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RESUMO

FERNANDES, R. S. Caracterizacio molecular de proteinas secretadas da familia VAL
(Venom Allergen-Like Protein) de Schistosoma mansoni e avaliacio como antigenos
vacinais. 2015. 112 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A esquistossomose ¢ uma importante doenga parasitaria causada por trematodeos do género
Schistosoma. Dentre os genes identificados no transcriptoma do parasita, membros da familia
génica SmVAL (Schistosoma mansoni Venom Allergen-Like) foram classificados por Gene
Ontology na categoria das toxinas e apontados como potenciais candidatos vacinais, embora
as fungdes das proteinas codificadas por estes genes ainda ndo estejam muito bem definidas.
SmVALs foram identificadas em secrecdes de cercarias e esquistossomulos de 3 horas a 5
dias de cultivo in vitro, o que sugere envolvimento nos processos de invasdo do hospedeiro
mamifero. Os transcritos dos genes que codificam para as proteinas SmVAL4 e 24 foram
localizados por hibridizagao in situ nas glandulas acetabulares de germ ball e a proteina nativa
SmVALA4 foi identificada em extrato de cercérias, indicando fun¢des durante a penetracao da
pele. J& os transcritos para SmVALI13 e 14 foram localizados na glandula esofagica anterior
de vermes adultos, sugerindo que as proteinas participem do processo de alimentagdo
sanguinea. A imunizagdo de camundongos com as proteinas rSmVAL4, 13, 14 ¢ 18
coadministradas com rSmVALG6 e 7, previamente caracterizadas por nosso grupo de pesquisa,
induziu elevados niveis de anticorpos contra a maioria destas e producdo de citocinas Thl e
inflamatorias pelos esplendcitos. Os camundongos imunizados submetidos ao desafio
experimental com cercarias ndo mostraram protecdo significativa, porém, observou-se uma
diminui¢do parcial da carga parasitaria, com menor nimero de fémeas recuperadas apds a
perfusdo, refletida na oviposi¢do, com menor contagem de ovos no grupo imunizado com
relagdo ao controle. Por fim, a investigagdo de funcdes para as proteinas secretadas por
cercarias, mostrou que a proteina rSmVALI1S interage especificamente com plasminogénio in
vitro, aumentando sua conversao em plasmina, o que pode levar a degradagdo da matriz
extracelular, favorecendo, assim, a invasao do hospedeiro.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. SmVAL. Hibridizacao in situ. Glandulas acetabulares.
Glandula Esofagica. Caracterizagao Molecular. Candidatos vacinais.



ABSTRACT

FERNANDES, R. S. Molecular characterization of secreted proteins of Schistosoma
mansoni VAL (Venom Allergen-Like Protein) family and evaluation as vaccine
candidates. 2015. 112 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Schistosomiasis is an important parasitic disease caused by trematodes of the genus
Schistosoma. Among the genes identified in the parasite transcriptome, members of the gene
family SmVAL (Schistosoma mansoni Venom Allergen-like) were classified in the toxins
category by Gene Ontology and proposed as potential vaccine candidates, although the
functions of proteins encoded by those genes are not yet well defined. SmVALs were
identified in secretions of cercariae and schistosomula after 3 hours to 5 days of in vitro
culture, suggesting involvement in the invasion processes of the mammalian host. Transcripts
of the genes coding SmVAL4 and 24 were localized by in situ hybridization to the acetabular
glands of germ ball and SmVAL4 native protein was identified in cercariae extract,
suggesting function during skin penetration. Transcripts for SmVAL13 and 14 were localized
to the anterior esophageal gland of adult worms, suggesting that the proteins participate in
blood feeding process. Immunization with rfSmVAL4, 13, 14 and 18 coadministered with
rSmVALG6 and 7, previously characterized by our research group, induced high levels of
antibodies against most of the proteins and production of Thl and inflammatory cytokines by
the splenocytes. Immunized mice did not show significant against challenge with cercariae,
however, a partial reduction in worm burden was observed, with lower female numbers
recovered after perfusion, reflecting on oviposition, with lower egg count in the immunized
group in comparison to the control group. Finally, the investigation of functions for proteins
secreted by cercariae showed that rfSmVAL18 specifically interacts in vitro with plasminogen,
increasing its conversion into plasmin, which can lead to degradation of extracellular matrix
thus favoring host invasion.

Keywords: Schistosoma mansoni. SmVAL. In situ hybridization. Acetabular glands.
Oesophageal gland. Molecular chacarterization. Vaccine candidates.
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1 INTRODUCAO

1.1 A esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria cronica endémica em 78 paises da Africa,
Oriente Médio, Sudeste da Asia e América Latina, causada por trematodeos do género
Schistosoma (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.). Atualmente, afeta
aproximadamente 240 milhdes de individuos com 779 milhdes vivendo em areas de risco de
infeccdo (COLLEY et al., 2014; TRAN et al., 2006). Dentre as trés espécies de Schistosoma
responsaveis pela maioria das infec¢des humanas (S. mansoni, S. japonicum e S.
hematobium), somente a espécie Schistosoma mansoni constitui um problema de saude
publica na América do Sul (COLLEY et al., 2014). No Brasil, as regides endémicas da doenga
encontram-se espalhadas em toda regido litoranea do Nordeste e no interior da Bahia,
atingindo também partes do Sudeste, em especial Minas Gerais (AMARAL et al., 2006).
Segundo o Ministério da Satde, somente em 2011 foram notificados mais de 63 mil casos de
esquistossomose no pais. Admite-se existirem mais de seis milhdes de individuos infectados e

estima-se que ja foram tratados no pais mais de 12 milhdes de casos (AMARAL et al., 2006).
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Figura 1. Distribuiciio global da esquistossomose. Areas endémicas mostrando a prevaléncia de cada espécie
de S. mansoni causadora da doenga (GRYSEELS et al., 2006).

Os maiores impactos da infec¢ao sdo as deficiéncias adquiridas conforme a doenca se

torna cronica, tais como: malnutricdo, anemia e defeitos cognitivos, que resultam na perda da
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capacidade produtiva dos individuos infectados somados aos altos custos econdmicos para o
tratamento da doenca (SACKS, 2014).

Em fungdo deste cendrio mundial, o Programa Especial de Treinamento em Doengas
Tropicais (TDR) da ONU (Organizagdo das Nagdes Unidas), Banco Mundial e OMS
selecionou no inicio da década de 1990 a esquistossomose como uma das dez doencas
tropicais mais importantes para controle (MOREL, 2000). Recentemente, além do controle da
morbidade, a resolucilo WHAG65.21 da Assembleia Mundial da Saude (World Health
Assembly) de 2012 traz como meta também a elimina¢do da doenca como um problema de
saude publica e interrupgdo da transmissdo na maioria das regides e paises africanos em 2025
(COLLEY et al., 2014).

Infelizmente, ainda hoje ndo existe uma vacina efetiva contra infecgdes parasitdrias
humanas. O desenvolvimento das chamadas vacinas “anti-pobreza” deve ser considerado um
dos maiores objetivos da imunologia moderna. Porém, o maior impedimento para que se
atinja este objetivo ¢ o pouco conhecimento adquirido sobre a biologia de patdgenos
eucariotos, a complexidade destes como alvos imunoldgicos e sua impressionante capacidade

de adaptagdo as pressdes imunoldgicas (SACKS, 2014).

1.2 Ciclo de vida de S. mansoni

O ciclo de vida do parasita alterna entre uma fase assexuada de crescimento e
diferencia¢do no hospedeiro intermediario, caramujos do género Biomphalaria, e uma fase
sexuada de reproducdo e oviposicao no hospedeiro definitivo, o0 homem. A infec¢do humana
ocorre com a exposicao na agua quando as cercérias infectantes (fase larval), liberadas pelo
caramujo, penetram a pele. Ao penetrarem a pele e perderem as caudas, as cercarias
transformam-se em esquistossomulos, os quais por sua vez, migram para os pulmoes através
da circulagdo sanguinea/linfatica onde passam por um processo de maturacdo e crescimento.
Posteriormente, deixam os pulmdes novamente via circulagcdo sanguinea/linfatica alcancando
o sistema porta-hepatico onde amadurecem em vermes adultos macho e fémea, que formam
casais € migram para os vasos mesentéricos do intestino iniciando a oviposi¢ao. Alguns ovos
atravessam o limen intestinal e sdo liberados com as fezes e, uma vez na agua, eles liberam
outra forma larval, o miracideo, que infesta o hospedeiro intermediario (BOROS, 1989;

COLLEY et al., 2014; GRYSEELS et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Retirado e modificado de (GRYSEELS et al., 2006).

No caramujo ocorre a fase assexuada de crescimento e diferenciagdo caracterizada por
dois tipos de reprodugdo: esporocistogénese e cercariogénese, na qual as cercarias
embrionadas chamadas germ ball crescem e se desenvolvem. O primeiro estagio de
desenvolvimento documentado ¢ o de uma unica célula dentro do esporocisto-filho (célula
germinativa). Apos sucessivas divisdes celulares nas cdmaras germinativas, os germ balls
comecam a se desenvolver. Observa-se um alongamento do eixo antero-posterior e a sintese
proteica se inicia no estdgio em que a cauda ja comeca a se desenvolver (cauda curta e grossa
— stubby tail). E neste estagio que as células estdo organizadas e alguns drgios comegam a ser
reconhecidos, como, ganglios neurais, capsula da cabeca e glandulas acetabulares (PARKER-
MANUEL, 2010). Cercérias maduras, caracterizadas pelas glandulas acetabulares ocupando
2/3 do volume do corpo, cauda movel e espinhos cobrindo o corpo e a cauda, sdo liberadas na
agua recomec¢ando o ciclo de vida do parasita (PARKER-MANUEL, 2010). A Figura 3

mostra os estadgios envolvidos no desenvolvimento de cercérias a partir de esporocistos-filho.
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Desenvolvimento de cercarias a partir de esporocistos

\‘\
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Esporocisto-filho migratério Esporocisto-filho Germ ball jovem
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Figura 3. Imagens dos estigios do desenvolvimento de cercarias obtidas por microscopia confocal. A
estrela branca indica a regido posterior de germ ball em desenvolvimento. Cél. Glandular — célula glandular, G.
N. Géandlio Neural, G. Ac. — Glandulas Acetabulares, Cél. Flama — Células-flama, G. da cabega — Glandula da
cabeca. A cabeca de seta indica a regido muscular da cépsula da cabega. Retirado e adaptado da tese da Dra.
Sophia Parker-Manuel (2010).

Em cercéarias, as glandulas acetabulares sdo nomeadas de acordo com sua posi¢ao em
relacdo ao acetdbulo (6rgdo que origina a ventosa ventral em vermes adultos): dois pares de
glandulas sdo situados anteriores, as glandulas pré-acetabulares e, trés pares sdo situados
posteriores a este 6rgdo. Sao formadas por uma tunica célula (unicelulares) com foramato de
frasco, alargadas, que sdo preenchidas por secre¢des produzidas durante o desenvolvimento
no estagio de germ ball (Figura 4). Além de outras possiveis fungdes, as secregdes dessas

glandulas estdo envolvidas com a penetragdo da pele (DORSEY et al., 2002).
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Figura 4. Esquema de uma cércaria.Gl. da cabega — Glandula da cabega, Gl. pré-ac. — Glandulas pré-
acetabulares, Gl. p6s-ac. — Glandulas pés-acetabulares, Ac. — acetabulo.

No homem, os ovos que ndo atingem o limen intestinal caem na circulag¢do portal e ficam
presos na parede do intestino, no figado, nos pulmdes ou em outros 6rgdos sistémicos e sao
envolvidos por uma resposta inflamatdéria (COLLEY et al., 2014). Na fase aguda da infec¢ao
a inflamagdo ¢ exacerbada formando granulomas que podem atingir dimensao superior a 100
vezes o volume do ovo e a sintomatologia ¢ variada, desde individuos assintomaticos até os
que apresentam febre, mal-estar, tosse, dores musculares, quadro de hepatite aguda,
enterocolite aguda e hepatoesplenomegalia discreta. Com o passar o tempo, a resposta
inflamatoria é regulada negativamente levando a fase cronica da doenca onde o granuloma
atinge dimensdes bem menores e podem surgir os sinais de progressao da doenca para
diversos orgaos, atingindo graus extremos de severidade como: hipertensao pulmonar e portal
em conseqiliéncia do bloqueio do sistema porta-hepatico, esplenomegalia, ascite e até mesmo
a formacao de granulomas no sistema nervoso central (COLLEY et al., 2014). O rompimento
das varizes esofagicas causadas pela hipertensdo portal pode rapidamente levar a morte

(GRYSEELS et al., 2006).

1.3 Tratamento da doenca

H4 mais de 20 anos, o praziquantel é a droga de escolha para o tratamento da
esquistossomose por ser eficiente contra todas as espécies de Schistosoma causadoras da
doenga em humanos (BERGQUIST et al., 2008; COELI et al., 2013; COLLEY et al., 2014).
Embora eficaz na reducdo da carga parasitaria este tipo de tratamento nao ¢ efetivo contra os
estagios imaturos do parasita e também ndo ¢ capaz de prevenir a re-infec¢do de individuos

residentes em areas endémicas (COELI et al., 2013; MCWILLIAM et al., 2012).
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Dessa forma, a vacinagao mostra-se uma estratégia necessaria para o controle da doenga,
por promover a prote¢ao aos individuos em longo prazo ao contrario da redugdo da carga
parasitaria em curto prazo, como no caso de quimioterapicos (BERGQUIST, 2002). Além
disso, frente a falta de recursos para investimentos em satude publica e em medidas sanitarias
efetivas decorrentes de dificuldades politicas e econdomicas a vacinagdo preventiva torna-se o
melhor instrumento custo-beneficio para o controle da doenca (KATZ, 1999).

