDKHIKE Kumar et al. 2001

CS 394-402 A2.386 GLIMVLSFL Doolan et al. 1997

CS 7-16 A2.7 ILSVSSFLFV Doolan et al. 1997

CS 344-353 A3/11.336 VTCGNGIQVR Doolan et al. 1997

CS 285-294 B7.285 MPNDPNRNV Doolan et al. 1997

TRAP 1-15 A2 MNHLGNVKYLVIVFL Wizel et al. 1995b

TRAP 46-60 A2 EVDLYLLMDCSGSIR Wizel et al. 1995b

TRAP 121-135 A2 LLSTNLPYGKTNLTD Wizel et al. 1995b

TRAP 126-140 A2 LPYGKTNLTDALLQV Wizel et al. 1995b

TRAP 131-145 A2 TNLTDALLQVRKHLN Wizel et al. 1995b

TRAP 136-150 A2 ALLQVRKHLNDRINR Wizel et al. 1995b

TRAP 221-235 A2 ENVKNVIGPFMKAVC Wizel et al. 1995b

TRAP 281-295 A2 CEEERCLPKREPLDV Wizel et al. 1995b

TRAP 286-300 A2 CLPKREPLDVPDEPE Wizel et al. 1995b

TRAP 521-535 A2 ALLACAGLAYKFVVP Wizel et al. 1995b

TRAP 546-560 A2 APFDETLGEEDKDLD Wizel et al. 1995b

TRAP 551-565 A2 TLGEEDKDLDEPEQF Wizel et al. 1995b

TRAP 107-115 B8 ASKNKEKAL Kumar et al. 2001

TRAP 109-117 B8 KNKEKALII Kumar et al. 2001

TRAP 14-23 A2 FLIFFDLFLV Doolan et al. 1997

TRAP 522-531 A3 LLACAGLAYK Doolan et al. 1997

TRAP 523-531 A3 LACAGLAYK Doolan et al. 1997

TRAP 539-548 B7 TPYAGEPAPF Doolan et al. 1997

EXP1 80-88 A2 VLAGLLGNV Doolan et al. 1997

EXP1 2-10 A2 KILSVFFLA Doolan et al. 1997

EXP1 83-91 A2 GLLGNVSTV Doolan et al. 1997

EXP1 91-100 A2 VLLGGVGLVL Doolan et al. 1997

EXP1 10-18 A3 ALFFIIFNK Doolan et al. 1997

LSA1 94-102 A3 QTNFKSLLR Doolan et al. 1997

LSA1 105-113 A3 GVSENIFLK Doolan et al. 1997

LSA1 59-68 A3 HVLSHNSYEK Doolan et al. 1997

LSA1 11-20 A3 FILVNLLIFH Doolan et al. 1997

PfS16 77-85 B7 MPLETQLAI Doolan et al. 1997

Adapted from Kumar et al. 2001. Abbreviations: CS (circumsporozoite protein), TRAP (Thrombospondin
Related Anonymous Protein), EXP1 (Excreted Protein-1), LSA1 (Liver Stage Antigen-1) and PfS16 (P. falci-

parum Surface antigen of 16 kDa).
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NH2 COOH

CS Protein of Plasmodium yoelii 

CD8 epitope

SYVPSAEQI

CD4 epitope

YNRNIVNRLLGDALNGKPEEK

B-cell epitope
(QGPGAP)X2 

GPI
anchor

Amino acid
repetitions

Signal
Peptide

Fig. 1 – CS protein of Plasmodium yoelii.

TABLE II

Epitopes on P. falciparum liver stage proteins recognized by CD8 T cells from indi-
viduals naturally exposed to sporozoites of P. falciparum

Protein Residues HLA Sequence Responder / Ref.

total

CS 368-375 B35 KPKDELDY 3/15 Hill et

KSKDELDY 1/10 al. 1992

CS 300-308 B7 MPNDPNRNV 1/6 Aidoo et al. 1995

CS 105-13 B8 LRKPKHKKL 2/11 Aidoo et al. 1995

TRAP 3-11 A2.1 HLGNKYLV 2/7 Aidoo et al. 1995

TRAP 500-08 A2.1 GIAGGLALL 2/7 Aidoo et al. 1995

TRAP 107-15 B8 ASKNKEKAL 1/11 Aidoo et al. 1995

TRAP 109-17 B8 KNKEKALII 2/11 Aidoo et al. 1995

LSA1 1786-94 B53 KPIVQYDNF 4/14 Hill et al. 1992

LSA1 1850-7 B35 KPNDKSLY 1/15 Hill et al. 1992

LSA1 1854-61 B17 KSLYDEHI 2/5 Aidoo et al. 1995

STARP 523-31 A2.2 MINAYLDKL 1/5 Aidoo et al. 1995

Adapted from Aidoo et al. 1995 and Plebanski et al. 1997. Abbreviations: CS (circumsporozoite
protein), TRAP (Thrombospondin Related Anonymous Protein), LSA1 (Liver Stage Antigen-1)
and STARP (sporozoite threonine/asparagine-rich protein).

The identification of these CD8 epitopes is the

basis for the development of multi-antigen subunit

vaccines aimed at the induction of CD8 T cells in

humans (see below).

Trypanosoma cruzi

Spleen cells from mice chronically infected with T.

cruzi were used to identify a number of epitopes

recognized by mouse H-2Kb restricted CD8 T cells.

These epitopes were located within the trypomastig-
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ote surface antigen-1 (TSA-1) and amastigote sur-

face protein -1 or 2 (ASP-1 or ASP2, respectively,

Wizel et al. 1997, Low et al. 1998). In addition, a

CD8 T cell epitope was located in the trans-sialidase

of T. cruzi by using spleen cells from mice immu-

nized with plasmid DNA (Rodrigues et al. 1999).

Table III contains a list of the murine CD8 epitopes

that have been described so far.

Similar to mice, humans with the HLA-A2.1

haplotype chronically infected with T. cruzi also dis-

played CD8 T cells specific for epitopes within the

TSA-1,ASP-1 orASP-2 antigen (Wizel et al. 1998b,

Table IV). Recently, epitopes recognized by humans

with the HLA-A2.1 haplotype have been determined

in the trypomastigote-secreted antigens FL-160 and

cruzipain (E. Cunha-Neto, personal communica-

tion).

Toxoplasma gondii and Leishmania sp.

Few publications have studied the antigens that are

target of CD8 T cells specific for T. gondii. Khan

et al. (1988), using spleen cells from infected mice,

demonstrated the presence of CD8 T cells specific

for the purified membrane protein denominated P30

or Surface Antigen 1 (SAG1). This result was con-

firmed by the immunization with native protein that

elicited protective immunity dependent on the acti-

vation of this subpopulation of lymphocytes (Khan

et al. 1991). CD8 T cell clones specific for the puri-

fied P30 antigen (SAG1) were generated and, when

adoptively transferred to naive mice, protected them

against acute infection with T. gondii (Khan et al.

1994).

In recent studies a putative CD8 T cell epitope

recognized by spleen cells of mice immunized with a

plasmid DNA containing the SAG1gene was iden-

tified. This epitope is represented by amino acids

AESKSVII and it is possibly recognized by CD8 T

cells restricted by H-2Kk (Nielsen et al. 1999).

In humans with the HLA-A*0201 haplotype,

one epitope recognized by CD8 T cells was also

identified within the SAG1 antigen. A peptide rep-

resenting amino acids 289-297 (SPEKHHCTV) was

recognized by HLA-A*0201 restricted human CD8

T cells that lysedT. gondii-infected target cells (Yano

et al. 1997).

CD8 T cells specific for a single antigen

(GP46/M-2) expressed in Leishmania amazonen-

sis were shown to recognize Leishmania-infected

macrophages (Kima et al. 1997). However, no sub-

sequent epitope mapping was performed.

CONDITIONS OF IN VIVO PRIMING AND
EXPANSION OF PROTECTIVE CD8 T CELLS

The immune response is initiated when antigenic

fragments (epitopes) of pathogen-derived proteins

are presented by the molecules of the major histo-

compatibility complex (MHC). While MHC class I

products are responsible for the presentation to clas-

sic CD8 cytotoxic T cells, MHC class II products

will prime classic CD4 helper T cells.

Entry into the class I-restricted pathway

of antigen presentation usually occurs through the

presence of the antigenic proteins in the cytosol of

antigen- presenting cells. In addition, dendritic cells

can ingest proteins and have them processed and pre-

sented by the MHC class I pathway. The MHC class

II pathway is mostly centered on peptides generated

in the endocytic pathway. A detailed description

of the MHC class I or class II pathways of antigen

presentation can be found elsewhere (reviewed by

Ploegh 1998).

The conditions of priming and expansion of

CD8 T cells specific for any of these parasitic anti-

gens during infection are completely obscure. It is

unknown whether priming occurs through infection

or antigen-pulsing of antigen-presenting cells, or by

cross priming. Cross priming occurs when den-

dritic cells or macrophages take up cell-associated

antigens and present them in the context of MHC

class I molecules to classic CD8 T cells. This path-

way of antigen presentation is particularly important

when the antigen is not expressed in dendritic cells

or macrophages. It will be very important in the fu-

ture to characterize in detail the priming conditions

of CD8 T cells specific for the different parasitic

antigens.

The role of CD4 T cells in the priming and/or
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TABLE III

Epitopes of Trypanosoma cruzi recognized by mouse CD8 T cells.

Peptide Protein Residues H2 Sequence Ref.

Pep77.2 TSA-1 515-522 Kb VDYNFTIV Wizel et al. 1997

PA14 ASP-1 509-516 Kb VNHDFTVV Low et al. 1998

PA5 ASP-2 285-292 Kb KNYPFSSI Low et al. 1998

PA6 ASP-2 274-281 Kb NTLVFPLV Low et al. 1998

PA7 ASP-2 545-552 Kb DNRQYSFV Low et al. 1998

PA8 ASP-2 552-559 Kb VNHRFTLV Low et al. 1998

PA10 ASP-2 399-409 Db/Kb EKEANALYLWV Low et al. 1998

TS359-367 TCTS 359-367 Kd IYNVGQVSI Rodrigues et al. 1999

P5 LYT1 190-198 Kb ELTMYKQLL Fralish and Tarleton 2003

Adapted from Low et al. 1998. Abbreviations: TSA-1 (Trypomastigote SurfaceAntigen-1),ASP-1(Amastigote
Surface Protein-1), ASP-2 (Amastigote Surface Protein-2) and TCTS (T. cruzi trans-sialidase).

expansion of specific CD8 T cells was addressed in

few studies. CD4 T cells were important for the de-

velopment of CD8 T cells specific for both T. gondii

and malaria parasites (Gazzinelli et al. 1991, Parker

et al. 1991). In the case of malaria (P. yoelii), it was

possible to elegantly demonstrate that IL-4 secreted

by CD4 T cells was crucial for the maturation, but

not for the initial proliferation of specific CD8 T

cells (Carvalho et al. 2002).

CHARACTERIZATION OF THE IN VIVO EFFECTOR
MECHANISMS MEDIATED BY PROTECTIVE CD8 T

CELLS

Malaria Liver Stages

To elucidate the role of IFN-γ as an immunolog-

ical mechanism used by CD8 T cells to eliminate

the liver stages of malaria parasites in vivo, studies

were performed in mice genetically deficient for the

IFN-γ receptor. After a single dose of radiation-

attenuated sporozoites, these mice do not develop

protective immunity against malaria liver stages. In

contrast, wild type mice display remarkable

immunity against these forms of malaria (Tsuji et

al. 1995). This experimental evidence strongly

argues for the fact that after a single immuniza-

tion with radiation-attenuated sporozoites, CD8 T

cells use IFN-γ -dependent mechanism(s) to elimi-

nate malaria liver stages. Because IFN-γ is a potent

inducer of nitric oxide (NO) in mice, a similar ap-

proach was used to determine whether NO could

mediate elimination of malaria liver stages. Un-

expectedly, NO synthase 2 (NOS2)-deficient mice

develop protective immunity in a manner similar to

wild type animals (M. Tsuji, personal communica-

tion).

In spite of the IFN-γ dependence detected af-

ter a single immunization with radiation-attenuated

sporozoites, after several doses of this immunogen,

strong protective immunity can develop in mice ge-

netically deficient for the IFN-γ receptor (Tsuji et al.

1995). The presence of IFN-γ independent mecha-

nisms was confirmed by the observations that CD8

T cell clones, as well as CD8 T cells induced by

immunization with a recombinant adenovirus, did

not require a functional IFN-γ receptor to eliminate

liver stages of P. yoelii (Rodrigues et al. 2000a). The

downstream molecules activated by IFN-γ , as well

as the nature of the IFN-γ -independent mechanisms

remains completely unknown at present.

Trypanosoma cruzi

Although there are several lines of evidence showing

that CD8 T cells participate in the protective immu-

nity against experimental T. cruzi infection, the pre-

An Acad Bras Cienc (2003) 75 (4)



452 MAURICIO M. RODRIGUES ET AL.

TABLE IV

Epitopes on T. cruzi proteins recognized by CD8 cells from
individuals HLA-A2.1 chronically infected.

