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RESUMO
As leishmanioses sdao doengas causadas por parasitos
protozoarios do género Leishmania, sendo consideradas como
uma das seis doengas tropicais negligenciadas mais importantes
na atualidade. Além disso, apresentam alta incidéncia e grande
nimero de pessoas estdo expostas ao risco de infec¢do em todo
o mundo. Evidéncias sugerem que Proteinas Ribossomais de
Leishmania (LRPs)sdomoléculasimunologicamenterelevantes
na infeccdo humana e canina por esse protozoario. O objetivo
deste trabalho foi purificar antigenos de LRPs,previasmente
selecionados por cromatografia de imunoafinidade,com
possibilidades de induzir respostas TH1 e TH2 para posteriores
testes imunoldgicos em modelos murinos e desafia-los contra
o parasita. O experimento constitui na prepara¢do e extracao
das proteinas ribossomicas de L. chagasi a partir de formas
promastigotas, seguido da produgdo de anticorpos anti LRPs
em coelho, purificacdo das subclasses de imunoglobulinas
de interesse e titulacdo dessas por ELISA. Posteriormente,
as imunoglobulinas foram ligadas a resinas de sepharose e
construidas duas colunas de imunoafinidade. Apos a construgcao
dessas colunas, duas fragdes de proteinas especificas de
antigeno solavel de L. chagasi foram purificadas. Apos
ensaios realizados pode-se observar a capacidade do método
apresentado em purificar as proteinas alvo que apresentaram
elevada reatividade frente as LRPs, quando comparadas ao soro
controle proveniente do coelho nao imunizado. Dessa forma,
essas proteinas antigénicas podem se constituir em potenciais
ferramentas para o desenvolvimento de vacinas frente a L.
chagassi.

Palavras-Chave: leishmania, laeishmaniose, vacina, Proteina

Ribossomais, Proteinas imunogénicas de leishmaniose.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania and is considered
one of the six most neglected tropical diseases today. In
addition, they have high incidence and large numbers of
people are exposed to the risk of infection worldwide.
Evidence suggests that Ribosomal Leishmania Proteins
(LRPs) are immunologically relevant molecules in
human and canine infection by this protozoan. The
objective of this work was to purify antigens from
LRPs, previously selected by immunoaffinity, with
the possibility of inducing THI and TH2 responses
for later immunological tests in murine models and
challenging them with the parasite. The experiment
consisted in the preparation and extraction of L. chagasi
ribosomal proteins from promastigotes, followed by
the production of anti-rabbit LRPs, purification of
immunoglobulin subclasses of interest and titration by
ELISA. Subsequently, immunoglobulins were ligated
to sepharose resins and two immunoaffinity columns
were constructed after the construction of these
columns, two fractions of purified L. chagasi soluble
antigen-specific proteins. After the experiments, it was
possible to observe the ability of the present method to
purify the target proteins, which showed high reactivity
to the LRPs when compared to the control sera from
the unimmunized rabbit. In this way, these antigenic
proteins are potential tools for the development of
vaccines against L. chagassi.

Keywords: Leishmania, Leishmaniasis, vaccine, ribo-
somal proteins, immunogenic leishmaniasis proteins.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas causadas por
parasitos protozoarios do género Leishmania, sendo
consideradas como uma das seis doengas tropicais
negligenciadas mais importantes na atualidade.
Além disso, apresentam alta incidéncia e grande
numero de pessoas estdo expostas ao risco de
infec¢do em todo o mundo .

