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RESUMO E ABSTRACT



RESUMO

A reconstituicdo de proteinas de membrana em lipossomos ¢ uma abordagem utilizada para
aumentar as propriedades antigénicas dessas moléculas. No presente estudo, foram gerados
proteolipossomos carreadores de proteinas de T. cruz para usa-los como imundgenos em
camundongos BALB/c. Formas tripomastigotas e amastigotas foram primeiramente
sonicadas e misturadas com o detergente SDS. A solubilizagio maxima foi alcangada
instantaneamente usando 0.5 mg/mL de proteina e 0.5 % de SDS, com uma recuperagdo de
94% de proteinas soluveis. A incorporagdo de proteinas presentes no extrato solubilizado
no sistema de lipossomo preparado com este protocolo, apresentou 80% de reconstituigado.
Para preparar os proteolipossomos, foram utilizados dipalmitoil fosfatidilcolina, dipalmitoil
fosfatidilserina e colesterol incubados com proteinas soluveis do parasita. Camundongos
BALB/c imunizados por via intraperitoneal com 20 pg de proteolipossomo foram capazes
de gerar anticorpos que em Western blotting reagiram com as proteinas do T. cruz. Foi
investigado a capacidade de células peritoneais de camundongos imunizados impedir a
replicagdo intracelular do parasita in vitro. Apés 72 h de cultura, o nimero de parasitas
intracelulares em macrdéfagos imunizados diminuiu significativamente quando comparados
aos controles. Embora o tratamento com proteinas de membrana das formas tripomastigotas
e amastigotas incorporadas em lipossomos estimulem a producao de IL-12 pelas células do
bago, gerem anticorpos e ativem macrofagos, os camundongos imunizados com o0s

proteolipossomos ndo foram protegidos contra o desafio com tripomastigotas de T. cruz.



ABSTRACT

The reconstrution of membrane proteins into liposome is a useful tool to enhance the
antigenic properties of these molecules. In the presente study, was generated
proteoliposome carrying proteins of T. cruzi for use as immunogens in BALB/c mice.
Parasite trypomastigote and amastigote forms were first sonicated and mixed with SDS.
The maximum of solubilized proteins was achieved instantaneously using 0.5 mg/mL of
protein and 0.5% SDS with 94% recovery of soluble proteins. The incorporation of the
proteins present in solubilized extract into liposomes system prepared in that protocol,
presented 80% of reconstitution. To prepare proteoliposome, was used a protocol in which
dipalmitoylphosphatidylcholine, dipalmitoyllphosphatidylserine and cholesterol were
incubated with the parasite proteins. BALB/c mice immunized with 20 pg of

proteoliposomes were able to gerate antibodies which, in Western blotting, reacted with the

proteins of T. cruzi. We further investigated the ability of peritoneal cells from immunized

mice to arrest the intracellular replication of trypomastigotes, in vitro. After 72 h of culture,
the number of intracellular parasites in immunized macrophages decreased significantly, as
compared to control. Despite the fact that exposure of mice to proteins of trypomastigotes
plus amastigotes incorporated into liposomes stimulated IL-12 production by spleen and
lymph node cells of the immunized mice, generated antibodies and actived macrophages,
the immunized mice with proteoliposomes were not protected against T. cruz

intraperitoneal challenge.



1. INTRODUCAO



1.1 O Trypanosoma cruz e a Doenca de Chagas

Descoberta em 1909, por Carlos Chagas, a tripanossomiase americana, ou Doenga de
Chagas, é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario parasita hemoflagelado

pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Tripanosomatidae (Hoare & Wallace, 1996).

Sob condig¢des naturais, o T. cruz infecta mamiferos silvestres e humanos através da
picada do inseto hematofago da familia Reduviidae, quando tripomastigotas metaciclicas
sdo depositadas na pele do hospedeiro (De Souza, 2000). Apesar desta ser a principal via
de transmissdo nas areas endémicas, o T. cruzi pode ser transmitido para o homem por
mecanismos alternativos como: transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, acidente de
laboratorio, transmissao oral e congénita (Gomes, 1997). Aproximadamente 20 milhdes de
pessoas na América Latina estdo infectadas e 30% da populagdo vive em areas endémicas

estando expostas ao risco de infeccdo (De Souza, 2000).

Os insetos vetores do T. cruzi sdo encontrados em toda América, desde o Sul dos
Estados Unidos até o Sudoeste da Argentina (WHO, 2002). A disseminag¢do dos vetores
ocorre principalmente nas regides rurais onde as instalagdes precdrias de moradia se
apresentam como um habitat ideal para os vetores, devido a proximidade com o ciclo
natural. A transmissdo da doenca pelo invertebrado estaria controlada em paises como
Brasil, Argentina, Chile e Uruguai (Moncayo, 2003), porém surtos localizados podem

ocorrer (Schmunis & Cruz, 2005).

Na fase aguda, a doenca de Chagas se caracteriza pela presenca de parasitas circulantes
e por um processo inflamatdrio inespecifico no sitio de entrada, que pode ser o olho (sinal
de Romana) ou a pele (chagoma). Embora grande parte dos individuos infectados apresente

uma fase aguda assintomadtica, criangas infectadas muitas vezes desenvolvem febre,



hepatoesplenomegalia, adenopatia e miocardite (Andrade, 1990). Apds um ou dois meses, a
parasitemia regride e desenvolve-se, concomitante com o estabelecimento da imunidade
adquirida, um estagio cronico que pode se estender por anos, sem sinais ou sintomas. Além
disso, 20 a 30% dos pacientes evoluem para um quadro de morbidade subsequente aos
danos patologicos irreversiveis ocorridos, como inflamagao do tecido cardiaco, dilatagdo do

esofago e colon (Dias, 1995; Soares et al., 2001).

O diagnéstico sorologico tem pouca importancia na fase aguda da doenga, uma vez
que métodos laboratoriais para pesquisa de IgM, como fixagdo de complemento,
hemaglutinagdo e imunofluorescéncia indireta, apresentam baixa sensibilidade nesta fase
(Camargo & Amato-Neto, 1974). Em contraposi¢do, os métodos parasitoldgicos indiretos,
como hemocultura e xenodiagnostico, apresentam uma sensibilidade que se aproxima de
100%. Na fase aguda da doenca ¢ possivel a pesquisa do parasita ao microscopio, no
sangue retirado do paciente. Com o desenvolvimento de técnicas de engenharia genética,
conseguiu-se isolar varios fragmentos de DNA que codificam antigenos especificos de fase
aguda da infecgdo por T. cruz. Os anticorpos IgG e IgM anti-SAPA (Shed Acute Phase
Antigen), pesquisados pelo método de ELISA, podem estar presentes em 90% dos casos na

fase aguda da doenga (Umezawa et al, 1996).

Durante a fase cronica, varias técnicas imunologicas para detec¢do dos anticorpos
anti-T. cruz tais como imunofluorescéncia indireta, hemaglutina¢do e ELISA sdo bastante
sensiveis, com eficiéncia entre 95 e 100%, quando se empregam pelo menos duas técnicas

diferentes (Schattschneider €t al., 1992).



1.2 Ciclo de vida do T. cruz

O ciclo de vida do T. cruz no invertebrado, inicia-se quando o inseto vetor, durante o
repasto sangliineo no hospedeiro vertebrado infectado ingere formas tripomastigotas
sangiiineas (delgada e flagelada), formas essas que colonizam o intestino médio do inseto,
diferenciando-se em formas epimastigotas. Apds a replicacdo, as formas epimastigotas
migram para o intestino posterior onde se ligam a cuticula deste 6rgdo por interagdes
hidrofobicas, antes de se diferenciarem em formas tripomastigotas metaciclicas (Burleigh
& Andrews, 1995; Tyler & Engman, 2001). Este processo de diferenciacdo, denominado de
metaciclogénese, parece ser disparado pela interagdo entre o flagelo e a cera da cuticula do
intestino do vetor, ¢ ¢ mediado por AMP ciclico (Bonaldo et al., 1988, Gonzales-Perdomo,
et al., 1988). Apo6s a metaciclogénese, as tripomastigotas metaciclicas soltam-se da cuticula
e sdo eliminadas juntamente com as fezes do inseto. Durante o novo repasto sangiiineo, o
inseto vetor defeca na pele do hospedeiro vertebrado e as formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas fezes penetram na pele através da solucdo de continuidade
causada pela picada do vetor. Quando as tripomastigotas metaciclicas entram no hospederio
vertebrado, elas invadem as células através de um mecanismo no qual ha o recrutamento de
lisossomos para o ponto de ligacdo do parasita (Andrews, 1993). Esses lisossomos fundem-
se com a membrana plasmatica formando um compartimento vacuolar, permitindo a
entrada do parasita. Inicia-se, assim, o ciclo intracelular que pode durar de 4 a 5 dias. O
primeiro passo do ciclo intracelular ¢ o rompimento da membrana vacuolar que ocorre de 1
a 2 horas ap6s a invasdo. Chegando ao citoplasma, o parasita diferencia-se em formas
amastigotas (arredondada, sem flagelo aparente e imdvel) que proliferam por divisdo

binaria. Apds o periodo de replicagdo, as amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas,



seguindo-se a ruptura da célula hospedeira com a liberacdo dos parasitas na corrente
sangiiinea, podendo, entdo, serem ingeridos pelo inseto vetor, completando, assim, o seu

ciclo de vida (Burleigh & Andrews, 1995; Tyler & Engman, 2001) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (WHO, 2007).



1.3 Fatores de resisténcia e susceptibilidade do hospedeiro na Doenc¢a de Chagas.

A imunidade protetora contra a infecgdo por T. Cruzi que contrapdem os mecanismos
pelos quais o parasita escapa da resposta imune do hospedeiro nao foram ainda totalmente
esclarecidos, embora muitas evidéncias indiquem a participagdo da resposta imune celular

(Tarleton, 1990) e humoral (Krettli & Brener, 1982; Takehara et al., 1981) nesse processo.

Nos hospedeiros infectados, tanto as formas amastigotas como as tripomastigotas
induzem a produgdo de uma complexa resposta imunoldgica, envolvendo tanto a producdo de
anticorpos como uma resposta imune mediada por linfocitos T CD4" ¢ T CD8" (Tarleton,
1996). Linfocitos T CD4" e T CD8" participam como mediadores da protegdo, uma vez que a
deplecao de qualquer dessas subpopulagdes tornam os animais menos capazes de controlar a

replicagdo do parasita, resultando em aumento da suscetibilidade a infec¢ao (Tarleton, 1990).

Na resposta imune mediada por células T, dependendo das citocinas produzidas, as
células T CD4" podem ser divididas em dois subgrupos, T helper 1 (Thl) e T helper 2
(Th2) (Mosmann et al., 1986). As células com caracteristica Thl produzem varias
citocinas, entre elas a interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL-12) e o interferon-y (IFN-Y)
que induzem preferencialmente a ativagdo de macrdofagos e uma resposta imune mediada
por células. J4 as células com fendtipo Th2, produzem interleucina-4 (IL-4), interleucina-5
(IL-5) e interleucina-10 (IL-10), influenciando a resposta imune humoral na mudanga de

isotipos das imunoglobulinas (Coffman et al., 1988).

Em infecgdes com patogenos intracelulares, como Leishmania major (Chatelain et al,
1999), Mycobacterium tuberculosis (Kobayashi, 1997), e Listeria monocytogenes (Geginat
et al, 1998), uma resposta Th1 forte e polarizada esta associada a resisténcia, enquanto uma

resposta Th2 est4 associada com suscetibilidade. Entretanto, com relagdo a infec¢cdo com o



T. cruz, a ligacdo entre resposta Th1 e resisténcia ndo esta suficientemente estabelecida. Ha
evidencias de que a producdo de IFN-7 e IL-12 na fase aguda da infec¢do esteja associada a
resisténcia ao T. cruzi (Nabors & Tarleton,1991; Minoprio & Murphy,1993; Silva et al,
1998). No entanto, o resultado de alguns estudos sugere a necessidade de um balango entre
a resposta Th1 e Th2 para o controle da infec¢do com T. cruz (Silva et al., 1992; Reed et

al, 1994, Soares et al., 2003).

Resultados obtidos in vitro indicam que os macrofagos e células dendriticas infectadas
com T. cruz possivelmente secretam citocinas como IL-12, TGF-f, IL-10 ¢ TNF-a tanto no
local da infecgdo como nos linfonodos e no bago, (Silva et al., 1998). Outras citocinas, como
IL-6, e IL-1 também seriam produzidas por macréfagos e célula endoteliais durante a

infestagdo com o parasita (Tanowitz et al., 1992; Truyens et al., 1994).

Durante a imunidade inata, o IFN- y atua de maneira inespecifica como mecanismo de
defesa contra infecgdes, induzindo uma atividade tripanocida (Silva et al., 1995) pela
produgdo de oxido nitrico (NO), um dos principais intermedidrios reativos do nitrogénio
(RNI) (Cardillo et al., 1996; Vespa et al., 1994). O o6xido nitrico produzido pelos
macrofagos ativados € citotoxico para o T. cruzi, matando o parasita que esta dentro da

célula (Silva et al., 1995).