Peptide Sequence Frequency of responders

Positive/total %

TSA-1(818-826) VLLPSLFLL 3/4 75

TSA-1(818-827) VLLPSLFLLL 18/21 86

TSA-1(89) KLFPEVIDL 9/13 69

TSA-1(514) FVDYNFTIV 17/21 81

ASP-1(668) LLGLWGLTGL 14/18 78

ASP-1(666) LLLLGLWGL 3/4 75

ASP-1(50) VLAKDGTEV 13/18 72

ASP-1(71) IAGGVMAVV 4/4 100

ASP-1(508) FVNHDFTVV 6/7 86

ASP-2(302) WVFPESISPV 4/4 100

ASP-2(551) FVNHRFTLV 1/4 25

Adapted from Wizel et al. 1998b. Abbreviations: TSA-1 (Trypo-
mastigote Surface Antigen-1), ASP-1(Amastigote Surface Protein-1),
ASP-2 and (Amastigote Surface Protein-2) .

cise mechanism(s) used by these cells to eliminate

T. cruzi has(ve) not been defined.

The fact that CD8 T cells secrete IFN-γ may

suggest that this mechanism may be relevant to the

elimination of intracellular forms of the parasite.

IFN-γ is an important mediator of naturally acquired

immunity against the infection. Genetically defi-

cient mice that do not express the IFN-γ recep-

tor or Stat4 are unable to control T. cruzi infection

(Holscher et al. 1998, Tarleton et al. 2000). How-

ever, a direct link between IFN-γ secretion by CD8

T cells and the in vivo antiparasitic activity of these

cells has not been provided so far.

The IFN-γ -dependent mechanisms are at least

in part mediated by the production of NO. In the

absence of IFN-γ receptors, NO is not produced

by macrophages, suggesting that IFN-γ is the

main inducer of NOS2 activation. The evidence that

NO is critical for the elimination of T. cruzi during

acute experimental infection was obtained with ge-

netically deficient mice that do not express NOS2.

These animals are highly susceptible to infection

with different parasite strains (Holscher et al. 1998,

Rodrigues et al. 2000b).

In addition to producing IFN-γ , CD8 T cells

can lyse host cells infected with T. cruzi, or se-

crete other potentially active mediators such as TNF-

α, granulisin or a number of different chemokines

(Munoz-Fernandez et al. 1992, Aliberti et al. 1999,

Stenger et al. 1999). In fact, CD8 T cells specific

for amastigote or trypomastigote antigens are capa-

ble of lysing non-phagocytic cells infected with T.

cruzi in vitro (Wizel et al. 1997, Low et al. 1998).

However, it is unclear whether lysis and DNA degra-

dation of infected target cells by CD8 T cells can be

an effective mechanism to restrain T. cruzi infec-

tion in vivo. Genetically deficient mice that do not

express perforin or granzyme B are not more sus-

ceptible to infection than wild type animals (Kumar

and Tarleton 1998). These observations argue for

the fact that in the absence of perforin- or granzyme

B-mediated lysis other mechanism(s) can provide

resistance against T. cruzi infection in mice. The

elucidation of the anti-parasitic mechanisms medi-
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ated by T. cruzi-specific CD8 T cells will require fur-

ther investigation using more complex experimental

models.

Toxoplasma gondii

The participation of IFN-γ as an important immuno-

logical mechanism used by immune cells to elimi-

nate tachyzoites of T. gondii was determined initially

by the treatment of mice with specific neutralizing

monoclonal antibodies. Mice injected with a mono-

clonal antibody to IFN-γ succumb due to acute toxo-

plasmosis. In contrast, animals that received control

antibodies survived infection and developed chronic

infection (Suzuki et al. 1988). In subsequent stud-

ies, it was shown that treatment with neutralizing

monoclonal antibodies had the ability to dramati-

cally change the resistant phenotype of mice vacci-

nated with an attenuated strain of T. gondii (Gazz-

inelli et al. 1991). Using genetically modified mice

that do not express IFN-γ , it became clear that this

cytokine is crucial for the resistance against acute

toxoplamosis in mice (Denkers et al. 1997). Be-

cause the resistance elicited by vaccination with at-

tenuated parasites had been previously thought to be

partially dependent on CD8 T cells, it was plausible

to assume that the IFN-γ was secreted in part by

these cells.

However, the most compelling evidence show-

ing the importance of IFN-γ produced by CD8 T

cells in mediating resistance to murine acute toxo-

plasmosis was obtained by the adoptive transfer of

protective immunity by CD8 T cell clones specific

for T. gondii. The treatment with specific neutral-

izing monoclonal antibodies to mouse IFN-γ com-

pletely reversed the immunity mediated by these T

cells in naïve mice (Khan et al. 1994).

The IFN-γ secreted by CD4, CD8 and NK cells

has the ability to activate in vivo nonhematopoi-

etic or hematopoietic cells to eliminate intracellu-

lar T. gondii parasites. Using mouse bone marrow

chimeras between wild-type and IFN-γ receptor-

deficient mice, Yap and Sher (1999) elegantly de-

monstrated that both cell types have to express the

IFN-γ receptor to provide efficient immunity to

acute and persistent infection.

Because IFN-γ is a major inducer of NO syn-

thesis by phagocytic cells, the participation of NOS2

was evaluated with the aid of genetically modified

mice deficient for the expression of this enzyme.

NOS2-deficient mice infected with an aviru-

lent strain of T. gondii die at approximately 21 to

30 days postinfection. Death was associated with

large numbers of cysts and tachyzoites suggesting

the importance of NO in the control of chronic in-

fection. A similar observation was made in mice

genetically deficient for IFN-γ Regulatory Factor-1,

the main regulator of IFN-γ -induced NO (reviewed

by Denkers and Gazzinelli 1998).

Using mouse bone marrow chimeras between

wild type and NOS2-deficient mice, it was possi-

ble to determine that NO synthesis was important

for the control of tachyzoite replication in infected

hematopoietic but not in non-hematopoietic cells

(Yap and Sher 1999).

In spite of the importance of reactive nitrogen

intermediates in the control of the chronic stage of

infection, several lines of evidence strongly indi-

cate that IFN-γ induces other antiparasitic mecha-

nisms independent of NO during murine toxoplas-

mosis. First, IFN-γ -deficient mice die much ear-

lier (less than 10 days post-infection) than NOS2-

deficient animals. Also, NOS2-deficient mice vac-

cinated with the ts-4 strain were protected against

a challenge with a virulent T. gondii strain (Khan

et al. 1998). This protective immunity had been

previously shown to be entirely dependent on IFN-

γ (Denkers and Gazzinelli 1998). Finally, non-

hematopoietic cells deficient in the expression of

NOS2 can efficiently control parasite multiplication

in vivo (Yap and Sher 1999).

Other possible mechanisms operating in vivo

in the control of acute toxoplasmosis can be the re-

lease of reactive oxygen intermediates or tryptophan

degradation (reviewed by Denkers and Gazzinelli

1998). There is also evidence of a third still un-

known mechanism of intracellular T. gondii elimi-

nation. Murine astrocytes can be activated by IFN-

γ to eliminate intracellular forms of T. gondii. The
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elimination of these parasites does not depend on

reactive oxygen intermediates, NO or tryptophan

degradation (Halonen and Weiss 2000). Whether

or not these mechanisms operate in vivo and which

one is the most relevant is still unknown.

As mentioned above, in addition to secreting

IFN-γ , T. gondii-specific CD8 effector lymphocytes

from immune mice or humans are capable of effi-

ciently lysing parasite-infected target cells. The re-

quirement for IFN-γ in immunity to T. gondii has

made it difficult to evaluate the contribution of the

lytic activity of CD8 T cells to the resistance to in-

fection.

To determine the importance of perforin as a

mediator of the CD8 T cell-mediated immune re-

sponse, perforin-deficient mice were infected with

T. gondii. After vaccination with the ts-4 strain, re-

sistance to acute infection was as good in perforin-

deficient mice as in wild type animals. In the chronic

phase of infection there was a 3- to 4-fold increase

in the number of cysts in mice infected with a non-

lethal strain of T. gondii. This result indicates that

a perforin-mediated mechanism may operate in the

elimination of the brain cysts observed during the

chronic stages of mouse infection (Denkers et al.

1997).

GENERATION OF SUBUNIT VACCINES CONTAINING
EPITOPES RECOGNIZED BY PROTECTIVE CD8 T
CELLS AND PRECLINICAL EFFICACY TRIALS IN

EXPERIMENTAL MODELS

Malaria Liver Stages

The fact that CD8 T cells are potent inhibitors of

malaria liver stages and the characterization of epi-

topes recognized by these CD8 T lymphocytes

prompted many investigators to explore whether in-

duction of these T cells by subunit vaccines could be

a feasible strategy for vaccination against malaria.

A number of delivery systems have been used thus

far to induce mouse CD8 T lymphocytes specific

for the malarial epitope. They include recombinant

viruses, bacteria, plasmid DNA, virus-like particles

and synthetic peptides.

Recombinant viruses are the single class of im-

munogens that have been most systematically stud-

ied. Several recombinant viruses were used as vec-

tors to elicit specific CD8 T cells and protective im-

munity in BALB/c mice against a challenge with

sporozoites of P. yoelii. From these studies it be-

came clear that, when used individually, distinct vi-

ral vectors expressing a malarial CD8 epitope pro-

vided variable degrees of protective immunity

against liver stages of P. yoelii (reviewed by Soares

and Rodrigues 1998).

When used alone in a single immunization

dose, the replication-defective recombinant aden-

ovirus containing the entire P. yoelii CS protein gene

was shown to be the most efficient vector capable

of reducing the development of liver stages of P.

yoelii by ∼ 94%. Immunity was largely mediated

by CD8 T lymphocytes, but CD4 T cells also par-

ticipate in this process. Nevertheless, complete pro-

tection against malaria could only be observed in

40% of the mice challenged with P. yoelii sporo-

zoites (Rodrigues et al. 1997). In very recent stud-

ies, the immunogenicity and protective efficacy of

the recombinant adenoviral vector was improved by

a simultaneous injection of the Natural Killer T cell

ligand α-galactosylceramide. Under these circum-

stances, complete protection against infection with

P. yoelii sporozoites was achieved in 80% of BALB/c

mice (Gonzalez-Aseguinolaza et al. 2002).

Immunization with other recombinant viruses

elicited CD8 T cells specific for the malarial epi-

tope; however, the degree of elimination of malaria

liver stage was lower than that observed with the

adenoviral vector. Table V summarizes the results

obtained after a single immunization with a variety

of recombinant viral vectors.

Due to the limited degree of protective immu-

nity observed after immunization with a single re-

combinant virus, studies were performed to improve

protective immunity using sequential immunization

with two different viral vectors expressing the same

CD8 T-cell epitope for priming and boosting. This

strategy has been denominated heterologous prime-

boost immunization regimen.

Earlier studies performed with recombi-
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TABLE V
Summary of experiments using a single recombinant virus to elicit immunological elimination of liver

stages of Plasmodium yoelii.

Recombinant Foreign gene Liver Complete Immunological Reference

virus stage protection mechanism of

inhibition of BALB/c protection

mice

Adenovirus + Entire CS protein >95% 80% CD8 and CD4 T cells Gonzalez-

α-galactosyl Aseguinolaza

ceramide et al. 2002

Adenovirus Entire CS protein 94% 40% CD8 and CD4 T cells Rodrigues et al. 1997

Sindbis CD8 epitope ∼ 75% 0% CD8 T cells Tsuji et al. 1998

Vaccinia CD8 epitope ∼ 75% 0% CD8 T cells Rodrigues et al. 1994

Vaccinia Entire CS protein ∼ 55% 0% ? Li et al. 1993

Influenza CD8 epitope <10% 0% None Li et al. 1993

nant viruses expressing the P. yoelii malarial epi-

tope showed that heterologous prime-boost immu-

nization with recombinant influenza virus followed

by recombinant vaccinia virus elicited a high de-

gree of protective immunity against malaria infec-

tion (Li et al. 1993, Rodrigues et al. 1994). A

similar protective immunity could not be achieved

with two doses of only recombinant influenza or

vaccinia viruses. Table VI summarizes the results

obtained using different heterologous prime-boost

immunization regimes to elicit immunological elim-

ination of liver stages of P. yoelii and protective im-

munity against malaria.

This unexpected observation was explained by

the fact that mice immunized with the combination

of these two different carrier viruses had a frequency

of epitope-specific CD8 T-cells more than 20 times

higher than animals immunized twice with one of

these recombinant viruses (Murata et al. 1996).

In figure 2 there is an example of the synergistic

effect observed after the heterologous prime-boost

immunization with recombinant influenza virus fol-

lowed by recombinant vaccinia virus expressing the

malarial epitope. As it can be noticed there is an in-

crease of more than 40 folds in the number of malaria

peptide specific CD8 T cells.