O Brasil apresenta o maior nimero de casos
de Leishmaniose Canina na América do Sul. Até a
década de 50, a maioria dos casos se concentrava nos
estados de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Ceara
e Pernambuco, devido ao desmatamento e novos
assentamentos realizados nessas localidades. Com
a expansdo das atividades rurais, as leishmanioses
passaram a ser registradas também em outras areas>’

Evidéncias sugerem que Proteinas
Ribossomais de Leishmania (LRPs) sdo moléculas
imunologicamente relevantes na infecgdo humana e
canina por esse protozoario. Durante a infec¢ao pela
espécie L. infantum, niveis elevados de anticorpos
especificos a proteinas altamente conservadas
em Leishmania sdo encontrados, dentre as quais
se destacam a proteina de choque térmico de 70
kDa (hsp70), a histona H2A e proteinas acidas
ribossomais. Verificou-se que as LRPs sdo
importantes para o desenvolvimento da doenga
no hospedeiro mamifero, sendo consideradas
“pato-antigenos”, pois induzem respostas celular
e humoral que se relacionam com o fenotipo da
doenga no hospedeiro *.

Estudos utilizando as LRPs de L. Major, como
antigeno vacinal em camundongos demonstraram
que as mesmas foram capazes de induzir protecao
contra a infeccdo experimental com a mesma
espécie °

A resposta imune a infec¢ao por Leishmania
¢ mediada , principalmente , por resposta celular,
e o resultado clinico ¢ dependente principalmente
de respostas auxiliares T CD4+: Thl ou Th2.
Uma resposta Thl ¢ mediada, principalmente,
por interferon-gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o ), fator estimulador de
colonias de granulocitos e macréfagos (GM-CSF)
e interleucina 12 (IL-12), estando associada com
a resolucdo e resisténcia a doenca. Ja resposta do
tipo Th2 com producdo de interleucinas (IL-4)
e (IL-10), confere susceptibilidade e progressao
da doenca no hospedeiro. Estas respostas imunes
respondem pelo espectro clinico diversificado,
principalmente de CL. As lesdes localizadas de auto-
cicatrizagdo tém perfil predominantemente Thl
de citocinas, enquanto que as respostas mediadas
por Th2 caracterizam-se por lesdes difusas e nao
cicatrizantes. A LCM demonstra uma resposta
mista, mas com uma predominancia Thl, que pode
explicar tanto a atividade inflamatoria agressiva
como a cronicidade °

Os macroéfagos estimulados com IFN-y e IL-12
tornam-se ativados e expressam niveis elevados de
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A sintese
de oxido nitrico (NO) por iNOS ¢ essencial para
a eliminacdo de parasitos de macréfagos, uma
vez que a auséncia de iNOS por delegao genética
provoca repulsao incontrolavel e lesdes ulcerativas
no local da infec¢do. Por outro lado, os macréfagos
estimulados com IL-4 e IL-10 expressam altos niveis
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respeito a produgdo dos isotipos de imunoglobulinas
(IgG’s) IgG1 e IgG2a. Citocinas secretadas por
células do sistema imune, tais como os linfocitos
T, atuam sobre linfocitos B induzindo a mudanca
dos isotipos dos anticorpos IgGs produzidos por
tais células. Nessa linhagem de camundongos, a
citocina IL-4 induz, preferencialmente, a producgao
de IgGl, enquanto que o IFN-y induz a produgao
de IgG2a®

Devido a similaridade das LRPs dentre as
diferentes espécies conhecidas e a resposta imune
a infeccdo, estimulam considerar a possibilidade
do uso destas proteinas em protocolos vacinais
refinados, para verificacdo da eficacia protetora
induzida contra diferentes espécies do género
Leishmania. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo purificar antigenos de LRPs,
previamente selecionados por cromatografia de
imunoafininidade, com potencialidade de induzir
respostas TH1 e TH2 para posteriores testes
imunologicos em modelos murinos e desafia-los
com o parasita.

1. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 - Detalhamento

A figura 1 demonstra o delineamento experimental
do trabalho realizado. O experimento constitui-
se na preparacdo e extracdo das proteinas
ribossdmicas de L. chagasi a partir de formas
promastigotas, seguido da producdo de anticorpos
anti LRPs em coelho, purificagdo das subclasses
de imunoglobulinas de interesse e titulagao dessas
por ELISA. Posteriormente, as imunoglobulinas
foram ligadas a resinas de sepharose e construidas
duas colunas de imunoafinidade. Apds a construcao
dessas colunas, duas fragdes de proteinas especificas
de antigeno soluvel de L. chagasi forma purificadas.
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Figura 1 — Detalhamento experimental. Inicio da
purificagcdo das LRPs até a purificacdao dos antigenos
de interesse em colunas de imunoafinidades de
IgG1 (pH 6.0) e IgG2a (pH 5.0).

2.2 - PARASITAS

A amostra MHOM/BR/1970/BH46 de L. chagasi
foi cedida pelo Departamento de Parasitologia
(ICB/UFMG). Os parasitas foram cultivados em
meio Schneider’s completo acrescido com 20 % de
Soro Fetal Bovino inativado, 20 miliMolar (mM) de
L-glutamina, 50 microgramas por mililitro (ug/mL)
de gentamicina, 200 unidades por mL de penicilina
e 100 pg/mL de estreptomicina, em pH 7,4.

Os parasitas permaneceram em cultivo a 24°C em
estufa de CO,, sendo que repiques das culturas
foram efetuados de cinco em cinco dias. Foram
feitos estoques de parasitas congelados em glicerol
estéril e armazenados em nitrogénio liquido.

2.3 - PREPARACAO DO EXTRATO PROTEICO
SOLUVEL DE LEISHMANIA

A amostra de L. chagasi foi cultivada em meio de
cultura Schneider’s completo e incubada a 24°C.
Decorridos alguns dias de cultivo e constatadas a
viabilidade e auséncia de agentes contaminantes,
os parasitas foram quantificados em camara de
Newbauer, sendo ajustadas para a concentracao de
2x10® promastigotas por mL.

Para o preparo do extrato solivel de formas
promastigotas em fase estaciondria de crescimento,
os parasitas foram recuperados por centrifugacao
a 2900 G por 20 minutos e lavados por quatro
vezes em salina estéril tamponada com fosfato. O



sedimento foi ressuspendido em cinco mililitros
(mL) de PBS e submetido a seis ciclos de choque
térmico, com congelamento em nitrogénio liquido
e descongelamento em banho-maria a 37°C.

A fracdo antigénica soltvel foi coletada apds
centrifugac¢ao (6000 G por 20 min) e a concentragao
de proteinas foi determinada pelo método de
Bradforf. As amostras foram armazenadas em
aliquotas a -70°C, até o momento do uso. ’

Para o preparo das formas [like-amastigotas, os
parasitas (na concentragdo de 2x10® parasitas
por mL) foram cultivados em soro fetal bovino
inativado e incubados a 34°C por 48 h. Em seguida,
os mesmos foram recuperados por centrifugacao,
lavados em PBS 1x estéril por trés vezes e
ressuspendidos para utilizagdo nos experimentos.
24 - PREPARO DAS PROTEINAS
RIBOSSOMAIS DE L. CHAGASI

O preparo de LRPs de L. chagasi foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Iborra et al.
(2008), com algumas modificagdes: cerca de 10"
promastigotas, em fase estacionaria de crescimento
de L. Chagasi, foram preparadas apos cultivo a
24°C e quantificadas em camara de Newbauer.

Os parasitas foram recuperados por centrifugagdo a
2.900 G por 20 min e lavados em PBS 1x estéril a
4°C, por trés vezes. Apds, o pellet foi ressuspendido
com 3.0 mL do tampao B1 (200 mM Tris-HCI pH
7.4,40 mM KCl e 25 mM MgCl,) e homogeneizado
por 10 vezes, sendo, entdo, centrifugado por dois
min a 1.960 G e a 4°C.