As manifestacdes imediatas da esquistossomose, ao contrdrio de outras doengas
parasitarias como a malaria ou a leishmaniose cutinea, sdo indeterminadas ou negligenciadas
pela maioria das pessoas. O acumulo da carga parasitaria associado a progressdo lenta da
doenca, com a hepatoesplenomegalia evidenciando-se somente de 5 a 10 anos apds a
exposicao aos parasitas, faz com que o desenvolvimento de uma vacina seja justificado ja que
neste ponto a quimioterapia ndo ¢ capaz de reverter a patologia (WILSON et al., 1999). Existe
também um risco associado ao tratamento quimioterapico continuo que seria a selecdo de
linhagens de parasitas resistentes a droga, como ja foi relatado no Egito e Senegal (COELI et
al., 2013; FALLON et al., 1994; ISMAIL et al., 1999). A resisténcia dos esquistossomideos

foi relatada pela primeira vez no Brasil por Katz e colaboradores (1973).

1.4 Desenvolvimento de uma vacina

1.4.1 Justificativas para uma vacina contra a esquistossomose

A estratégia de vacinacdo contra a doenga pode ser direcionada a prevencao da infecgdo
ou a reducdo da fecundidade dos parasitas, visto a importancia dos ovos para a patologia e
transmissdo da esquistossomose (KALYANASUNDARAM et al., 2011). Uma vacina capaz
de reduzir parcialmente (pelo menos 40%) a carga parasitaria reduziria a morbidade e
limitaria a transmissdo da doenca (BERGQUIST, 2002; BERGQUIST et al., 1998; WEIS et
al., 1996). Além disso, a utilizagdo de uma vacina em complemento ao uso de drogas ¢ um
novo conceito em campo onde as praticas de controle se mantém exclusivamente focadas
apenas na redu¢do da morbidade e ndo na eliminag@o ou erradicagdo da doenga que podem ser
alcangadas com a vacina¢do (BERGQUIST et al., 2008; COLLEY et al., 2014).

Dois argumentos centrais suportam a viabilidade do desenvolvimento de uma vacina
contra a esquistossomose. Primeiro, os niveis de protecdo naturalmente desenvolvidos por
populacdes de regides endémicas (BERGQUIST, 2002) e; segundo, os altos niveis de

prote¢do alcangados com a imunizagdo com cercarias atenuadas por radiagdo gama em
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roedores (COULSON, 1997) e primatas ndo-humanos (EBERL et al., 2001; KARIUKI et al.,
2004) que mostrou-se eficiente ao ativar mecanismos de imunidade celular e humoral
(BERGQUIST et al., 1998).

No modelo murino, o sucesso desta vacina baseia-se na migragdo mais lenta e truncada
dos parasitas irradiados, que se movem lentamente pela pele e pelos linfonodos drenantes
locais chegando com atraso aos pulmdes em relagdo aos parasitas nao irradiados. Esta
migracdo atrasada aumenta a oportunidade de interacdo dos antigenos do parasita com as
c¢lulas imunes do hospedeiro, favorecendo a ativacdo do sistema imune com o recrutamento
de linfocitos T CD4" dos linfonodos drenantes da pele para os pulmdes (COULSON, 1997;
HEWITSON et al., 2005; WILSON et al., 2006). A maioria dos parasitas irradiados morre no
pulmao ou linfonodos 21 dias apds a infeccdo embora uma pequena porcentagem morra na
pele. Em animais imunizados com uma dose de 500 cercdrias irradiadas (radiagdo gama — 20
krad), esquistossdmulos do pulmao sdo alvos de uma resposta Th1 celular com IFN-y e TNF-
a (fator de necrose tumoral) como principais citocinas. Evidéncias sugerem que o mecanismo
efetor esteja relacionado com o bloqueio da migracdo dos parasitas para além dos pulmdes do
que a morte por citotoxidade. Multiplas exposi¢cdes aos parasitas irradiados levam a uma
resposta do tipo Th2 (IgG1) mediada por anticorpos (WILSON et al., 2006)

Além destes dois argumentos, o modelo de autocura observado em macacos rhesus
reforca a idéia de se buscar uma vacina contra a esquistossomose. Neste modelo, os vermes
adultos param de se alimentar e morrem por consequente faléncia dos 6rgaos. O mecanismo
imune envolvido nestes eventos parece ser a neutralizagdo por anticorpos IgG1 da fungdo de
proteinas do intestino e/ou do tegumento envolvidas na tomada de nutrientes, levando os
parasitas a morrerem de fome (WILSON; COULSON, 2009).

O grande desafio ainda hoje ¢ identificacdo dos antigenos capazes de reproduzir os niveis
de protecdo observados com as imunizagdes utilizando cercarias irradiadas (WILSON et al.,

2006).

1.4.2  Antigenos vacinais em fase de teste

Atualmente, trés antigenos se encontram em fases de testes clinicos, a glutationa-S-
transferase de 28 kDa de S. haematobium (Sh28GST), a tetraspanina-2 de Schistosoma
mansoni (SmTSP-2) e a proteina ligante de acidos-graxos de 14 kDa de S. mansoni (Sm14)
(FONSECA et al., 2015).



29

A Sh28GST ¢ uma enzima expressa no tegumento de esquistossdmulos e vermes adultos
que vem sendo exaustivamente estudada como antigeno contra a esquistossomose
experimental e se mostrou capaz de reduzir a carga parasitdria e/ou a fecundidade dos
parasitas em roedores (DUPRE et al., 1999), macacos e gado (GRZYCH et al., 1998), sendo
esta capacidade atribuida a produg¢do de anticorpos que bloqueiam a atividade GST
(BOURKE et al., 2014; FONSECA et al., 2015; RIVEAU et al., 2012). Resultados do teste
clinico de Fase I conduzido em voluntarios sauddveis demonstraram a seguranca, tolerancia e
imunogenicidade da vacina recombinante (rSh28GST) formulada com Alum como adjuvante
(RIVEAU et al., 2012). No entanto, mais informagdes em relagdo a eficacia, a duracdo da
protecao e ao progresso em direcdo ao licenciamento nao estdo disponiveis na literatura
(HOTEZ et al., 2010) Apesar de extensivos testes, as poucas informagdes disponiveis levam
ao questionamento sobre o que de fato pode estar acontecendo (KUPFERSCHMIDT, 2013).

Ja a Sm14 ¢ uma proteina expressa em todos os estagios do parasita, localizada no
tegumento e epitélio do intestino, possivelmente relacionada a absor¢dao de lipidios do
hospedeiro pelo parasita para a manutengdo do sistema complexo de membranas e das
funcdes fisiologicas (BRITO et al.,, 2002). Além da completa protecdo observada em
camundongos contra a infec¢do por S. mansoni, a imunizagdo com rSm14 também protege os
animais contra a infec¢ao por Fasciola hepatica mostrando o potencial do uso desta vacina
contra ambos os helmintos (TENDLER et al., 1996). Entretanto, os altos niveis de prote¢ao
alcangados com a utilizacdo deste antigeno em modelo murino ndo foram replicados por
pesquisadores de outros laboratérios por razdes que ndo estdo muito claras
(KUPFERSCHMIDT, 2013).

A tetraspanina-2, ¢ uma proteina transmembrana do tegumento de S. mansoni (SmTSP-2)
que esta sendo produzida em condicdes GMP (Good Manufacturing Practices) e logo entrara
em ensaios clinicos de Fase I. O antigeno foi capaz de conferir mais de 50% de protecdo em
camundongos imunizados junto com adjuvante de Freund (FONSECA et al., 2015; TRAN et
al., 2006), porém, quando formulado com outros adjuvantes (Alum + CpG), os niveis de
prote¢do se mostraram inferiores (25 a 27%) (PEARSON et al., 2012).

Dessa forma, os atuais candidatos apresentam limitagdes e, portanto, ¢ importante
continuar a investigacao de novos alvos e novas formulagdes antigénicas na busca de uma

vacina contra a esquistossomose (BERGQUIST et al., 2008; FONSECA et al., 2015).
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1.5 Genoma, Transcriptoma e Proteoma do S. mansoni

A publicagdo simultinea dos transcriptomas do Schistosoma mansoni (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003) e do Schistosoma japonicum (HU et al., 2003), possibilitou a busca
por genes que codificam proteinas potencialmente expostas na superficie do parasita e/ou
secretadas nos estagios que infectam o hospedeiro mamifero, sendo estas as principais
caracteristicas para um candidato vacinal. No caso do S. mansoni, foram geradas
aproximadamente 125.000 EST’s representando aproximadamente 92% de todo o
transcriptoma e sua andlise revelou que 77% representam novos fragmentos; 1%, novos
paralogos; 20%, novos ortdlogos e 55%, fragmentos sem fungdo conhecida (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003).

O seqiienciamento do genoma do S. mansoni, publicado em 2009 por Berriman e
colaboradores, apontou véarios genes codificando proteinas envolvidas em processos
fisiologicos do parasita como novos alvos de drogas para o controle da doenca. O genoma
corresponde a 363 Mb compreendendo aproximadamente 12.000 genes estruturados em
introns grandes e éxons pequenos, que codificam aproximadamente 13.200 transcritos
(BERRIMAN et al., 2009).

Avangos recentes nas areas de protedmica e “microarrays” ampliaram a possibilidade de
identificacdo de novos candidatos vacinais. Dentre essas abordagens, o proteoma mostra-se a
mais apropriada para a caracterizacdo de proteinas expressas na superficie do parasita € em
secrecOes de estdgios larvais possivelmente envolvidas na evasdo do sistema imune do
hospedeiro mamifero (WILSON et al., 2004).

Proteinas liberadas por cercarias quando estas penetram a pele, contidas nas glandulas pré
e pos-acetabulares, sdo de grande interesse por serem acessiveis ao sistema imune, sendo a
pele o primeiro contato entre parasita e hospedeiro (CURWEN et al., 2006). A secrecdo destas
glandulas, cujo conteudo ¢ sintetizado durante o desenvolvimento cercarial no caramujo (na
fase de germ ball), ¢ liberada no momento da penetragdo, promovendo adesdo e proteolise das
camadas externas da pele. Destacam-se, atualmente, varios estudos de proteinas liberadas
durante a transformacdo de cercarias em esquistossomulos, relacionadas a facilitagdo da
entrada do parasita no hospedeiro (CURWEN et al., 2006; HANSELL et al., 2008; JANG-
LEE et al., 2007, KNUDSEN et al., 2005). Secregdes liberadas pela glandula da cabeca (head
gland) seriam a fonte de enzimas com atividade hidrolitica para a penetragdo da membrana
basal da epiderme e da parede de vénulas por esquistossdmulos de 3 dias que deixam a pele e

migram para os pulmdes (COLLINS et al., 2011; CURWEN et al., 2003)
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Por volta de sete dias, a maioria dos parasitas comeca a alcancar os pulmdes, onde sofrem
um processo de elongacao e maturacao (WILSON, 2009). Finalmente, os vermes migram para
o sistema porta-hepatico (14 a 21 dias apds a penetragdo pela pele), amadurecem em adultos
machos e fémeas, formam casais e em seguida alcangcam os vasos mesentéricos onde iniciam
a oviposi¢ao (WILSON, 2012; WILSON et al., 2009). O processo de alimentagdo sanguinea
se inicia dois dias apos a chegada dos vermes ao sistema porta-hepatico. Neste contexto,
proteinas presentes no esdfago ou glandula esofagica devem exercer fungdes na alimentacao
como lise de eritrocitos apos a ingestdo e a regurgitacdo do material digerido (ROFATTO et
al., 2012). Esse contetdo regurgitado ¢ liberado na corrente sanguinea e levado até o figado
onde pode interagir com células apresentadoras de antigenos (WILSON, 2012). O estudo das
proteinas secretadas durante os processos citados torna-se interessante do ponto de vista da
identificagdo de novos antigenos, uma vez que estdo disponiveis para apresentacdo para o
sistema imune.

O interesse na busca de candidatos vacinais que estdo envolvidos em processos
funcionais da parasita, como substituicdo das membranas do tegumento, absorcdo de
nutrientes ou neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio sdo o foco das vacinas atuais

(COLLEY etal., 2014).

1.6 Superfamilia génica SmVAL (“Schistosoma mansoni Venom Allergen-Like
Protein”)

1.6.1 Identificacdo de membros no Transcriptoma do parasita

Durante as analises do transcriptoma do Schistosoma mansoni, quatro membros de uma
familia génica com similaridade ao ortélogo de Veneno de Vespa 5 foram identificados e
agrupados por Gene Ontology na categoria das toxinas, sendo apontados como potenciais
antigenos vacinais (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Posteriormente, esta familia multi-
génica foi caracterizada com base nas relagdes filogenéticas, organizacdo gendmica e perfil de
expressao do mRNA ao longo do ciclo do parasita por Chalmers e colaboradores (2008),
sendo nomeada de Schistosoma mansoni Venom Allergen-Like proteins (SmVALSs). Foram
identificados 28 genes designados SmVALI1-28, que codificam proteinas que possuem em
comum um ou dois dominios SCP/TAPS (dominio Sperm-coating protein/Tpx-1/Ag5/PR-

1/Sc7), encontrado em proteinas estruturalmente relacionadas de diferentes filos eucariotos e
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com diversas possiveis fungdes bioldgicas. Dentre elas, potenciais moduladores de resposta
imune, componentes de desenvolvimento sexual e candidatos vacinais.

A importancia de proteinas da familia SCP/TAPS de espécies parasitas foi evidenciada
por estudos de avaliacdo do potencial protetor da proteina Na-ASP-2, secretada pelo estagio
infectante (larva L3), do nematédeo Necator americanus, em camundongos, cachorros e
hamsters, se mostrando parcialmente protetora (BETHONY et al., 2005; GOUD et al., 2005;
SEN et al., 2000). Entretanto, testes clinicos de Fase I em voluntérios adultos mostraram uma
resposta imediata de hipersensibilidade a proteina recombinante associada aos altos niveis de
IgE, demostrando um potencial alergénico desta vacina (administracdo de uma dose de 10 ug
intramuscular com adjuvante Alhydrogel) (DIEMERT et al., 2012).