The expansion of epitope-specific CD8 T-cells

depends on the sequence of immunization with these

two viruses. In mice primed with recombinant vac-

cinia virus followed by a booster injection with re-

combinant influenza virus, the frequency of CD8

T-cells was 10 times lower than after priming with

influenza virus followed by a vaccinia virus booster

(Figure 2 and Murata et al. 1996). No protec-

tive immunity could be observed in this case (Li

et al. 1993). These findings were recently extended

to other malaria CD8 epitopes expressed in the CS

protein of P. falciparum, a human malaria parasite

(Miyahira et al. 1998).

Based on these observations, several authors

have explored the heterologous prime-boost immu-

nization to increase the CD8 immune response. In-

dependently performed studies using two distinct

rodent malaria parasites, P. yoelii and P. berghei,

observed that the heterologous prime-boost immu-

nization regimes with a plasmid containing the CS

gene followed by injection with recombinant vac-

cinia virus greatly enhanced the specific CD8 T cell

response. This protocol of immunization did not

only lead to a significant increase in the CD8 im-

mune response, but also provided a significant de-

gree of protection against a challenge with P. berghei

or P. yoelii sporozoites (Table VI and Schneider et

al. 1998, Sedegah et al. 1998).
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TABLE VI

Summary of experiments using heterologous prime/boost regimes to elicit immunological elimination of liver stages and

complete protection against challenge with Plasmodium yoelli sporozoites.

Recombinant viruses, Liver Complete Immunological Ref.

particles of DNA stage protection of mechanism of

Prime Boost inhibition BALB/c mice protection

Adenovirus Vaccinia 100% 100% CD8 and CD4 Bruna-Romero

Entire CS protein Entire CS protein T cells et al. 2001

Plasmid Vaccinia ? 80-87.5% CD8 T cells Sedegah et al. 2000

Entire CS protein Entire CS protein

+ GMCSF

Plasmid Vaccinia ? 50-69% CD8 T cells Sedegah et al. 1998

Entire CS protein Entire CS protein

TyVLPs particles Vaccinia >95% 62% CD8 T cells Oliveira-Ferreira

CD8 epitope Entire CS protein et al. 2000

Influenza Vaccinia >95% 60% CD8 T cells Li et al. 1993

CD8 epitope Entire CS protein

Influenza Vaccinia >95% ? CD8 T cells Rodrigues et al. 1994

CD8 epitope Entire CS protein

Vaccinia Influenza <10% 0% None Li et al. 1993

Entire CS protein CD8 epitope

Vaccinia Plasmid ? 13% None Sedegah et al. 1998

Entire CS protein Entire CS protein

The increase in frequency of specific CD8 cells

was dependent on the order of immunization. Prim-

ing with recombinant vaccinia virus followed by a

booster injection of DNA did not evoke a significant

increase in the frequency of specific CD8 T-cells or

protection against malaria infection (Table VI and

Schneider et al. 1998, Sedegah et al. 1998).

The immunogenicity of DNA vaccines can be

further enhanced by co-immunization with plasmids

containing genes of cytokines or co-stimulatory

molecules of the immune system. Using P. yoelii

infection, it was possible to demonstrate that co-

administration of a plasmid containing the gene of

murine GM-CSF enhanced both the CD8 response

and the protective immunity to malaria in mice im-

munized with the CS gene and subsequently boosted

with a recombinant vaccinia virus (Table VI and

Sedegah et al. 2000).

Also using murine malaria as a vaccination

model, it has been shown that priming with recom-

binant virus-like particles derived from a yeast retro-

transposon (TyVLPs) containing the P. berghei or P.

yoelii CS CD8 epitope could only induce strong CD8

T cell responses and protective immunity to malaria

when followed by a booster injection with the re-

combinant vaccinia virus expressing the P. berghei

or P. yoelii CS protein (Table VI and Plebanski et al.

1998, Oliveira-Ferreira et al. 2000).

Very recently, total inhibition of liver stage

development and 100% protection against malaria

was obtained in mice primed with the recombinant

adenovirus expressing the P. yoelii CS protein, fol-

lowed by a booster injection with a recombinant

vaccinia virus expressing this same antigen. This

protocol of immunization led to increased numbers

specific CD8 and CD4 T cells, high anti-sporozoite

antibody titers, and 100% protection of BALB/c

mice when the time between priming and boosting

with these two vectors was extended from 2 to 8

weeks. Most importantly, this immunization proto-
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Fig. 2 – Influenza Epi-CD8 – Recombinant Influenza virus con-

taining the CD8 epitope of P. yoelii CS protein (SYVPSAEQI).

Vaccinia PYCS – Recombinant Vaccinia virus containing the

entire gene of P. yoelii CS protein. Adapted from Murata et al.

1996.

col elicited long-lasting protective immunity against

experimental infection (TableVI and Bruna-Romero

et al. 2001).

In addition to malaria, similar observa-

tions have been made in several experimental mod-

els, thereby confirming the potential of the heterolo-

gous prime-boost immunization regimen to enhance

the specific immune response against multiple

pathogens (reviewed by Zavala et al. 2001). It is

also important to point out that this increase in the

frequency of specific CD8 T cells described initially

in mice was recently confirmed in several types of

non-human primates (Kent et al. 1998, Robinson et

al. 1999, Hanke et al. 1999, Allen et al. 2000).

Trypanosoma cruzi

The recent identification of epitopes recognized by

T. cruzi-specific CD8 T lymphocytes has led to stud-

ies aiming at the development of subunit vaccines

against experimental Chagas´ disease. So far, to our

knowledge, the only delivery system used to induce

T. cruzi-specific CD8 T lymphocytes was plasmid

DNA.

DNA vaccination studies were performed with

3 distinct genes of T. cruzi encoding for major sur-

face antigens of trypomastigote forms of this par-

asite. In studies conducted in our laboratory we

used a gene encoding for the catalytic domain of

the enzyme trans-sialidase (TS). Immunization of

BALB/c mice with the TS gene elicited specific an-

tibodies and promoted T-cell activation (Costa et al.

1998). The T-cell immune response was later char-

acterized as being mediated mainly by CD4 Th1

and CD8 TC1 cells, which secreted a large amount

of IFN-γ , but not IL-4 or IL-10 (Rodrigues et al.

1999). Upon challenge with infective T. cruzi try-

pomastigotes, immunized mice showed a significant

reduction in parasitemia and survived acute lethal

infection (Costa et al. 1998).

Parallel studies were performed on BALB/c

and C57BL/6 mice immunized with plasmids con-

taining the TSA-1 gene. DNA vaccination was

shown to generate antibodies, as well as CD8 T cells

specific for parasitic epitopes. After challenge with

T. cruzi trypomastigotes, a significant reduction in

parasitemia was observed in C57Bl/6 mice, but not

in BALB/c mice. Nevertheless, in both cases the

DNA-vaccinated mice were more likely to survive

acute infection than mice injected with the plasmid

vector alone (Wizel et al. 1998a).

DNA-based immunization was also performed

with a plasmid containing the gene of T. cruzi com-

plement regulatory protein. This study demon-

strated that both recombinant protein and DNA im-

munization could elicit activation of specific CD4 T

cells. However, only DNA immunization could con-

fer protective immunity on BALB/c mice. Based on

that comparison, the authors proposed that CD8 T

cell activation occurring during DNA immunization

could be important for the protective immunity ob-

served (Sepulveda et al. 2000).

Most recently, studies were carried out with

genes encoding antigens expressed by the intracellu-

lar replicative forms of T. cruzi. They demonstrated
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that the genes encoding ASP-1, ASP-2 and LYT1

could provide a high degree of protective immunity

against experimental infection (Garg and Tarleton

2002 and Fralish and Tarleton 2003).

From mice immunized with the TS gene, we

isolated CD4 Th1 and CD8 Tc1 clones which dis-

played remarkable antiparasitic activities in vitro

(Rodrigues et al. 1999, 2000b). Because DNA im-

munization with the TS gene could elicit distinct

immunological mechanisms, we considered that a

detailed comparison of the immunogenicity of plas-

mids containing either the entire TS gene or DNA se-

quences encoding its immunogenic portions would

be important. For that purpose, the levels of T cell

response and protective immunity against experi-

mental infection were evaluated in mice immunized

with plasmids containing DNA sequences encoding

either the TS CD4 or CD8 or both T-cell epitopes.

Distinct plasmids containing DNA sequences

encoding both TS CD4 and CD8 T-cell epitopes

could provide a degree of immunity sufficient

to reduce the parasitemia and mortality of DNA-

immunized animals caused by a lethal challenge

with T. cruzi. On the other hand, plasmids express-

ing either CD4 or CD8 T-cell epitopes of TS were

unable to provide a similar degree of protective

immunity against infection (Table VII). These ob-

servations suggest that activation of CD4 Th1 and

CD8Tc1 T cells are important for host immunopro-

tection induced by immunization with a DNA sub-

unit vaccine (Fujimura et al. 2001).

Toxoplasma gondii and Leishmania sp.

The fact that no clear epitope recognized by CD8 T

cells has been characterized in T. gondii or Leish-

mania sp. precludes testing of subunit vaccines in

experimental models. Several reports using plasmid

immunization have been able to demonstrate hetero-

geneous degrees of protective immunity against T.

gondii infection in immunized mice. These stud-

ies used genes encoding the antigens SAG1, GRA1,

GRA7 and ROP2.

Although DNA immunization can elicit some

degree of protective immunity, the activation of spe-

cific CD8 T cells has been poorly or not at all charac-

terized (Nielsen et al. 1999, Angus et al. 2000, Ver-

cammen et al. 2000, Desolme et al. 2000). Whether

subunit vaccines may induce protective CD8 T cells

specific for these antigen remains to be further char-

acterized in the future.

In Leishmania major, s.c. immunization with a

plasmid containing the gene coding L. major LACK

elicited protective immunity against infection in a

highly susceptible mouse strain (BALB/c). The pro-

tective immunity detected was mostly mediated by

specific CD4 Th1 cells, although protective immu-

nity was also partly dependent on CD8 T lympho-

cytes (Gurunathan et al. 1997). A further evaluation

of the role of CD8 T cells found that they may func-

tion as helpers for the development of effector CD4

T cells. No evidence so far has indicated that the

participation of CD8 T cells in protective immunity

against L. major is related to their effector function

(Gurunathan et al. 2000). Also, a CD8 T-cell epi-

tope is yet to be identified within the LACK antigen.

HUMAN CLINICAL TRIALS USING
SUBUNIT VACCINES

The successful results of preclinical vaccination

studies performed on rodent malarias have encour-

aged human phase I/IIa vaccination trials aimed at

inducing CD8 T cells specific for malaria liver stage

antigens. Phase I/IIa trials tested the safety, tolera-

bility and immunogenicity of plasmid DNA, recom-

binant viruses and synthetic peptides. Table VIII

presents a summary of the different human trials.

The human vaccination trials performed so

have provided evidence that DNA vaccines can be

successfully used to elicit a specific CD8 T cells

response (Doolan and Hoffman 2001). In the first

study, groups of 5 healthy individuals were immu-

nized with different doses of a plasmid containing

the P. falciparum CS protein gene produced under

Good Manufacturing Practice conditions. Individu-

als received 3 i.m. doses of plasmid, each consist-

ing of 20 to 2, 500µg of DNA. Specific cytotoxic

T lymphocytes (CTL) responses were detected in

2 of 5 individuals immunized with 3 doses of ei-
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TABLE VII
Requirement of DNA coding sequences for CD4 Th1 and CD8 Tc1 epitopes during

DNA immunization against experimental T. cruzi infection.

Plasmid Base pairs TS region(s) CD4 Th1 CD8 Tc1 Protective

(aminoacids) immune immune immunity

response response

pcDNA3-TS 1-3180(1-1060) Entire protein Yes Yes Yes

p154/13 1-2034(1-678) Catalytic domain Yes Yes Yes

p�154/13 1-825(1-275) Part of the Yes No No

catalytic domain

(CD4 epitopes)

pCD8-epitope 1077-1101(359-367) CD8 epitope No No No

p�154/13-CD8 1-825+1077-1101 Part of the Yes Yes Yes

(1-275+359-367) catalytic domain

(CD4 epitopes)

and CD8 epitopes

pcDNA3 None None No No No

Adapted from Fujimura et al. 2001.

TABLE VIII

Summary of the Phase I/IIa human vaccination trials carried out to elicit CD8 T-cell-mediated immunity against malaria.

Immunogen Antigen Safety and Responders / Total Reference

tolerability no. of individuals

tested (CD8 or CTL)

Plasmid P. falciparum Good 13/14 Wang et al. 2001

CS protein

Vaccinia virus P. falciparum Good 7/15 Ockenhouse et al. 1998

CS protein, TRAP, LSA1,

MSP1, SERA, AMA1

and Pfs25

Synthetic peptide P. falciparum Good 6/8 Lopez et al. 2001

CS protein

(amino acids 282-383)

ther 20 or 100µg of DNA. The higher immunizing

doses (500 and 2, 500µg of DNA) generated a CTL

response in 3 of 5 and 4 of 5 individuals, respec-

tively. MHC-restricted CD8 T-cells mediated CTL

activity. CTL responses were significantly higher in

individuals who received either 500 or 2, 500µg of

DNA. However, no difference was observed in the

magnitude of the CTL response after 3 doses in indi-

viduals immunized with these two doses of DNA. In

general, the CTL responses were stronger in DNA-

immunized vaccinees compared to individuals nat-

urally exposed to P. falciparum infection (Wang et

al. 1998).