O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 9.260
G por 15 min a 4°C. A etapa anterior foi repetida.
O sobrenadante foi coletado e ultracentrifugado
a 90.000 rpm por uma hora a 4°C; retirado e
armazenado a -80°C. O pellet foi ressuspendido
com 200 pL de tampao B2 (20 Mm Tris-HCI pH
7.4; 100 mM MgCl, e 0.5 M AcNH,) e centrifugado
em um gradiente de sacarose (preparado em tampao
B2) a 90.000 rpm por duas horas a 4°C.

O sobrenadante foi coletado e o pellet lavado com
PBS Ix estéril e a 4°C, sendo, entdo, ressuspendido
em 200 pL de PBS 1x e adicionado mais 300
uL, para volume final de 500 pL. A concentracao
proteica foi estimada pelo método de Bradford ° e
as aliquotas armazenadas a -80°C.

2.5 - INDUCAO DE ANTICORPOS ANTI-LRPs
EM COELHO
As proteinas ribossomais de L. chagasi (LRPs)

extraidas e purificadas foram utilizadas para
imunizacdo de coelhos, de cerca de dois meses.
As injecdes foram feitas por via subcutanea com
a proteina emulsificada com um ml de hidréxido
de aluminio, em todas as aplica¢des. Realizou-
se o seguinte esquema de imunizagdo: 1* injecdo
contendo 250 pg de proteina, 1° reforgo 15 dias
depois com 100 pg e 2 ° reforco 30 dias apos o
primeiro com 150 pg do antigeno.

No 7° dia ap6s o 2° e 3° reforgos, coletou-se uma
pequena quantidade de sangue pela orelha a partir
da centrifuga¢do a 2.500 x G por 10 minutos a
4°C. Os soros obtidos foram adicionados em 0.2
mM de azida sdédica e armazenados a —20°C. Apos
a verificacdo do titulo de anticorpos, fez-se uma
pungao cardiaca no coelho para a obtencao de maior
volume de soro.

2.6 - TITULACAO DO SORO DE COELHO
ANTICORPOS ANTI-LRPS

Uma placa de ELISA foi incubada a 4°C com 5.0
pg/ml de proteinas ribossomicas de Leishmania
,em tampao carbonato—bicarbonato 0.05 M, pH 9.6,
por um periodo de 18 h e a 4°C. Apds o periodo de
incubagdo, a placa foi lavada trés vezes com 0.05%
Tween 20/PBS, pH 7.4 (PBS-T). Cem microlitros de
tampao bloqueio (10% leite desnatado em PBS-T)
foram adicionados e a placa foi incubada a 37°C por
uma h. Apds a remocgao do tampao de bloqueio, a
placa foi lavada trés vezes com tampao PBS-T e
diluig¢des sucessivas do soro foram adicionadas na
placa e a mesma foi incubada a 37°C por uma h.
Ap6s a lavagem, o conjugado anti-IgG total de cdo
ligado a enzima peroxidase (1:5.000) foi adicionado
na placa e a mesma incubada por mais uma hora e
a 37°C.

A placa foi revelada pela adi¢ao de 100 pl de uma
solugdo contendo o-phenylenediamine (OPD),
H,0, e tampado citrato-fosfato pH 5.0. A reagdo foi
interrompida pela adigdo de 20 ul de H,SO, 1 M e
a absorbancia foi determinada em leitor de ELISA
a 492 nm.

2.7 - PURIFICACAO DAS SUBCLASSES

DE IGgS POLICLONAIS DE COELHO
ANTI-LRPs POR CROMATOGRAFIA DE
IMUNOAFINIDADE

A purificagao de IgGs foi realizada em coluna de
afinidade com proteina A superose HR 10/2 (1.6
ml) em sistema de FPLC. A coluna foi equilibrada
em tampao 50 mM de Tris-HCL, pH 8.6 ¢ apds
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o equilibrio da coluna aplicou-se 1,0 ml do
soro de coelho anti-LRPs. A coluna foi lavada
com o mesmo tampao em que foram ligados os
anticorpos. As subclasses de IgGs foram eluidas em
diferentes tampdes e pHs conforme especificacdes
do fabricante. As subclasses de IgG1 e IgG2a foram
eluidas em 50 mM de tampao acetato de s6dio pH
6.0 e pH 5.0, respectivamente, coletando fragdes de
1,5 ml por minuto.