As proteinas pertencentes a familia SmVAL sdo filogeneticamente divididas em dois
grupos: grupo 1, contendo peptideo sinal, devendo ser secretadas e interagir com o ambiente
externo exercendo possiveis fungdes relacionadas ao parasitismo, e, grupo 2, sem peptideo

sinal e que devem, portanto, exercer fungdes intracelulares (Figura 5).
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Figura 5. Analise filogenética das SmVALs. Membros do grupo 1 sdo genes que codificam proteinas com
peptideo sinal e portanto, secretadas, desenvolvendo fungdes no parasitismo enquanto que os membros do grupo
2, codificam proteinas sem peptideo sinal, desenvolvendo fungdes intracelulares. Retirado e modificado de
(CHALMERS et al., 2008).
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A andlise de RT-PCR em tempo real das proteinas SmVALI1-13 sugere a existéncia de
genes especificamente associados a invasao do hospedeiro definitivo ou do hospedeiro
intermediario (grupo 1) e também de transcritos com expressao mais ubiquitaria ao longo dos

estagios (grupo 2) (CHALMERS et al., 2008).

1.6.2 Estudos de Proteoma e Microarray da familia génica (perfil de expressao)

Em 2006, as proteinas SmVAL 4, 10 e 18, foram identificadas em secreg¢des de cercarias
por estudos de proteoma e apontadas como potenciais imunomoduladores (CURWEN et al.,
2006). No ano seguinte, as proteinas SmVALIO e 18 foram caracterizadas como
glicoproteinas por estudos de glicoma (JANG-LEE et al., 2007), e recentemente nosso grupo
de pesquisa descreveu que a SmVAL4 também ¢ glicosilada (FARIAS et al., 2012). Em outro
estudo utilizando um modelo que mimetiza o processo de penetragdao da pele humana, a
proteina SmVAL4 foi identificada em secre¢des de cercarias apds 2 h de iniciada a penetragao
(HANSELL et al., 2008).

Em 2011, Parker-Manuel e colaboradores utilizando a técnica de microarray descreveram
a expressao diferencial de 13 membros da familia SmVALSs durante a transi¢ao germ ball —
cercaria - esquistossomulo de 3 dias, sendo a maioria aumentada em germ ball e/ou cercarias
em relacdo aos esquistossdomulos de 3 dias.

Recentemente, membros de proteinas com dominio SCP vém sendo identificados também
em espécies de nematodeos parasitas. Membros da familia VAL foram identificados por
proteoma como as proteinas mais abundantes em secregdoes de H. polygyrus, nematoda
parasita intestinal de camundongos, estudado como helminto modelo para avaliagdo de fatores
regulatorios de infec¢do e imunidade, ja4 que varios parasitas que infectam humanos nao
infectam normalmente animais de laboratorio. As proteinas majoritarias VAL-1 ¢ VAL-2
foram identificadas também na superficie de parasitas adultos, o que sugere potencial
imunomodulatdrio dessas proteinas (HEWITSON et al., 2005). Kalyanasundaram e Balumuri,
em 2011, avaliaram o potencial imunoldgico de um ortdlogo de ASP (“Ancylostoma Secreted
Protein”) de Bruguia malayi, a Bm-VALI (“B. malayi Vespid Venom Allergen Homolog-
Like Protein”) através de vacina de DNA e obtiveram de 39 a 54 % de protecdo contra
filariose em modelo murino (KALYANASUNDARAM et al., 2011). Ainda em 2011, quatro
sequéncias genomicas de Venom Allergen-Like Proteins (VAP) do nemdatoda parasita de

coniferas Bursaphelenchus xylophilus foram clonadas, foi identificado o perfil de expressdo
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ao longo do ciclo por qRT-PCR e os transcritos foram localizados nas glandulas esofagicas,

relacionando essas proteinas aos processos de parasitismo em plantas (LIN et al., 2011).

1.6.3 ““Analise Funcional”

A grande pergunta a ser respondida sobre a familia SmVAL ¢ qual a fun¢do biologica
destas proteinas, ou seja, que papel elas desempenham na interface parasita-hospedeiro. Dada
a similaridade com venenos alergénicos, nosso grupo realizou ensaios funcionais para avaliar
o potencial alergénico de algumas destas proteinas utilizando o modelo murino de inflamagao
das via aéreas. Camundongos foram desafiados com as proteinas rSmVAL4 e 26 apds
sensibilizacdo, e o fluido do lavado bronquioalveolar (BALF) foi analisado (FARIAS et al.,
2012). Os dados revelaram que somente a proteina recombinante SmVAL4 foi capaz de
induzir uma resposta inflamatoria nas vias aéreas caracterizada pelo aumento do numero de
eosinofilos (45,9%) e macroéfagos (37,5%) no BALF quando comparado com o grupo
controle. Uma hipotese proposta para explicar tais resultados ¢ de que a proteina SmVAL4
nativa do verme, quando secretada durante a penetragdo pela pele, possa ativar
mastdcitos/basofilos induzindo a secrecdo de histamina, o que promoveria vasodilatagdao
facilitando o processo de penetragdo da pele/vaso sanguineo pelo parasita (FARIAS et al.,
2012).

Outra estratégia abordada por nosso grupo de pesquisa na tentativa de inferir fungdes para
diferentes SmVALS ¢ a localizag¢do dos transcritos nos tecidos do parasita por hibridizacdo in
situ (WISH — Whole Mount in situ Hybridization). Os transcritos das SmVAL6 (grupo 2) e
SmVAL7 (grupo 1), com expressdes aumentadas em cercarias, esquistossdmulos e vermes
adultos, foram localizados nas ventosas oral e ventral e na glandula esofagica de vermes
adultos, respectivamente (ROFATTO et al., 2012). O transcrito da SmVAL7 também se
mostrou presente no primordio da glandula esofagica de cercarias e esquistossomulos de 10
dias evidenciando a transcri¢do do gene cedo no desenvolvimento dos parasitas no hospedeiro
mamifero. A presenga do transcrito SmVALG6 nas ventosas, além do tegumento, sugere que a
proteina esteja envolvida na fixagdo e deslocamento dos vermes nos vasos mesentéricos
enquanto que a presenga do transcrito SmVAL7 na glandula esofagica sugere que a proteina
esteja envolvida nos processos de alimentacdo sanguinea como lise celular e regurgitacdo dos

restos do metabolismo (ROFATTO et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Localizacio tecidual dos transcritos SmVALG6 (grupo 2) e SmVAL?7 (grupo 1) por hibridizacao
in situ (WISH) nas ventosas e glindula esofigica posterior de vermes adultos, respectivamente. VO —
Ventosa Oral, VV — Ventosa Ventral, Gl. Esofagica — Glandula Esofagica, Controle Neg. — Controle Negativo.
Retirado e modificado de (ROFATTO et al., 2012).

Recentemente, Kelleher e colaboradores (2014) mostraram que a proteina recombinante
SmVAL4 expressa em P. pastoris ¢ é capaz de ligar lipidios (colesterol) e complementar o
fenotipo in vitro de mutantes da levedura que nao possuem a proteina endéogena com 0 mesmo
dominio (CAP) (KELLEHER et al., 2014).

Outra proteina investiagada funcionalmente foi a SmVAL9, secretada durante a
transformagdo de miracidio em esporocisto no caramujo e também secretada por ovos no
hospedeiro mamifero. Expressa em E. coli, a proteina estimulou a transcricdo de genes
envolvidos em remodelamento de matriz extracelular, metaloproteinases e inibidores de
metaloproteinases in Vvitro tanto em células de B. glabrata quanto em células de camundongo.
Dessa forma, criando um ambiente propicio para invasdo do miracidio e facilitando a
migragdo do esporocisto pelos tecidos do caramujo e também favorecendo a translocagdo dos
ovos através do lumen intestinal e/ou favorecendo o desenvolvimento da patologia causada
pelos granulomas (YOSHINO et al., 2014)

A recente analise do tegumento de esquistossomulos cultivados in vitro por 3 h, 2 e 5 dias
identificou a SmVAL4 com expressio dimuida (downregulated) no tegumento dos
esquistossomulos de 2 e 5 dias em relagdo aos parasitas recém-transformados (logo apoés 3 h
de cultivo) sugerindo diferentes fungdes para as SmVALs na intera¢do parasita-hospedeiro
além do envolvimento no remodelamento de matriz extracelular e penetragdo, reforgando a
idéia de que estas proteinas devam ser consideradas potenciais antigenos vacinais contra a

esquistossomose (SOTILLO et al., 2015).
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1.6.4 O repertério de proteinas SmVALSs secretadas por esquistossémulos de 3 horas (0-3h
RP) é superior ao previamente descrito

Visando identificar novas SmV ALSs secretadas por esquistossomulos de 3 horas (3h RP) e
avaliar a reatividade cruzada do anticorpo anti-rSmVAL4 com outras SmVALs, foram
realizadas eletroforeses em 2-D seguidas de Western Blot e espectrometria de massa destas
secregoes (FARIAS et al., em preparacdo). A analise do Imunoblotting revelou um forte sinal
na regido de pH mais alcalino, trés sinais no centro do gel (pH 5,0 - 8,0) e ainda um sinal de
reatividade na regido de pH mais 4cido. A espectrometria de massas desses “spots” revelou a
identificagdo da proteina SmVALI18 na regido central do gel “spots” 1, 2 e 3 e das proteinas
SmVAL4 e 19 na regido mais alcalina (“spot” 4) (Figura 7A e B). Com relagdo ao spot da
regido de pH mais acido (“spot 5°’) ndo foi possivel obter sua identidade por espectrometria de
massa. Entretanto, a predi¢do da massa molecular e do ponto isoelétrico das proteinas da
familia SmVAL sugere que o sinal observado no “spot 5” seja decorrente da proteina

SmVAL24/25 (Figura 7C).
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Figura 7. Detalhamento dos “spots” selecionados para analise por espectrometria de massas. Em (A) gel 2-
D de secregdes de esquistossomulos (0-3h RP) corado com Coomassie Blue, em detalhe a regido central do gel;
(B) Western Blot de um gel réplica apresentado em (A) apods hibridizagdo com anticorpo anti-SmVAL4; (C)
“Gel virtual” mostrando a localizacao predita de todas as SmVALSs com relagdo ao peso molecular (KARIUKI et
al.) e ponto isoeletrico (PI) com algumas proteinas em destaque (Farias et al., em preparagao).
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1.6.5 Hipotese de trabalho

Com base nas informagdes apresentadas acerca da familia génica SmVAL, a hipotese do
nosso grupo € que os genes com expressao aumentada nas transigdes germ ball — cercaria —
esquistossomulo de 3 h — esquistossomulo de 7 dias desempenhem um papel central para o
sucesso da invasao do hospedeiro definitivo.

Neste contexto, seria interessante investigar o perfil de expressdo proteico SmVALs
secretadas pelos estagios intra-hospedeiro mamifero, durante os processos de penetracdo da
pele, invasdo de um vaso sanguineo e chegada dos parasitas até os pulmdes além do processo
de alimentacdo sanguinea de vermes adultos. Adicionalmente, a determinacao tecidual destes
transcritos/proteinas nos tecidos do verme através de técnicas de hibridizagdo in situ (WISH)
e imunohistoquimica, confirmando sua localizacdo nas glandulas acetabulares/head gland ou
glandula esofagica reforcando a hipdtese de testd-las como antigenos vacinais. A Figura 8
ilustra os dados publicados até o presente momento sobre o perfil transcricional e protedmico

nos diferentes estagios de membros da familia SmVAL utilizando diferentes técnicas.
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Figura 8. Resumo do perfil de expressio transcricional e proteico de SmVALSs associado aos estagios
baseado em dados recentes para S. mansoni e S. japonicum. (A) Painel superior: estagios de desenvolvimento
dos schistosomas; (B) SmVALs (mRNA ou proteina) expressos nestes estagios. A seta (V) indica expressao
aumentada no estigio por qRT-PCR (CHALMERS et al., 2008) ou microarray (DILLON et al., 2006;
NAWARATNA et al., 2011; PARKER-MANUEL et al.) (o) Identificagdo da proteina SmVAL ou (ej) SjVAL
por dados de proteoma (CURWEN et al., 2006; HANSELL et al., 2008; KNUDSEN et al., 2005) M — machos
adultos, * previamente reportada em analises do transcritoma de Schistosoma (VERJOVSKI-ALMEIDA et al.,
2003) (Extraido e modificado (FARIAS et al., 2012); Imagem de esquistossomulos de 3 dias retirado e
modificado de (WILSON et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do projeto sdo: primeiro, caracterizar as SmVALs secretadas na transicao
germ ball — cercaria — esquistossomulos de 7 dias, SmVALI1, 4, 10, 18 ¢ 24, e também
secretadas durante o processo de alimentagdo sanguinea dos vermes adultos, SmVALI13 ¢ 14,
com base nos dados de expressdo génica de microarray e RT-PCR em tempo real da
literatura, e, segundo, investigar a resposta imune induzida pela coadministragdo destas

proteinas recombinantes frente ao desafio experimental em modelo murino.

2.1 Objetivos especificos

e Identificar SmVALSs secretadas durante a transi¢do cercarias — esquistossdmulos
de 7 dias cultivados in vitro;

e Localizar os transcritos in Situ das SmVALIL, 4, 10, 13, 14 ¢ 24 nos diferentes
estagios do parasita;

e Avaliar o perfil de expressdo ao longo do ciclo de vida do S. mansoni;

e Imunolocalizar as proteinas nativas em cercarias ¢ vermes adultos;

e Analisar a resposta imune humoral e celular induzidas ap6s as imunizagdes com as
proteinas recombinantes;

e Investigar funcodes para as rSmVAL4 e 18.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtenciao de espécimes dos diferentes estagios do parasita

3.1.1 Cercérias

O estagio de cercaria foi obtido em colabora¢do com o laboratdrio da Dra Eliane Nakano
(Dept. Parasitologia - Instituto Butantan), no qual a Me. Patricia Aoki ¢ responsavel pela
manuten¢do do ciclo do S. mansoni (linhagem BH) utilizando caramujos Biomphalaria
glabrata ¢ hamsters. Os parasitas foram coletados com a exposi¢ao dos caramujos infectados
a luz por duas horas em béquer com agua destilada. Apds a exposicao, a dgua contendo as
cercarias foi distribuida em tubos de 50 mL deixados no gelo por 30 min e centrifugados por
2 min a 2.000 x g para retirada da agua e coleta dos parasitas que foram utilizados em seguida

para transformacao em esquistossomulos ou armazenados no -20 °C para uso posterior.