Estudos sugerem a importancia do IFN-y na resisténcia e suscetibilidade a infeccao
experimental em camundongos pelo T. cruz, pois a administragdo de INF-y recombinante
em camundongos aumenta a resisténcia a infec¢do por este parasita levando a diminuicao
da parasitemia ¢ o aumento da sobrevida (Reed., 1988). Além disso, a suscetibilidade a este
patogeno intracelular, observada quando ha deficiéncia na produgdo de NO por macrofagos

murinos, pode ser revertida pelo tratamento dessas células com IFN- y (Dalton et al., 1993).



Dados da literatura ressaltam o papel do TNF-a no metabolismo da producao de NO.
Esta citocina atua de maneira autdcrina, promovendo o metabolismo da L-arginina, que
leva a produgao de NO, que desempenha um papel importante no controle da quantidade de

parasitas circulantes em animais infectados pelo T. cruz (Silva et al., 1995).

Com relagdao a producdo de TGF-B, um dos efeitos durante a infeccao aguda pelo
T.cruz em camundongos ¢ permitir a replicagdo do parasita dentro da célula, devido a
diminui¢do do metabolismo oxidativo (Ding et al., 1990; Gazzinelli et al., 1992) ¢ bloqueio

da fungdo do INF-y (Silva et al., 1991).

1.4 Moléculas antigénicas que conferem resisténcia a infec¢ao pelo T. cruz.

A existéncia de multiplos estagios durante o ciclo de vida do T. cruz faz com que o
parasita sofra adaptagdes morfologicas, ocorrendo mudangas na composi¢do da membrana
plasmatica em cada estagio do seu ciclo evolutivo. Em todas as formas do parasita, existem
moléculas de superficie que estdo envolvidas no estabelecimento e manutencao da infec¢ao
em humanos e camundongos (Colli & Alves, 1999) e que disparam ou servem como alvo
para a resposta imunolodgica (Kalil e Cunha-Neto, 1996). Para entender melhor a interacao
do T. cruzi e a resposta imunoldgica, grupos de pesquisadores focalizaram o estudo na
identificacdo e caracterizagdo de moléculas antigénicas presentes durante todos os estagios
do parasita. A classe mais importante dessas moléculas de superficie do T. cruz sdo as
mucinas. Os membros da super familia das sialidases ou trans-sialidases, sdo glicoproteinas
de superficie O-glicosiladas, que estdo ancoradas a membrana do parasita pela ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Acosta-Serrano et al., 1995). As ancoras de GPI das

mucinas sdo importantes indutores da producdo de oOxido nitrico e de citocinas pro-



inflamatorias produzidas pelos macrofagos (Ameida et al., 2000). Entre as mucinas alvos
para linfocitos T CD4" ¢ T CD8" no homem e no camundongo durante a infec¢do, estdo a
proteina 1 da superficie de amastigotas (ASP-1), a proteina 2 da superficie de amastigotas
(ASP-2) ¢ a TSA-1 presente em tripomastigotas intracelulares (Wizel et al., 1997; Low et
al., 1998). Em formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruz, as mucinas sdo os principais
aceptores de acido sialico, transferindo o acido sidlico de glicoconjugados do hospedeiro

para a superficie do parasita (Schenkman et al., 1994).

Outra classe de proteinas de superficie do T. cruz sdo as cisteino proteinases. A
cruzipaina ¢ uma cisteino protease de 57 kDa, expressa principalmente em amastigotas,
altamente homologa com outros membros da familia das papaino proteases (Campetella et
al, 1990) que quando bloqueadas por inibidores de cisteino-proteinases e anticorpos
especificos para a cruzipaina, inibem a replicagdo intracelular do parasita in vitro
(Meirelles et al, 1992). Camundongos C57BL/6 imunizados com a cruzipaina disparam
uma forte resposta imune, caracterizada por células Thl e elevados niveis de IFN-y
(Guinazu et al., 2004). Schnapp e colaboradores (2002) demonstraram que na imunizagao
com a proteina recombinante, alguns dos epitopos responsaveis pela imunogenicidade da
cruzipaina estdo preservados, ativando tanto as células B como as células T CD4" levando

ao reconhecimento e lise da célula infectada com T. cruz.

Existe, ainda, uma terceira classe de antigenos alvo, descrita por Saborio e
colaboradores em 1989, que sdo proteinas denominada paraflagelar rod protein (PFR).
Presentes no flagelo do T. cruz, essas proteinas sdo altamente conservadas entre as
diferentes cepas. Estudos de imunizagdo utilizando uma preparagdo composta por quatro

distintas seqiiéncias dessa proteinas, designadas PFR 1-4, mostraram induzir uma resposta
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celular Thl associada a uma alta produgao de INF- v, capaz de reduzir os niveis de parasita
circulante no sangue e proteger 100% o camundongo contra o in6culo letal de

tripomastigotas de T. cruzi (Wrightsman et al, 1995, Miller et al, 1996).

Em resumo, ha evidencia que todas essas moléculas sdao alvos capazes de estimular
uma resposta imune especifica e conferir certo grau de resisténcia a infec¢do pelo T. cruz,

com algum potencial imunoprofilatico.

1.5 Vacinacao

Drogas para o tratamento da Doenca de Chagas, como o Nifurtimox, ndo mais
utilizado, ¢ o Benzinidazol, s3o eficientes somente na fase aguda da infeccdo e sdo
extremamente toxicas para o homem (Filardi & Brener, 1987). Além disso, parasitas
naturalmente resistentes a essas drogas foram detectados em vdrias regidoes da América
Latina (Camandaroba et al., 2003). Sendo assim, a principal estratégia utilizada na
prevencao da doenca de Chagas ¢ a eliminacdo do inseto vetor doméstico e o controle da

transmissao por transfusdo sanguinea ¢ congénita (Dias et al., 2002).

As tentativas para se desenvolver vacinas contras infecgdes parasitarias que levem, a
longo prazo, a um controle mais efetivo da doenga foram inimeras. No entanto o sucesso
da aplicagdo dessas vacinas depende principalmente de uma melhor compreensdo da

resposta imune protetora, que possibilite a eliminagao do parasita.

Atualmente estudos com células T CD8" demonstraram um papel importante destes
linfocitos no controle imune da infec¢do por T. cruz. O efeito protetor da vacinagdo de

animais com uma cepa avirulenta de T. cruz, foi abolido apds o tratamento com anticorpos
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anti-CD8 (Tarleton et al., 1990). Além disso, a auséncia de células T CD8" em
camundongos mutantes para o gene da [2-microglobulina determina um aumento na
suscetibilidade a infecg¢do (Tarleton et al., 1992).

Em modelos murinos a transferéncia de IFN-y produzidos pelas células T CD8"

especificas para epitopos do parasita, reduziram de maneira significativa a infeccdo e
promoveram a sobrevida dos camundongos contra a infecgdo letal ao T. cruz (Wizel et al.,
1997). Apesar dessas evidéncias da participagdo das células T CD8" na imunidade protetora
experimental contra o T. cruz, o mecanismo de eliminagdo do parasita ainda ndo foi

esclarecido.

No que se refere a imunidade humoral, Krettli & Brener (1976) demonstraram que a
transferéncia de soros de individuos chagasicos ou de camundongos infectados na fase
cronica reduz de maneira significativa a parasitemia e protege camundongos contra o
desafio letal a infec¢do com T. cruz. Ensaios in vitro demonstraram que anticorpos
protetores sdo capazes de agir aglutinando tripomastigotas, mediando a lise por
complemento (Krettli et al., 1979), facilitando a fagocitose e a opsonizagdo (Lages-Silva et
al., 1987) e participando na citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Okabe at al.,

1980; Lima-Martins et al., 1985).

Recentemente novas estratégias de imunizagao utilizando vacinas de DNA com proteinas
recombinantes ¢ purificadas de T. cruz estdo sendo empregadas. Entre essas proteinas
podemos destacar as transialidases (Costa €t al., 1998; Pereira-Chiccola €t al., 1999; Rodrigues
et al., 1999), TSA-1 (Garg & Tarleton., 2002; Wizel et al., 1998), ASP-1 e ASP-2 (Garg &
Tarleton., 2002). Esses antigenos mostraram serem capazes de induzir linfocitos T citotdxico e

a ativagdo de células Thl, aumentando a resisténcia contra infec¢des experimentais pelo T.
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cruzi. Vasconcelos € al (2004) compararam a eficacia protetora ¢ a resposta imune de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s a vacinagdo genética simples ou combinada com
plasmidios contendo genes que codificam trans-sialidases (TS) e ASP-2. Os resultados
mostraram que apds serem desafiados, uma propor¢ao significativa dos animais suscetiveis
imunizados com o gene ASP-2 ou simultaneamente com ASP-2 e TS sobreviveram a infecgao.
Em contraste, a maioria dos camundongos imunizados com o gene TS ou o vetor sozinho,
morreram. Este modelo foi usado também para um estudo da protecao in vitro e foi encontrado
que a imunidade protetora estd relacionada com a alta secre¢do de IFN-y pelas células
esplénicas na re-estimulagdo in vitro com ASP-2 e na presenca de células T CD8" ASP-2
especificas. Embora existam excelentes resultados in vitro e in vivo em modelos experimentais
de imunizagdo, nenhuma vacina foi capaz de proteger 100% os animais da infec¢ao letal,

evitando o subseqiiente desenvolvimento de uma doenga cronica contra a infecgdo por T. cruz.

Assim, novas estratégias de vacinacdo devem ser testadas, otimizando as respostas
imunes, utilizando inclusive, adjuvantes como forma de aumentar a imunogenicidade das

proteinas candidatas a vacinas.

1.6 Lipossomos

Descritos por Bangham na década de 60, os lipossomos foram definidos como
vesiculas esféricas ocas, formadas espontaneamente quando fosfolipideos sdo dispersos em
meio aquoso, onde a interagdo hidrofobica resulta na formagdo de sistemas vesiculares

unilamelares ou multilamelares mimetizando uma membrana biologica.

Atualmente os lipossomos sdo uma ferramenta usada como: (i) um sistema que
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permite estudar forgas entre sistemas anfifilicos; (ii) um modelo de membrana no qual
podem ser inseridas proteinas de membrana de protozoarios parasitas, bactérias, para serem

estudadas e (iii) potenciais carreadores de drogas.

Existem varios tipos de lipossomos que podem ser classificados pelo método de
preparagao: evaporacao da fase reversa (REV), obtidos por prensa francesa (FPV) e ainda
por injecdo (EIV), ou pelo nuimero de bicamadas presentes nas vesiculas: unilamelar
(ULV), multilamelar (MLV). Quanto ao seu tamanho, eles sdo denominados por vesiculas
unilamelares grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (New., 1990;
Vermuri & Rhodes., 1995). Os lipossomos podem ainda ser classificados de acordo com
sua composigdo: (i) lipossomos convencionais; (ii) lipossomos pH-seletivos; (iii)
lipossomos cationicos; (iv) imunoliposomos; (V) lipossomos de longa duragdo e/ou
circulagdo (Sharma & Sharma, 1997).

A eficiéncia dos lipossomos depende de varios parametros fisicos, incluindo tamanho,
carga de superficie do lipossomos, composicao e estabilidade (Brewer, 1998; Ignatus 2000).

A escolha do melhor fosfolipidios sintético para a preparagao de lipossomos, depende
da natureza e carga do antigeno a ser encapsulado como, por exemplo, uma formulagdo de
fosfolipideos de carga negativa sera vantajosa uma vez que ird atrair ¢ encapsular mais
antigenos positivos. Freqiientemente o colesterol ¢ adicionado para aumentar a estabilidade
rigida da bicamada (Kersten, G.F.A & Crommelin, D.J.A 1995).

Uma ampla variedade de peptideos e proteinas pode ser encapsulada ou inserida nessa
membrana mimética. Dependendo da hidrofobicidade das proteinas antigénicas, elas podem
ser completamente encapsuladas no lipossomo, parcialmente inseridas na bicamada lipidica

ou parcialmente expressas na superficie da bicamada (Wassef et al., 1994).
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Pelo fato de serem biodegradaveis, faceis de preparar e de baixa citotoxidade, os
lipossomos podem também ser utilizados como adjuvantes (Gregoriadis, 1990; Chikh e
Schutze-Redelmeier, 2002), um efetivo veiculo carreador de peptideos e proteinas
antigénicas para a geragdo de resposta celular e humoral in vivo aumentando sua
imunigecidade (Alison, 1974).

Protocolos de vacinagdo experimental em leishmaniose utilizando lipossomos como
adjuvantes vem sendo aprimorados ¢ mostram ser fortes candidatos a modelo de vacinagao
contra leishmaniose. Santos €t al., (2006) demonstraram que proteinas da membrana de
amastigotas de L. amazonensis reconstituidas em lipossomos carregados negativamente,
induzem um importante nivel de prote¢do contra a infec¢do em camundongos BALB/c.
Recentemente Badiee et al., 2007 obtiveram uma protecdo significativa em camundongos
BALB/c imunizados com o antigeno LmSTI1 recombinante encapsulado em lipossomos,

quando desafiados com L. major.

Estudos demonstrando a utilizag@o de lipossomos em animais infectados pelo T. cruz
sdo praticamente inexistentes, destacando-se a utilizacdo deste sistema na liberagdo

controlada de drogas (Morilla et al, , 2005).

O objetivo deste trabalho foi a constru¢ao de um sistema de lipossomos com proteinas
de membrana de amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi que fosse capaz de estimular
uma resposta imunoldgica contra o parasita. E foi, ainda, o de verificar se a eventual
imunogenicidade desta preparacdo se traduziria em uma eficiente imunidade protetora a

infec¢do com tripomastigotas de T. cruz.