Realizou-se estimativa a 280 e 260 nm usando
coeficiente de extingdo molar de IgG (mg/ml)
=1.55 x A280-0.76 x A260 para a padronizacdo dos
experimentos subseqiientes.

2.8 - TITULACAO DAS SUBCLASSES DE
IgGs

Ap0s a purificagdo das subclasses de 1gGs, obtidos
a partir de soro de coelho imunizado com proteinas
ribossomicas de um ensaio ELISA, verificou-se a
reatividade das imunoglobulinas frente as LRPs de
L. chagasi. A analise foi realizada com IgG total
purificada, como controle positivo, e as subclasses
de IgG1 e IgG2a em diversas dilui¢des, sendo estas
em pH 6.0 e pH 5.0. Utilizou-se, aproximadamente,
0,5 pg de LRPs para sensibilizar a placa. Como
controle positivo realizamos o teste com IgG total.

2.9 - CONSTRUCAO DAS COLUNAS DE
SEPHAROSE 4B-CNBr LIGADA A IgG1/IgG
2a

A purificacdo dos antigenos anti-LRPs de L.chagasi
foi realizada em duas colunas: consistiram na
preparacdo de imunoafinidade Sepharose 4B
ativada com Brometo de Cianogénio (Sepharose
4B-CNBr) ligada a IgG1 e IgG 2a de L. chagasi.
Essas IgGs foram ligadas a Sepharose 4B-CNBr
de acordo com as recomendagdes do fabricante
(Amersham Pharmacia).

Foram utilizados 3 g da resina Sepharose 4B —
CNBr ressuspensa em HCI ImM e centrifugada a
3000 g durante 15 minutos a 4°C, por cinco vezes,
descartando-se o sobrenadante. Apos essa etapa,
a resina foi lavada com carbonato de sodio 0,1M
pH 8,3 contendo NaCl 0,5M (tampao de ligacdo)
e centrifugada duas vezes a 3000 g , durante 15
minutos. Aproximadamente 8 mg de IgG1 e 20 mg
de IgG2a foram utilizados para o acoplamento na
resina.

As subclasses de IgGs foram acrescidas a resina

agitando lentamente em um rotatorio por 24 horas
a 4°C e posteriormente centrifugada a 3000 g por
cinco minutos a 4°C. O controle da eficicia de
ligacdo das moléculas a coluna foi feito pela leitura
do sobrenadante a 280 nm em espectrofotometro.
Em seguida, foi adicionada a resina Etanolamina
IM pH 8,0 com a finalidade de bloquear os sitios de
ligacdo que permanecem ativos na resina, agitando
lentamente em um rotatorio a temperatura ambiente
por duas horas. Apos esse periodo, a resina foi
colocada em uma coluna de 10 cm e lavada cinco
vezes alternadamente com 50 mL de Tampao
Acetato 0,1M pH 4,0 contendo NaCl 0,5 M e com
Tampao de ligagao.

2.10 - PURIFICACAO E SDS-PAGE DAS
FRACOES IMUNOGENICAS DE LRPs DE L.
CHAGASI.