3.1.2 Esquistossomulos

Os esquistossomulos de 3 horas a 7 dias foram obtidos através de cultivo in vitro segundo
protocolo adaptado de (BASCH, 1981).

Ap6s a centrifugacdo das cercarias e retirada da 4gua, como o descrito no item anterior,
os parasitas foram reunidos em um tUnico tubo e lavados em aproximadamente 7 a 8 mL de
meio RPMI 1640 (GIBCO) estéril a 37 °C, contendo 2% de penicilina/estreptomicina e 50
mg/mL de gentamicina, e, centrifugado por 3 min a 2000 x g a 4 °C para que a agua
remanescente fosse retirada. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido novamente em
RPMI 1640 (GIBCO) estéril a 37 °C com antibidtico e as caudas foram mecanicamente
separadas dos corpos das cercarias através de cinco passagens por uma agulha de 21 G. Apds
10 min de sedimentagdo o sobrenadante contendo as caudas foi coletado e os parasitas
sedimentados foram ressuspendidos em 10 mL de meio com antibidtico e colocados em
placas de 6 pocos (Corning Incorporated) para que em seguida fossem incubados em estufa de
CO; por 3 h. Apo6s este periodo, o volume da placa foi transferido para um tubo falcon de 15
mL, decantado por 10 min e o sobrenadante ainda contendo caudas foi retirado. Os
esquistossomulos entdo, foram ressuspendidos em 6 mL de meio RPMI 1640 (GIBCO)

acrescido de antibiotico, sedimentados por 6 min e o meio contendo caudas foi descartado.
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Esse procedimento foi repetido por aproximadamente 6 vezes, diminuindo o volume de meio
adicionado ao sedimento de cercarias e o tempo de sedimentacao até que o numero de caudas
observado no microscopio Optico fosse o menor possivel. Apos essas lavagens, os parasitas
foram transferidos para garrafas de cultura de 25 mL contendo meio M169 (0,1% glicose,
0,1% lactoalbumina, 0,1% hipoxantina, 0,1% hidrocortisona, 0,1% serotonina, 0,1%
triiodotironina, 0,5% MEM vitamina, 5% Schneider Medium, 1% HEPES 1M, 2%
penicilina/estreptomicina 5% Soro fetal bovino, 0,003% Gentamicina) e deixados na estufa de
CO; por sete dias. Apos este tempo, os esquistossdmulos foram centrifugados por 3 min a 200
X ¢, o sobrenadante foi coletado e armazenado e os parasitas foram lavados em PBS,

centrifugados novamente e congelados a -20 °C para uso posterior.

3.1.3 “Germ ball”

Para a obtengdo do estagio de germ ball, caramujos foram infectados com 40 miracidios
cada e apds 35-37 dias foram cuidadosamente dissecados em tampao fosfato-salina 50% (PBS
— 3,2 mM Na,HPOy, 0,5 mM KH,PO,4, 1,3 mM KCI, 135 mM NaCl, pH 7,4). Os parasitas
foram separados dos tecidos do caramujo com auxilio de uma pipeta e deixados em
paraformaldeido 4% no gelo, segundo protocolo adaptado da tese da Dra. Sophie J. Manuel
(University of York, 2010). Em seguida, foram centrifugados a 1.000 rpm por 5 min, o
paraformaldeido foi descartado e uma nova solugdo de paraformaldeido 4% foi adicionada.
Os parasitas foram incubados a 4 °C por 16 h. Em seguida foram centrifugados sob as
mesmas condigdes, lavados 2 vezes (2 x) com PBS por 5 min e guardados em PBS a 4 °C até

O uso.

3.2 Acumulo de secre¢des de parasitas cultivados in vitro

O meio de cultura contendo as proteinas de interesse foi coletado em intervalos de 0 h, ou
seja, logo apos a transformagdo das cercarias (Proteinas secretadas por cercarias — Cerc PS), 3
h (Proteinas secretadas por esquistossomulos de 3 h — 3 h PS), 3 dias (Proteinas secretadas por
esquistossomulos de 3 dias — 3 d PS), 5 dias (Proteinas secretadas por esquistossdmulos de 5
dias — 5 d PS) e 7 dias (Proteinas secretadas por esquistossomulos de 7 dias — 7 d PS). Os
meios foram, em seguida, centrifugados a 200 x g por 3 min para separar o sobrenadante

contendo as proteinas dos parasitas, foi adicionado inibidor de protease (Protease Inhibitor
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Cocktail da Sigma-Aldrich) aos meios que foram entdo guardados a -20 °C para utilizagao

posterior em ensaios de Western Blot.

3.3 Extrato de proteinas totais de S. mansoni

Amostras de cercérias, esquistossomulos de 7 dias, vermes adultos misturados, machos,
fémeas e ovos foram sonicadas a 4 °C em tampao 40 mM Tris pH 7, 4 com 2% SDS a 40 Hz
de frequéncia com pulso de 1 s durante 2 min, por 4 x. Em seguida, foram centrifugadas a
14.000 rpm por 30 min a 4 °C para separar o sobrenadante contendo as proteinas do
precipitado de debris celulares. As amostras foram entio quantificadas utilizando kit DC™

Protein Assay (Biorad) e guardadas a -20 °C até o uso.

3.4 Avaliacio da secrecio de SmVAL4 durante a transicio cercaria-esquistossomulos
de 7 dias por Western Blot

Extratos totais dos estagios de cercaria, esquistossomulos de 3 h (3 h),3,5e 7 dias (3,5 ¢
7 d, respectivamente) foram utilizados para identificagdo da proteina nativa SmVAL
utilizando anticorpo policlonal contra a mesma. Foram utilizados 25 puL de amostra por ponto
proveniente de 5.000 parasitas cada. Para avaliar se a proteina estava sendo secretada pelos
mesmos estagios, os meios de cultura correspondentes as secregdes de cercarias (Cerc PS),
esquistossomulos de 3 h (3 h PS), 3, 5 e 7 dias (3 d PS, 5d PS e 7 d PS, respectivamente)
foram coletados e liofilizados para concentragdo das proteinas (aproximadamente 10 Xx).
Foram utilizados 20 pL. de cada amostra proveniente de um cultivo de aproximadamente
200.000 cercarias (80.000 esquistossdmulos apos transformacao) para eletroforese em gel de
12% poliacrilamida (SDS-PAGE). Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF (GE Healthcare) e deixadas em solu¢do de bloqueio (5% leite, 0,3%
Tween-20, 50 mM Tris pH 7,4) a 4 °C por 16 h. Em seguida, as membranas foram incubadas
a temperatura ambiente com anticorpo primario anti-rSmVAL4 (1: 2.500) em diluente de
anticorpo (5% leite, 0,05% Tween-20, 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4) sob agitacdo. Apos
3 a4 h de incubacdo as membranas foram lavadas em solugao 10 mM Tris pH 7,4 por 3 x de
10 min sob agitagdo e em seguida, incubadas com anticorpo secundario IgG de cabra anti-
camundongo conjugado com peroxidase (1: 3.000) a temperatura ambiente por 1 h sob

agitacdo. Finalmente, as membranas foram lavadas e revelada sutilizando o kit Immobilon
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Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) ¢ um fotodocumentador ImageQuant

LAS 4000 (GE Healthcare).

3.5 Analise da presenca da SmVAL4 no tegumento de esquistossomulos de 3 h, 2 e 5
dias utilizando anticorpos especificos anti-rSmVAL4

O tegumento de esquistossomulos cultivados in vitro por 3 h, 2 e 5 dias foi extraido para
a avaliagdo da  presenca da  SmVAL4, segundo o  protocolo de
congelamento/descongelamento/vortex com modificagdes (ROBERTS et al., 1983). Primeiro,
os esquistossomulos, aproximadamente 23.300 por ponto experimental, foram congelados em
nitrogénio liquido (“snap frozen”) e armazenados no -80 °C até o uso. Os parasitas foram
descongelados a 4 °C, lavados rapidamente em TBS (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0,84% NaCl) e
deixados em 10 mM Tris-HCI pH 7,4 por 5 min no gelo. Em seguida, foram vortexados por 5
x de 1 s em velocidade maxima e os vermes desnudos (VD) foram separados do tegumento
por sedimentacdo. A fragdo contendo o tegumento foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4
°C para separacdo em tegumento soltivel (Teg S) e insoluvel (Teg I) e em seguida, fragao de
tegumento insoluvel (membranas do tegumento) foi lavada em TBS e por fim, ressuspendida
em 0,1% SDS, 1,0% Triton X-100, 40 mM Tris-HCI pH 7,4. A Figura 9 mostra o esquema de

extracao e obtenc¢do das fragdes do tegumento de esquistossdmulos.

Esquistossdmulos (- 80 °C)

Descongalamenta na gelo (4 °C)

Lavagem em TBS
Incubagéo em 10 mM Tris-HCI (5 min)

Vortex {5 xde 1 s)

Tegumento Vermes Desnudos (VD}
Centrifugacga
10.000x g
32 min
Teg & Membranas do Tegumento

Lavagem em 19 mM Tris-HCl

Tegl
0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 46 mM Tris pH7,4

Figura 9. Esquema da extracio do tegumento de esquistossdmulos e obtencdo das fracoes de tegumento
soluvel (Teg S), tegumento insolivel ( Teg I) e dos vermes desnudos (VD).



44

Os vermes desnudos foram sonicados para obtencao das proteinas totais sob as mesmas
condicdes descritas no item 3.3.

Foram utilizados 25 pL de cada amostra para eletroforese em gel de 15% poliacrilamida
(SDS-PAGE). Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (GE
Healthcare) e deixada em solucdo de bloqueio (5% leite, 0,3% Tween-20, 50 mM Tris pH 7,4)
a4 °C por 16 h. Em seguida, a membrana foi incubada a temperatura ambiente com anticorpo
primdrio anti-rfSmVAL4 (1: 2.000) em diluente de anticorpo (5% leite, 0,05% Tween-20, 150
mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4) sob agitagdo. Apds 3 a 4 h de incubacdo a membrana foi
lavada em solugao 10 mM Tris pH 7,4 por 3 x de 10 min sob agitagdo e em seguida, incubada
com anticorpo secundario IgG de cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase
(1:3.000) a temperatura ambiente por 1 h sob agitacao.

Finalmente, a membrana foi lavada ¢ revelada utilizando o kit Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) e um fotodocumentador ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare).

3.6 Microscopia confocal das glindulas acetabulares de parasitas cultivados in vitro

Utilizou-se a lectina PNA conjugada ao fluoréforo Alexa-fluor 647 para observar a
presenca das glandulas acetabulares nos estagios cultivados in vitro, uma vez que esta se se
liga as glicoproteinas constituintes dessas glandulas (COLLINS et al., 2011). Primeiramente,
os estagios de germ ball, cercaria, esquistossomulos de 3 h, 3 d, 5 d e 7 d foram fixados em
paraformaldeido 4% por 16 h a 4 °C. Depois, foram lavados 2 x em PBS por 5 min e
guardados em PBS a 4 °C até o uso. Os parasitas foram, entdo, permeabilizados em tampao de
permeabilizacao (PBS, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% soro de cabra, 0,1% NaN3) por 3 x
durante 30 min sob rotacdo a 4 °C. Em seguida todos os estagios, foram incubados por 16 h a
4 °C com FITC-faloidina (1 pg/mL) para observacao das fibras de actina da musculatura dos
vermes ¢ PNA-Alexa Fluor 647 (1:250 do estoque de 1 mg/mL) para observacdo das
glicoproteinas, ambos em diluente de anticorpo (PBS, 0,3% Triton X-100, 0,05% Tween-20,
10% soro de cabra). Apds a incubacdo os espécimes foram novamente lavados e guardados
até a visualizag¢do e captura das imagens em microscopio Zeiss Axiovert 100 acoplado a um

sistema confocal Zeiss LSM 510 Meta.
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3.7 Extracio de RNA do estagio de germ ball e amplificacdo do cDNA da SmVAL24

Apds a obtengdo, os germ balls foram rapidamente colocados em TRIzol (Life
Technologies), sonicados e armazenados no -80 °C até o uso. O RNA total foi extraido com
TRIzol (Life Technologies) segundo protocolo do fabricante. Apos extracdo, o RNA foi
quantificado no NanoDrop® 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Como a relagao
260/230 apresentou-se baixa (0,91) sugerindo a presenca de fenol residual, foi realizada uma
precipitagdo com acetato de sddio e etanol, seguida de uma lavagem em etanol 70%.

A sintese do cDNA foi realizada com utilizagdo do kit RevertAid™ Reverse
Transcriptase (Fermentas) e dos oligonucleotideos especificos para amplificagdo da
SmVAL24 a partir de 500 ng de RNA total. Apos a sintese, os cDNAs foram amplificados
por PCR utilizando o kit GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix (Promega) e 58 °C de
anelamento. O resultado da amplificacio foi observado em gel de agarose no
fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

Os produtos de PCR que poderiam corresponder 8 SmVAL24 foram purificados do gel
utilizando-se Illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare),

clonados em vetor pPGEM-Teasy e confirmados por sequenciamento.

3.8 Localizagio tecidual dos transcritos das SmVALs por hibridizag¢ao in situ

3.8.1 “Germ balls™

Hibridizagdes in situ de parasitas inteiros (Whole Mount in situ Hybridization — WISH)
para a localizacao tecidual dos transcritos SmVALI, 4 e 24 foram feitas segundo o protocolo
descrito por Dillon e colaboradores (2007). J4, a localiza¢dao dos transcritos SmVAL10 e 18
foi realizada em colaboragdo com o Dr. Henrique Rofatto e Dr. Leonardo Farias e os dados
sdo parte de um artigo ja em preparacao, em colabora¢dao com o grupo do Dr. Karl Hoffman e
por isso ndo serdo apresentados. Os parasitas foram primeiramente fixados em
paraformaldeido 4% a 4 °C por 16 h sob-rotacdo, lavados 2 x em PBS por 5 min e
armazenados em PBS a 4 °C. Para a permeabilizacdo, foram desidratados durante 10 min em
solugdes de PBST (PBS, 0,1% Tween-20) com 25%, 50% e 75% de metanol a temperatura

ambiente e logo em seguida lavados 2 x em 100% metanol. Para a hibridiza¢do, os parasitas
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foram reidratados em lavagens de 10 min a temperatura ambiente em 100% metanol, 75%,
50%, 25% metanol em PBST seguidas de duas lavagens em PBST.