A second human trial was designed to

test immune responses induced by different routes

of immunization. Individuals received three doses

of 2.5 mg of DNA i.m. by needle injection or i.m.

by needle-less BiojectorTM 2000, or i.m. and i.d.
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by BiojectorTM 2000 (70% of the total dose i.m.

and 30% i.d.). Thirteen of the 14 volunteers had

antigen-specific CD8 T cells that produced IFN-γ

responses against 20-100% of peptides containing

defined class I binding epitopes. The data also sug-

gested that Biojector injection i.m. was the most

effective route of immunization (Wang et al. 2001).

Current studies are being performed to im-

prove cell-mediated immune responses by the co-

administration of a plasmid containing the human

GM-CSF gene. Also, individuals are being immu-

nized with several plasmids containing different

malarial genes. Results of these new trials are ex-

pected to be published soon (reviewed by Doolan

and Hoffman 2001).

Phase I/IIa trials have also been performed with

NYVAC-Pf7, a highly attenuated vaccinia virus con-

taining 7 P. falciparum genes inserted into its

genome. The vaccine was considered to be safe

and well tolerated. Seven of the 15 individuals that

received three doses of 10E8 virus developed a de-

tectable CTL response to at least one of the three

liver stage antigens (CS or LSA-1 or TRAP antigen,

Ockenhouse et al. 1998). Nevertheless, it is impor-

tant to notice that the individuals immunized were

not HLA matched. Therefore, it is difficult to deter-

mine whether the absence of the immune response

reflected variable immunogenicity of the vector or

lack of CD8 T-cell epitopes.

In a third Phase I/IIa vaccination trial, indi-

viduals were immunized with a synthetic peptide

representing the C-terminal region of the P. falci-

parum CS protein (amino acids 282-383). Individ-

uals were immunized i.m. with the peptide in the

presence of the adjuvants Montanide 720 or Alum.

The CD8 T cell immune response was evaluated in

HLA-A*0201 individuals. Upon vaccination, 6 of

8 individuals developed a CD8 T lymphocyte re-

sponse, as measured by IFN-γ secretion. CD8 T

cells were mainly directed toward epitopes 327-335

(5 of 8 volunteers) and 299-308 (2 of 8 volunteers,

Lopez et al. 2001).

In a very recent publication, a heterologous

prime-boost vaccination regime of DNA either in-

tramuscularly or epidermally, followed by intra-

dermal recombinant modified vaccinia virus Ankara

(MVA), induced high frequencies of interferon

IFNγ -secreting, antigen-specific T-cell responses in

humans to a pre-erythrocytic malaria antigen,

thrombospondin-related adhesion protein (TRAP,

McConkey et al. 2003). T-cell responses induced by

the DNA vaccine priming-recombinant MVA boost-

ing produced partial protection manifested as de-

layed parasitemia after sporozoite challenge with

Plasmodium falciparum.

Taken together, these human vaccination tri-

als open new avenues for new vaccination strategies

aimed at inducing malaria-specific CD8 T cells.

EVASION OF CD8 T-CELL IMMUNE RESPONSE

Viruses are the best known class of pathogens that

use a variety of mechanisms to evade the immune

recognition by MHC class I restricted CD8 T cells.

Some of these strategies may function at the level of

the antigen presentation by infected cells such as: i)

down regulation of MHC class I expression, ii) in-

terference with cytosolic proteolysis, iii) inhibition

of peptide transport to the endoplasmic reticulum

(ER), iv) retention and destruction of MHC class

I molecules in the ER, v) presence of mutant epi-

topes that do not bind to MHC I class molecules,

etc. Under these circumstances, infected cells have

a limited amount of peptide/MHC-class I complexes

on their surface that makes them extremely difficult

to be recognized by specific CD8 T cells. A detailed

review and examples of these evasion mechanisms

can be found in Ploegh 1998.

Alternatively, escape mechanisms can interfere

with the recognition by MHC I class restricted CD8

T cells. For example, mutant viruses can be se-

lected with amino acid variations that retain bind-

ing to MHC class I molecules but result in reduced

recognition by T cells or generate antagonistic pep-

tides that inhibit activation of specific T cells by the

MHC-peptide complex (reviewed by Ploegh 1998).

Most recently, viral proteins have been de-

scribed that interfere with the effector mechanisms
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TABLE IX

Polymorphism of a human CD8 T cell epitope restricted by HLA-A*0201.

Sequence Isolates of P. falciparum No. of substitutions HLA-A*0201 binding Recognition

relative activitya (% lysisb)

YLNKIQNSL NF54, 427 0 0.12 100
YLKKIKNSI 7G8 3 <0.03 9

YLKKIQNSL WEL, It2G1, T9-101, T4R 1 0.25 83
YLKTIQNSL LE5 2 0.03 0

YLKTIKNSL T9-98, 366a, 399, 406, 419 3 0.10 10

YLQKIQNSL 366b 1 0.20 91
YLQKIKNSL 406, 419 2 0.30 22

YLNTIQNSL 427 1 0.20 4

YLQKIRNSL 366c 2 0.28 14

Adapted from Bonelo et al. 2000. a = Relative activity in relation to the binding of MA influenza virus peptide. b = Percent
maximal lysis induced by a human CD8 T cell clone specific for peptide YLNKIQNSL.

mediated by T cells. For example, poxviruses en-

code several soluble cytokine receptors that bind to

and block the activity of IFN-α, β and γ TNF, IL-

1 etc. Also, these viruses express a protein termed

crmA that functionally inhibits Asp-specific cys-

teine proteases (caspases), blocking apoptosis in-

duced by CTL, TNF, or Fas (reviewed by Ploegh

1998).

It is unknown whether protozoan parasites have

evolved in such a way as to use all these mechanisms

of immune evasion. So far very few examples of

mechanisms of evasion have been confirmed in the

case of the CD8 T cell-mediated immune response

to parasites. This lack of information most likely re-

flects the fact that the CD8 T cell-mediated immune

response to parasites only recently has attracted the

attention of most investigators.

Amino acid variations in CD8 epitopes within

the CS protein of P. falciparum malaria parasites

have been described. These amino acid substitu-

tions affected binding to HLA I class molecules,

generated peptides that failed to stimulate specific

CD8 T cells or behaved as antagonistic peptides (Ud-

hayakumar et al. 1997, Gilbert et al. 1998, Bonelo

et al. 2000).

The best described example that a variation in a

malaria parasite epitope may interfere with binding

to HLA I class molecules or fail to stimulate specific

naturally induced human CD8 T cells was described

by Bonelo et al. (2000). As shown in Table IX, nine

variant peptides based on the sequences of different

strains of P. falciparum were tested for the ability

to bind to HLA-A*0201 and to be recognized by a

human CD8 T cell clone obtained from an individual

naturally exposed to the parasite.

Variant peptides from strains 7G8 and LE5 of

P. falciparum displayed much lower binding affini-

ties for HLA-A*0201 and were not recognized by

the human CD8 T cell clone. Four other variant pep-

tides still retain the ability to bind to HLA-A*0201.

However, because of their amino acid substitutions,

they also failed to be recognized by the human CD8

T cell clone. Finally, it is noteworthy that this T

cell clone could still recognize fairly well two other

variant epitopes represented in several strains of P.

falciparum. A total of 7 of the 18 different strains

could be recognized by a single T cell clone.

This experiment illustrates that there might be

naturally occurring variant CD8 epitopes that inter-

fere with recognition of MHC class I restricted T

cells. The identification of these variant epitopes

may increase our understanding of the importance
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of certain effector immune mechanisms, and ways

in which vaccines can be best designed.

PERSPECTIVES

The knowledge that CD8 T cells are essential for ef-

ficient immunity to intracellular parasites has raised

important questions with basic and applied impli-

cations. Several gaps in basic knowledge are ex-

pected to be filled in the years to come. Some of

the most relevant questions are: i) How are specific

CD8 T cells induced and maintained in vivo? ii)

What are the main effector mechanisms operating

in vivo against the different parasites? Are there

specific or general mechanisms of immune evasion

used by each of these parasites? These questions in

humans are even more relevant and still more com-

plex to study due to the obvious limitations.

From the applied point of view, it is now clear

that the heterologous prime-boost regimes of im-

munization can be highly efficient in terms of the

expansion of protective CD8 T lymphocytes. Nev-

ertheless, the reason why this type of immunization

is more efficient than the others is still largely un-

known and should be addressed in the future. To

our knowledge, few hypotheses have been formu-

lated thus far to explain this event and none was

tested experimentally with success.

Finally, human vaccination trials aimed at in-

ducing CD8 T cell-mediated immunity have been

initiated and should be further intensified to pro-

vide important information about the feasibility of

this strategy to develop a new generation of vaccines

against parasitic infections.
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RESUMO

Parasitas intracelulares obrigatórios como Plasmodium

sp, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Leishmania

sp são responsáveis pela infecção de milhões de indiví-

duos a cada ano. Estes parasitas são capazes de liberar an-

tígenos no citoplasma de células infectadas do hospedeiro

que são apresentados por moléculas de MHC classe I

para células T CD8 protetoras. As condições de estí-

mulo in vivo destas células T CD8 específicas durante a

infecção natural são pouco conhecidas e constituem uma

área pouco explorada. Os mecanismos anti-parasitários

mediados por células T CD8 incluem vias dependentes

e independentes do interferon-γ . O fato que células T

CD8 são potentes inibidores do desenvolvimento para-

sitário levou diversos investigadores a explorarem se a in-

dução destes linfócitos T poderia constituir uma estratégia

factível para o desenvolvimento de vacinas efetivas con-

tra estas doenças parasitárias. Estudos feitos em modelos

experimentais suportam a hipótese que células T CD8 in-

duzidas por vetores recombinantes virais ou vacinas de

DNA podem servir de base para a vacinação humana.

Regimes de imunização consistindo de dois vetores dis-

tintos (prime-boost heterólogo) são muito mais eficientes

em termos da expansão de linfócitos T CD8 protetores do

que a imunização com um único vetor. Os resultados obti-

dos usando modelos experimentais levaram a vacinações

clínicas que estão atualmente em curso.

Palavras-chave: CD8, parasitas, imunidade, vacinas.
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A Role for CD103 in the Retention of CD4�CD25� Treg and
Control of Leishmania major Infection1

Isabelle Suffia,2* Stacie K. Reckling,2* Gerson Salay,* and Yasmine Belkaid3*

Endogenous regulatory T cells (Treg) play a central role in the control of excessive or misdirected immune responses against self
or foreign Ags. To date, virtually no data are available on the nature of the molecules and signals involved in the trafficking and
retention of Treg in tissues where regulation is required. Here, we show that expression of �E�7 integrin is necessary for the homing
of Treg at site of Leishmania major infection. The vast majority of Treg present in the dermis at steady-state conditions or during
L. major infection express the �E chain (CD103) of �E�7. Genetically susceptible BALB/c mice that lack CD103 become resistant
to infection, a phenotype that is associated with a poor capacity of Treg to be retained in the infected site. Such susceptible
phenotype can be restored when Treg from wild-type mice were transferred in CD103�/� mice. The central role of CD103 in Treg

retention was further demonstrated by usage of blocking Abs against CD103 and the transfer of Treg purified from CD103�/�

mice. Our results strongly suggest that this molecule is induced and maintained on Treg following or just prior to their arrival in
tissues. Furthermore, the expression of CD103 and the subsequent retention of Treg in tissues is highly regulated by their exposure
to Leishmania Ag and the level of activation of the APCs they encounter. Thus, CD103, by controlling Treg retention, can
contribute to the outcome of chronic infection by Leishmania. The Journal of Immunology, 2005, 174: 5444–5455.

N aturally occurring CD4 regulatory T cells (Treg),4 the
majority of which express CD25, are engaged in domi-
nant control of self-reactive T cells, contributing to the

maintenance of immunological self-tolerance (reviewed in Refs. 1
and 2). Recent evidence indicates that their repertoire of Ag spec-
ificities is as broad as that of naive T cells enabling them to rec-
ognize both self and non-self Ags (1). In particular, we and others
have shown that Treg play a central role in the control of immune
responses against pathogens (3–5). Although Treg can modulate
both acquired and innate immunity (6), their functions are them-
selves regulated by the level of activation of the microenvironment
they encounter (7, 8). Such control occurs either by direct inhibi-
tion of their functions (9) or by overriding their suppressive effect
on effector cells. The capacity of Treg to be selectively retained at
sites where regulation is required may also represent an important
factor in the control of their local function. Differences in chemo-
kine responsiveness or receptor expression between Treg and ef-
fector T cells have been shown in various models (10–12). How-
ever, most data available were obtained using Treg purified from
lymphoid organs in mice or peripheral blood in humans. Virtually

no data are available regarding the signals and molecules that are
involved in the trafficking and retention of Treg at sites of diseases
where regulation is required.