As colunas de Proteina A ligadas as subclasses de
IgGs purificados anti-LRPs de L. chagasi,. vasorum
foram equilibradas com 20 mL de Tampao Tris-
HCI 0,IM pH8.3 e o antigeno bruto soluvel na
concentragdo de 4,5 mg de proteina foi aplicado em
cada coluna. Apos a adi¢do do antigeno, a coluna
foi agitada lentamente por 24 horas a 4°C. Apds
recolher o antigeno inespecifico, a coluna foi lavada
com 50 mL de Tampao Tris-HC1 0,1 M pH 8,3. A
eluicdo dos antigenos especificos de L. chagasi
acoplados a resina, foi realizada utilizando-se um
Tampao de Eluicao, acido citrico 0,15 M pH 3.0,
onde foram coletados fragdes de 2 mL. O controle
da eluicdo foi feito pela leitura dos eluatos a 280 nm
em espectrofotdmetro. Apds a coleta, a coluna foi
regenerada com 20 mL de Tampao Tris-HCI 0,1M
pH 8,0. As proteinas eluidas foram concentradas
por liofilizacao. Os liofilizados foram solubilizados
em agua Milli-Q e as concentragdes proteica foram
estimadas, resolvidas em SDS-PAGE e estocadas a
-20°C.

3.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - PURIFICACAO DAS LRPs DE L. CHAGASI

Como a literatura que trata do tema menciona
proteinas ribossomicas de Leishmania (LRPs)
possuem atividade antigénica e imunogénica, aquelas
mais relevantes deste trabalho foram purificadas e
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identificadas individualmente e para tal foi utilizado o
protocolo descrito por Soto '°.

A complexidade das proteinas ribossomais de L.
chagasi foi inicialmente analisada por gel SDS-PAGE
12% (Figura 2). A anélise revelou a existéncia de um
perfil de bandas mais simples na fragcdo ribossdmica
em relacdo ao extrato soluvel dos parasitas e a fracdo
citoplasmatica, correspondente a uma das etapas da
purificag@o. Realizou-se uma comparagao com o perfil
das LRPs ja descritas na literatura'® e o perfil mostrou
semelhanga entre as mesmas (dados ndo mostrados);
o que possibilitou verificar a eficacia da metodologia
empregada.

Na fra¢ao ribossdmica, constatou-se a presenga
de proteinas de baixo e médio pesos moleculares,
de 15 a 60 kDa, e um fato relevante na literatura
corresponde a que a incluem proteinas nessa faixa
de peso molecular(Figura 2). Assim, infere-se que o
método utilizado para purificar as LRPs de L. chagasi
se mostrou rapido e com grande reprodutibilidade.

M 1 2

kDa

100~
80—

50 et

40=t—

3w

25t

Figura 2. Purificacdo da Proteina Ribossomicas de
L. chagasi. As amostras foram resolvidas em SDS-
PAGE 12 % e coradas por Comassie Blue G-250. A
primeira coluna corresponde ao marcador de peso
molecular (M). Em (1) extrato soldvel de L. chagasi,
(2) fracdo das proteinas ribossomicas (LRPs), (3)
fracao das proteinas citoplasmatica.

3.2- TITULACAO DO SORO DE COELHO
SENSIBILIZADO COM LRPs DE L. CHAGASI

Ap6s as indugdes em coelho para a produgado de
anticorpos anti-LRPs de L. chagasi, o soro foi coletado
e analisado por ELISA. A analise foi efetuada com

soro pré-imune e com amostras de soro obtidas apos a
segunda e terceira doses dos imundgenos. Como pode
ser observado, o soro do coelho imunizado apresentou
elevadareatividade frente as LRPs, quando comparado
ao soro controle proveniente do coelho ndo imunizado
(figura 3).

AsLRPsutilizadas se mostraram imunogénicas
e induziram elevada produgdo de anticorpos
especificos. Conforme o grafico abaixo (figura 3), a
terceira dose foi a de maior resposta imugénica, pois
aumentou significativamente a produgado de anticorpos
em relagdo a segunda dose do imunogeno. A titulagdo
dos anticorpos possibilitou realizar uma pungao
cardiaca no coelho para a obtengao de maior volume
de soro e possibilitar a continuidade do trabalho.
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Figura 3 Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) com soro anti-LRPs de L. chagasi
produzido em coelho. Uma curva de titulagao

foi realizada com as amostras de soro (1:20 a
1:1280). Foi utilizado 0,5 pg de LRPs de L. chagasi
purificadas anteriormente para a sensibilizagdo da

placa.