O protocolo de hibridizagao, lavagem e marcagao utilizado para este estagio foi o descrito
na tese da Dra. Sophie J. Parker-Manuel (PARKER-MANUEL, 2010). Sondas especificas
antisense foram sintetizadas utilizando RNA polimerase T7 ou SP6 (Promega) a partir dos
cDNAs previamente clonados em vetor pGEM-T easy com digoxigenina, como descrito por
(DILLON et al., 2007). Como controle negativo foi utilizado o transcrito sense do gene que
codifica para SmVALI1. Apos a reidratacdo, os parasitas foram incubados em tampao de pré-
hibridizagao (50% formamida, 5 X SSC (pH 7), 2% BMB, 1% Triton X-100, 0,5% CHAPS,
100 ug RNA de levedura, 50 uM EDTA e 50 ug/mL heparina) por 1 h a 65 °C. Em seguida, o
tampao foi substituido por tampao fresco contendo 2 pL/mL das sondas especificas marcadas
com DIG e os germ balls foram incubados por 16 h a 65 °C sob constante rotagdo. Apds esta
etapa, os parasitas foram lavados por 2 x de 30 min em solugdo 1 pré-aquecida a 65 °C (50%
formamida, 5 X SSC pH 4.5, 1% SDS), seguida de 2 lavagens em soluc¢ao 2 (50% formamida,
2 X SSC pH 4,5, 1% Tween 20) por 30 min a 65 °C. Em seguida, os parasitas foram lavados 3
x por 5 min em TBST (0,14 M NaCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1% Tween-20)
a temperatura ambiente e em seguida foram bloqueados por 90 min em TBST contendo 10%
soro de carneiro inativado por calor. Apos bloqueio, os parasitas foram incubados em nova
solucdo de bloqueio contendo anticorpo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina (diluigao
de 1: 2000) por 16 h a 4 °C. Apos varias lavagens em TBST a temperatura ambiente, a
coloracdo foi desenvolvida utilizando o BM-purple como substrato da enzima. Os parasitas
foram observados em microscopio e fotografados utilizando a camera Microscope Eye-Piece

(Dino Lite — Taiwan).

3.8.2 Vermes adultos de 3, 5 e 7 semanas

Os vermes adultos machos e fémeas de 3, 5 e 7 semanas foram obtidos por perfusdo de
hamsters apos 21, 35 e 42-45 dias, respectivamente, apos a infec¢do com 100 cercarias. Apos
lavagem em meio RPMI 1640 (Gibco), os parasitas foram fixados em fixador de Carnoy
(etanol: cloroférmio: acido acético, % v/v 6: 3: 1) por 2 h a 4 °C sob agitagdo. Apos duas
lavagens de 5 min em etanol a temperatura ambiente, os parasitas foram fixados em MEMFA
(0,1 M MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgSQOy, 3,7% formaldeido ¢ H,O) por 1 h a temperatura

ambiente, novamente lavados 2 x com etanol e guardados em 100% etanol a -20 °C até o uso.
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Os vermes retirados do -20 °C foram deixados na bancada até atingirem a temperatura
ambiente e em seguida foram reidratados por 10 min sob agitagdo em solugdes de 75%, 50%,
25% etanol em PBS-T (PBS 0,1 % Tween 20) antes de serem lavados 3 x em PBS-T por 5
min agitando.

Os parasitas foram permeablizados com Proteinase K (10 pg/mL em PBST (PBS, 0,1%
Tween-20) por 28 min a temperatura ambiente e depois lavados 2 x por 5 min em PBS
contendo trietanolamina 0,1 M pH 7,8. Apds duas lavagens em solu¢do de trietanolamina
contendo anidrido acético (0,25%) e duas lavagens em PBST por 5 min, os vermes foram
refixados em 10% formalina e novamente lavados. Em seguida, foi adicionado tampao de
hibridizacdo (50% formamida, 5 X SSC (pH 7), 100 pg/mL de heparina, 1 X Denbharts, 0,1%
Tween-20, 0,1% CHAPS e 10 mM EDTA) as amostras que foram incubadas por 10 min a 60
°C e em seguida, uma nova solucdo de hibridizacdo contendo RNA de levedura (1 mg/mL) foi
adicionada as amostras que foram incubadas por 2 h agitando.

Sondas especificas antisense SmVAL13 e¢ SmVALI4 foram sintetizadas in vitro
utilizando RNA polimerase T7 (Promega) a partir dos cDNAs previamente clonados em vetor
pGEM-T easy com digoxigenina (MOYLE et al.). Como controle negativo foi usado o
transcrito sense do gene que codifica para SmVAL13 e como controle positivo, 0 SmVAL?7.

As sondas foram entdo aquecidas e 80 °C por 3 mim e adicionadas a um novo tampao de
hibridizagao contendo RNA de levedura. As amostras foram incubadas por 16 h a 60 °C. Em
seguida, os vermes foram lavados nos seguintes teampdes: tampao de hibridizacdo por 2 x de
5 min, tampao 2 X SSC contendo 0,1% Tween-20 por 3 x por 20 min, tampao 0,2 X SSC
contendo 0,1% Tween-20 por 3 x por 30 min a 60 °C e por 2 x em MAB (100 mM 4acido
maleico, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20, pH 7,8) por 15 min a temperatura ambiente.

As amostras foram entdo pré-incubadas em MAB contendo 2% BMB (10% acido
maleico) e 20% de soro de carneiro inativado por 2 h a temperatura ambiente para o bloqueio
de ligagdes inespecificas. Em seguida, as amostras foram incubadas com nova solucido de
bloqueio contendo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina (dilui¢do de 1: 2000) por 16 h a
4 °C. Apos lavagens em MAB, a coloragdo foi desenvolvida utilizando BM Purple como
substrato da fosfatase alcalina e, entdo, os parasitas foram observados em microscopio e
fotografados utilizando a camera Microscope Eye-Piece (Dino Lite — Taiwan).

Para mostrar as localizagdes diferentes dos transcritos SmVAL7 e SmVAL13/14 foi feita
uma dupla hibridizagdo com as sondas SmMVAL7 e SmVAL13 nos mesmos parasitas, porém

na reagdo da sonda SmVAL?7 foi utilizado INT/BCIP como substrato da enzima (coloragao
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laranja) e na reagdo da sonda SmVALI13 foi utilizado BM Purple (coloragdo roxa). Neste
protocolo, primeiro a reacdo com INT/BCIP foi iniciada, por este ser um substrato de
revelagdo rapida, e apds a visualizacdo da coloracdo no miscroscopio, os parasitas foram
lavados em tampao AP para remoc¢do do excesso de INT/BCIP que ndo reagiu e foi iniciada a
reacdo com substrato BM Purple, de revelacdo mais lenta. Apds visualizagdo da segunda
coloragdo, os parasitas foram fotografados utilizando a camera Microscope Eye-Piece (Dino

Lite — Taiwan).

3.9 Expressao dos genes SmVAL nos estagios intra-hospedeiro mamifero avaliada
por RT-PCR em tempo real

3.9.1 Extracdo de RNA e sintese do cDNA

A expressao diferencial dos genes SmVALIL, 4 e 24 foi avaliada nos estagios de germ
ball, cercarias, esquistossomulos de 3 e 7 dias enquanto que a expressdo dos genes SmMVAL?7,
13 e 14 foi avaliada na regido anterior dos vermes adultos em relagao ao restante do corpo.

Para analise da expressdao diferencial na regido anterior com o restante do corpo de
vermes adultos, os parasitas foram coletados da perfusio, armazenados em RNA later® (Life
Technologies) a -80 °C e no dia da extragdo do RNA, as regides anteriores de
aproximadamente 200 vermes machos foram separadas dos corpos logo abaixo da ventosa
ventral com o auxilio de uma agulha 26 G x 2”. As regides anteriores € os corpos foram
macerados separadamente em TRIzol (Life Technologies) com o auxilio de um macerador de
tecidos até que as solugdes estivessem homogéneas. Os outros estagios obtidos conforme
descrito no item 3.1., foram colocados em TRIzol (Life Technologies) e armazenados a -80
°C até o uso. Apds descongelarem a 4 °C, os parasitas foram lisados com auxilio de um
macerador de tecidos até que ficassem homogéneos e em seguida o RNA total foi extraido
segundo o protocolo do reagente. As amostras foram quantificadas por espectrofotometria
(NanoDrop 1000, Thermo Fischer Scientific) e o cDNA de cada uma foi sintetizado

utilizando o kit ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) e hexameros randomicos.

3.9.2 Reac0Oes de RT-PCR em tempo real (QRT-PCR)

As reagdes de RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) foram realizadas utilizando SYBR

Green (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante. Os oligonucleotideos
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utilizados como primer para cada gene foram desenhados no software Primer Express
(Applied Biosystems) abrangendo os limites exon/exon para evitar a contaminacao com DNA
gendmico. A abundancia dos transcritos SmVALL, 4, 7, 13 e 14 foi quantificada em relagdo a
alfa-tubulina (Smp 161930) para vermes adultos e a subunidade 18 S ribossomal para os
diferentes estdgios larvais. As reagdes para cada gene de cada estdgio foram feitas em
triplicata, a fim de comparar os resultados e verificar a existéncia de erros de pipetagem. Os
controles foram a amplificagdo dos genes a partir das amostras de RNA ndo transcrito para
cada estagio e outro controle foi a amplifica¢dao a partir de amostra sem cDNA, ou seja, com
agua DPEC (dietilpirocarbonato), a fim de se observar a amplificagdo de contaminantes ou a
dimerizacao dos oligonucleotideos.

Em placas de 96 células revestidas por tiras de tampas Opticas ou adesivo (Antiga
Applied Biosystems) foram arranjadas as reagdes para os genes e os controles e a PCR foi
realizada em aparelho 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems) sob as seguintes
condi¢des: 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 10 s a 95 °C, seguido de 1 min a 60 °C. A
amplificagdo do produto em tempo real foi monitorada no aparelho pela emissdo de

fluorescéncia do SYBR Green quando intercalado em fita dupla de DNA apenas.

3.93 Analise dos dados

A eficiéncia de amplificacao para cada primer (E) foi determinada de acordo com (LIU et
al., 2002). O método de andlise empregado foi o de quantificagdo relativa, onde foram
comparados os valores Ct do gene de interesse com os controles, usando a seguinte expressao:
(ERef)CtRef/(ESmVALX)CtsmVALX, onde Eger € a eficiéncia de amplificagdo do gene de referéncia
(alfa-tubulina (Smp_ 161930) para vermes adultos e 18 S ribossomal para os estagios larvais),
Esmvarx € a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo (SmVAL) (FREITAS et al., 2007).
Lembrando-se que Ct ¢ nimero de ciclos que atravessaram o limiar “threshold” na curva de
amplificagdo. Os resultados foram apresentados em graficos de “Fold Change” Relativo vs
Estagios, para mostrar quantas vezes um gene foi mais expresso em um estagio em relacdo ao

outro estagio, sendo o calibrador o estdgio com menor expressao.
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3.10 Analise da sequéncia primaria das proteinas

Softwares de bioinformaticas disponiveis na internet foram utilizados para predizer o
dominio proteico, peptideo sinal e dominio transmembrana das proteinas, como SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/), SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/). Apds as construcdes dos insertos

em vetor pAE, as sequéncias de aminoacidos das proteinas maduras foram submetidas a

ferramenta Compute pI/MW (http://web.expasy.org/compute pi/) para a predi¢do do ponto

isoelétrico (pI) e do peso molecular (KARIUKI et al.) de cada proteina. Os alinhamentos

multiplos das sequéncias primarias foram analisados pelo software ClustalX2.

3.11 Producio e purificacio das SmVALSs recombinantes

3.11.1  Expressao das proteinas em E. coli BL21(DE3)

Os genes das SmVALSs foram amplificados a partir dos cDNAs, gentilmente cedidos por
nosso colaborador Dr. Iain Chalmers (Universidade de Aberystwyth — Pais de Gales), por
reacdo de PCR convencional, utilizando a Taqg DNA polimerase e oligonucleotideos
especificos para cada gene (Apéndice A).

Os produtos de PCR foram purificados, clonados em vetor pGEM-Teasy e confirmados
por sequenciamento. Uma vez que optou-se por expressar as proteinas recombinantes em
bactéria, a sequéncia génica do peptideo sinal das SmVALs de grupo 1.ndo foi clonado junto
com as sequéncias codificadoras (Apéndice B). Apos confirmacdo dos clones, estes foram
purificados, digeridos ¢ inseridos no vetor pAE para expressdo em Escherichia coli. O vetor
pAE, desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Molecular 1 do Instistuto Butantan
(RAMOS et al., 2004), ¢ um plasmideo pequeno (2.8 Kb) de alta copia (200 a 500) e que

expressa a proteina em fusdo com uma cauda de 6 histidinas (6-His) N-terminal (Figura 10).



51

Ndel HindIIl
b b

Secal

Figura 10. Desenho do plasmideo pAE utilizado para expressio de proteinas em E. coli com uma cauda de
histidina minima N-terminal. O plasmideo possui resisténcia a ampicilina e a expressdo esta sob o controle do
promotor T7. Retirado e modificado de (RAMOS et al., 2004).

E. coli BL21 (DE3) foram, entdo, transformadas com o vetor pAE contendo os insertos
das SmVALIL, 4, 10, 13, 14, 18 e 24, plaqueadas em meio LB amp durante 16 h, e no dia
seguinte, uma colonia de cada transformacao foi utilizada para inocular 3 mL de meio LB
amp. Ap0s incubacdo a 37 °C overnight, o pré-indculo foi transferido para 300 mL de meio
LB amp e o crescimento das culturas foi acompanhado até atingir D.O.¢p 0,6-0,8, quando
foram induzidas com 1 mM IPTG durante 4 h a 37 °C para expressdo das SmVALSs e por 20 h
a 18 °C para a expressao da SmVALI18 soluvel. Nao foi possivel expressar as SmVALIL, 10 e
24 em E. coli BL21 (DE3) nas condigdes testadas.