2. OBJETIVOS
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2.1 - Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema carreador de proteinas

antigénicas das formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, empregando-se

lipossomos, na perspectiva de ser usado como um imunogeno.

2.2 - Objetivos especificos

1.

Obter um extrato bruto da forma amastigota e tripomastigota de T. cruz e verificar
a imunogenicidade das proteinas presentes neste extrato.

Definir a melhor concentragdo do detergente no processo de solubilizagdo das
proteinas de membrana presentes no extrato bruto e otimizar as condi¢des de
solubilizagdo com relagdo a temperatura e tempo

Reconstituir em lipossomos as proteinas solubilizadas presentes no extrato bruto e
caracterizar bioquimicamente os proteolipossomos.

Avaliar a capacidade de prote¢do de camundongos das linhagens BALB/c contra a
Doenga de Chagas experimental ap6s a imunizagdo com os proteolipossomos.
Verificar in vitro o perfil das citocinas produzidas pelas células do Bago e

linfonodos dos camundongos BALB/c imunizados.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado em todos os experimentos foi 0 meio RPMI-1640 (Sigma
Chemical Co St. Louis, MO, USA), preparado segundo instrugdes do fabricante, acrescido de
sulfato de gentamicina (Ducto, Brasil) na concentragao final de 50 mg/mL e suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Fetal Bovine Serum Characterized, HyClone, Logan, Utah,
USA) previamente inativado a 56°C por 30 minutos. O meio foi esterilizado por filtragdo em

membrana de nitrocelulose de poro 0,22 pum (Sartorius, Gottingern, Alemanha).

3.2 Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, com idade entre 8 a
12 semanas, provenientes do Biotério de Criagdo de Camundongos Isogénicos da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP).

3.3 Parasitas e células LLCMK,

No presente trabalho foram utilizadas formas amastigotas e tripomastigotas de
Trypanosoma cruz cepa Y. As formas tripomastigotas foram mantidas em camundongos Swiss
no Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da FMRP-USP e coletadas através
de pungdo cardiaca com seringa de 1,0 mL, contendo heparina. O sangue heparinizado,
contendo as formas parasitarias, foi utilizado para a infeccdo de células epiteliais de rim de
macaco (LLCMK;) e as mesmas foram mantidas em meio RPMI-1640 completo. As formas

amastigotas também foram mantidas em células LLCMK, como descrito no item 3.4
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3.4 Manutencio das formas tripomastigotas e amastigotas em células LLCMK,

As formas tripomastigotas obtidas do sangue de animais infectados foram mantidas em
cultura de células LLCMK; em estufa a 37°C com atmosfera imida contendo 5% de CO; cujo
meio de cultura era substituido a cada 48 horas. Apds cinco dias de infecg¢do, as formas
tripomastigotas e amastigotas liberadas das células para o sobrenadante foram entdo coletadas
e contadas em camara hemocitométrica tipo Neubauer espelhada (Neubauer Improved, Labor
Optik) em microscopio optico (Olympus Optical Co., LTD, BX50F-3, Japao) com aumento de
400x e congeladas para serem utilizadas posteriormente na preparagdo do proteolipossomo.
Antes do congelamento, o niimero de parasitas por mL era calculado utilizando-se a seguinte

formula: Ntumero de parasitas = média dos 4 quadrantes x inverso da dilui¢do da amostra x 10*

3.5 Purifica¢do das formas tripomastigotas de T. cruz para infecc¢iio in vitro

Para a purificacao das formas tripomastigotas de T. cruz, o sobrenadante das culturas
de células LLCMK, infectadas foi coletado e centrifugado a temperatura ambiente por 10 min a
350 x g. Nessas condic¢des, as formas tripomastigotas méveis permaneciam no sobrenadante,
enquanto as células e restos celulares sedimentaram no pellet. Para concentrar as formas
tripomastigotas presentes no sobrenadante, este foi coletado e centrifugado a 1060 x g por 30
min a 4°C. Apos essa centrifugacdo, o tubo contendo o pellet de parasitas foi mantido por 2
horas em estufa a 37°C com atmosfera umida contendo 5% de CO,. Em seguida, o
sobrenadante contendo predominantemente formas tripomastigotas foi coletado, rejeitando-se
os 5 mL finais para evitar a contamina¢do com formas amastigotas, que tendiam a se depositar
no fundo do tubo. Entdo, o nimero de tripomastigotas presente na preparagdo era quantificado

em camara hemocitométrica do tipo Neubauer espelhada (Neubauer Improved, Labor Optik)
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em microscopio optico (Olympus Optical Co, Japao) com um aumento de 400x para posterior

utilizagdo na infec¢ao de macr6fagos murinos.

3.6 Preparacio do extrato bruto de T. cruz

O pellet congelado das formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi na
propor¢do 1:1 eram ressuspendidos em Tris-HCI na concentragdo de 5 mM, pH 7.5,
contendo 1.6 mM PMSF, 0.1 mM E-64 e 1 mM 1,10-fenantrolina. A suspensdo foi

sonicada a 4°C com um sonicador de ponta com 3 pulsos de 30 segundos a 60 W.

3.7 Parasitemia e sobrevida

A parasitemia foi determinada apo6s o sétimo dia de infec¢do, em todos os animais
infectados durante 30 dias ou até que os animais morressem. Para tal foi retirado SuL de
sangue periférico através de um pequeno corte na cauda e colocado sobre uma lamina e
recoberta com laminula de 22x22 mm. A contagem do numero de parasitas foi feita em 100
campos ao microscOpio Optico com contraste de fase, com aumento de 400 vezes como

previamente descrito por Melo & Brener 1978. A sobrevida foi acompanhada diariamente.

3.8 Solubilizacio das proteinas de membrana de amastigotas e tripomastigotas de T. cruz

Para solubilizar as proteinas de membrana de amastigotas e tripomastigotas de T.
cruz, aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto preparado como descrito no item 3.6 foram
primeiramente incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com diferentes concentragdes
do detergente SDS (dodecil sulfato de s6dio). As concentragdes de SDS variaram entre 0,1

a 1 % (p/v). As proteinas solubilizadas foram separadas por centrifugag¢do a 100.000 x g por
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1 hora e a porcentagem de proteina soluvel foi acompanhada pela dosagem de proteinas no

pellet e no sobrenadante conforme descrito no item 3.18.

3.9 Efeito da temperatura e do tempo de incubacio da proteina com o detergente na
solubiliza¢do das proteinas de membrana de amastigotas e tripomastigotas de T. cruz.

Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas com SDS 0,5% por 0, 30
e 60 minutos, tanto a temperatura ambiente (25° C) como a 4° C. Apos centrifugagdo a
100.000 x g por 1 hora, a porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela

dosagem de proteinas no pellet e no sobrenadante conforme descrito no item 3.18.

3.10 Preparacao do antisoro contendo anticorpos contra determinantes antigénicos de
T.cruz

Camundongos BALB/c foram infectados por via intraperitoneal com 3x10* formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruz, cepa Y. Dois meses ap0s a infec¢@o, o sangue dos
animais foi coletado por via retrorbital para a obteng@o do soro contendo os anticorpos

contra os determinantes antigénicos do parasita.

3.11 Eletroforese em condicio desnaturante (SDS-PAGE)

O perfil protéico foi determinado pelo método descrito por Laemmli (1970),
utilizando equipamento BioRad, constando de fonte modelo Power Pac 300 e cubas modelo
Mini-Protean® II Cell. Aliquotas do extrato protéico eram misturadas com tampdo de
amostra (Tris-HCl1 125 mM pH 6,8 contendo 2,5% SDS, 20% glicerol, 5% de B-
mercaptoetanol e 0,01% azul de bromofenol), desnaturadas por 5 minutos em banho-maria

a 100°C e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, como descrito a seguir.
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Utilizando-se 5 % (p/v) de poliacrilamida no gel de empilhamento e 10 % (p/v) no
gel de separagdo, a corrida era feita sob voltagem constante de 100 V por 45 minutos a 4°C,
utilizando-se tampao Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3, contendo 0,1% SDS. Padrao de
peso molecular entre 10 a 205 kDa da Sigma (USA) ou da Fermentas (USA) foram

utilizados em cada gel para determinar a mobilidade relativa das proteinas.

3.12 Western blotting

As amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese em condi¢dao desnaturante
como descrito no item 3.11 e transferidas por corrente elétrica para membranas de nitrocelulose
(Nitrocellulose-1, Gibco) utilizando o equipamento da BioRad (Mini Trans-Blot®). Apos a
transferéncia feita sob voltagem constante de 100 V a 4°C por 1 hora, a membrana foi corada
com Ponceau S 0,5 % (p/v) em écido acético 1 % (v/v) para a visualizagdo das bandas protéicas
e marca¢do do padrao de peso molecular. O corante foi retirado por lavagens sucessivas com
agua deionizada ¢ a membrana bloqueada com tampao de bloqueio [PBS/Tween 20 0,05 %
(v/v) contendo 5 % de leite em pd desnatado (p/v) (Molico, Nestl¢, Brasil)] por 1 hora a
temperatura ambiente). Posteriormente, a membrana foi lavada com tampao de lavagem
(PBS/Tween 20 0,05 % v/v) e incubada durante 1 hora com o soro preparado como descrito no
item 3.10 diluido 1:75 em tampdo de bloqueio. A membrana foi lavada com tampao de
lavagem e incubada por 1 hora com o anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase, diluido 1:1000 em tampao de lavagem. Apoés varias etapas de lavagem, a
membrana foi revelada com 3,3’ diaminobenzidina (DAB) na concentragdo de 0,5 mg/mL.
Assim, as bandas protéicas imunogénicas foram visualizadas e as suas massas moleculares

determinadas por correlagdo com o padrao revelado previamente com Ponceau S.
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3.13 Coloracgio do gel pela prata

Para a visualizacao das proteinas fracionadas no SDS-PAGE, o gel foi corado pela
prata segundo o método descrito por Blum et al. (1987). Apds a corrida, o gel foi fixado
por 24 horas com 100 mL de uma solu¢do composta de metanol 50 % (v/v), acido acético
12 % (v/v) e 50 uL de formaldeido. Em seguida a fixacdo, o gel foi lavado 3 vezes com
etanol 50 % (v/v), com duragdo de 20 minutos cada lavagem. Posteriormente, o gel foi
tratado com tiossulfato de sodio 0,02 % (p/v) por 2 minutos e lavado 3 vezes com agua
deionizada, o gel foi entdo incubado durante 20 minutos em 100 mL de uma solugdo de
prata [AgNO; 0,1 % (p/v) e 75 UL de formaldeido)]. O gel foi lavado novamente com agua
deionizada e incubado com 100 mL da solucdo reveladora [carbonato de sodio 3 % (p/v),
tiossulfato de sodio 0,0002 % (p/v) e 75 UL de formaldeido]. Apos a visualizagdo das
bandas a reagdo foi parada com a solucdo inativadora (metanol 50 % v/v, acido acético 12%

v/v) e o gel era embebido em solugdo de metanol 50% durante 20 minutos e fotografado.

3.14 Preparacio dos proteolipossomos e lipossomos

Os proteolipossomos foram preparados pelo método de co-solubilizagao de lipideos,
proteinas e detergente. Na preparacdo do filme lipidico, 10 mg de lipideos foram
dissolvidos em 1 mL de cloroféormio, o qual foi removido através da passagem de uma
corrente de nitrogénio pela solugdo até sua completa evaporagdo. Posteriormente o filme
lipidico foi mantido a vacuo por 1 hora para garantir a completa secagem do meio e entdo,
ressuspenso em 2 mL de tampao Tris-HCl 5 mM, pH 7,5, contendo 25 mg/mL de SDS e

mantidos por 1 hora a 60°C com agitagdes em intervalos de aproximadamente 10 minutos.
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Os lipideos solubilizados foram sonicados por 2 minutos a 240 W com um sonicador de
ponta e em seguida foram mantidos em repouso por 45 minutos. Apos esse periodo, a
solucao de lipideos foi incubada durante 45 minutos a temperatura ambiente com 0,5 mg do

sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,5 %.

Para realizar a remo¢ao do detergente da suspensdo foi utilizada resina hidrofobica
Calbiosorb® na propor¢io de 200 mg para cada mililitro de amostra com trés trocas, duas a
cada 2 horas e uma overnight. As duas primeiras incubagdes foram realizadas a temperatura
ambiente e sob agitagdo constante e a ultima foi realizada a 4°C. Apds a decantagdo da resina, a
suspensdo foi coletada e centrifugada a 140.000 x g por 1 hora a 4°C. O pellet, constituido dos

proteolipossomos, foi ressuspenso em 1 mL de tampao Tris-HCl 5 mM, pH 7,5.

A preparacdo dos lipossomos foi realizada empregando-se a mesma metodologia,
porém ao invés da adicdo de 0,5 mg de proteina, foi acrescentado a suspensdo o tampao
Tris-HCl 5 mM, pH 7,5 contendo 0,5% de SDS para manter a mesma relacdo

lipideo:detergente.

Os lipideos utilizados na preparagdo do proteolipossomo e lipossomo foram:
dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoil fosfatidilserina (DPPS) e colesterol nas

seguintes razdes em massa: 5 mg DPPC:1 mg DPPS:4 mg colesterol.