Using an intradermal low dose model of Leishmania infection,
we have previously shown that Treg are essential for the develop-
ment and maintenance of cutaneous infection with L. major in
resistant C57BL/6 mice (13). Treg rapidly accumulate at sites of L.
major infection favoring the early parasite expansion. During the
acute phase of the infection, which coincides with the expression
of effector immune responses, the capacity of Treg to accumulate at
site of infection is sharply reduced. After control of the infection,
Treg accumulate again in the infected tissue, suppress effector T
cells, thus enabling the establishment of parasite persistence (13).
In this model, the balance between Treg and effector cells is critical
to the expression of immunity. In consequence, such equilibrium
has to be tightly controlled. A role for Treg in the pathogenesis of
Leishmania infection is not restricted to the resistant strains. In
susceptible BALB/c mice, cells that suppress L. major protective
immunity have been shown to belong to an IL-4 and IL-10 pro-
ducing population of cells with regulatory T cell phenotype that
also inhibited colitis (14). In this susceptible strain, the removal of
Treg transiently exacerbated the Th2 response but eventually led to
a better control of the infection (15–18).

In this report, we addressed the mechanisms controlling Treg

retention in Leishmania-infected sites. The integrin �E�7 has been
previously shown to be expressed at the surface of 30% of the Treg

in lymphoid tissues (19). Recent data indicated that this integrin
also defines a subset of CD4�CD25� and CD4�CD25� with
strong suppressive properties and specific migratory patterns (20,
21). The expression of �E (CD103) is positively regulated by
TGF-� (22), a cytokine that is highly expressed at the vicinity of
mucosal tissues and at sites of inflammation. The primary ligand of
�E�7 is E-cadherin (23, 24), an epithelial homophilic adhesion
molecule, highly expressed in the skin, site of L. major infection,
where it is expressed at the surface of keratinocytes and Langer-
hans cells (25). Those results support the idea that CD103 could
contribute to Treg accumulation at the site of Leishmania infection.
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In this report, we showed that CD103 is necessary for the re-
tention of Treg at the site of L. major infection. We showed that
virtually all Treg found in the dermis were expressing this mole-
cule. BALB/c CD103�/� mice became resistant to the infection, a
phenotype that correlates with a poor recruitment of Treg at site of
infection. Our results strongly suggest that this molecule is induced
and maintained on Treg following or just prior to their arrival in
tissues. Furthermore, we show that the expression of this molecule
and the subsequent retention of Treg in tissues are highly regulated
by their exposure to Leishmania Ag and the level of activation of
the APC they encounter. All together, our results suggest that
CD103 plays an important role in the retention of Treg during the
course of the infection.

Materials and Methods
Mice

C57BL/6, BALB/c, and C.B-17 SCID mice (6–8 wk old) were purchased
from Charles River Laboratories. Rag2�/� and B6.SJL (Ly5.1) mice were
obtained through the Taconic National Institute of Allergy and Infectious
Disease (National Institutes of Health) Exchange Program. Fc�R�/�

BALB/c mice (26) were kindly provided by Dr. J. Kohl (Children’s Hos-
pital, Research Foundation, Cincinnati, OH). CD103�/� BALB/c mice
(27) were kindly provided by Dr. G. Hadley (University of Maryland Med-
ical School, Baltimore, MD). All mice were maintained in Children’s Hos-
pital Research Foundation Animal Facility under pathogen-free conditions.

Infection protocol

L. major clone V1 (MHOM/IL/80/Friedlin) promastigotes were grown at 28°C
in medium 199 supplemented with 20% heat-inactivated FCS (HyClone),
100 U/ml penicillin, 100 �g/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine, 25 mM
HEPES, 0.1 mM adenine (in 50 mM HEPES), 5 �g/ml hemin (in 50%
triethanolamine), and 2 �g/ml d-biotin (M199/S). Infective-stage promas-
tigotes (metacyclics) of L. major were isolated from stationary cultures
using a Ficoll gradient as previously described (28). Mice were infected in
the ear dermis with 103 or 105 L.major metacyclic promastigotes using a
27-gauge 1/2 needle in a volume of 10 �l.

Parasite quantitation

Parasite loads in the ears were determined as previously described (29).
Briefly, the ventral and dorsal sheets of the infected ears were separated,
deposited dermal side down in RPMI 1640 containing 100 U/ml penicillin,
100 �g/ml streptomycin, and liberase Cl enzyme blend (0.5 mg/ml;
Roche). Ears were incubated for 40 min at 37°C. The sheets were disso-
ciated in RPMI 1640 with 10% serum and 0.05% DNase I (Sigma-Aldrich)
using a medimachine (BD Bioscience) according to the manufacturer’s
protocol. The tissue homogenates were filtered using a 50-�m syringe filter
(Falcon Products) and serially diluted in a 96-well flat-bottom microtiter
plate containing biphasic medium prepared using 50 �l of NNN medium
containing 20% of defibrinated rabbit blood overlaid with 100 �l of
M199/S. The number of viable parasites in each ear was determined from
the highest dilution at which promastigotes could be grown out after 7 days
of incubation at 28°C. The number of parasites was also determined in the
local draining lymph nodes (LN) (retromaxillar). The LN were mechani-
cally dissociated and parasite load was determined by limiting dilution as
described above.

Analysis of lymphocytes

Single cell suspensions from the ear dermis and LN were obtained as
described above. For the analysis of surface markers and intracytoplasmic
cytokines cells were stimulated with L. major-infected bone marrow-de-
rived dendritic cells (BMDC) as a source of Ag for 16 h. The cells were
cultured for an additional 6 h with brefeldin A (10 �g/ml) (13) and then
fixed in 4% paraformaldehyde. Before staining, cells were incubated with
an anti-Fc�III/II receptor and 10% normal mouse serum in PBS containing
0.1% BSA, 0.01% NaN3. Cells were permeabilized and stained for the
surface markers CD3 (145-2 C11), TCR-� (H57-597), CD4 (RM4-5),
CD25 (PC6C1), CD8 (53-6.7), and CD103 (M290) and for the cytokines
IFN-� (XNG1.2) and IL-10 (JE56-5H4). Incubations were conducted for
30 min on ice. The isotype controls used were rat IgG2b (A95-1) and rat
IgG2a (R35-95). All Abs were purchased from BD Pharmingen. The data
were collected and analyzed using CellQuest software and a FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences). For each sample, at least 100,000 cells

were analyzed. The frequency of CD4� and CD8� T cells was determined
by gating on CD3� or TCR-�� cells.

In some experiments, CD4�CD25� and CD4�CD25� T cells from ret-
romaxillar LN of naive or Leishmania-infected mice were purified by cell
sorting as previously described (30). Purified cells were incubated at a ratio
of 5 lymphocytes for 1 BMDC, bone marrow-derived macrophages (M�)
(31) or inflammatory M� (29) infected or not with L. major (ratio of 5
parasites for 1 cell) with or without 100 ng/ml LPS from Salmonella ty-
phimurium (Sigma-Aldrich), 10 �g/ml anti-CD40 (1C10; eBioscience) or
10 ng/ml TGF-�1 (R&D Systems). At 18 h, cells were collected and sur-
face expression of CD103 on the lymphocyte population was evaluated by
flow cytometry.

Cytokine assays

For cytokine measurements in culture supernatants, pooled cells from
draining LN were resuspended in RPMI 1640 containing FBS/penicillin/
streptomycin at 6 � 106 cells/ml, and 200 �l was plated in U-bottom
96-well plates. Cells were incubated at 37°C in 5% CO2 with uninfected or
L. major-infected BMDC or alternatively 50 �g/ml soluble Leishmania Ag
for 48 h. IFN-�, IL-10, and IL-4 production were analyzed by ELISA
(R&D Systems) according to the manufacturer’s protocol.

Adoptive cell transfers

CD4�CD25� or CD4�CD25� T cells were purified from cell sorting as
previously described (32). In some cases, CD4� T cells were pre-enriched
by negative selection using magnetic beads, CD4� T cell isolation kit from
Miltenyi Biotec. The T cell subsets were �98% pure as analyzed by flow
cytometry. In some experiments, Treg were sorted as CD103� cells. Puri-
fied cell subsets were transferred i.v. into mice (RAG�/� or SCID) at the
same time as the mice were infected in the ear with L. major. For intra-
dermal injection of lymphocytes, CD4� T cells from naive wild-type or
CD103�/� BALB/c mice or 8 wk-infected BALB/c mice were negatively
selected using magnetic beads isolation kit (Miltenyi Biotec, Auburn, CA).
Isolated cells were labeled with CFSE (Molecular Probes) before being
injected under a volume of 10 �l in the dermis in the presence or absence
of 5 mg/ml blocking Ab (M290; BD Pharmingen) or isotype control (BD
Pharmingen). Both Abs were purchased endotoxin free. After 18 h, dermal
cells were collected and labeled for flow cytometry analysis.

Suppressive assay

CD4�CD25� T cells isolated from naive or chronically infected wild-type
or CD103�/� BALB/c mice (4 mo infection) were incubated in PBS con-
taining 1.25 �M CFSE for 5 min at room temperature. The suppression
assay was set up in a 48-well plate in 500 �l of complete culture medium
per well. CD25� T cells and BMDC were seeded at 5 � 104 and 7 � 104

cells, respectively. CD25� T cells (5 � 104) were added or not into the
wells where the CD25� T cells were activated with 0.5 �g/ml soluble
anti-CD3 (clone 145-2C11). After a 5-day culture at 37°C, 5% CO2 and
culture supernatant were collected for cytokine ELISA. Cells were col-
lected and fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde in PBS. Fc receptors
were blocked with 24G2 cell line culture supernatant, and cells were
stained with anti-CD4 (clone RM4-5) and anti-TCR-� chain (clone H57-
597) antibodies. Cell acquisition was performed on a FACSCalibur flow
cytometer using CellQuest software (BD Biosciences). Cell proliferation
was quantitated for the CD4�TCR-�� population by analyzing the CFSE
fluorescence pattern with ModFit LT software (Verity Software House).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Prism software (GraphPad). Dual
comparisons were made using the unpaired Student’s t test. All data from
parasite numbers were log transformed before statistical tests were
conducted.

Results
CD103 is highly expressed on Treg at sites of infection

We had previously shown that Treg accumulates at sites of Leish-
mania infection (13). Based on previous work showing that a sub-
set of Treg expressed high levels of the integrin �E (CD103) (19),
we postulated that CD103 (the �E chain of the �E�7 integrin) may
contribute to the retention of Treg at the site of Leishmania infec-
tion. To address this question we followed the expression of
CD103 in the dermis and regional LN during the course of the
infection in resistant C57BL/6 and susceptible BALB/c mice. We

5445The Journal of Immunology



found that the expression of CD103 was differentially expressed
between CD4�CD25� T cells and Treg in the dermis of C57BL/6
and BALB/c mice (Fig. 1). In both mouse strains, all of the
CD4�CD25� T cells from the dermis at steady-state condition
expressed CD103 (Fig. 1A and data not shown). In C57BL/6 mice,
during the acute phase (5 wk), at a time in which Treg stop accu-
mulating in the dermis (13), the proportion of Treg expressing
CD103 decreases from 96% at steady-state condition to 76%. The
mean fluorescence intensity (MFI) of CD103 expression by Treg

decreased also significantly in intensity (from an MFI of 540 to
200, Fig. 1B) suggesting the presence of Treg with a wider range of
CD103 expression at this stage of the infection. During the chronic
phase of the infection, CD103 expression increased (up to 450 at
20-wk postinfection, Fig. 1B).

In contrast, only 48% of the CD4�CD25� T cells at steady-state
condition expressed CD103 and with an intensity that was signif-
icantly lower than for Treg (MFI of 210 vs 540). The percentage of

CD4�CD25� T cells expressing CD103 decreased sharply during
the course of the infection to reach 4% at a time when parasite
killing occurred (Fig. 1A) and remained low during the persistent
phase.