Apoés a fermentagdo, as bactérias foram centrifugadas e ressuspendidas em 30 mL de
tampao de lise (50 mM Tris pH 7,4; 300 mM NaCl), sonicadas (40 Hz, 5 min, pulsode 1 s) e
foi retirado 1 mL de cada amostra para teste de solubilidade das proteinas expressas. Os
corpusculos de inclusdo provenientes de 1 mL foram lavados em tampdes compostos por 50
mM Tris pH 7,4 300 mM NaCl (pI 8,52) e concentragdes de ureiade 2 M, 4 M, 6 M e 8 M
para a SmVAL4 e no mesmo tipo de tampao porém com pH 6,8 para a SmVALI3 e 14 (pl
9,26 ¢ 9,78, respectivamente) e as proteinas recombinantes foram observadas por SDS-PAGE
15 % (dados ndo apresentados).

Ap0s verificar-se que as proteinas SmVALI13 e 14 encontravam-se ainda insoluveis 8 M
ureia, foi utilizada guanidina 6 M para a solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo. Para a
SmVALA4, utilizamos tampao contendo 8 M ureia. A SmVALI18 foi expressa na fracao

soluvel.
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3.11.2  Purificacdo das SmVAL4, 13, 14 e 18 por cromatografia de afinidade ao niquel

O corpusculo de inclusdao da SmVALA4 foi entdo solubilizado em 30 mL de 50 mM Tris
7,4; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 8 M ureia, enquanto que os das SmVALI13 e 14 foram
solubilizados em 30 mL de 50 mM Tris pH 6,8; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 6 M
guanidina. J4 a SmVALIS8 foi expressa na fracdo sollivel, obtida pela sonicagdo das bactérias
em 30 mL de tampao 50 mM Tris pH 8,8; 300 mM NaCl (pl 6,06) e centrifugacdo para a
separagdo da fragdo soluvel e do corpusculo de inclusdo. As proteinas foram purificadas pela
afinidade da cauda de histidina adicionada pelo vetor ao niquel em coluna HisTrap HP
Sepharose de 5 mL (GE Healthcare) no equipamento Akta Prime Plus (Amersham
Pharmacia). Para a SmVAL4 foi utilizado tampao 50 mM Tris pH 7,4; 300 mM NaCl; 8 M
ureia; 20 mM Imidazol e para as SmVAL13 e 14 foi utilizando tampao de ligacdo 50 mM Tris
pH 6,8; 300 mM NaCl; 6 M guanidina; 20 mM Imidazol para equilibrar a coluna (50 mL) em
seguida cada amostra em tampao de ligacao foi inserida na coluna (30 mL). Apos lavagem em
tampao de ligagdo para eluicdo de contaminantes (25 mL), foi utilizado gradiente de imidazol
para elui¢do das proteinas (0 a 500 mM — 50 mL) e 50 uL de cada amostra de SmVALI13 ¢ 14
foram precipitados com etanol para remog¢do da guanidina antes da eletroforese e em seguida
submetidas a SDS-PAGE, junto com as amostras da SmVAL4 e SmVALIS.

Ap0s as purificagdes, as proteinas, em aproximadamente 25 mL de tampao recuperados
da coluna, foram renoveladas por didlise lenta em 4 L. de PBS por 48 h a 4 °C. Em seguida, as
proteinas foram quantificadas utilizando o kit DC Protein Assay da Bio-Rad e armazenadas a

—20 °C até o uso.

3.12 Dicroismo Circular (CD)

Medidas de dicroismo circular das proteinas SmVAL4, 14 ¢ 18 foram realizadas no
espectropolarimetro Jasco J-810 a 20 °C para avaliar se as proteinas mantinham-se
estruturadas apds o renovelamento. Os espectros de dicroismo foram adquiridos usando uma
cubeta de 1 mm de comprimento (caminho 6ptico) medidos entre os comprimentos de onda
de 190 a 260 nm. Foram obtidas cinco varreduras de cada amostra e estas foram subtraidas do
espectro médio branco (tampao no qual as proteinas foram ressuspendidas) e comparadas com
o espectro ja conhecido da Na-ASP2, que possui o dominio CAP também conhecido como

SCP/TAPS em comum com as SmVAL (ASOJO et al., 2005; KELLEHER et al., 2014).
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Foram utilizados 150 pL de cada proteina, sendo que para a SmVAL4, 14 e Na-ASP2 foi
utilizado tampao Tris pH 6,0 20 mM (respectivas concentragdes molares 10,06 uM, 10,04 uM
e 12,1 uM) e para a SmVALI1S, tampao Tris pH 8,0 20 mM. (concentragdo molar de 8,62
uM) e o resultado ¢ apresentado sob a forma de grafico de elipticidade vs. comprimento de
onda. Nao foi possivel realizar este ensaio para a SmVAL13, uma vez que esta se mostrou

insoluvel apos o renovelamento.

3.13 Obtencao e titulagdo de anticorpos policlonais contra rSmVAL4, 13,14 ¢ 18

As proteinas recombinantes foram utilizadas para imunizar camundongos BALB/c
fémeas de 5 a 7 semanas para obtencao de anticorpos policlonais. Foram utilizados 25 pg de
proteina rSmVAL14 por animal administrada por via subcutanea formulada com o adjuvante
TiterMax® Gold (Sigma-Aldrich) para a primeira dose de imunizagdo (100 pL por animal) na
propor¢cdo de 50:50 (volume de antigeno/volume de adjuvante). J& para as duas doses
posteriores de rSmVAL14 utilizou-se somente a proteina diluida em solugdo salina estéril.
Para a rISmVALA4, 13 e 18 foram utilizados 15 pg de proteinas formuladas com Hidroxido de
aluminio na propor¢do de 1:10 proteina/adjuvante (100 pL por animal) também administradas
por via subcutanea. As duas doses posteriores também foram administradas com o adjuvante.
Depois de cada imunizagdo, o sangue foi coletado por sangrias retro orbital e centrifugado a
8.000 rpm por 10 min para separar o soro do restante dos componentes.

Para quantificar os anticorpos especificos contra as proteinas foram realizados ensaios de
ELISA. Para tanto, placas de 96 pocos de fundo chato foram sensibilizadas com 0,1 pug/pogo
de proteina recombinante em tampao carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9.6) por 16 h a 4 °C.
As placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T (PBS, Tween 0,05 %) e bloqueadas com 200 puL
de solugdo de bloqueio (1 % de leite em p6 em PBST), por 1 h a 37 °C. Depois de serem
novamente lavadas, 100 uL. de PBS-BSA 1% foram adicionados em cada pogo e o soro dos
animais imunizados ou controles foram adicionados em dilui¢do seriada comegando em 1: 40.
As placas foram entdo incubadas a 37 °C durante 1 h e depois novamente lavadas em PBS-T.
Em seguida, 100 pL. de PBST-BSA 1% contendo o anticorpo secundario IgG de cabra anti-
camundongo total foram adicionados aos pogos em dilui¢do 1: 10.000 e incubados por 1 h a
37 °C. Apo6s novas lavagens, 100 uL de PBST-BSA 1% contendo o anticorpo terciario IgG de
coelho anti-cabra conjugado com peroxidase (HRP) foi adicionado em cada pogo, as placas

foram novamente incubadas a 37 °C por 1 h e novamente lavadas em PBST (por 6 vezes).
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Por fim, 100 pL de tampao citrato (pH 5.0) contendo o substrato OPD (0,5 mg/mL) e
peroxido de hidrogénio (0,5 pL/mL) foi adicionado em cada pogo e apds aproximadamente 10
min, a reacdo colorimétrica foi encerrada utilizando 50 uL. de H,SO4 4 N por pogo e a placa
foi lida em leitor de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer - BioTek), no

comprimento de onda de 492 nm.

3.14  Expressao das proteinas nativas ao longo do ciclo de S. mansoni

Os estagios de cercaria, esquistossomulos de 7 dias, vermes adultos misturados, machos,
fémeas e ovos foram utilizados em ensaios de Western Blot para avaliar a expressdo das
proteinas nativas SmVAL4, 13, 14 e 18 ao longo do ciclo de S. mansoni.

Primeiramente, 20 pL de extrato total de cada estdgio, obtidos como o descrito no item
3.3, foram submetidos a eletroforese em gel 15 % poliacrilamida (SDS-PAGE) e em seguida
as proteinas foram transferidas para a membranas de PVDF (GE Healthcare) e deixadas em
solucdo de bloqueio (5% leite, 0,3% Tween-20, 50 mM Tris pH 7,4) a 4°C por 16 h. Em
seguida, as membranas foram incubadas a temperatura ambiente com anticorpo primario anti-
rSmVALA4, 13, 14 ou 18 (1: 2.000) em diluente de anticorpo (5% leite, 0,05% Tween-20, 150
mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4) sob agitagdo. Ap6s 3 a 4 h de incubagdo, as membranas foram
lavadas em solu¢ao 10 mM Tris pH 7,4 por 3 x de 10 min sob agitagdo ¢ em seguida,
incubadas com anticorpo secundario IgG de cabra anti-camundongo conjugado com
peroxidase (1: 3.000) a temperatura ambiente por 1 h sob agitacdo. Por fim, as membranas
foram lavadas e reveladas utilizando o kit Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate (Millipore) e um fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

3.15 Imunolocalizacio das proteinas nativas nos tecidos de S. mansoni

3.15.1  Cecarias e Esquistossdmulos de 3 dias

Parasitas vivos foram primeiramente fixados em paraformaldeido 4% (dissolvido em
PBS) por 16 h a 4 °C sob rotagdo. Depois, foram lavados 2 x em PBS por 5 min e guardados a
4°C até o uso. Os parasitas foram entdo permeabilizados em tampao de permeabilizagdo
(Permeabilization Fluid PF - PBS, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% soro de coelho, 0,1%

NaNj3) por 3 x durante 30 min sob rotagdo a 4 °C. Em seguida, foram incubados com os
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anticorpos anti-rSmVAL4 ou anti-rSmVALI18 na diluicdo de 1: 100 em diluente de anticorpo
(Antibody Diluent AbD — PBS, 0,5% Triton X-100, 0,1% BSA, 0,1% NaN3 10% soro de
coelho) por 96 h a 4 °C sob rotagdo. Depois, os parasitas foram lavados em AbD por 24 h a 4
°C sob rotacdo, com 3 ou 4 trocas de tampao durante este periodo. Em seguida, as larvas
foram incubadas em AbD contendo anticorpo secundério IgG de coelho anti-camundongo
conjugado com Alexa-fluor 488 em diluigdo 1: 200 por 48 h a 4 °C sob rotagao.

Apods novas lavagens, os parasitas foram incubados com Rodamina-faloidina diluida 1:
200 vezes em AbD por 24 h a 4 °C sob rotacdo para a marcag¢do das fibras musculares. Por
fim, apds lavagens em AbD, laminas foram montadas e os parasitas foram observados em
microscopio Zeiss Axiovert 100 (confoval) acoplado a um sistema confocal Zeiss LSM 510

Meta para a captura das imagens.

3.15.2 Vermes adultos

Vermes adultos machos e fémeas recém-perfundidos em RPMI 1640 (GIBCO) foram
fixados em 4% paraformaldeido primeiramente por 1 h a temperatura ambiente sob rotacao e
depois a solugdo foi trocada e os parasitas foram fixados por mais 3 h. Em seguida, os vermes
foram lavados em PF (PF — PBS, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% soro de coelho, 0,1%
NaN3) por 16 h a 4 °C sob rotagdo com 3 ou 4 trocas de tampao durante este tempo.

Os parasitas foram entdo incubados com os anticorpos anti-rSmVALI13 ou anti-
rSmVALI14 diluidos 1: 50 em AbD (AbD — 0,1 M PBS, 0,1% Triton X-100, 1% BSA, 0,1%
NaNj3, 10% soro de coelho) por 96 h a 4 °C sob rotacdo. Apos lavagens em AbD, os parasitas
foram incubados com anticorpo secundario IgG de coelho anti-camundongo conjugado com
Alexa-fluor 488 da mesma forma descrita para os estagios larvais. Os vermes foram entao,
novamente lavados e incubados com Rodamina-faloidina também como descrito para
cercarias e esquistossomulos de 3 dias. Os parasitas foram montados em laminas e observados
em microscopio Zeiss Axiovert 100 (confocal) acoplado a um sistema confocal Zeiss LSM

510 Meta para a captura das imagens.

3.16 Ensaio de imunizacao e desafio

As proteinas recombinantes SmVALA4, 6, 7, 13, 14 e 18 foram formuladas com adjuvante

TiterMax® Gold (Sigma-Aldrich) e co-administradas subcutaneamente na primeira dose e
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somente com salina estéril nas duas doses subsequentes em intervalos de 15 dias. Foram
utilizados 10 pg de cada proteina, totalizando 60 ug totais, para cada animal em 100 pL de
formula¢do na propor¢do de 50:50 (volume de antigeno/volume de adjuvante). O grupo
controle recebeu somente 100 pL do adjuvante em salina estéril também na propor¢do de
50:50 (volume de salina/volume de adjuvante) na primeira dose e somente salina estéril nas
duas doses posteriores. Foram utilizados 12 camundongos C57BL/6 fémeas de 5 a 7 semanas
por grupo experimental (Controle vs. Imunizado).

Vinte dias ap0s a terceira imunizagdo, os animais foram anestesiados com 150 — 200 pL
de uma solugdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) em salina estéril e desafiados
com 120 cercarias através da penetracao pela pele por 30 min com ajuda de anéis de metal
presos com fita adesiva no abdomen dos animais. Quarenta e cinco dias apds o desafio, os
animais foram anestesiados com 400 — 500 pL de solug¢do de cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg) em salina estéril e perfundidos com salina contendo 500 unidades/L de heparina.
Os vermes adultos foram recuperados das veias do mesentério por perfusao através do sistema
porta-hepatico e a contagem foi feita com o auxilio de uma lupa. O regime de imunizagdes e

desafio ¢ ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Delineamento do ensaio de imuniza¢io com proteinas recombinantes e desafio experimental.