3.15 Medidas de distribuicio de tamanho de particula por espalhamento de luz
dindmico

As medidas de distribuicdo de tamanho dos proteolipossomos foram realizadas

empregando-se o equipamento da Malvern Instruments Ltda (Zetasizer 3000HS ).
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Nos experimentos de espalhamento de luz dindmico, o diametro médio ¢é
determinado a partir do coeficiente de difusdo das vesiculas quando estas se movem ao

acaso devido ao movimento Brawniano.

3.16 Centrifugacio em gradiente de densidade de sacarose

Um continuo gradiente de sacarose foi preparado como descrito por Daghastanli et
al. (2004). Uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra (sobrenadante do extrato bruto tratado
com SDS 0,5%, proteolipossomos ou lipossomos) foi aplicada sobre um gradiente continuo
de sacarose de 1 a 15% (p/v) em tampao Tris-HCI 5 mM, pH 7,5, com uma densidade
variando de 0.996 a 1.062) usando um Gradient Maker (Hoefer Scientific Instruments,
USA). As amostras foram centrifugadas a 180.000 x g usando um rotor vertical (Mod.
P65VT3) de uma ultracentrifuga Hitachi (Mod. 55PT-72) por 4 horas a 25°C. Fragdes de
0,5 mL foram coletadas e posteriormente foram analisadas quanto a concentragdo de
proteina pelo método de Read e Northcote (1981) e a concentragdo de fosfato inorganico

oriundo da hidrolise dos fosfolipideos, conforme descrito por Chen et al (1956).

3.17 Estimativa da concentracio de lipideos nos proteolipossomos

A constituigdo lipidica dos proteolipossomos e lipossomos foi determinada por
cromatografia em camada delgada (TLC) depois do tratamento das amostras com
cloroférmio:metanol 1:1 (v/v). A placa de silica para TLC (Sigma, USA) foi previamente
ativada a 100°C por 2 horas e posteriormente as amostras foram aplicadas. Apos a secagem

das amostras, a placa foi submetida a dois solventes, na mesma dire¢do. O solvente
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primario foi preparado com cloroférmio:metanol:amonia nas propor¢des 65:35:5 (v/v) e o
secundario com cloroférmio:metanol:acetona:acido acético:agua nas propor¢oes 10:2:4:2:1
(v/v). Apbés a cromatografia, os lipideos foram detectados com vapores de iodo. As
manchas, correspondentes a cada lipideo, foram marcadas e a placa ficou descoberta até a
descoloragao total. A silica, correspondente a cada mancha, foi raspada e o lipideo foi
extraido utilizando-se cloroformio. Os fosfolipideos e o colesterol foram quantificados

pelos métodos descritos nos itens 3.19 e 3.20 respectivamente.

3.18 Dosagem de proteinas

A concentragdo protéica das amostras foi determinada pelo método descrito por

Hartree (1972) na presenca de SDS 2 % (p/v) utilizando-se como padrdo o BSA.

Para a determinacdo da concentra¢do de proteinas no sobrenadante do extrato bruto
tratado com SDS 0,5 % ou dos proteolipossomos coletados apds a centrifugacdo em
gradiente de sacarose foi empregado o método descrito por Read e Northcote (1981),

utilizando-se também BSA como padrao.

3.19 Dosagem de fosfato inorginico

O fosfato inorganico liberado pela hidrdlise dos fosfolipideos foi quantificado
utilizando-se o procedimento descrito por Chen et al. (1956). Aliquotas de 200 puL da
amostra foram digeridas com 0,5 mL de 4cido nitrico 65% (v/v) a temperatura de 120°C,
até a completa secagem. Em seguida, as aliquotas foram ressuspensas em 0,5 mL de dgua

destilada e misturadas com 1,0 mL do reagente (1 parte de acido ascorbico 10% (p/v) para
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6 partes da solu¢dao de molibdato de amoénio 3,4 mM e 4acido sulfurico 0,45 mM). As
amostras foram mantidas por 20 minutos em banho-maria a 45°C e submetidas a analise
espectrofotométrica utilizando-se um comprimento de onda de 820 nm. As determinacdes
da concentracao de fosfato inorganico foram estimadas a partir da regressdo linear dos

valores obtidos.

Para a obtengdo da curva padrao foram utilizadas concentragdes de 5 a 80 nM de

fosfato preparado a partir de uma solugao estoque de dihidrogénio fosfato de s6dio 1,0 mM.

3.20 Dosagem de colesterol

As concentragdes de colesterol foram determinadas pelo método descrito por
Higgins (1987) utilizando-se como padrdo uma solu¢do de colesterol 0,01% em é&cido
acético glacial. Ap6s a completa secagem das aliquotas através da passagem de uma
corrente de nitrogénio pela solugdo foi adicionado 1,5 mL de acido acético glacial e 0,5 mL
de uma solug¢do constituida de cloreto de ferro hexa-hidratado 2,5% (p/v) em &cido
ortofosforico 85% (p/v) diluido 12,5 vezes em acido sulfurico concentrado. Apoés 10
minutos de incubacdo, as amostras foram submetidas a analise espectrofotométrica

utilizando-se um comprimento de onda de 550 nm.

3.21 Obtencido de macrofagos peritoneais de murinos.

Para a obten¢do de macrdéfagos peritoneais foram utilizados camundongos BALB/c
com idade entre 8-12 semanas, previamente imunizados com 20 pg de proteolipossomo.

Apobs uma semana da imunizagdo, foram injetados 5 mL de meio RPMI-1640 incompleto
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gelado na cavidade intraperitoneal (i.p.) desses animais e em seguida esse volume foi
aspirado. O liquido peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 25°C
(Beckman Intruments, J2-HS Centrifuge, USA) e o precipitado contendo as células foi
lavado duas vezes com 10 mL de meio incompleto a 1500 rpm por 10 min a 25° C e
ressuspendido em 5 mL de meio RPMI-1640 completo. As células obtidas no precipitado
foram contadas em camara hemocitométrica tipo Neubauer espelhada. 1,0 mL de meio
RPMI-1640 contendo 1x10° células foi distribuido em cada pogo de uma placa de 24 pogos
(Nalge Nunc International Naperville, IL, USA), recoberta por laminula de 13 mm. Em
seguida, as células foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de

CO; (Forma Scientific, Inc., USA).

3.22 Infecciio de macrofagos in vitro

Os macréfagos obtidos conforme descrito no item anterior foram infectados com as
formas tripomastigotas de T. cruz cepa Y na propor¢ao de 1 parasita: 1 macrofago. Apods 4
horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO,, os parasitas extracelulares foram
removidos por lavagem com meio RPMI-1640 e as laminulas eram coradas como descrito a

seguir.

3.23 Avaliagao da atividade microbicida dos macrofagos

Para estimar a porcentagem de macréfagos peritoneais infectados com T.cruz, as
laminulas eram coradas pela técnica May Griinwald-Giemsa (MGG) (Giaimis et al., 1992)

e 100 macrofagos eram contados entre infectados e ndo infectados em microscopio optico
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em imersdo. Os valores foram representados pela média + SE. Para essa coloragdo, o
material sobre as laminulas foi inicialmente fixado através da adi¢do de uma pequena
quantidade de SFB. O excesso de SFB foi retirado e apds a secagem das laminulas, o
corante May Griinwald-Giemsa foi adicionado aos pocos e depois de 1-3 minutos, 0 mesmo
volume de agua destilada foi adicionado junto ao corante. Todo o volume foi retirado e o
corante Giemsa foi adicionado, apds 15 minutos as laminulas foram retiradas e lavadas com

agua deionizada, colocadas para secar e montadas sobre lamina.

3.24 Imunizac¢io de camundongos com os proteolipossomos.

Grupos de seis animais foram imunizados, com tampao Tris-HCI 5 mM, pH 7,5,
lipossomo; EBS (sobrenadante do extrato bruto solubilizado com SDS 0,5 %) ou
proteolipossomos. Apo6s 3 ou 4 semanas, os animais foram desafiados com 300 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi cepa Y, com a concentracdo tendo sido
determinada em experimentos prévios. A taxa de sobrevida foi avaliada diariamente ¢ a
parasitemia periodicamente durante 30 dias apo6s a infeccdo, como descrito por Krettli e

Brener (1976). Alguns pardmetros foram variados durante o experimento de imunizagao:
1. Concentragdo dos proteolipossomos: 5, 10, 20, 40 pg.
2. Numero de imunizagdes: 1 € 2 imunizagdes

Para que o sobrenadante do extrato bruto tratado com SDS 0,5 % fosse utilizado nesse
ensaio, a retirada do detergente se fez necessario. Para tal, cada mililitro da suspensao foi
incubado duas vezes com 62 mg da resina Calbiosorb® por 2 horas a temperatura ambiente

e sob agita¢do constante.
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3.25 Obtenciao das células do baco e linfonodos

A cultura das células de bago foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Bonato e colaboradores (2001). Resumidamente, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os bacos foram coletados em 2 mL de meio RPMI-1640 incompleto
(Sigma) e mantidos em gelo. Em camara de fluxo laminar os bagos foram difulssionados e
as células obtidas foram incubadas por 3 minutos em tampao de lise na propor¢do de
células para tampdo de 2:5 (v:v). Apds adicionar o tampao no material contendo as
hemacias, as células ndo lisadas foram lavadas duas vezes, diluidas em meio RPMI-1640
completo (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA). As células recuperadas foram entdo
contadas em camara de Neubauer e um volume de 1 mL da suspensdo do bago contendo 1x
10° células foi distribuido em cada pogo da placa de 24 pogos, mantidas por 2 horas a 37° C

em estufa com atmosfera 5% de CO, (Nalge Nunc International Naperville, IL, USA).

As células dos tecidos linféides foram obtidas por rompimento mecanico da capsula
dos linfonodos e as células liberadas foram centrifugadas a 1500 rpm. O sobrenadante foi
descartado ¢ o pellet foi ressuspendido em meio RPMI 1640-incompleto. Uma nova
lavagem das células com meio RPMI foi realizada, centrifugadas e ressuspensas em meio
RPMI-completo. As células foram entdo contadas em camara de Neubauer e cultivadas em

placas de 24 pocos na concentragio de 1x10° células/mL.
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3.26 Avaliacdo da producio de citocinas in vitro pelas células do bago e linfonodos
induzida pela imuniza¢io com os proteolipossomo

Camundongos da linhagem BALB/c foram divididos em 4 grupos:

Grupo Desafio

Grupo I Imunizado- 20 pg EBS Desafiado

Grupo II Imunizado- 20 pg proteolipossomo | Desafiado

Grupo III Controle - PBS Desafiado

Grupo IV Controle - PBS Nao Desafiado

Para a avaliag@o in vitro da resposta imune adaptativa produzida por esses quatro
grupos experimentais, placas de cultura de macrofagos obtido de camundongos naive,
foram cultivados e infectados como descrito nos item 3.21 e 3.22. Apdés 4 horas de
infeccdo, os parasitas extracelulares foram removidos e as células do bago e linfonodos de
cada grupo experimentais obtidas com descrito no item 3.25, foram incubadas na propor¢ao
1 macréfago: 1célula bago ou Imacréfago: 1célula do linfonodo por 48 horas a 37°C em
estufa com atmosfera de 5% de CO,. Depois de 48 horas os sobrenadantes foram coletados

e armazenados a - 20°C para dosagem de citocinas por ELISA como descrito a seguir.

3.27 Deteccao de citocinas

A deteccdo de citocinas foi realizada utilizando o método ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Placas de 24 pogos de poliestireno ( Maxisorp Nunc-Immuno
Plates) foram sensibilizadas com 100 pL da solugdo de anticorpo monoclonal purificado

para as citocinas de interesse (PharMigen, San Diego,CA, USA- citados na tabela abaixo),
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diluido em tampao de ligagao (Na,HPO4 0,1 , pH 9,0) numa concentracao final de 1pg/mL.
As placas foram incubadas a 4°C overnight e posteriormente lavadas com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (Vetec Quimica Fina Ltda) e bloqueadas com 200 pL/po¢o com uma
solugdo de PBS contendo 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco BRL) (PBS/SFB 10%). Apos a
incubagdo por 1 hora, a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas. As
amostras foram adicionadas, 100 pL/pogo, juntamente com a curva padrio de citocina
recombinante, diluida na base 2 em PBS / SFB 10% / Tween 0,05%, e incubadas overnight,
a 4°C. Apos lavagem, foi feita incubacdo por 1 hora, a temperatura ambiente, com
anticorpo monoclonal conjugado com biotina especifico para a citocina de interesse
(PharMigen, San Diego,CA, USA), adicionando-se 100 pL/pogo do anticorpo diluido em
PBS / SFB 10% / Tween 0,05%, em uma concentracdo final de 0,5 pg/mL. Decorrido o
periodo de incubagdo, procedeu-se mais uma etapa de lavagem e adicionou-se 100 uL/pogo
de solugio de avidina biotina peroxidase StrepAB kit™, diluida 100 vezes (Dako,
Carpinteira, CA, USA) e incubou-se por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas
foram reveladas pela adicdo do substrato OPD (Sigma, St. Louis, MO, USA) apos
procedimento de lavagem. A reagdo foi finalizada pela adi¢do de 50 pL/pogo de acido
sulfurico 16% (Merck & Co. Inc). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro de placa (Quant Bio-Tek Instruments Inc.) em 490nm. A determinacao
das concentragdes das citocinas foi feita por interpolacdo dos resultados de absorbancia
obtidos nas amostras, em relagdo aos da curva padrdo. Todos os anticorpos e citocinas
recombinantes foram adquiridos da PharMigen e utilizados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os limites de deteccdo das citocinas foram: 6.8 pg/mL para IFN-y, 9.6 pg/mL
para IL-12 e 43 pg/mL para IL-10. E o ponto mais concentrado da curva para IL-10 e [FN-y

foi de 10000 pg/mL e para IL-12 foi de 5000 pg/mL.