3.3-PURIFICACAODAS SUBCLASSESDEIGgS
POLICLONAIS DE COELHO ANTI-LRPs POR
CROMATOGRAFIA DE IMUNOAFINIDADE

A purificagdo das subclasses de IGgs anti-LRPs de L.
chagasiteve como objetivo a eliminacao de anticorpos
inespecificos, visando posteriormente, a purificagdo
de antigenos especificos de L. chagasi.

A constatacao de que a recuperagdo de uma primeira
infeccao confere protegdo contra uma re-infecgdo
sugere que o controle das leishmanioses mediante
vacinagao ¢ possivel. Além disso, muitas evidéncias a
partir de estudos com modelos experimentais indicam
que a protecdo pode ser gerada pela imunizagdo com
antigenos do parasito.

Um indicativo da geracdo de resposta imune Thl
(protetora) ou Th2 (ndo protetora), em camundongos
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BALB/c, diz respeito a produgdo dos isotipos IgG,
e IgG,,. Citocinas secretadas por c€lulas do sistema
imune, como os linfocitos T, atuam sobre linfocitos
B induzindo a mudanga de isotipos dos anticorpos
IgGs produzidos por tais células. Nesta linhagem de
camundongo, a citocina IL-4, induz, preferencialmente,
a producdo de IgG,, enquanto que o IFN-y induz a
produgdo de IgG,, (Coffman, 1993). A resposta imune
do tipo Th1, que ¢ estimulada pela subclasse de IgG2a,
leva a uma resposta imune protetora, enquanto que a
resposta imune estimulada pela subclasses de IgGl,
resulta desenvolvimento da doenca.

Apurificagdo de subclasses de IgGs tornou-se necessaria
para a confec¢ao das colunas de imunoafinidade. A
figura 4 apresenta o perfil cromatografico das subclasses
de IgGs anti-LRPs em coluna comercial em sistema
de FPLC. O primeiro na cromatografia representa a
fracdo do soro que nao se ligou a coluna (ndo ligado),
eliminando-se dessa forma, anticorpos inespecifico. O
segundo pico representa a [gG1 que foi eluida em pH
6.0, compreendendo o pool das fragdes de 12 a 17;jd o
terceiro pico representa a IgG, , que foram eluidas em
pH 5.0, compreendendo o pool das fragdes de 21 a 26.
Elei¢des em outros pHs foram realizadas com o intuito
de verificar a eficacia da coluna e observar a evidéncia
de outras subclasses de IgGs em coelho, sendo estas
sem nenhuma valia para o trabalho aqui desenvolvido.
As subclasses de IgG1 e IgG2 foram purificadas para
produzir duas colunas de que se tornarm ferramenta
essencial para a producdo de duas colunas de
imunoafinidade. Essas colunas tém como finalidade

prurificar antigenos para posteriores ensaios in vivo.

pH 5.0

Mo ligado

pH45

AN

i

pH40  pH30

1 B 21 x x* a1 a5

Fragtes

Figura 4 - Perfil cromatografico da purificaciio das subclasses de IgGs
anti-LRPs em coluna de imunoafinidade (FPLC). O soro de coelho
anti-LRPs foi aplicado em coluna de afinidade (proteina A). As subclasses
de IgGs foram eluidas em diferentes tampdes e pHs em um fluxo de 1,5
ml por min. Sensibilidade 2,0. Os picos eluidos em pH 6.0 e pH 5.0 foram
coletados para dar continuidade ao trabalho.