A porcentagem da reducdo do numero de vermes em animais vacinados VErsus o controle

foi calculada pela seguinte férmula:

Vermes recuperados do Grupo Controle — Vermes Recuperados do Grupo Vacinado

Protecao (%) = x100

Vermes recuperados do Grupo Controle
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Os dados do nimero de vermes recuperados pela perfusao foram analisados quanto a sua
normalidade e homogeneidade de variancia, e comparados através do Teste T de Student

(p<0,05).

3.16.1  Avaliacdo da Reposta Imune Humoral por ELISA

Um dia antes das imunizagdes, do desafio e da perfusdo, foram realizadas sangrias por
via retro-orbital para a obtencdo dos soros individuais dos animais imunizados. Os soros dos
animais do mesmo grupo foram agrupados e avaliados por ELISA para determinar a
concentragdo de IgG total, IgG1 e IgG2c especificos para cada proteina.

Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 5 pg/mL de proteina recombinante em tampao
carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9.6) durante 16 h a 4 °C. Apos incubacdo, as placas foram
lavadas 3 x em PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST), e em seguida, bloqueadas em solugado
BSA 1% em PBS, 100 pL por poco, durante 1 h a 37 °C. Depois de lavadas novamente em PBST
0s soros dos animais do grupo imunizado ou grupo controle foram adicionados aos pogos,
contendo PBS-BSA 1% em diluigdo seriada comecando em 1: 50. As placas foram incubadas a 37
°C durante 1 h e depois lavadas. Em seguida, 100 pL de anticorpos de cabra anti-camundongo
IgG, IgGl ou IgG2c (Southern Biotech) nas diluigdes 1:10.000, 1:1.000 e 1:1.000,
respectivamente, foram adicionados a todos os pogos e as placas foram novamente incubadas a 37
°C. Depois de lavadas, as placas foram incubadas em PBS-BSA 1% contendo anticorpo terciario
IgG de coelho anti-cabra conjugado com peroxidase (HRP) (Southern Biotech), em diluigdo 1:
20.000, 100 pL por pogo, novamente incubadas por 1 h a 37 °C lavadas em PBST (por 6 vezes).

Curvas-padrao em diluicao seriada foram feitas comg¢ando com 1 mg/mL de IgG total,
IgG1 ou IgG2c (Southern Biotech).

Finalmente, 100 puL de tampao citrato (pH 5.0) contendo o substrato OPD (0,5 mg/mL) e
perdxido de hidrogénio (0,5 uL/mL) foi adicionado em cada poco e apds aproximadamente 10
min, a reagao colorimétrica foi encerrada utilizando 50 pL de H2SO4 4N por poco ¢ a placa
foi lida em leitor de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer - BioTek), no
comprimento de onda de 492 nm.

Para mostrar que os anticorpos dos animais imunizados reagem contra as seis proteinas
utilizadas no ensaio, o soro da sangria realizada antes do desafio (19 dias apds a terceira
imunizagdo) foi usado em Western Blot. Primeiro, 5 pug de cada proteina foram submetidos a

eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) e em seguida, as recombinantes
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foram transferidas para membrana de PVDF (GE Healthcare) que foi entdo deixada em
solugdo de bloqueio (5% leite, 0,3% Tween-20, 50 mM Tris pH 7,4) a 4 °C por 16 h. Em
seguida, a membrana foi incubada a temperatura ambiente com o soro dos animais
imunizados antes do desafio reunidos em “pool” (1: 4.000) em diluente de anticorpo (5%
leite, 0,05% Tween-20, 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4) sob agitacdo. Apos 3 a 4 h de
incubagdo, a membrana foi lavada em solu¢ao 10 mM Tris pH 7,4 por 3 x 10 min sob
agitacdo e em seguida, incubada com anticorpo secundario IgG de cabra anti-camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluigcdo 1: 3.000 a temperatura ambiente por 1
h sob agitagdo. A membrana foi entdo lavada e revelada utilizando o kit Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) ¢ um fotodocumentador

ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

3.16.2  Analise da Resposta Imune Celular por CBA

Para avaliar o potencial das imuniza¢des em induzir a producdo de citocinas Thl, Th2 ou
Th17 por células do baco, seis camundongos fémeas C57BL/6 foram imunizados com o coquetel
de SmVALSs recombinantes e outros seis animais foram imunizados somente com salina estéril,
utilizados como grupo controle, da mesma forma como descrita no item 3.13. Quinze dias apos a
terceira imunizagdo, os animais foram eutanasiados com 400 — 500 pL de solugdo de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) em salina estéril e os bagos foram retirados. As células
foram maceradas com o auxilio de uma peneira e suspensas em meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com SFB 10 % (Soro Fetal Bovino). A fracdo contendo as células foi centrifugada
em 450 x g por 10 min e o sobrenadante foi descartado. As hemacias presentes no precipitado
celular foram lisadas em 1 mL de dgua destilada estéril por 10 s e em seguida foi adicionado 10
mL de RPMI 1640 (Gibco) a suspensdo de células que foi novamente centrifugada.

O precipitado celular foi entdo resssuspendido em 1 mL de meio e a viabilidade celular foi
analisada em contador automatico (TC 20 Automated Cell Counter — Bio-Rad). A cultura foi feita
em placas de 48 pogos (Corning-Costar) utilizando-se 5 x 10° células/pogo em 1 mL de meio
RPMI suplementado. Para o estimulo das células foram utilizados 5 pg/mL de cada proteina
individual (SmVALA4, 6, 7, 13, 14 ou 18) ou de Concanavalina A (ConA — estimulo inespecifico)
e 15 pg/mL do coquetel (SmVALs reunidas). O controle negativo foi feito com as células
incubadas somente com o meio RPMI suplementado. A cultura foi incubada a 37 °C sob
atmosfera de 5 % CO, durante 48 h. Apds este periodo, o sobrenadante foi coletado

(aproximadamente 800 pL) e a producdo de citocinas foi avaliada utilizando-se o kit CBA
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(Cytometric Bead Array) perfil Thl, Th2, Th17, seguindo as especificagdes do fabricante (BD-
Bioscience).

Os dados foram obtidos em citdmetro de fluxo FACS Canto II (FRANCO et al.) e analisados
no software FCAP 3.0.

3.17 Ensaios funcionais para rSmVAL4 e rSmVAL18

Apesar de recentes estudos na literatura de membros da familia SmMVAL (KELLEHER et
al., 2014; SOTILLO et al., 2015; YOSHINO et al., 2014), a grande questdo ainda hoje ¢ sobre
quais papéis as proteinas secretadas estariam desempenhando durante o parasitismo. Como
parte da caracterizacao das proteinas, uma vez que a SmVAL4 e 18 foram identificadas em
secrecOes de cercarias e também foram as proteinas que induziram os maiores niveis de
anticorpos e citocinas no experimento de imunizagdo e desafio, buscou-se investigar fungdes
para estas proteinas em colaboracdo com o grupo da Dra. Ana Lucia T. O. Nascimento do
Laboratorio de Biotecnologia Molecular II (Centro de Biotecnologia, do Instituto Butantan),

que possui experiéncia em estudar fungdes para proteinas de Lepstospira sp.

3.17.1  Ligacao das proteinas aos componentes de matriz extracelular e do soro

Primeiro, buscou-se investigar se as proteinas recombinantes eram capazes de se ligar
aos componentes de matriz extracelular e de soro utilizando protcolo modificado de ELISA.
Primeiro, placas de 96 pogos foram sensibilizadas a 4 °C por 16 h com 1 ug dos componentes
de matriz extracelular e do soro listados na tabela abaixo, além controles negativos BSA 1%,

fetuina (glicoproteina usada como controle negativo de ligacao) e gelatina 1%.
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Tabela 1. Componentes de matriz extracelular e do soro utilizados nos ensaios funcionais para a
rSmVAL4 e rSmVALI18S.

Componentes Origem

Laminina Matriz Extracelular
Fibronectina celular Matriz Extracelular
Fibronectina plasmatica Matriz Extracelular
Colageno I Matriz Extracelular
Colageno IV Matriz Extracelular
Elastina Matriz Extracelular

Fibrinogénio Soro

Trombina Soro

C4bp Soro

C4b Soro

Fator H Soro

Vitronectina Soro

Plasminogénio Soro

Complemento Soro

Para cada componente foram feitas trés réplicas e um controle sem as proteinas
recombinantes. Apos a sensibilizagdo, as placas foram lavadas por 3 x em PBST e deixadas
em solucdo de bloqueio PBST gelatina 1% por 2 h a 37 °C. Em seguida, foram incubadas com
500 ng por pogo (100 puL) de proteina recombinante rSmVAL4 ou rSmVAL18 em solugdo de
bloqueio por mais 2 h a 37 °C. Em seguida, as placas foram novamente lavadas e incubadas
com anticorpo policlonal anti-rSmVAL4 ou anti-rfSmVAL18 na diluigdo de 1:4.000 em PBST
gelatina 1% por 1 h a 37 °C. Apods este tempo e novas lavagens, as placas foram incubadas em
anticorpo secundario IgG de cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase (HRP)
(Southern Biotech) na diluigdo 1: 5.000 no mesmo tampao utilizado anteriormente por mais 1
h a 37 °C. Finalmente, 100 pL de tampao citrato (pH 5.0) contendo o substrato OPD (0,5
mg/mL) e peroxido de hidrogénio (0,5 pL/mL) foi adicionado em cada pogo e apos
aproximadamente 05 min, a rea¢do colorimétrica foi encerrada utilizando 50 puL. de H,SO4 4
N por pogo ¢ a placa foi lida em leitor de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer -
BioTek), no comprimento de onda de 492 nm.

Anadlise estatistica foi feita para os valores de O.D. obtidos em relagdo ao controle
negativo da gelatina através do Teste T de Student e foram consideradas estatisticamente

significativas as ligagcdes da proteina com os componentes que obtiveram valores de p<0,05.



61

Como nao houve diferenca estatistica para as interagdes da rfSmVAL4 com os componentes
testados em relacdo ao controle negativo, os proximos ensaios foram feitos somente para a

rSmVALIS.

3.17.2  Valores de Kp para a ligacdo da rSmVAL18 com os componentes trombina e
plasminogénio

A partir dos resultados de interacdo da proteina rSmVALI18 com trombina, fator H e
plasminogénio, buscou-se determinar a dose-dependéncia da ligacdo proteina-componentes.
Uma placa de 96 pocos foi sensibilizada com 1 pg de cada componente em PBS (100 pL por
poco) por 3 h a 37 °C e em seguida, foi bloqueada em solugdo PBST-BSA 1% por 16 h a 4
°C. Depois, lavada 3 x em PBST e incubada com a proteina recombinante em diluicao seriada
comegando na concentragdo de 1 pM por 2 h a 37 °C. Apods novas lavagens, a placa foi
incubada com o anticorpo primario anti-rSmVALI18 em PBST-BSA 1% na dilui¢do de 1:
4.000. A placa foi novamente lavada e incubada com o anticorpo secundario IgG de cabra
anti-camundongo (Southern Biotech) na diluicdo de 1: 5.000 no tampao utilizado
anteriormente por 1 h a 37 °C. Apos lavagens em PBST, 100 pL de tampdo citrato (pH 5.0)
contendo o substrato OPD (0,5 mg/mL) e peréxido de hidrogénio (0,5 pL/mL) foi adicionado
em cada pogo e aproximadamente 5 min depois a reagdo colorimétrica foi encerrada
utilizando 50 pL de H,SO4 4 N por pogo e a placa foi lida em leitor de ELISA (Epoch
Microplate Spectrophotometer - BioTek), no comprimento de onda de 492 nm.

Os resultados do ELISA foram utilizados para calcular a constante de dissociagdo no

equilibrio de acordo com a seguinte formula:

A = Apsx [proteina]

(Kp + [proteinal])

Onde: A ¢ a absorbancia a uma dada concentracao de proteina, Ansx € a absorbancia
maxima do leitor de ELISA (no equilibrio), [proteina] ¢ a concentracdo de proteina e Kp ¢ a
constante de dissociacdo no equilibrio para uma dada absorbancia a uma dada concentracao

de proteina.
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Como os resultados da ligagdo da proteina ao fator H ndo foram diferentes dos do
controle apenas com BSA 1%, os resultados ndo foram considerados. Os proximos ensaios

funcionais foram realizados somente para trombina e plasminogénio.

3.17.3  Inibicéo da atividade da trombina pela rSmVAL18

A capacidade da rSmVALI18 em inibir a atividade da trombina humana foi avaliada
através da reacdo de formagdo de coagulo. A proteina recombinante foi novamente dialisada
em tampio PBS por 2 horas a 4 °C para eliminar contaminantes que ainda poderiam estar
presentes na amostra. Trombina humana (1,25 U/mL) foi incubada com concentragdes
distintas (70 a 0,5 uM) de rfSmVALI18 por 2 h a 37 °C, em PBS contendo 0,1% BSA. Como
controle, foi feita uma curva padrdo com concentracdes decrescentes da enzima, diluida em
tampao recuperado dos frascos de didlise, para que houvesse maxima padronizacdo do
experimento. Foram adicionados 10 pL das solu¢cdes em uma placa de ELISA, juntamente
com 90 pL de uma solugdo de fibrinogénio humano (1 mg/mL). O experimento foi realizado
em triplicata € um controle negativo desprovido de trombina também foi incluido. A reacgao
de formacdo do coagulo se prolongou por 1 h, sendo feitas leituras de 2 em 2 min, em
comprimento de onda de 595 nm em leitor de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer —
BioTek).

3.17.4  Analise da conversao do plasminogénio ligado a rSmVAL18 em plasmina

Outro ensaio realizado para a rSmVALI1S8 foi a avaliar se o plasminogénio ligado a
proteina recombinante era capaz de ser convertido a sua forma enzimaticamente ativa, a
plasmina.