The pattern of expression of this molecule in the regional LN
followed the one observed in the infected site (Fig. 1A). Of note,
while a small percentage of CD25� T cells expressed CD103 at
steady-state condition, after infection the expression of this mol-
ecule became restricted to the CD25� subset (Fig. 1A). The ex-
pression of CD103 at the surface of Treg in regional LN increased
during the chronic phase (from 28% to 47%) and kept increasing
(in proportion and intensity) with the age of the mice (up to 70%
of the Treg and MFI of 580 at 1 year postinfection, data not shown).
In contrast to resistant C57BL/6 mice, in susceptible BALB/c mice
infected with a low dose of parasite (103), the number of cells
expressing a regulatory T cell phenotype (CD4�CD25�CTLA-
4�CD45RBlow) increased in a constant manner during the course

FIGURE 1. The expression of CD103 is highly regulated at sites of L. major infection: C57BL/6 or BALB/c mice were injected intradermally with 103

L. major promastigotes. A, At different time points following infection the expression of CD103 at the surface of CD4�CD25� or CD4�CD25� cells from
C57BL/6 infected ears, and LN was assessed by flow cytometry analysis. Histograms represent the expression of CD103 on gated populations, as indicated.
Numbers represent the mean of the percentage of positive cells compared with isotype control (defined by bars), four mice per time point. The data are
representative of three distinct experiments. B, Intensity of CD103 expression at the surface of TCR-��CD4�CD25� (F) and TCR-��CD4�CD25� (E)
from ear cells during the course of the infection of self-healing C57BL/6 mice. The values are expressed as the difference of MFI between anti-CD103
staining and isotype control � SD, four mice per time point; ��, statistically significant differences in MFI between Treg at steady-state condition and at
5 wk postinfection, p � 0.001). C, Intensity of CD103 expression at the surface of TCR-��CD4�CD25� (F) and TCR-��CD4�CD25� (E) from ear cells
during the course of the infection of susceptible BALB/c mice. The values are the mean of the MFI of CD103 expression � SD, four mice per time point;
���, statistically significant differences in MFI between T cell populations (p � 0.0001).
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of the infection (data not shown). The vast majority of Treg in the
dermis of BALB/c mice expressed CD103 (over 80% at all time
points), while �20% of the CD4�CD25� T cell expressed this
marker (data not shown). The intensity of CD103 expression on
the surface of intradermal Treg was significantly higher than on the
surface of CD4�CD25� T cells at steady-state condition and was
sustained during the course of the infection (Fig. 1C).

We next addressed whether similar patterns of expression were
observed for other molecules that had been previously shown to
contribute to T cell homing (reviewed in Ref. 33). At different time
points postchallenge, both intradermal subsets of CD4� lym-
phocytes, Treg (CD4�CD25�), and effector populations
(CD4�CD25�) expressed high levels of CD44, CD18 (�2 chain of
LFA-1) and CD11a (�L chain of LFA-1) (data not shown). Both
subsets expressed CD49d (�4 chain of VLA-4 and LPAM-1) and
CD61 (�3 chain of �3�v and �3�iib) between 20 and 30%. Both
subsets were negative for CD62L. Thus, only the expression of
CD103 appeared to be restricted to Treg during the course of the
infection.

CD103�/� mice are resistant to infection with L. major

The sustained expression of CD103 in BALB/c mice suggested
that an impairment in the expression of this molecule may affect
their susceptible phenotype. To determine the functional impact of
CD103 ablation on Treg, we infected wild-type or CD103�/�

BALB/c mice with two doses of Leishmania; a high dose of 105

parasites that induces a strong Th2 response with an exacerbated
susceptibility phenotype (34) and a low dose of 103 parasites pro-
ducing a non-healing phenotype but with a less polarized response
and milder lesions (35). Strikingly, the difference between wild-

type and CD103�/� mice depended on the inoculum size. At a
high dose of parasites, both wild-type and CD103�/� mice devel-
oped a severe non-healing phenotype (Fig. 2A) with a comparable
number of parasites at sites of infection and similar levels of IL-4
and IL-10 production in response to Leishmania Ag (data not
shown). At this dose of parasites, no differences were observed in
the number and phenotype of intradermal lymphocytes at different
time points postinfection (data not shown). In contrast, at a lower
dose of infection (103) CD103�/� mice were strongly resistant to
infection compared with wild type. The lesion size was signifi-
cantly reduced at all time points and CD103�/� mice resolved
their infection after 9 wk of infection. (Fig. 2, A and B). Parasite
number was also significantly reduced in the dermis and the drain-
ing at 8 wk postinfection (Fig. 2C). Such phenotype correlates with
a shift in the nature of the cytokines produced by draining LN cells
in response to Leishmania Ag from moderate IFN-� and a high
level of IL-4 for wild-type mice and a higher IFN-� production at
4 and 8 wk and no detectable IL-4 for the CD103�/� mice at 8 and
12 wk postinfection (Table I). After 12 wk of infection, the level
of IFN-� was comparable between the two strains whereas IL-10
production was reduced in CD103�/� mice (Table I). The number
of intradermal CD4� lymphocytes releasing IFN-� in response to
Leishmania Ag was also enhanced in the dermis of CD103�/�

mice (16% vs 9% in wild-type mice at 4 wk postinfection, data not
shown). CD103�/� mice have previously been described to have
a reduced number of intradermal lymphocytes at steady-state con-
dition (36). At 4 wk postinfection the number of Treg was signif-
icantly reduced in the dermis of the CD103�/� mice whereas only
a trend was observed for the CD25� cells (Fig. 3). At 8 wk postin-
fection, at a time when CD103�/� mice had efficiently controlled

FIGURE 2. CD103�/� BALB/c mice control L. ma-
jor infection. A, The capacity of CD103�/� to control
infection is dose dependent. Wild-type (F) or
CD103�/� BALB/c (E) mice were injected intrader-
mally with 105 (inner graph) and 103 L. major promas-
tigotes as indicated. Lesion size was monitored over
time. Values represent the mean of lesion size � SD,
n � 4. Asterisks represent statistically significant dif-
ferences between mouse strains (�, p � 0.01; ��, p �
0.001). B, Picture of ear lesion from wild-type (left) and
CD103�/� (right) BALB/c mice at 9 and 14 wk postin-
fection with 103 L. major. C, Parasite number is reduced
in CD103�/� mice. Mice were injected intradermally
with 103 L. major promastigotes, and at 4 and 8 wk
postchallenge, the number of parasites was evaluated in
the dermis and draining LN of wild-type (F) or
CD103�/� (E) BALB/c mice. Data represent the abso-
lute number of parasites per organ, four mice per group.
Asterisks represent statistically significant differences
between wild-type and CD103�/� mice (��, p � 0.001;
���, p � 0.0001; ns, no significant differences).
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their parasite load, the number of both populations was dramati-
cally reduced compared with wild-type mice (Fig. 3). A reduction
in antigenic load at site of infection can explain that both popula-
tions of T cells were reduced at this time point. This reduction of
Treg cells was restricted to the dermis since the peripheral LN of
CD103�/� mice contained a similar number of Treg at steady-state
conditions and a similar proportion of Treg were found in the LN
during the infection (data not shown). To determine whether the
phenotype observed in CD103�/� mice could be due to an im-
pairment in the function of Treg, CD4�CD25� T cells from naive
or chronically infected wild-type or CD103�/� mice, cells were
purified and assessed for their capacity to suppress effector T cells
proliferation and cytokine release. The CD4�CD25� cells from
wild-type and CD103�/� naive mice suppressed equally the pro-
liferation as well as both IL-4 and IFN-� release of effector lym-
phocytes in response to anti-CD3 stimulation (Table II). When
CD4�CD25� T cells were purified from mice infected for 3 mo,
Treg from CD103�/� mice were still able to suppress effector T
cell proliferation and cytokines release whereas CD4�CD25� T
cells from infected wild-type mice suppressed efficiently the re-
lease of cytokines by effector cells but poorly suppressed their
proliferation (Table II). Thus, Treg suppressive function is pre-
served in CD103�/� mice.

To determine whether in this model a reduction of Treg at site of
infection was sufficient to explain the resistant phenotype in
CD103�/� mice, we directly addressed the role of Treg in the de-
velopment of a Th2 response in this model. CD103�/� mice were
infected in the ear with 103 parasites at the same time as 5 � 105

Treg from wild-type mice were transferred i.v. At 6 wk postinfec-
tion, the lesion size, number of parasites, and cytokine production
in response to Leishmania Ag were evaluated. The number of par-
asites and lesion size were significantly increased posttransfer as
well as the production of IL-10 and IL-4 by LN cells in response
to Leishmania Ag compared with non-transferred control (Table
III). Thus, transfer of Treg from CD103�/� mice was sufficient to
restore a non-healing Th2 phenotype in CD103�/� mice.

CD103 is necessary for the retention of lymphocytes in the
dermis at steady-state condition

A previous report showed that the number of intradermal lympho-
cytes was reduced in CD103�/� mice (36). However, the expres-
sion of CD103 is not restricted to CD4� T lymphocytes since this
molecule can also be expressed on subsets of CD8� T cells, ��T
cells, dendritic cells (DC), and mast cells (37–44). Thus, impair-
ment in intradermal lymphocytes homing could be the conse-
quence of another cell defect. To directly address the role of
CD103 in the retention of intradermal lymphocytes, we purified

CD4� T cells from wild-type or from CD103�/� naive BALB/c.
Cells were labeled with CFSE and inoculated intradermally in
BALB/c naive mice. The following day, the number of CFSE-
labeled CD4�CD25� or CD4�CD25� T cells retained in the der-
mis was quantified using flow cytometry analysis (Fig. 4A). The
number of CD4�CD25� T cells (but not CD4�CD25� T cells)
retained in the dermis was significantly reduced when CD4� T
cells originated from CD103�/� compared with wild-type mice
(Fig. 4B). To confirm that such impairment was not due to a de-
velopmental defect of T cells in CD103�/� mice, we used block-
ing anti-CD103 Ab in vivo. We used BALB/c mice deficient for
the common Fc receptor � chain to prevent nonspecific binding of
the blocking anti-CD103 Abs (IgG2a) through their IgG Fc recep-
tor (26). Negatively selected CD4� T cells from retromaxillar LN
were CFSE labeled and injected intradermally in the presence of 5
�g of anti-CD103 (M290) or isotype control. The following day,
the number of lymphocytes that were retained in the injected ear
was evaluated. As shown in Fig. 4C, the number of both
CD4�CD25� and CD4�CD25� T cells was dramatically reduced
when anti-CD103 was injected with CD4� T cells compared with
isotype control. Similar results were obtained when Treg were ob-
tained from the dermis of BALB/c mice infected for 8 wk (85%
reduction of Treg number in the presence of blocking Ab compared
with isotype control, data not shown). Interestingly, while
CD4�CD25� T cells constituted only 10% of the original inocu-
lums, after 1 day, approximately 50% of the cells retained were
CD25� suggesting that, at condition of homeostasis, Treg are pref-
erentially retained in the dermis compared with CD4�CD25� T

Table I. Cytokine production by LN cells from wild-type or CD103�/�

BALB/c mice infected with 103 L. major parasites

IFN-� IL-4 IL-10

4 wk
WT 130 � 21a 550 � 23 123 � 12
CD103�/� 650 � 33b 460 � 12 156 � 21

8 wk
WT 860 � 41 647 � 53 382 � 32
CD103�/� 1700 � 56b 0 374 � 44

12 wk
WT 1830 � 63 1250 � 53 687 � 22
CD103�/� 1440 � 56 0 322 � 44b

a Mean cytokine concentration produced by LN cells � SD (pg/ml) (four mice per
group) assayed 48 h after stimulation with 50 �g/ml SLA.

b Statistically significant ( p � 0.01) between wild-type and CD103�/� mice.

FIGURE 3. The number of Treg is reduced in the dermis of L. major-
infected CD103�/� mice. Wild-type and CD103�/� BALB/c mice were
injected intradermally with 103 L. major promastigotes. At 4 and 8 wk
postchallenge, the number of lymphocytes that accumulated at site of in-
fection for wild-type (gray bars) and CD103�/� (black bars) mice was
evaluated by flow cytometry. Events were gated on TCR-�-chain�, CD4�

and CD25 positive or negative events as indicated. Histograms represent
the mean number of lymphocytes per ear � SEM, n � 4. Asterisks indicate
statistically significant differences (��, p � 0.001; ���, p � 0.0001). This
experiment is representative of three distinct experiments.
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cells. One day after intradermal injection, �70% of the CD4� T
cells retained in the skin were CD103 � (data not shown).

Treg from CD103�/� mice are impaired in their capacity to be
retained at site of infection

Since in CD103�/� mice other cells that could contribute to Leish-
mania susceptibility may be affected, we directly addressed the
capacity of CD103�/� lymphocytes to migrate into the skin upon
infection. Purified CD4�CD25� T cells from wild-type or
CD103�/� mice were transferred i.v. into SCID mouse recipients
and at the same time the mice were infected intradermally with L.
major. At 3 wk postinfection and transfer, the infected tissues were
collected. The number of T cells able to accumulate in the dermis
was strongly reduced when CD4�CD25� T cells were purified
from CD103�/� compared with wild-type mice (Fig. 5). In con-
trast, the engraftment of Treg from CD103�/� was comparable to
wild type in regional LN. These data formally demonstrate that in
the absence of CD103, Treg are selectively impaired in their ca-
pacity to be retained at site of infection.