3.4 - TITULACAO DAS SUBCLASSES DE IgGs
ESPECIFICOS A LRPs

Apo6s a purificagdo das subclasses de IgGs, obtidas
a partir do soro de coelho imunizado com proteinas
ribossdmicas de L. chagasi, ensaio de ELISA
foi realizado para verificar a reatividade das
imunoglobulinas frente as LRPs de L. chagasi. A
analise realizada com IgG total purificada, como
controle positivo, e as subclasses de IgG1 e IgG2a em
diversas dilui¢des, sendo estas eluidas em pH 6.0 e pH
5.0. Observa-se, na Figura 5 que as imunoglobulinas
purificadas anti-LRPs de L. chagasi foram capazes de
apresentar elevada reatividade. Além disso, a subclasse
de IgG2a, eluida em pH 5.0,teve maior reatividade
em comparagdo com as IgG1 eluida em pH 6.0. Tal
constatagdo pode sugerir que houve a predominancia
de resposta imune tipo Thl com possibilidades de
induzir resposta imune protetora, corroborando 0s
dados descritos por CHAVES-FUMAGALLI et al,
2010 . Esses resultados permitiram a dar continuidade
no trabalho com seguranca. !

1.8
1.6 4 IgG total
1.4 % 1gG1/ pH 6,0
r & 1gG2al pH 5,0
E 1.2
o: 1.0
o
T o8
w
% 06
0.4
0.2
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150 1100 1/200 1/400 1/BO0 1/1600 1/3200 1/6400
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Figura 5 — Ensaio de imunoabsorc¢io enzimatica (ELISA) com
as subclasses de IgGs anti-LRPs de Lchagasi. Foi utilizado
aproximadamente 0,5 pg de LRPs para sensibilizar a placa. Como controle
positivo realizamos o teste com IgG total.

35 PERFIL PROTEICO DAS
FRACOES ELUIDAS DAS COLUNAS DE
IMUNOAFINIDADE (IgG1 E IgG2a).

Ap0s a construgdo das colunas de imunoafinidade de
sepharose 4B-CNBr, ligada a I1gG1/IgG 27, realizou-
se a purificacdo de proteinas especificas de antigeno
bruto soluvel de L. chagasi em colunas anti-LRPs.
A figura 6 revelou o perfil de bandas bem distintos,
principalmente entre as fragdes purificadas nas canaletas
quatro e cinco . Em um apresenta um perfil proteico
complexo do extrato total soltivel de L. chagasi, em
dois e trés revela o perfil das proteinas ndo ligadas nas
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colunas de imunoafinidade, exibindo perfil proteico
menos complexo que o extrato total, indicando uma
afinidade significativa aos anticorpos ligados a coluna,
em 4 representa as proteinas eluidas da coluna com
afinidade a IgG2a, revelando um perfil de proteinas
de médio e baixo pesos moleculares com duas bandas
predominantes entre 25 ¢ 30 kDa. A canaleta 5 mostra
as proteinas eluidas da coluna com afinidade a IgGl,
predominando bandas de peso molecular médio,
entre aproximadamente 50 e 90 kDa. As duas fragdes
purificadas apresentam perfis de proteicos bem distintos

2 34 5

1

Figura 6 Purificacdo das fracdes proteicas de L chagasi em
colunas de proteina A+IgGs de diferentes pHs. As amostras
foram resolvidas em SDS-PAGE 12% e coradas com Comassie
Blue G-250. M — Padrao de peso molecular; 1 — Extrato total de
L. chagasi 2 — Proteinas ndo ligadas na coluna de IgG pH 5,0;
3 — Proteinas ndo ligadas na coluna de IgG pH 6,0; 4 — Proteinas
eluidas da coluna pH 5,0; 5 — Proteinas eluidas da coluna pH 6,0 .

4 . CONCLUSAO

O estudo apresentou metodologia dispar
em purificar fragdes de proteinas especificas de
antigeno bruto soluvel de L. chagasi em colunas de
imunoafinidade anti-LRPs. As fragdes de proteinas
especificas de antigeno soluvel de L. chagasi
purificadas sdo candidatas a testes de vacinas e/ou kit
de diagnostico, além de alvos imunoterapéuticos contra
a leishmaniose.
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