33

Anticorpo Purificado

Anticorpo Biotinilado

IFN-y Clone: R4-6A2 Clone: XGM1.2
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: 1gG1 derato
IL 10 Clone: JES5-2A5 Clone: SXC-1
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgM derato
IL 12 Clone: 9A5 Clone: C17.8

Isotipo: 1gG2 derato

Isotipo: 1gG2a derato

3.28 Analise estatistica

Para realizagdo da analise estatistica utilizou-se o programa Prisma 4.0. Foi feita a

analise de variancia (ANOVA) seguida do teste t ndo pareado para comparar os dados entre

os diferentes grupos experimentais. Foram considerados significativos os valores com

p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Identificacio das proteinas antigénicas de membrana de amastigotas e
tripomastigotas de T. cruz.

Para verificarmos a presenca de proteinas antigénicas na membrana de formas
amastigotas e tripomastigota de T. cruz, ambas as formas do parasita foram isoladas
conforme descrito no item 3.4 e 3.5 de Material e Métodos. O material apds sonicado foi
ultracentrifugado e no sobrenadante obtido foi feita a dosagem de proteinas pelo método de
Hartree (1972). Pela dosagem de proteinas foi verificado que cerca de 45 % das proteinas ja

se apresentavam na forma soluvel.

Para visualizar as proteinas presentes no pellet e no sobrenadante apos a
centrifugagdo, foi feita uma eletroforese em SDS-PAGE. Como mostra a Figura 2A, foram
visualizadas bandas na faixa de 14 a 66 kDA de peso molecular, sendo algumas bandas

mais intensas na faixa de 40 a 70 kDa, em 14 kDa e 24 kDa.

Para avaliar a antigénicidade dessas proteinas de tripomastigotas e amastigotas, foi
realizado um Western blotting utilizando soro de camundongos infectados. Como mostra a
Figura 2B, as proteinas soluveis presentes na membrana de ambas as formas do parasita

reagem com o soro contendo anticorpos contra determinantes imunogénicos de T. cruz.
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Figura 2. Visualizacio do perfil protéico das fracées de membrana de formas
amastigotas e tripomastigotas de T. cruz. (A) Eletroforese em condicoes desnaturante
(SDS-PAGE) e coloracio pela prata. (1) Padrdo de massa molecular em kDa (2) extrato
bruto de tripomastigota; (3) extrato bruto de amastigota. (B) Western blotting. Analise do
sobrenadante do extrato bruto de proteinas. (1) tripomastigota e (2) amastigota de T. cruz,
com o soro preparado como descrito no item 3.10 de Material e Métodos.
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4.2 Solubilizag¢ao das proteinas de membrana de T. cruz.

Como observado na Figura 2B, existem proteinas antigénicas tanto na membrana
de formas amastigotas como na membrana de tripomastigotas. Com base neste achado,
decidimos preparar um extrato bruto de proteinas de ambas as formas, como descrito no
item 3.6 de Material ¢ Métodos. Para solubilizagdo, aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato
bruto foram incubadas por 1 hora a temperatura de 25° C com concentragdes de 0,1% (w/v),

0,5% (w/v) ou 1% (w/v) do detergente SDS.

Os resultados apresentados na Figura 3 indicam que, para uma quantidade fixa de
proteina (0,5 mg/mL) de extrato bruto, a concentragdo mais eficiente do detergente na
solubilizagdo de proteinas de membrana de T. cruz foi 0,5% (w/v). A dosagem de proteinas
feita pelo método de Hartree (1972), mostrou uma recuperagdo de 94% de proteinas
soluveis apos centrifugagdo a 100.000 x g por 1 hora. Na concentracdo de 1% de SDS nao

houve aumento na recuperacao de proteinas soluveis do extrato bruto (Figura 3).
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Figura 3. Eficiéncia na solubilizacio de proteinas nas fracdes de membrana de
amastigotas e tripomastigotas de T.cruz utilizabndo-se o detergente SDS. Aliquotas de
0.5 mg/mL de extrato bruto foram incubadas a 25°C com SDS nas concentragdes de 0,1%,
0,5% e 1% de SDS. Apds 1h, as proteinas solubilizadas foram separadas por centrifugagdo
a 100,000 x g por 1 h. Porcentagem de proteinas: (©) solubilizadas; (®) ndo solubilizadas.
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4.3 Analise do perfil das proteinas de membrana de tripomastigotas e amastigotas de
T. cruz apés solubilizac¢ao nas diversas concentragoes do detergente

Com o objetivo de visualizar o perfil protéico do extrato bruto apds o tratamento
com as diversas concentragdes do detergente SDS, foi realizada uma eletroforese em SDS-
PAGE. Os resultados da Figura 4 evidenciam que o perfil eletoforético do sobrenadante e
do pellet sdo muito similares quando as concentragdes de SDS de 0,1% e 0,5% (w/v) s@o
utilizadas (Figura 4A, linha 3 e 4, a e b). No entanto, o extrato de proteinas solubilizadas
com 0,5% (w/v), como determinado nas dosagens de proteinas, permitiu uma maior
recuperagdo de proteinas soluveis (Figura 4A linha 4A). Consistente com esses dados, o
pellet exibiu discretas bandas protéicas (Figura 4A linha 4b), indicando a concentracdo de

0,5% de SDS como a mais adequada para nossa preparacdo antigénica.

Como o SDS ¢ um detergente considerado altamente desnaturante, foi realizado um
Western blotting destas proteinas solubilizadas para verificar se o tratamento com o
detergente alterava de maneira consideravel a atividade antigénica dessas proteinas. Como
mostra a Figura 4B, tanto o extrato bruto de proteinas de T. cruzi sem SDS e das proteinas
solubilizadas com SDS 0,5% (linha 1 e 2, respectivamente) sdo capazes de reagir com

soro contendo anticorpos produzido contra proteinas de T. cruz.
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Figura 4. Analise do perfil protéico das fracoes de membrana das formas amastigotas
e tripomastigotas apds a solubilizacdo nas diferentes concentragdes do detergente SDS.
(A) Eletroforese em condicoes desnaturantes (SDS-PAGE) e coloracio pela prata.
Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas por 1 hora a 25°C com diferentes
concentragdes do detergente, como descrito em Material e Métodos. (a) sobrenadante de
proteinas solubilizadas de T. cruz, e (b) pellet de proteinas de T. cruz ressuspendido apos
centrifugacdo a 100.000 x g. Linha: (1) padrdo de massa molecular de proteinas em kDa (2)
proteinas recuperadas sem SDS, (3) 0,1% (w/v) SDS, (4) 0,5% (w/v) SDS, (5) 1% (w/v)
SDS. (B) Western blotting. Analise do (1) extrato bruto e (2) extrato de proteinas
solubilizadas com SDS 0,5% com soro preparado como descrito no item 3.10 e 3.12 de
Material e Métodos.
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4.4 O efeito da temperatura e tempo de incubacio com o detergente na solubilizacao
das proteinas de membrana de amastigotas e tripomastigotas de T.cruz.

Uma vez definido que a maior solubilizagdo das proteinas de membrana podia ser
obtida com 0,5% SDS e com extrato bruto a 0,5 mg/mL, foi entdo investigado o efeito da
temperatura ¢ do tempo de incubagao no processo de solubilizagdo das proteinas. Para isso,
o extrato bruto foi incubado a 4°C ou a 25°C, por até 1 hora. Foi observado que a 4° C, e
em concentracdoes acima de 0,5%, havia precipitagdo do detergente em solucdo. Como
mostra a Figura 5, a solubilizacdo das proteinas de membrana parece ocorrer
instantaneamente, sendo que, tempos maiores de incubagdao ndo melhoravam o rendimento
de proteinas soluveis. Este rendimento foi de 94% a 25°C como detectado na dosagem de
proteinas. Assim, para obter um extrato bruto de proteinas de membrana solubilizadas
(EBS), decidimos que a condi¢do mais favordvel seria 0,5 mg/mL de extrato bruto com
0,5% SDS a 25°C.

Uma vez determinadas as condi¢des adequadas para a solubilizagdo das proteinas de
membrana de amastigotas e tripomastigotas de T. Cruz, passamos a realizar experimentos

sistematicos para definir a melhor condicdo para a reconstitui¢ao do EBS em lipossomos.
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Figura 5. Efeito da temperatura e do tempo de incubacio na solubilizacio das
proteinas presentes nas fracoes de membrana de amastigotas e tripomastigotas de
T.cruz. Aliquotas de 0,5 mg/mL do extrato bruto foram incubadas com SDS 0,5% durante
0, 30 e 60 minutos, tanto a temperatura ambiente (25°C) como a 4°C. As proteinas
solubilizadas foram separadas por centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora a 4°C. A
porcentagem de proteina solubilizada foi acompanhada pela dosagem de proteinas no pellet
e no sobrenadante, conforme descrito no item 3.18 de Material e Métodos.
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4.5 Preparacio e caracteriza¢io do proteolipossomo

Com o objetivo de se construir um sistema vesicular que mimetizasse a membrana
do T. cruz, iniciamos os estudos de padroniza¢do de uma metodologia para a incorporagdo
dessas proteinas antigénicas de T. cruzi em lipossomos.

Os proteolipossomos foram obtidos pelo método de co-solubilizalgdo, utilizando
uma mistura de 0,5 mg das proteinas presentes no extrato bruto solubilizado com 5 mg
DPPC: 1 mg DPPS: 4 mg colesterol.

A incorporagdo de proteinas em lipossomos pelo método de co-solubilizagdo requer
a completa remog¢do do detergente para a obtengdo de um bom rendimento na constru¢ao
dos proteolipossomos. Nesta etapa, a remo¢ao do detergente foi alcangada pela adsor¢ao do
detergente pela resina hidrofobica Calbiosorb®, gerando proteolipossomos livres de SDS,
com um grau de incorporagdo do EBS ao redor de 80%.

Para caracterizar o grau de incorporagdo das proteinas de T. cruzi nesse
proteolipossomo, foi feita uma centrifugacdo em gradiente de sacarose. Como podemos
observar na Figura 6A um pico de fosfato inorganico originado da hidrélise dos
fosfolipideos foi encontrado na faixa de 5.5 a 6.75% (w/v) de sacarose, densidade 1.017-
1.023 g/em’, correspondente a fragdo do lipossomo. A analise do EBS revelou a presenca
de proteinas no meio do gradiente, na faixa de 8 a 10% de sacarose, densidade 1.004-1.038
g/cm’ (Figura 6B). Finalmente, com os proteolipossomos, foi observado um unico pico em
concentracdes de sacarose ao redor de 6 a 8%, densidade 1.019-1.028 g/cm’, tanto para o
fosfato inorganico como para as proteinas, indicando uma incorporagdo eficiente, ao redor
de 80%, durante o processo de reconstitui¢do das proteinas presentes no EBS nos sistemas

de lipossomo (Figura 6C).



44

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

0.125

0.100

0.075

0.050

0.025

Absorbancia
Sacarose (%)

0.000

0.075 +
0.050 +
8
0.025 |-
4
0.000 |
1 1 1 1 A1 1
0 5 10 15 20 25
Fracoes

Figura 6. Caracterizacao da incorporacio de proteinas nos lipossomos por gradiente
de densidade de sacarose. (A) lipossomo, (B) EBS e (C) proteolipossomo. (®) Proteinas:
absorbancia a 595 nm, (©) lipideos: absorbancia a 820 nm e (m) % sacarose.
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Para detectar as proteinas presentes nos proteolipossomos foi realizada uma
eletroforese em SDS-PAGE. Esta técnica permitiu observar no proteolipossomo uma
variedade de proteinas, as quais apresentavam distribui¢do diferente da observada no EBS
de T. cruzi (Figura7A, linha 1 e 2), indicando incorporagdo seletiva de algumas proteinas

do parasita nesses lipossomos.

Para verificar o potencial antigénico desses proteolipossomos contra as proteinas de
T.cruz, camundongos da linhagem BALB/c foram inoculados pela via i.p. com 40 ug de
proteolipossomo preparados com DPPC, DPPS e colesterol na razdo em massa de 5:1:4. A
Figura 7B linha 4 e 5) mostra o Western blotting do EBS e proteolipossomo
respectivamente, previamente separado por SDS-PAGE. Como podemos observar na
Figura 7B, o soro do camundongo imunizado reconheceu varias proteinas do EBS e
algumas proteinas do proteolipossomo na faixa de peso molecular de 66-97 kDA e abaixo

de 45 Kda.

Para verificar a estabilidade dos proteolipossomos, e o tamanho do
proteolipossomo, foi feito um ensaio de espalhamento de luz dindmico. Este experimento o
diametro médio do proteolipossomo ¢ determinado a partir do coeficiente de difusdo das
vesiculas quando estas se movem ao acaso devido ao movimento Brawniano.