The molecule CD103 is maintained at the surface of Treg

following their entrance in the infected site

We next determine whether CD103 was required for Treg entrance
at site of infection. We purified CD4�CD25� from congenic
(Ly5.1�) mice as CD103 negative and co-injected them with
CD4�CD25� cells from wild-type background (Ly5.2). Since
CD25 can be down-regulated posttransfer, this approach allows us

to track cells according to their origin (13). Lymphocytes were
co-transferred i.v. into Rag�/� mice at the time of L. major infec-
tion. At 3 wk postinfection and transfer, the dermal cells were
collected and the phenotype of the cells analyzed by flow cytom-
etry. The cells were gated on TCR-�-positive events (Fig. 6, left
panel) and CD4�CD25� or CD4�CD25� events (Fig. 6, middle
panel) to reproduce the gating strategy that was used in wild-type
mice. The vast majority of the cells still expressing CD25 post-
transfer originated from regulatory T cells background as indicated
by their expression of the congenic marker Ly5.1 (Fig. 6, right
panel). Of Treg still expressing CD25, 70% had acquired CD103
expression (Fig. 6). Following transfer, 35% of dermal Treg lost
their expression of CD25. Interestingly, the loss of CD25 expres-
sion on those cells also correlated with a poor expression of
CD103.

Only 7% of the cells that originated form the CD4�CD25�

transferred cells expressed CD103 and with a modest intensity
(MFI of 159). Similar results were obtained when before transfer,
CD4�CD25� were sorted as CD103�/� (data not shown). These
results suggest that 1) CD103 at the surface of Treg was defining a
subset of Treg prone to enter the infected site; 2) the expression of
CD103 by Treg was induced and maintained upon or just prior to
arrival in the infected dermis; 3) the vast majority of cells express-
ing CD103 in the skin originated from transferred Treg; and 4) the
intensity of CD103 expression correlated with the one of CD25
expression.

Table III. Transfer of Treg from wild type in CD103�/� mice

Cell Transfera IL-4b IL-10b Lesion Sizec Parasite Numberd

None 149 � 21 331 � 43 2.77 � 0.82 5.785 � 0.5682
Treg 482 � 96e* 896 � 139e** 6.32 � 0.57e*** 8.118 � 0.3251e*

a 5 � 105 Treg from wild-type BALB/c mice were transferred intravenously to CD103�/� mice at the time of intradermal infection with 103 parasites.
b Mean cytokine concentration produced by LN cells at 6 wk postinfection � SD (pg/ml) (four mice per group) assayed 48 h after stimulation with 50 �g/ml SLA.
c Mean lesion size at 6 wk postinfection � SD (mm), four mice per group.
d Mean parasite number at 6 wk postinfection expressed in log � SD, four mice per group.
e Statistically significant (*, p� 0.01; **, p� 0.001; and ***, p� 0.0001) between wild-type and CD103�/� mice.

Table II. CD4�CD25� T cell suppression by Treg from BALB/c wild-type or CD103�/�a

Number of Cell Generationsb Anti-CD3

Anti-CD3

CD25� Naive CD25� Chronic

Wild-type BALB/c mice
0 90.0b 3.2 23.5 2.8
1 4.6 1.8 24.2 10.5
2 0.0 8.9 21.5 20.5
3 1.4 26.5 19.9 32.9
4 4.0 59.6 10.9 33.3

IFN-� productionc ND 641 � 20 ND ND
IL-4 productiona ND 1404 � 44 44 � 35 ND
CD103�/� BALB/c mice

0 91.5 0.9 29.9 23.0
1 4.5 2.9 32.5 33.3
2 0.5 3.3 20.5 23.4
3 0.1 26.7 12.2 14.7
4 3.3 66.3 4.9 5.0

IFN-� production ND 393 � 16 ND ND
IL-4 production ND 265 � 41 61 � 11 9 � 14

a CD4�CD25� T purified from chronically infected wild-type or CD103�/� mice were seeded at 5 � 104 per well in a
48-well plate and activated or not with 0.5 �g/ml soluble anti-CD3, in the presence of 7 � 104 BMDC. Activated CD25� T were
co-cultured or not for 5 days with an equal amount of CD25� T from naı̂ve (CD25� naı̈ve) or chronically infected (CD25�

chronic) mice (3 mo) of the same genetic background.
b Values are expressed as percentages of cells for each number of cell generations.
c IFN-� and IL-4 amount was quantified by ELISA in culture supernatant after 5 days of activation. Values are mean � SD

(pg/ml); ND, not detectable.
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The surface expression of CD103 on Treg is highly regulated

Since the expression of CD103 decreased during the course of the
infection in resistant C57BL/6 mice (Fig. 1), we determined
whether the exposure of Treg to a pro-inflammatory or a deacti-
vating environment could modulate the expression of this mole-
cule. We purified Treg from the LN of chronically infected mice
and exposed them to BMDC or M� infected or not with Leish-
mania. Interestingly, when Treg purified from chronically infected
mice were exposed to Leishmania-infected DC, the expression of
CD103 was increased in percentage (from 43 to 71%, Fig. 7A) and
intensity (from an MFI of 55 to 86) (Fig. 7B). On the other hand,
when Treg were exposed to BMDC in the presence of LPS, the
level of expression of CD103 was significantly decreased from an
MFI of 86 to 10 (Fig. 7B). Likewise, CD103 expression at the
surface of Treg was down-regulated following exposure to DC that
were activated with anti-CD40 agonist Ab (clone 1C10, data not

shown). TGF-� can enhance CD103 expression on T cells (22).
Consistently, if Treg were exposed to infected BMDC in the pres-
ence of TGF-�, the expression of CD103 was enhanced in pro-
portion (from 71 to 92%, data not shown) and intensity (from 95
to 140, data not shown). Since previous report showed that Treg

can express TLRs and in particular TLR-4 (45), we tested the
direct role of LPS on CD103 expression by Treg. A direct exposure
of Treg to LPS failed to induce down-regulation of CD103 (Fig.
7B) demonstrating that such effect was mediated by activated DC
and not through direct interaction of LPS with Treg. Inflammatory
M� or M� derived from bone marrow were unable to either en-
hance or down-regulate CD103 expression under those various
conditions (data not shown).

To determine whether the level of expression of CD103 could
also be down-regulated in vivo, we injected LPS intradermally and
followed the expression of CD103 at the surface of the recruited

FIGURE 4. CD103 is required for the retention of intradermal lymphocytes. A, CD4� T cells from CD103�/� mice are impaired in their capacity to
be retained in the dermis. Negatively selected CD4� T cells from LN of naive wild-type or CD103�/� BALB/c mice were labeled with CFSE before being
injected in the dermis (5 � 105 cells per ear). At 18 h postinjection, dermal cells were recovered and immunolabeled for flow cytometry analysis.
Histograms represent events gated on TCR-�-chain�, CD4� and CD25 positive or negative events as indicated. Numbers represent the mean percentage
of cells retained in the dermis relative to the total number of cells extracted from the ear; n � 4, each mice was analyzed individually. This experiment
is representative of three distinct experiments. B, Absolute number of cells per ear of CD4�CD25� or CD4�CD25� from wild-type (gray bars) or
CD103�/� (black bars) retained in the dermis. Values represent the mean of absolute number of TCR-��CD4�(CD25� or CD25�) CFSE� cells per ear �
SD, n � 4; asterisks represent statistically significant difference between the number of lymphocytes from wild-type and CD103�/� mice (��, p � 0.001);
ns, no significant differences. This experiment is representative of three distinct experiments. C, Blocking Ab against CD103 prevents CD4� T cell
retention. CD4� T cells from LN of naive wild-type BALB/c mice were labeled with CFSE before being inoculated in the dermis of Fc�RI�/� mice in
the presence of 5 �g total of isotype control (gray bars) or anti-CD103 (M290) (black bars). The following day, dermal cells were recovered and
immunoassayed for flow cytometry analysis. Values represent the mean of absolute number per ear of CD4�CD25� or CD4�CD25� cells that are CFSE
positive � SD, n � 5; asterisks represent statistically significant difference between the number of lymphocytes retained in the dermis in the presence of
anti-CD103 and isotype control (��, p � 0.001; ���, p � 0.0001); this experiment is representative of two distinct experiments.
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lymphocytes. The injection of PBS alone mobilized a small num-
ber of CD4� T cells (2-fold increase compared with non-injected
control, data not shown). The vast majority (72%) of the CD4� T
cells in the dermis were both CD103 and CD25 positive (Fig. 7C,
bottom panel). The injection of 100 ng of LPS induced the recruit-
ment of a large number of CD4�T cells (12-time increase com-
pared with PBS, data not shown) that were essentially CD103�

and CD25�. Interestingly, the intensity of CD103 expression at the
surface of the CD4�CD25� cells was also reduced (MFI of 144
compared with 302 with PBS) (Fig. 7C, bottom panel). Thus, the
injection of a high dose of LPS favored the recruitment of CD4�

T cells that did not express CD103 and/or strongly down-regulated
the expression of this marker. When 100 ng of LPS was injected
into CD103�/� mice, the number of CD4�CD25� and CD25� T
cells recruited in the dermis was comparable to wild-type mice.

Discussion

In this report, we showed that the �E chain (CD103) of the �E�7

integrin plays a critical role in the retention of Treg at the site of
Leishmania infection. We and others have shown previously that
the outcome of chronic infection by L. major was tightly controlled
by the equilibrium between Treg and effector T cells (13, 16, 17,
30). Here we report that CD103 can contribute to the local control
of this equilibrium. Genetically susceptible mice that lack CD103
became resistant to the infection, a phenotype that was associated
with an impairment of Treg to accumulate at sites of infection. Our
results demonstrate that CD103 is not necessary for the entrance of
Treg in tissues but induced upon or just prior to their arrival in the
infected dermis and required for Treg retention. The expression of
CD103 is highly regulated by the environment, with pro-inflam-
matory signals inducing its down-regulation. This report is, to our
knowledge, the first direct demonstration that a molecule can se-
lectively contribute to Treg homing at sites of infection.

The CD103 molecule is the �E chain of the �E�7 integrin whose
principal ligand is E-cadherin, an epithelial homophilic adhesion
molecule. Expression of CD103 at very high levels is a hallmark
of intraepithelial lymphocytes residing in the gut wall and other
epithelial compartments such as the skin and lung (46). This mol-
ecule is also expressed at high levels by subsets of mucosal mast
cells, mucosal DC, and a subset of DC from lymphoid organs
(37–44). The first suggestion that CD103 could be involved in T
cell homing came from the observation that in CD103 deficient
mice, the number of T cells was reduced in the skin and intestinal
epithelia (36). Previous studies indicate that CD103 expression
also characterizes a subset of peripheral CD8� T cells with a
unique capacity to access the epithelial compartment of organ al-
lograft (27, 47). Recently, it has been shown that CD103 was also
expressed at the surface of natural CD4�CD25� T cells from lym-
phoid organs, 30% of which express this molecule (19). Treg ex-
pressing CD103 efficiently prevent the development of colitis in
the SCID model, although those cells display rather poor suppres-
sive capacity in vitro (20). This molecule also allows to define
subsets of regulatory T cells (CD25� or CD25�) present in lym-
phoid organs with a distinct profile of adhesion molecules (21).
Those subsets, following activation in vitro, were able to migrate

FIGURE 6. The expression of CD103 is induced on Treg upon arrival at site of infection. Treg from congenic B6.SJL mice (Ly5.1) were purified by cell
sorting as CD4�CD25�CD103� cells and co-injected with purified CD4�CD25� T cells from C57BL/6 mice (Ly5.2); 2 � 105 CD4�CD25�CD103� and
6 � 105 CD4�CD25� T cells were injected i.v. into RAG�/� recipient at the time of intradermal injection of 103 L. major. At 3 wk posttransfer and
infection, dermal cells were collected and analyzed by flow cytometry. Events were gated on TCR-�, CD4 positive events (left) and subsequently on CD25
positive or negative events as indicated (right); numbers within quadrants represent MFI of CD103 expression for the events of the designated quadrant;
numbers on the right represent percentages of cells in each quadrant. Four mice were injected per group and analyzed individually, and this data is
representative of three separate experiments.

FIGURE 5. Treg from CD103�/� mice are impaired in their capacity to
migrate at site of L. major infection. Treg were purified from the LN of
naive wild-type or CD103�/� BALB/c mice; 3 � 105 cells were trans-
ferred into SCID recipient mice at the time of infection in the ear with L.
major. At 3 wk postinfection, dermal cells were collected and lymphocyte
numbers in the infected site (A) and regional LN (B) were evaluated by
flow cytometry. Values represent the absolute numbers of CD4�TCR-�-
chain� cells per ear or LN at 3 wk postchallenge for wild-type (F) and
CD103�/� (E) T cell transfers, four mice per group. ��, statistically sig-
nificant differences (p � 0.001) between wild-type and CD103�/�

CD4�CD25� T cell transfers; n.s., nonsignificant differences. This data is
representative of four distinct experiments.
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to sites of inflammation and control the intensity of the local re-
sponse (21). Thus, those studies demonstrated that CD103 allows
identification of subsets of regulatory T cells, but a direct role for
the CD103 molecule in Treg retention remained to be addressed.

Our results demonstrate that CD103 is required for Treg reten-
tion at steady-state condition and during Leishmania infection. At
steady-state conditions, we have shown that half of the lympho-
cytes homing in the dermis express a regulatory phenotype with a
high level of CD25, glucocorticoid-induced TNF receptor, and
CTLA-4 expression (13). The skin is a highly exposed organ that
requires multiple levels of regulation in which regulatory T cell
accumulation may be instrumental. In this study, we showed that
the vast majority of dermal Treg also expressed high levels of
CD103 and that this molecule was required for the homing of Treg

in the dermis. Blockade with anti-CD103 Ab prevents Treg reten-
tion in the dermis, and Treg purified from CD103�/� are directly
impaired in their capacity to accumulate or be retained in the der-
mis of naive mice.

Our results strongly suggest that CD103 is also required for the
homing of Treg during the course of infection with Leishmania. We
have previously shown that in genetically resistant mice, Treg are
preferentially attracted to sites of L. major infection during parasite
expansion and following clinical cure (30). Such retention corre-
lates with a strong expression of CD103 at the surface of Treg.
Genetically susceptible mice that lack CD103 are resistant to L.
major infection, a phenotype that is associated with a poor capacity
of Treg to accumulate in the infected skin. Although we cannot
exclude that other parameters may contribute to the resistant phe-

notype observed in CD103�/� mice, a direct role for CD103 in
Treg retention is supported by the fact that Treg from CD103�/�

transferred into SCID mice are directly impaired in their capacity
to accumulate at the site of Leishmania infection.

Previous reports supported a role for Treg in the establishment of
the susceptible phenotype in BALB/c mice. For instance, the
CD4� T cells that suppress L. major immunity in BALB/c have
been shown to belong to an IL-4 and IL-10 producing population
of cells CD45RBlow that also inhibited colitis (14). In addition, the
biweekly administration of anti-CD25 during the first 4 wk of in-
fection renders BALB/c mice resistant to L. major infection (15).
More recently, it was shown that in BALB/c mice, the removal of
Treg initially enhanced Th2 phenotype but eventually led to a better
control of the infection (16–18). In our low dose infection model,
the reduction of Treg in the infected dermis (and not the regional
LN) of CD103�/� mice was associated with a shift toward a self-
controlled Th1 phenotype. A possible explanation for the role that
Treg play in this polarization would be that, in susceptible mice,
Treg at the site of infection by maintaining a deactivating environ-
ment, modulate the innate response in a way that favors a Th2
polarization. A direct confirmation that Treg favor Th2 responses in
our model came from the fact that the transfer of Treg from wild-
type mice was sufficient to restore a Th2-susceptible phenotype in
CD103�/� mice. This result is in accordance with recently pub-
lished observations showing that during Schistosoma mansoni in-
fection, Treg suppress Th1 responses allowing for the development
of a protective Th2 response (48). Interestingly, despite a reduction

FIGURE 7. Inflammatory signals down-regulate CD103 expression at the surface of Treg. A, Activation level of DC modulates CD103 expression. Treg

were purified from the LN of chronically infected mice and incubated with BMDC (DC) or L. major-infected BMDC (DCI) in the presence or absence of
100 ng/ml LPS. After 18 h, cells were collected and CD103 was evaluated by flow cytometry analysis. Histograms represent the expression of CD103 at
the surface of Treg. Events were gated on TCR-� and CD4 positive events. Positive events were determined compared with isotype control (lines). Each
condition was done in triplicate. B, Treg were purified from LN of chronically infected mice and incubated for 1 day with L. major-infected or non-infected
DC in the presence or absence of LPS (100 ng/ml). The values are expressed as the �MFI between anti-CD103 staining and isotype control � SD, n �
3. This data is representative of three distinct experiments. Asterisks represent statistically significant differences between indicated groups (��, p � 0.001;
���, p � 0.0001). C, CD4� T cells mobilized by LPS injection are CD103 low or negative. C57BL/6 mice were injected intradermally with PBS, or 100
ng of LPS. At 18 h postinjection, dermal cells were extracted, and the phenotype of the collected cells was analyzed by flow cytometry. Events were gated
on TCR-�� events (top panel) and TCR-��CD4� events (bottom panel). The numbers (top panel) represent the percentage of CD4� positive events that
were positive for CD103; the underlined numbers (bottom panel) represent the MFI of CD103 expression on TCR-��CD4�CD25�-gated events. Four mice
were injected per group; these data are representative of two distinct experiments.
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of Treg at sites of infection, no substantial difference in IL-10 pro-
duction by LN cells was detectable between the wild-type and
CD103�/� mice until 12 wk postinfection. Since Treg are a major
source of IL-10 in various parasitic model (13, 48, 49), this finding
is in apparent contradiction with a reduced role for Treg in
CD103�/� mice during Leishmania infection. On the other hand,
in BALB/c mice infected with Leishmania other populations of T
cell have been shown to produce IL-10 (50). In addition, Treg from
LN of CD103�/� mice display strong suppressive function in vitro
as assessed by their capacity to inhibit proliferation and cytokine
production by effector T cells. Thus, although the number of Treg

is greatly reduced in the dermis of infected CD103�/� mice, the
number and function of Treg in regional LN is not affected.

Several types of regulatory cells exist some of which are in-
duced in response to infectious challenge (e.g., Tr1 or TH3) and
some of which are judged as natural regulators (51). In our present
study, we have primarily addressed the role of natural Treg; how-
ever, during chronic infections in BALB/c mice, we cannot ex-
clude that both natural and inducible Treg contribute to the sus-
ceptible phenotype. For instance, natural Treg are more likely to
contribute to the early events occurring during infection whereas
both subsets could control later stage of the infection. Indeed, Treg

extracted from LN of chronically infected mice were less able to
suppress effector cells than naive natural Treg, suggesting that other
populations were present in the CD25� fraction. Nevertheless, our
results suggest that regardless of their origin, Treg are not retained
in the absence of CD103.

The requirement for CD103 expression does not apply to effec-
tor T cells or to Treg when high inflammatory conditions are
present. When LPS was injected intradermally, the population of T
cells mobilized in the dermis was CD103 negative. Likewise, the
effector T cell population mobilized in Leishmania-infected dermis
did not express this molecule. In addition, both populations of
lymphocytes can be efficiently recruited in the dermis of
CD103�/� mice following inflammatory stimuli (LPS) or when
the mice were infected with a high dose of parasites. Thus, a role
for CD103 appears to be mostly restricted to Treg when homeosta-
sis must be restored. We cannot exclude that a fraction of conven-
tional CD4� T cells also require CD103 for their retention. Indeed,
half of the CD25� cells at steady-state condition (but not during
infection) expressed this marker but with lesser intensity than Treg.
In addition, use of anti-CD103-blocking Abs also reduced the
number of CD25� cells that were retained in the dermis. To de-
termine whether those cells are derived from regulatory T cells or
conventional CD4� T cells remains to be addressed.

A role for CD103 in the retention of Treg is supported by pre-
vious observations (21). In a model of inflammatory skin disorder,
mice reconstituted with CD4� T cells from CD103�/� mice de-
velop more severe lesions compared with mice reconstituted with
CD4� T cells from wild-type mice (52). In addition, CD103�/�

mice tend to develop spontaneous skin disorders (52). In humans,
the expression of �E�7 is also associated with some clinical cuta-
neous disorders such as T cell lymphoma, lichen planus, or atopic
dermatitis (40, 53–55). All together, these results suggest that a
dysregulation of CD103 expression correlates with a disruption of
the local immunoregulation of the skin leading to excessive patho-
logical responses. Thus, by controlling Treg tropism, CD103 could
contribute to the control of peripheral homeostasis and the patho-
logical process due to microbial infection.

Our results suggest that CD103 does not define a subset of reg-
ulatory T cells with distinct properties but rather that this molecule
is rapidly induced and maintained on Treg following or just prior to
their arrival in tissues. Using transfer experiments, we showed that
Treg purified as CD103 negative can enter efficiently at the site of

infection and express this marker. In addition, our results demon-
strate that the only cells able to express high levels of CD103
originated from the natural Treg population. The acquisition of this
marker following or just prior to migration in tissues is also ob-
served for CD8� T cells that respond to donor alloantigens in the
graft site (47). Interestingly, the loss of CD25 expression that is
observed on Treg upon homeostatic proliferation (13) is also asso-
ciated in our study with a reduction in CD103 expression in Leish-
mania-infected sites. Nevertheless, a small proportion of trans-
ferred Treg that became CD25� still expressed CD103. Previous
results published by Huehn et al. (21) suggest that CD4�CD25�

CD103� cell subsets isolated from lymphoid organs have under-
gone repetitive cell divisions. Consistent with this hypothesis, ag-
ing mice have an increased number of cells expressing CD103
with functional suppressive function (56). Thus, this subset may
have originated from CD25�CD103� Treg cells that have under-
gone massive proliferation. All together these results suggest that
CD103 may be a better predictor of the natural Treg origin than
CD25 and could allow purification of Treg that have been previ-
ously exposed to Ag in the periphery. Such an approach may be
particularly useful in human studies in which peripheral blood is
the most accessible compartment.

Although Treg control the intensity of effector immune re-
sponses, their functions also have to be controlled. Such control
occurs either by direct inhibition of their function or by overriding
their suppressive effects on effector cells (2). Although the homing
property of Treg remains poorly defined, their capacity to be se-
lectively retained at sites where regulation is required may repre-
sent an important factor in the control of peripheral homeostasis.
We had previously shown that both effector T cells and Treg could
enter at primary and secondary sites of infection with similar ef-
ficiency (30) suggesting that the regulation of Treg accumulation is
not at the level of recruitment but more likely at the level of dif-
ferential retention. In this report, our results suggest that the en-
counter with the microenvironment and the subsequent regulation
of CD103 will dictate the capacity of Treg to be retained. Previous
reports demonstrated that the �E subunit of the integrin �E�7 is
transcriptionally regulated by TGF-� (22). Supporting this obser-
vation, in susceptible BALB/c mice (in which high levels of
TGF-�, IL-4, and IL-10 are produced (57, 58)), Treg maintained a
high level of expression of CD103 during the course of the infec-
tion. Thus, a deactivating environment that dominates in the con-
text of an early infection, a chronic infection, or a highly suscep-
tible phenotype will favor CD103 expression at the surface of Treg.
In vitro, exposure of Treg purified from chronically infected mice
to L. major-infected DC led to an increase of CD103 expression
suggesting that the parasite itself manipulates its environment to
favor Treg retention. It is therefore tempting to speculate that Treg

expressing CD103 found in lymphoid organs is enriched in Treg

that are specific for Ags that are presented in tissues enriched in
deactivating cytokines such as the gut, the lung, or the skin. In
contrast, when Treg were exposed to infected DC in the presence of
proinflammatory stimuli (e.g., LPS, anti-CD40), CD103 expres-
sion was sharply down-regulated. Our results in vivo mirror those
observations; CD103 expression at the surface of Treg is down-
regulated in resistant C57BL/6 mice during the acute phase of the
infection. During this phase, a proportion of Treg in the dermis are
negative for CD103, and the overall intensity of fluorescence de-
creased compared with steady-state conditions, which suggests the
presence of Treg with a wider expression of CD103. During this
phase, parasite invades DC, an event that induces DC activation
(59). In contrast with lymphoid cells, when Treg were purified from
the infected dermis, the expression of CD103 could not be further
modulated in vitro. Thus, those results suggest that during the
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acute phase of the infection, Treg that are patrolling through the
infected site would not encounter conditions that favor the expres-
sion of this marker. Similarly, Treg that were elicited by the intra-
dermal injection of high levels of LPS had a reduced expression of
CD103. Thus, our results suggest that the expression of CD103
and the subsequent retention of Treg in tissues are highly regulated
by the level of activation of the microenvironment they encounter.

Integrin-mediated cell adhesion with the extracelluar matrix and
neighboring cells can profoundly influence a variety of signaling
events including those involved in mitogenesis, survival, and dif-
ferentiation (reviewed in Ref. 60). For instance, the role of CD103
as a costimulatory molecule has been previously shown for thy-
mocytes (61). E-cadherin, the ligand of �E�7, is highly expressed
at the surface of keratinocytes and Langerhans cells in the skin, site
of L. major infection. Understanding the functional consequences
of the interaction between �E�7 and its natural ligand on Treg

function and survival remains to be addressed.
In this report, we propose that the regulation of Treg accumula-

tion at sites of infection is not dictated by their capacity to enter but
more likely by the capacity of Treg to be selectively retained or
alternatively to better survive/proliferate locally. Creating a micro-
environment that favors Treg retention may represent a fundamen-
tal strategy to favor microbial survival. Thus, Leishmania, like
other pathogens known to produce chronic infection, triggers the
production of deactivated cytokine (TGF-�, IL-10) by the cells
they infect. Treg patrolling through tissues could encounter Ag in
a context that will or will not favor their local retention providing
for an additional level of control of Treg function. All together, our
results suggest that the integrin �E�7 could be used as a therapeutic
target to manipulate the expression of local immunity.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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