Como observado na Figura 8A, logo apds a preparagdo dos proteolipossomos,
apenas uma populacdo foi formada, com didmetro médio de 199 nm. Apds 30 dias um novo
ensaio de espalhamento de luz foi realizado e esses proteolipossomos se mostraram muito

estaveis, apresentando uma tnica populagdo com diametro de 181nm (Figura 8B).
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Figura 7. Analise por SDS-PAGE e Western blotting do perfil de proteinas no
proteolipossomo. (A) eletroforese em condi¢oes desnaturantes, aliquotas de 3 pg das
amostras. (Linha 1), padrio de massa molecular em kDa; (linha 2), EBS (linha 3),
proteinas presentes no proteolipossomo. (B) Western blotting. (Linha 4) Analise do perfil
protéico das fragdes de membrana de amastigotas + tripomastigotas de T. cruz
solubilizadas em SDS, com o soro preparado como descrito no item 3.10 de Material e
Métodos e (Linha 5), analise do perfil protéico incorporado no proteolipossomo com
antisoro de camundongo BALB/c imunizados com 40 g de proteolipossomo
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Figura 8. Analise da distribuicio por tamanho dos proteolipossomos preparados

com DPPC, DPPS e colesterol nas seguintes razoes em massa:

5:1:4.

Proteolipossomos preparados conforme descrito no item 3.15 de Material e Métodos
submetidos ao ensaio de espalhamento de luz. (A) no dia do preparo (B) apds 30 dias.
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Uma vez padronizada a preparacao do proteolipossomo com a concentracgao lipidica
de 5mg DPPC: 1mg DPPS: 4 mg colesterol e 0,5 mg de EBS, os proteolipossomos foram
submetidos a cromatografia em placa delgada (TLC), com silica como suporte para
verificar se esse sistema permanecia nas mesma propor¢des em massa apos a incorporagao
das proteinas. Na Figura 9, as manchas observadas correspondem aos lipideos presentes
nos lipossomos, proteolopossomso ¢ EBS, visualizados através de vapores de iodo. Apds o
delineamento das manchas com grafite e sua descoloragdo total por evaporacao, a silica foi
raspada e os lipideos extraidos para a quantificacdo de fosfolipideo e colesterol.

Os dados apresentados na Tabela I mostram a razao em massa ¢ em molaridade dos
lipossomos e proteolipossomos antes ¢ depois da preparacao. Para a preparacgao inicial dos
lipossomos e proteolipossomos foi utilizada uma propor¢ao de Smg DPPC: 1mg DPPS ¢ 4
mg de colesterol. Nos lipossomos a composi¢ao lipidica final em massa passou para 5:2:4
indicando uma consideravel perda na quantidade de DPPC e colesterol quando comparado
a propor¢do lipidica inicial presente na solugdo. Também durante a formagdo do
proteolipossomo, a razdo em massa passou de 5:1:4 para 5:2:15. Uma consideravel perda
de DPPC e DDPS ocorreu quando comparado ao colesterol. Provavelmente, este processo
ocorreu para incorporar ¢ estabilizar as proteinas de T. cruz no proteolipossomo, além de
poder ter ocorrido a formagao de lipossomos livres de proteinas, além da adsor¢do desses

fosfolipideos com a resina Calbiosorb®.



49
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Figura 9. Cromatografia em camada delgada (TLC). A placa de silica foi submetida a
dois solventes, na mesma dire¢do. O solvente primario era composto por
cloroféormio:metanol:amonia (65:35:5 v/V) e 0 secundario por
cloroférmio:metanol:acetona:acido acético:agua (10:2:4:2:1 v/v). Apos a cromatografia, os
lipidios foram detectados com vapores de iodo. As fragdes correspondem a: (1) DPPC, (2)
DPPS, (3) colesterol, (4) DPPC, DPPS e colesterol, (5) proteolipossomos, (6) lipossomos,
(7) extrato bruto, (8) EBS com SDS, (9) EBS sem SDS.
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Tabela I: Composi¢ao lipidica dos lipossomos e proteolipossomos determinada pela placa
de silica TLC como descrito no item 3.17 de Material e Métodos.

DPPC:DPPS:Colesterol DPPC:DPPS:Colesterol

Amostra (wW/w) razao em mass (moles/moles) razao em moles
Mistura Inicial  5:1:4 5:1:7
Lipossomo 5:2:4 5:2:8

Proteolipossomo  5:2:15 3:1:15
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4.6 Avaliacao da ativaciao de macréfagos murinos in vitro

Para avaliar a resposta imune, camundongos BALB/c foram imunizados via i.p. com
20 pg de proteolipossomo. Uma semana apds a imunizagao foram retirados os macréfagos
peritoneais e infectados in vitro com 300 formas de tripomastigotas cepa Y. Apds 24 horas
de infec¢do a porcentagem de macrofagos infectados (Figura 10A) e o nimero de parasitas
intracelulares desses camundongos foram similares ao grupo controle (ndo imunizado)
(Figura 10B). No entanto, ap6s 72 horas, a porcentagem de macrofagos infectados foi 50%
menor (Figura 10A) e o nimero de parasitas intracelulares diminuiram significativamente
em 82%, quando comparado ao grupo controle. (Figura 10B). Esses resultados indicam
que a exposicdo dos camundongos as proteinas de tripomastigotas e amastigotas
incorporadas no proteolipossomo foram capazes de ativar macrofagos a matar o T. cruz de

forma mais eficientemente que os macrofagos nao estimulados.
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Figura 10. Avaliacdo da ativacio de macrofagos peritoneais murinos apos imunizagio
com proteolipossomo. Camundongos BALB/c foram imunizados com 20 pg de
proteolipossomocontrole receberam 200 ul PBS. Os macrofagos peritoneais foram
plaqueados e infectados com 300 formas de tripomastigotas metaciclicas, de T. cruz cepa
Y. A cultura foi incubada a 37 °C e 5% de CO; por 24h e 72h. (A) porcentagem de
macrofagos infectados e (B) numero de parasitas intracelulares.
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4.7 Avaliacdo da parasitemia e sobrevidada em camundongos BALB/c apos
imunizacio com proteolipossomos.

Apo6s verificarmos que os proteolipossomos foram capazes de ativar macrofagos
murinos, avaliamos a atividade protetora desses proteolipossomos in Vvivo. Para isso
camundongos BALB/c foram inoculados via i.p com tampao Tris-HCL (5SmM, pH 7,5) e
proteolipossomo nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40 pg. Apds quatro semanas de
imunizagdo os camundongos foram desafiados com 300 formas de tripomastigotas

metaciclicas de T. cruz, cepa Y.

Como podemos observar na Figura 11A, camundongos que receberam o tampao
Tris-HCL apresentaram os maiores picos de parasitemia quando comparados aos
camundongos imunizados com as diversas concentragdes do proteolipossomo. Analisando
a taxa de sobrevida dos diferentes grupos imunizados, observamos que os animais
imunizados com 20 pg do proteolipossomo tiveram uma taxa de mortalidade de 50% aos 30
dias p.i., enquanto os animais do grupo controle que receberam Tris-HCL apresentaram
uma taxa de mortalidade de 100% no mesmo periodo. Os animais imunizados com as
concentragdes de 5 e 10 pg do proteolipossomo comegaram a morrer por volta do vigésimo
dia p.1 embora apresentassem a menor parasitemia (Figura 11B). Concentragdes de 40 pg
do proteolipossomo nao aumentaram a sobrevida dos camundongos BALB/c frente a

infeccdo ao T. cruz.
4.8 Avaliacdo da protecdo contra a infeccado com T. cruzi em camundongos BALB/c
apos a variacdo no numero de imunizacdes e nos intervalos entre o desafio.

Depois de verificar que ndo houve diferenga na sobrevida dos camundongos

imunizados com 20 e 40 pg de proteolipossomo, optamos por utilizar em nossas
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imunizagdes 20 pg de proteolipossomo (a menor quantidade de antigeno) e variar alguns
parametros, como a quantidade de imunizagdes e o intervalo de desafio. Para isso
camundongos BALB/c receberam uma ou duas imunizacdes com 20 pg de proteolipossomo
e foram desafiados 3 semanas ap6s a ultima imunizagdo. Um terceiro grupo recebeu apenas
uma imunizagdo com 20 pg de proteolipossomo e foram desafiados 4 semanas apds a
imunizagao.

Os resultados da parasitemia (Figura 12A), mostram que em todos os grupos
experimentais os parasitas sanguineos comecaram a ser detectados 7 dias apds a infecgdo,
com um pico de parasitemia no décimo dia e auséncia total de parasitas ao trigésimo dia.
Os grupos de animais imunizados uma unica vez, independente do intervalo de desafio,
apresentaram uma menor parasitemia quando comparados ao grupo de animais que
receberam duas imunizagdes. Com relagdo a sobrevida, (Figura 12B), os animais
imunizados uma unica vez e desafiados apds 4 semanas resistiram até o vigésimo quinto
dia p.i, com uma taxa de sobrevida de 100%, sendo que os animais do grupo controle que
receberam somente EBS apresentaram uma sobrevida de 33% no mesmo periodo. Os
animais que receberam duas imunizagdes comegam a morrer a partir do décimo quinto dia e
com uma taxa de sobrevida de 50% no mesmo periodo e apresentando uma maior
parasitemia em relagdo ao grupo imunizado uma unica vez. Apesar dos animais imunizados
uma unica vez prolongarem a sobrevida ate o vigésimo quinto dia, os animais de todos os
grupos experimentais sucubiram a infeccdo aos 30 dias p.i. Dessa forma optamos por

imunizar nossos animais uma Unica vez ¢ desafia-los apos 4 semanas de imunizagao.
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Figura 11. Parasitemia e sobrevida de camundongos BALB/c
proteolipossomo. Concentragdes de 5, 10, 20 e 40 pug de proteolipossomo foram injetados
intraperitonealmente. (A) Parasitemia medida através da contagem dos parasitas no sangue

periférico (B) Sobrevida.
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Figura 12. Avaliac¢io da parasitemia e sobrevida de camundongos BALB/c imunizados
com 20 pg de proteolipossomo via i.p. com relacio ao numero de imunizacoes e
intervalos de desafio. Os camundongos receberam uma ou duas imunizagdes com trés
semanas de intervalo entre o desafio e uma imuniza¢do com quatro semanas de intervalo

entre o desafio (A) Parasitemia, (B) Sobrevida.
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4.9 Detec¢do de citocinas no lavado intraperitoneal de camundongos BALB/c
imunizados.

Para avaliar o perfil de citocinas produzidas no local da infec¢do, camundongos
BALB/c foram imunizados com: grupo I ( 20 ug EBS), grupo II (20 pg proteolipossomo),
grupo III (PBS) e grupo IV (PBS). Todos os animais ap6s 4 semanas de imunizagdo foram
desafiados com T. cruzi exceto os animais do grupo IV. Uma semana apds serem
imunizados, os animais de todos os grupos experimentais receberam uma inje¢ao i.p. com 5
mL de meio RPMI-Completo e posteriormente foram retiradas as células do peritonio
desses animais. Essas células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, o precipitado
foi descartado e no sobrenadante foram feitas as analises da producdo de citocinas IL-10,

IL-12 e IFN-y de todos os quatro grupos experimentais.

Os dados apresentados na Figura 13 mostram os niveis de secrecdo das citocinas
IL-10, IL-12 e INF-y pelos macrofagos imunizados e desafiados. Com relacdao a produgao
de IL-10, verificamos que nao houve diferenga estatistica entre os quatro grupos
experimenais. No entanto as cé€lulas dos animais imunizados com o proteolipossomo
secretaram menores niveis de IL-10, porém ndo significativos com relagdo aos demais
grupos. Em relacdo a producdao de IL-12, verificamos que as células dos animais
imunizados com EBS e proteolipossomo secretaram niveis significativos de IL-12 em
relagdo ao grupo IV. A comparacdo dos niveis de [FN-y, detectados nos diferentes grupos
experimentais ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa. Em sintese, esses
resutados mostraram que a imunizagdo com proteinas do parasita, tanto solubilizadas
(EBS), quanto inseridas no proteolipossomo, estimulou a produgdo de IL-12, porém
estatisticamente as concentragdes foram iguais ao grupo controle positivo estimulado com

T. cruz (grupo III).
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Figura 13. Detec¢do de IL-10, IL-12 e IFN-y em sobrenadante de células peritoneais de
murinos  imunizados. n Camundongos BALB/c (n=9) foram  imunizados
intraperitonealmente com: Grupo I EBS, grupo II proteolipossomo, grupo III PBS ¢
grupo IV PBS. Quatro semanas apds a imunizacdo os camundongos foram desafiados com
T.cruz, exceto o grupo IV ¢ uma semana apos o desafio foram sacrificados e o lavado
intraperitoneal retirado. As citocinas foram dosadas pelo método de ELISA usando
anticorpos monoclonais. Os resultados sdo expressos em média +erro padrio da
concentragdo da citocina em pg/mL. * p<0,05 em relagdo ao grupo I, # p<0,05 em relagdo
ao grupo II.
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4.10 Avaliacdo da resposta imune adaptativa in vitro.

A inducdo da resposta imune adaptativa foi avaliada pelo perfil das citocinas
produzidas pelas células do bago ¢ linfonodos. Experimentos de imunizagdo in vitro foram

feitos utilizando os mesmos grupos experimentais descritos no item anterior.

Todos os animais foram sacrificados para a retirada do bago e dos linfonodo como
descrito no item 3.25 em Material ¢ Métodos. Células do baco e linfonodo desses animais
foram centrifugadas a 1500 rpm, e o precipitado foi lavado. As células foram contadas e
incubadas a cultura de macréfagos na propor¢do de 1 macrofago: lcélula baco ou
Imacrofago: 1célula do linfonodo por 48 horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de
CO,. Estes macrofagos haviam sido previamente estimulados ou ndo com T. cruz. Depois
de 48 horas os sobrenadantes foram coletados e feitas as dosagens de citocinas pelo método

de ELISA.

A andlise da producdo das citocinas IL-10, IL-12 e IFN-y no sobrenadante das células
do bago, mostrou um aumento significativo na produgdo de IL-10 e IL-12 nos quatro grupos
experimentais estimulados com o parasita, quando comparados ao controle (meio). Com
relacdo a produgdo de IFN-y, somente os animais imunizados com proteolipossomo

apresentaram diferencas significativas com relagdo ao controle (Figura 14).

Analisando a produgdo de citocinas entre os grupos estimulados com o parasita,
houve uma diferenca significativa na producdo de IL-12 nos animais imunizados com EBS
e com proteolipossomo quando comparados com o controle (grupo IV) e um aumento na
produgdo de IFN-y pelas células dos animais imunizados com o proteolipossomos em
relagdo aos demais grupos experimentais, porém esse aumento ndo foi estatisticamente

significativo (Figura 14).
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A dosagem de citocinas produzidas pelas células dos linfonodos, (Figura 15),
mostrou nao haver diferenga na producao de IL-10, IL-12 e INF-y entre sobrenadante das

células dos animais estimulados e ndo estimulados.

Com relagdo aos grupos estimulados com o T. cruzi, houve uma redugdo
significativa na producao de IL-10 no grupo imunizado com EBS quando comparados ao
PBS (grupo III). No entanto hd um aumento significativo de IL-10 nos animais imunizados
com proteolipossomo em relagdo aos grupos EBS, controle desafiado (grupo III) e controle

nao desafiado (grupo IV).

Na produgdo de IL-12, resultados estatisticamente significativos ocorreram somente
entre os grupos controles (IIT e IV), onde houve um aumento da produgdo de IL-12 no
grupo III quando comparado ao grupo IV. Esses resultados mostram que o grupo de
animais desafiados (grupo III) produz mais IL-12 quando comparados ao grupo nao
desafiado, no entanto entre nos grupos imunizados ndo ha diferengas estatisticamente

significativas na producao de IL-12 (Figura 15).

Com relagdo a produgdo de IFN-y pelas células dos linfonodos, nao foi possivel

realizar a andlise estatistica por falta de amostras suficientes do sobrenadante.

Nossos resultados mostraram que macrofagos peritoneais de animais imunizados,
apos a estimulagdo in vitro com formas tripomastigotas de T. cruz, sao capazes de ativar
células T imune especifica, aumentando consideravelmente a produgdo de IL-10 no
sobrenadante das células do bago e linfodos, e que ndo houve diferenca no padrio de
citocinas produzido por essa células. Esses dados confirmam que h4 um padrao de resposta

Th2 responsavel pela suscetibilidade dos nossos animais a infecg¢do por T. cruz.
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Figura 14. Deteccio de IL-10, IL-12 e IFN-y pelo método de ELISA em sobrenadante
de cultura de células do baco de murinos imunizados. Camundongos BALB/c (n= 9)
foram imunizados via intraperitonealmente com: Grupo I 20 pug de EBS, grupo II 20 pg
proteolipossomo, grupo III PBS e grupo IV PBS. Quatro semanas apds a imunizag¢do os
camundongos foram desafiados com T. cruz, exceto o grupo IV e uma semana apos o
desafio foram sacrificados, retiradas as células do bagco e incubadas em cultura de
macrofagos. Apos 48 horas os sobrenadantes das culturas foram coletados para detecgdo de
citocinas por ELISA. Os resultados sdo expressos em média + erro padrdao da concentragdo
da citocina em pg/mL. * p<0,05 em relagao ao grupo I, # p<0,05 em relagao ao grupo II.
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Figura 15. Deteccao de 1L.10, IL-12 e IFN-y em sobrenadante de cultura de células do
linfonodo de animais imunizados. Camundongos BALB/c (n= 9) foram imunizados via
intraperitonealmente com: Grupo I 20 pg de EBS, grupo II 20 pg proteolipossomo, grupo
IIT PBS e grupo IV PBS. Quatro semanas ap6s a imunizagdo, os camundongos foram
desafiados com T. cruz, exceto o grupo IV ¢ uma semana apds o desafio foram
sacrificados, retiradas as células dos linfonodos e incubadas em cultura de
macrofagosestimulados ou ndo com o parasita. Apds 48 horas os sobrenadantes das culturas
foram coletados para deteccdo de citocinas por ELISA. Os resultados sdo expressos em
média + erro padrdo da concentragdo da citocina em pg/mL. * p<0,05 em relagcdo ao grupo
I, # p<0,05 em relagdo ao grupo I, + p<0,05 em relacdo ao grupo II, e p<0,05 em relacao
ao grupo II, I p<0,05 em relacao ao grupo III.
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Uma resposta imune efetiva frente a infecgdo ao T. cruz requer a ativagdo de multiplos
mecanismos, incluindo uma forte resposta imune humoral, produg¢do de citocinas de padrao
Thl e a ativagdo de linfocitos T CD8" que reconhecam células hospedeiras infectadas pelos
parasitas (Tarleton, 1997). Na busca da identificacdo e caracterizagdo de moléculas do
protozoario parasita que disparem tais respostas, foram descritas varias proteinas de superficie
presentes em amastigotas e tripomastigotas tais como: APS-1, ASP-2, CRF, PFR, cruzipaina,
Tc52, TolA-like surface protein, trans-sialidase ¢ TSA-1 (Costa et al.,1998; Low et al.,1998;
Fujimura et al., 2001; Garg & Tarleton., 2002; Miller et al., 1997; Quanquin €t al., 1999;

Ouaissi et al., 2002; Schnapp €t al., 2002; Ribeirdo et al., 2000).

Alguns modelos experimentais de vacinacdo utilizando moléculas geneticamente
modificadas, purificadas ou produzidas como proteinas recombinantes em vetores microbianos
expressando antigenos de parasitas, conferem uma sobrevida significativa aos animais
imunizados, com conseqiiente diminui¢do da parasitemia (Santori €t al., 1996; Frank et al.,
2003; Araujo et al., 2005). Em nosso laboratorio, a preparagio de proteolipossomos, como uma
maneira de reconstituir proteinas integrais da membrana de parasitas e promover a apresentagao
dessas moléculas ao sistema imune, foi empregada com sucesso para Leishmania (Santos et al.,
2006). Sendo assim, a proposta desse trabalho foi desenvolver um sistema de lipossomos para
carrear proteinas antigénicas de T. cruz, verificando a capacidade do sistema imune de

produzir uma resposta protetora frente a infecgdo ao T. cruz.

O mecanismo de formagdo dos lipossomos ¢ complexo, e para preservar a estrutura
protéica ¢ a fungdo das proteinas de membrana, apos a solubilizagcdo, sdo necessarios
cuidados no seu isolamento e purificagdo (le Maire et al., 2000). Para serem incorporadas

em lipossomos, as proteinas de membrana precisam ser primeiramente solubilizadas. Para
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se obter as proteinas soluveis, alguns autores descrevem a utilizagdo de diversos
detergentes, podendo se destacar, dentre eles, o deoxicolato de sodio, o octyl
glucopyranoside, o cholate/EmpigemBB, e ainda o SDS (Parmar et al., 1999; Daghastanli

et al., 2004; Heffer-Lauc et al., 2007).

Os detergentes zwiterionicos aparentemente sao mais efetivos na solubilizagaodas
proteinas e ndo provocam sua desnaturagdo, ao contrario dos outros tipos de detergentes

(Hjelmeland, 1980).

A maioria dos detergentes, tanto idnicos (cationicos ou anidnicos) quanto ndo
i0nicos, sdo substancias anfifilicas soluveis, que quando adicionados a agua, forma uma
monocamada na interface ar-agua que esta em equilibrio com seus mondmeors. Quando a
concentragdo dos mondmeors de detergente alcangam um nivel critico, e uma temperatura
favoravel, eles formam micelas, onde a parte hidrofobica esta direcionada para fora, na fase
aquosa (Koepsell, 1986). Durante a solubilizacdo, a ligacdo do detergente a proteina pode
ocorrer pela carga da proteina, se ele for um detergente idnico ou através da regido
hidrofobica da proteina, se ele for um detergente nio io6nico (Helenius e Simons, 1975;

Riepl e Vidaver, 1978).

Recentemente, Santos et al (2006) demonstraram que, para a solubilizagdo de
proteinas de membrana da forma amastigota de L. amazonensis, uma concentragdo de 0,1%
do detergente SDS seria a mais eficiente, promovendo uma recuperacdo de 93% de
proteinas soluveis. Diferentemente, outros autores publicaram que, para a solubilizagdo de
proteinas de membrana de Pasteurella multocida, foi necessario uma concentragdo de 1%
de SDS para alcancar a mesma porcentagem de solubilizagdo (Daghastanli et al., 2004).

Sendo assim como optamos por utilizar o detergente SDS (um detergente da classe dos
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i0nicos) para solubilizar as proteinas de membrana de T. cruz, a primeira etapa foi
investigar a concentracdo mais eficiente desse detergente no processo de solubilizagao.
Nossos resultados mostraram um maximo de solubilizagdo na concentragao de 0,5% de
SDS, resultando em uma recuperagdo de 94% em proteinas soliveis. Concentracdes

maiores de SDS nao melhoraram o rendimento da solubilizagdo (Figura 3).

Determinada a concentragdo mais eficiente do detergente, procuramos otimizar as
condi¢des de solubilizagdo diminuindo tanto o tempo de incubagdo como a temperatura
neste processo. Como mostra a Figura 5, a solubilizagdo das proteinas de membrana ocorre
instantaneamente, tanto a 4°C como a 25°C. Como mostrou a dosagem de proteinas
determinadas pelo métod descrito por Hartree (1972), tempos maiores de incubagdo nao

melhoraram o rendimento de proteinas soluveis.

A melhor solubilizagdo de proteinas de formas amastigotas e tripomastigotas do
parasita foi obtida instantaneamente, usando uma propor¢ao de 0,5 mg/mL de proteina para
0,5% (w/v) de detergente a 25°C. Nessas condigdes, o0 SDS mostrou ter elevada capacidade
de solubilizacdo, liberando uma grande quantidade de proteinas que foram detectadas em
gel de eletroforese (Figura 4A, linha 4a). Esse detergetne ndo interferiu na antigenicidade
do material solubilizado, sendo que as proteinas liberadas foram capazes de se ligar a

anticorpos contra determinantes antigénicos especificos de T. cruz (Figura 4B, linha 2).

Apods padronizarmos as condi¢des mais adequadas para a solubilizagdo das
proteinas de membrana de T. cruz, passamos a estudar o processo de insergdo dessas
proteinas em lipossomos. Para selecionar o material antigénico a ser incorporado nos
lipossomos, nds hipotetizamos que moléculas reconhecidas pelo sistema imune presentes

nos diversos estagios do curso natural da infec¢do deveriam ser biologicamente
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importantes, provavelmente participando na sobrevivéncia intracelular do parasita. Como
observamos pela analise do Western blotting (Figura 2B), as proteinas de membrana de
formas amastigotas e tripomastigotas foram reativas ao antisoro gerado por camundongos
contra os determinantes antigénicos de T. cruz. O perfil de proteinas do extrato bruto e do
EBS detectadas com o soro de animais infectados foi semelhante, demonstrando que
mesmo apos a solubilizagdo, algumas proteinas antigénicas do T. cruzi foram preservadas.
Desta forma, com o intuito de utilizar uma ampla gama de proteinas antigénicas,
escolhemos solubilizar as proteinas de membrana das formas amastigotas e tripomastigotas

de T. cruz para posteriormente incorpora-las em liposomos.

O préximo passo foi inserir as proteinas solubilizadas dos dois estagios do T. cruz
em lipossomos. Nos optamos pelo método de co-solubilizagdo, apesar de uma grande
variedade de técnicas poderem ser usadas para este fim. Apresentaremos a seguir,
resumidamente, suas principais vantagens e/ou desvantagens, como apresentado por Rigaud
et al., 1998. A reconstituicdo mediada por solvente organico ¢ uma das técnicas pouco
utilizada porque pode levar a desnaturagdo das proteinas. Alternativamente, os
proteolipossomos também podem ser formados por métodos mecanicos. A principal
vantagem deste método ¢ a rapidez. Por outro lado, as maiores desvantagens apresentadas
sdo a ndo-reprodutibilidade do ensaio, a inativagdo de muitas proteinas devido ao longo
processo de sonicagdo e também o pequeno didmetro dos proteolipossomos resultantes
(Rigaud et al., 1995). Outra opgao ¢ a incorporagao direta da proteina de membrana em
lipossomos pré-formados. A principal desvantagem desse método ¢ exigéncia da remocgao

completa do detergente. O método de co-solubilizag@o, por nds escolhido, ¢ a estratégia de

reconstituicdo de proteinas de membrana que apresenta os melhores resultados,
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principalmente pelo fato de nao exigir a retirada prévia do detergente presente na amostra
de proteinas solubilizadas a ser reconstituida (Rigaud et al., 1995; Daghastanli et al., 2004).
A vantagem deste método ¢ a utilizagdo de resinas especificas para a remogao do
detergente, que resulta na obtencdo de vesiculas homogéneas. Ja a sua principal
desvantagem ¢ a possivel perda de proteinas devido as interacdes inespecificas com a
resina, bem como a obten¢do de sistemas mistos em relagdo a orientagdo da proteina
reinserida na bicamada lipidica (Rigauud et al., 1995; Silvius, 1992; Knol et al., 1998).
Portanto foi escolhido por nés o método de co-solubilizagdo para preparar os

proteolipossomos contendo proteinas de T. cruz.

Entre os métodos usuais para remoc¢do do detergente, a resina hidrofobica é a
escolhida, por ser muito rapida e nao diluir a amostra (Silvius, 1992; Rigaud et al., 1998).
Apesar de ndo termos avaliado a percentagem de remocdo do detergente, os resultados de
Daghastanli et al. (2004), usando a mesma resina hidrofobica por nos usada, indicam que
essa remogdo pode chegar a 99%. Em nossos experimentos, o uso da resina Calbiosorb®
permitiu uma incorporagdo de 80% das proteinas solubilizadas com SDS nestes sistemas

vesiculares.

Na membrana plasmatica das células de eucariotos existem microdominios ricos em
colesterol e esfingolipideos, denominados lipids rafts. Esses microdominios podem
incorporar ou excluir proteinas de maneira seletiva (Almeida et al, 2005). As proteinas
ancoradas a membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) sdo preferencialmente inseridas
nessas regides da membrana. As proteinas VSG (glicoproteina variante de superficie) de
T.brucei, que apresentam uma ancora de GPI, parecem estar ancoradas nestes

microdominios (Benting et al., 1999). A analise, por cletroforese em SDS-PAGE, das
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proteinas presentes nos nossos proteolipossomo revelou uma variedade de bandas protéicas
com uma distribuicdo diferente das observadas no EBS, indicando um certo grau de
seletividade na incorporagdo das proteinas soluveis (Figura 7A, linha 3). Essa seletividade
pode estar relacionada com o aumento de colesterol verificada nos proteolipossomos

formados (Tabela I).

O grau de reconstituicdo de proteinas de membrana em lipossomos pode ser
influenciado pela natureza dos lipideos escolhidos. Por isso, um passo importante para
alcangar um rendimento elevado na incorporagdo das proteinas nesses sistemas vesiculares
¢ a escolha de uma composic¢do lipidica apropriada. Além do mais, a imunogenicidade dos
lipossomos também pode ser influenciada pela carga desses lipideos. Células da resposta
inata do sistema imune, como os macréfagos e células dendriticas, por apresentarem
receptores para moléculas carregadas negativamente capturam mais eficientemente

lipossomos com carga aparente negativa (Afrin et al., 2000; Afrin & Ali, 1997)

Nossos resultados de incorporagdo mostraram que proteinas de membrana de T.
cruzi sao eficientemente incorporadas em proteolipossomos contendo acido palmitico,
presentes em ambos fosfolipidios, DPPC e DPPS. A incorporacdo obtida foi de 80%, muito
similar aos resultados obtidos na incorporagdo de proteinas de L amazonensis (Santos et al.,

2006) e Pasteurella multocida (Daghastanli et al., 2004).

Com relagdo a caracterizagdo da incorporacdo das proteinas na bicamada lipidica
dos lipossomos, a analise do gradiente de densidade de sacarose mostrou a presenga de
EBS no meio do gradiente, na faixa de 8 a 10% de sacarose, com relacdo aos
proteolipossomos, estes apresentam um perfil Gnico e simétrico de eluig¢do, correspondente

ao conteido de fosfato e proteina na faixa de 6 a 8% (Figura 6C). O fato do
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proteolipossomo aparecer em uma faixa de densidade menor que da proteina, se explicaria
pela presenca de grande quantidade de colesterol no proteolipossomo, como mostra a

Tabela I e como descrito por outros autores (Cevc and March, 1987; Santos et al., 2006).

Apo6s verificarmos, pela técnica de gradiente de densidade de sacarose, que as
proteinas de membrana de T.cruzi estavam realmente inseridas no proteolipossomo, o
proximo passo foi verificar se essas vesiculas lipidicas apresentavam a capacidade de

aumentar a atividade tripanocida dos macréfagos murinos.

A adi¢ao de fosfatidilserina a mistura lipidica para preparagdo das vesiculas
lipidicas gera lipossomos que, além de aumentar a capacidade de captura dos macréfagos
devido aos seus receptores scavenger (Peiser et al., 2002), favorece a produgdo de IL-12 ¢
IFN-y pelas células murinas do bago (Aramaki et al., 1995; Yotsumoto et al., 2007). Assim,
na tentativa de aumentar a captura dos proteolipossomos pelas células do sistema imune
que possuem receptores scavenger (Shakushiro et al., 2004; Greaves and Gordon, 2005),
como macrofagos e células dendriticas, optamos por adicionar DPPS a composig¢ao lipidica

da nossa preparacao.

Na infecgdo in vitro de macrofagos removidos da cavidade i.p. de camundongos
BALB/c imunizados via i.p. com 20 ug de proteolipossomo, a porcentagem de parasitas
nos macrofagos apos 24 horas de infec¢do (Figura 10A) e o numero de parasitas
intracelulares nessas células foram similares ao grupo controle (ndo imunizado) (Figura
10B). No entanto, apds 72 horas, a porcentagem de macrofagos infectados foi 50% menor
(Figura 10A) e o numero de parasitas intracelulares diminuiu significativamente em 82%,

quando comparado ao grupo controle (Figura 10B).

A infecg@o experimental com T. cruz induz a produgdo de citocinas pelas células T
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envolvidas na regulagdo da resposta imune. O perfil de citocinas produzidas pelas células T
CD4" confere resisténcia ou suscetibilidade & infeccio dependendo da linhagem do
camundongo infectado. O INF-y participa na imunidade protetora contra o T.cruz, pois
macrofagos ativados por INF-y liberam metabdlitos reativos do oxigénio e 6xido nitrico
(Vespa et al., 1994) envolvidos na atividade tripanocida. Resultados obtidos posteriormente
(Figura 13), indicam que a exposi¢do dos camundongos as proteinas de tripomastigotas e
amastigotas incorporadas nos proteolipossomos sdo capazes de gerar células imunes
produtoras de IL-12 e INF-y. Essas citocinas poderiam estar induzindo a atividade

tripanocida dos macréofagos, observada em nossos experimentos.

Apds verificarmos que os proteolipossomos eram capazes de ativar macréfagos
murinos, passamos a avaliar a sua capacidade de promover imunidade protetora in vivo.
Para isso, camundongos BALB/c foram imunizados uma unica vez com 5, 10, 20 ou 40 ug
de proteolipossomos e, apds quatro semanas, foram desafiados com 300 formas de
tripomastigotas de T.cruzi. Os resultados apresentados na Figura 11 mostraram que os
animais imunizados com 20 pg de proteolipossomo apresentaram uma taxa de sobrevida de
50% ao trigésimo dias p.i. Entretanto os animais que receberam o tampao Tris
apresentaram 100% de mortalidade no mesmo periodo. Concentragdes de 5, 10 ou 40 pg do
proteolipossomo ndo aumentaram a sobrevida dos camundongos BALB/c contra a infec¢ao
ao T.cruzi. Embora os resultados tenham demonstrado uma taxa de sobrevida de 50% nos
animais imunizados com 20 ug de proteolipossomo, animais de todos os grupos

experimentais sucumbiram ap6s 2 meses de infec¢do ao T. cruz (dados ndo apresentados).

Como ndo conseguimos obter prote¢ao significativa nas diferentes concentragdes

testadas, decidimos variar o nimero de imunizagdes ¢ o intervalo entre clas. Como
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podemos observar na Figura 12, dentre os grupos de animais imunizados com o
proteolipossomo, os que receberam apenas uma imunizagao com 20 pg de proteolipossomo
e foram desafiados 4 semanas apos a imunizagdo, apresentaram uma taxa de sobrevida de
100% ate o vigésimo quinto dia p.i, enquanto os animais que receberam EBS apresentavam
uma taxa de sobrevida de 33% no mesmo periodo. Embora os animais imunizados com
proteolipossomo morrerem mais tardiamente, o proteolipossomo nao conferiu protegdo

contra a infecg¢do ao T. cruzi em camundongos BALB/c.

Dados da literatura mostram que um aumento da suscetibilidade murina a infecgao
pelo T.cruz esta relacionado ao aumento na producdo de citocinas de padrao Th2 (IL10,
IL4 e IL5S) pelas células peritoneais e esplénicas (Hoft et al., 1993; Minoprio et al., 1993;
Reed et al., 1994; Silva et al.,1992). Para quantificar as citocinas de padrdo Thl ou Th2, foi
feita a dosagem de IL-10, IL-12 e INF-y. Os resultados da analise do perfil de citocinas do
lavado i.p.dos camundongos BALB/c imunizados, mostraram uma elevagdo somente de IL-
12 (Figura 13), porém diferenca significativa ocorreu quando comparados os grupos

imunizados com EBS e proteolipossomo com o grupo controle (grupo IV).

Quanto ao perfil de citocinas produzidas in vitro pelas células do bago ¢ linfonodos
desses animais, podemos destacar o aumento na produgao de IL-12 no sobrenadante das células
do bago estimuladas com T.cruz. Uma diferenga significativa foi encontrada somente entre os
grupos imunizados com EBS e proteolipossomo quando comparados ao grupo IV (Figura 14).
De modo geral, com relagdo as citocinas produzidas pelas células dos linfonodos, podemos
destacar um aumento na producdo de IL-10 entre o grupo imunizado com proteolipossomo € o
controle grupo III (Figura 15). Estes resultados mostraram que ndo ha diferenca no perfil de

citocinas produzidas pelas células do baco e linfonodos.
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O papel das citocinas na resisténcia ¢ suscetibilidade a infec¢do por T.cruz ainda
nao estd devidamente estabelecido. Diferente do observado em infec¢cdes murinas com
Leishmania major, onde as linhagens de camundongos resistente e suscetiveis exibem
respectivamente uma resposta polarizada Thl ou Th2 (Mosmann & Coffman, 1989), as
infec¢des por T.cruzi, os camundongos suscetiveis ¢ resistentes apresentam elevada
produgdo de IFN-y (Narbors & Tarleton., 1991). Com relagdo a produgdo de IL-10, tanto as
linhagens resistentes como as suscetiveis produzem IL-10. O que parece definir o curso da
infeccdo ¢ a combinacdo entre a linhagem do camundongo e a cepa do parasita

(Abrahamsohn & Coffman., 1995; Zang e Tarleton., 1996).

A andlise da dosagem de citocinas nos camundongos imunizados com
proteolipossomas, revela um aumento nos niveis de IL-10, cerca de 19 vezes, tanto no
sobrenadante de cultura das células do bago quanto dos linfonodos quando comparado com
a concentracdo dessas citocinas presente no lavado peritoneal, o que pode ter sido o
suficiente para inibir a agdo do INF-y. Nossos resultados evidenciam que, no protocolo de
vacinacao utilizado, houve uma tendéncia & mudanca no padrdo de resposta de Thl para
Th2, observada apds a estimulagdo in vitro pelo T. cruzi, o que explicaria a falta de

prote¢do dos animais imunizados com o proteolipossomo.

A andlise de distribuicdo de tamanho revelou que os nossos proteolipossomos
possuem um diametro médio de 199 nm, isto poderia contribuir para a deficiéncia de
prote¢do observada nos animais imunizados com os proteolipossomos. Dados da literatura
sugerem que um pardmetro importante na indugdo de uma resposta Thl ou Th2 seria o
tamanho dos proteolipossomos. Vesiculas lipossdmicas com diametro médio maior que 225

nm induzem as células dos linfonodos de camundongos BALB/c a produzirem
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preferencialmente um padrdo de resposta Thl, enquanto que a mesma quantidade de
antigenos inseridos em vesiculas com diametro médio menor que 155 nm leva a uma

resposta Th2 (Brewer et al., 1998).

Outro dado importante foi descrito por Yotsumoto et al (2007). Esses autores
observaram que um aumento na producdo de IFN-y pelas células do bago ¢ dependente do
conteudo de fosfatidilserina na formulagdo lipidica dos lipossomas. Novas proporgdes
lipidicas em nosso protocolo poderiam ser testadas, aumentando a concentragdo de
fosfatidilserina na tentativa de induzir uma maior produgdo dessa citocina nos animais

imunizados, tornando-os resistentes a infecgdo experimental por T. cruz.

Embora a utilizagdo de proteolipossomos seja uma estratégia eficiente para a
indug@o de uma resposta imune protetora a diversas infecgdes por patogenos (Parmar et al.,
1999, Santos et al., 2006, Shimizu et al., 2007), os resultados apresentados neste trabalho
mostraram que o protocolo de vacinagdo utilizado falhou em proteger os camundongos
BALB/c imunizados com proteinas de T .cruz inseridas em lipossomos. Entreta

dados sdo pioneiros e necessitam de um aprimoramento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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