Para tanto, o procedimento foi realizado conforme proposto por Vieira e colaboradores
(2009). Primeiro, uma placa de 96 pogos foi incubada com 1 pg da recombinante ou BSA
1%(controle negativo) em 100 pL de PBS por poco, em triplicata, por 16 h a 4 °C. Em
seguida, a placa foi lavada 3 x em PBST e bloqueada em PBST 10% leite desnatado por 2 h a
37°C. Apos o bloqueio, foi adicionado 1 pg de plasminogénio por pogo e este foi deixado
interagir com a proteina imobilizada por 2 h a 37 °C. A placa foi lavada por 3 x em PBST ¢
foram adicionados em cada pogo 4 ng de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (uPA-

Sigma-Aldrich) e substrato cromogénico para plasmina, D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroanilide
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dihydrochloride (Sigma-Aldrich), na concentragdao de 0,4 mM em volume final de 100 uL em
PBS. Os controles foram montados de forma que um dos componentes foi omitido
(Plasminogénio ou uPA ou substrato). As placas foram, entdo, incubadas por 16 ha37°Cea
degradagdo do substrato foi aferida por meio de leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 405 nm (VIEIRA et al., 2009).

Para as andlises estatisticas, primeiramente os valores de absorbancia do tratamento
completo foi comparado com os valores de absorbancia dos tratamentos controles (nos quais
um dos componentes foi omitido), e sendo detectada diferencga significativa, os valores de
absorbancia foram comparados com o controle negativo BSA 1%, pelo Teste T de Student, e

um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacio da SmVAL4 secretada ao longo do cultivo in vitro

As proteinas SmVAL4, 10 e 18 foram primeiro identificadas em secre¢des de cercarias
por proteoma (CURWEN et al., 2006) e depois caracterizadas como glicoproteinas (FARIAS
et al., 2012; JANG-LEE et al., 2007). Dados do nosso grupo mostram a presenga da SmVAL4
em extrato de cercarias e sua auséncia em esquistossomulos de 7 dias (FARIAS et al., 2012),
0 que se relaciona com os dados da literatura citados. Entretanto, entre estes estagios o
parasita passa por uma série de transformagdes que ainda ndao foram analisadas
sistematicamente, dos quais podemos destacar os estidgios de esquistossomulos de 3 h, 3 e 5
dias.

Dessa forma, buscou-se avaliar a presencga da proteina SmVAL4 nativa nos extratos dos
diferentes estagios e correlacionar ao aparecimento nas secrecdes dos parasitas por Western
Blot. Apds a eletroforese, o géis foram transferidos para membranas de PVDF e estas,
incubadas com anticorpo anti-rSmVAL4 capaz de reconhecer além da SmVAL4, as proteinas
SmVALIO, 18, 19 e potencialmente SmVAL24 por reatividade cruzada (Figura 8B) (Farias et
al., em preparagdo). Na Figura 12A, observa-se duas bandas de aproximadamente 30 kDa,
correspondentes 8 SmVAL4 nativa nos extratos de cercaria e esquistossomulos de 3 h e 3 d,
que se relaciona ao dado prévio de nosso grupo citado acima (FARIAS et al., 2012). Pode se
observar na Figura 12B que a proteina ¢ identificada nas secre¢des de Cerc PS, 3 he 3 d PS,
com apenas um sinal fraco observado em secrecao de parasitas de 5 dias. Nota-se também que
conforme a quantidade de proteina parece aumentar na secrecao, esta vai diminuindo dentro
dos parasitas (extratos totais), com o estdgio com maior quantidade de proteina no extrato

total correspondendo ao estagio com menor quantidade de proteina secretada e vice-versa.
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Figura 12. Identificacdo de SmVALSs em extratos totais e em secrecdes de parasitas apos transformacao e
ao longo do cultivo in vitro utilizando anticorpo anti-rSmVAL4. (A) Extratos totais de cercaria (Cerc),
esuqistossomulos de 3 h, 3, 5 e 7 d . Foram utilizados 25uL de amostras em (A) de 5.000 parasitas por ponto
experimental e 20pL de cada amostra de um cultivo de 80.000 esquistossomulos em (B).Secregdes de cercarias
(Cer PS), esquistossomulos de 3 h (3 h PS), 3,5¢ 7 dias 3 d PS,5dPS e 7dPS).

4.2 Analise da presenca da SmVAL4 em tegumento de esquistossomulos de 3 h, 2 e 5
dias porWestern Blot

Recentemente, uma andlise de proteinas de tegumento de esquistossomulos feita pelo
grupo do Dr. Alex Loukas (James Cook University, Cairns, Australia) identificou a SmVAL4
menos expressa no tegumento de parasitas de 2 e 5 dias em relagdo aos de 3 h, associada a
fragdo de membranas, (SOTILLO et al., 2015)

Porém, dados da literatura (CURWEN et al., 2006; JANG-LEE et al., 2007; FARIAS et.,
2012) e os nossos dados mostraram que a SmVAL4 ¢ secretada e foi identificada nas
secrecdes de parasitas cultivados in vitro por até 3 dias apds a transformacao. Para esclarecer
esses resultados, o tegumento de parasitas de 3 h, 2 e 5 dias cultivados in vitro, foi extraido e
as fragdes soluvel e insoluvel (membranas) do tegumento foram analisadas para a presenga da
SmVAL4 por Western Blot utilizando anticorpo especifico anti-rSmVAL4. Utilizou-se
também o extrato de proteinas totais dos vermes desnudos correspondentes, uma vez que foi
verificada a presengca da SmVAL4 que ainda ndo foi secretadas nestes extratos (item 4.1.).

A Figura 13. mostra que o anticorpo reconhece uma banda de aproximadamente 30 kDa,
correpondente 8 SmVAL4 nativa em extratos totais de vemes desnudos de 3 h e 2 d, como o
esperado, mas também reconhece um sinal na fracdo solivel do tegumento de
esquistossomulos de 3 h. Neste caso, uma explicagdo pode ser que o processo de extragdo do
tegumento utilizando vortex, estimule a secrecdo da proteina pelos parasitas que ainda nao a

secretaram no meio de cultura e por isso, observa-se o sinal na amostra de tegumento soluvel.
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Figura 13. Analise da presenca de SmVAL4 nas fracoes do tegumento de esquistossdmulos cultivados in
vitro. Sch — Esquistossomulos, 3 h —3 horas, 2 ¢ 5d — 2 e 5 dias, VD — Verme Desnudo, Teg S — Fragdo Solavel
do Tegumento, Teg I — fracdo insolivel ou de membranas do Tegumento. No lado esquerdo da figura,
encontram-se as bandas em kDa do marcador de peso molecular LMW (GE — Health Care).

4.3 Visualizacao das glandulas acetabulares de germ ball, cercarias, esquistossomulos
de 3 h a 7 d por microscopia confocal

Tanto as glandulas pré quanto as pds-acetabulares puderam ser visualizadas nos estagios
de germ ball (em final de desenvolvimento), cercarias, esquistossomulos de 3 h e 3 d. Em
germ ball, sdo evidenciadas as glandulas em desenvolvimento, enquanto que, em cercarias e
esquistossomulos de 3 h os ductos acetabulares também podem ser observados. Ja, em
esquistossomulos de 3 dias apenas um sinal remanescente pode ser observado. Nao foi
possivel observar sinal em parasitas cultivados por 5 e 7 dias (Figura 14).

As glandulas pré e pos acetabulares sdo do tipo holdcrinas, secretando além do seu
conteudo o citoplasma e as vesiculas constituintes das células glandulares. (WILSON et al.,
2006). Assim, a presenca destas glandulas em parasitas de 3 d (72 h), sugere que o
esvaziamento in Vvitro perdure por até 72 h, duragdo maior do que descrito anteriormente na

literatura, que era de 40 h (HARROP et al., 1993).
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Figura 14. Imagens das glindulas acetabulares de parasitas cultivados in vitro obtidas por microscopia
confocal. PNA conjugada com Alexa fluor 647 (vermelho) interage com glicocomponentes das glandulas
acetabulares. FITC-faloidina (em verde) marcando as fibras musculares do parasita que contém actina. Cer —
Cercaria; Schi 3 h — Esquistossdmulos de 3 horas; Schi 3, 5 e 7 dias — Esquistossomulos de 3, 5 ¢ 7 dias. Gl. pré-
ac. — glandulas pré-acetabulares, Gl. pds-ac. — glandulas pos-acetabulares, Ac. — acetabulo.

44  Amplificacio do cDNA SmVAL24 a partir do estagio de germ ball

Em continuidade a investigacdo e caracterizagdo de novas SmVALs potencialmente
secretadas na transicdo de cercérias para esquistossdmulos, concentramos nossos esforcos
para obter o cDNA correspondente a SmVAL24.

A partir de amostras de RNA do estagio de germ ball, foram utilizadas as condi¢des de
rea¢ao de PCR do kit GoTaq Hot Start Colorless Master Mix (Promega) com temperaturas de
anelamento de 55 °C, 58 °C e 60 °C para tentar amplificar o cDNA recém-sintetizado. Nas
condi¢des de 58 °C e 60 °C ¢ possivel observar a presenga de pelo menos trés produtos de
amplificacao majoritarios contendo entre 500-700 pb que poderiam corresponder ao cDNA da

SmVAL24 (Figura 15).
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Figura 15. Clonagem e amplificacio do cDNA da SmVAL24 para a sintese da sonda de RNA. Gel de
agarose 1% mostrando bandas correspondentes a amplificagdo do cDNA da SmVAL24 com temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos de 55, 58 e 60 °C. 1Kb plus — 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

O produto de amplificagdo de 500 pb foi subclonado no vetor pPGEM-T para confirmacdo
da identidade do fragmento por sequenciamento.

Foram sequenciados 10 clones provenientes da ligacdo do fragmento de 500 pb ¢ um
deles revelou se tratar do cDNA do gene SmVAL24. Estes ensaios foram realizados em
colaboragdo com a assistente de pesquisa Tereza Cristina Barbosa de nosso laboratorio que
participa da investigagdo da fun¢do da proteina do grupo 2 SmVAL6 (ndo secretada).
Utilizamos o cDNA da SmVAL24 sequenciado e subclonado em vetor pPGEM-T easy para a
sintese da sonda que foi entdo utilizada nos experimentos de hibridizagdo in situ (WISH). A
Figura 16 mostra as sondas de RNA sintetizadas para SmVALI, 4, 13, 14 e 24 junto com 0s

controles negativos (sondas sense da SmVAL4 e 13).

1 4 7 13) 4(=) 24 13 14

Figura 16. Sondas de RNA das SmVAL utilizadas nas hibridizacdes in situ. 13 (-) — Sonda sense da
SmVALI13 utilizada como controle negativo para ensaios com vermes adultos, e, 4 (-) — Sonda sense da
SmVALA4 utilizada como controle negativo para ensaios com germ ball.
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4.5  Localizacdes dos transcritos SmVAL por WISH

45.1 Germ balls

Para a localizagao dos transcritos SmVALI1, 4 e 24, o estagio de germ ball foi fixado,
permeabilizado ¢ hibridizado com as respectivas sondas antisense sintetizadas com
digoxigenina. A escolha deste estagio foi baseada nos dados de expressdo génica obtidos por
microarray publicados em 2011 por Parker-Manuel e colaboradores que mostravam o
aumento de expressdo desses genes na transi¢do dos estagios de germ ball — cercaria —
esquistossomulos de 3 dias, indicando o aumento de expressao dos genes SmVAL4 e 24 em
germ ball e do SmVALI em cercaria. Estes transcritos foram identificados na regido anterior
das glandulas pré-acetabulares como pode ser observado na Figura 17. As imagens foram
obtidas apos 90 min de revelagdo com o substrato BM Purple. Os dados de hibridizagdo dos
transcritos SmVALI0 e 18, obtidos em colaboracao, ndo serdo mostrados porque fazem parte

de um artigo em preparacao.

Controle  pna- alexa fluor 647/ FITC
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Figura 17. Localizagio dos transcritos SmVALIL, 4 e 24 nas glindulas pré-acetabulares de germ ball. Ac. —
acetabulo, Gl. pré-ac. — glandulas pré-acetabulares, Gl. pos-ac. — glandulas po6s-acetabulares. Controle negativo —
Sonda sense SmVALI1. Na direita, figura mostrando em detalhe as glandulas acetabulares em desenvolvimento
neste estagio hibridizado com PNA-Alexa fluor 647 e FITC-faloidina. A barra de escala equivale a 50 pL.

45.2 Vermes adultos

Buscou-se investigar a localizag¢ao tecidual do transcrito SmVALI13 uma vez que o pico
de expressdo do gene foi observado em fémeas de 7 semanas por PCR em tempo real
(CHALMERS et al., 2008) ¢ em esquistossomulos de 3 dias por microarray (PARKER-
MANUEL et al., 2011) enquanto que o transcrito SmVALI14 apresentou pico em vermes

adultos machos de 7 semanas por PCR em tempo real (CHALMERS, comunicagio pessoal)'.

'Informagio fornecida por CHALMERS, por e-mail em 2010.
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Vermes adultos de 3, 5 e 7 semanas foram entao fixados, permeabilizados e hibridizados
com as sondas SmVAL7 (controle positivo), SmVAL13 sense (controle negativo), SmVAL13
e SmVALI14. Tanto o transcrito SmVALI13 (grupo 2 — sem sequéncia sinal) quanto o
SmVAL14 (grupo 1 — com sequéncia sinal) foram localizados na glandula esofagica anterior
em vermes machos dos trés estagios analisados (Figura 18).

A presenca dos transcritos nos estagios de desenvolvimento no hospedeiro mamifero,
desde esquistossomulos 3 d até vermes adultos, poderia se relacionar ao desenvolvimento das
estruturas do processo de alimentacdo do verme, como esdéfago, glandula esofagica e
intestino, sendo que este processo comeca aproximadamente quando os vermes alcancam o

figado (21 dias — 3 semanas) (WILSON, 2009; WILSON, 2012).

SmVAL7
(positivo) SmVAL13 SmVAL14
Esofago (1. Esofapica
1 anterig
3 semanas
Gl. Esof4
posteri
5 semanas
7 semanas

Figura 18. Localizacio dos transcritos SmVAL?7 (controle positivo) na glandula esofagica posterior e dos
transcritos SmVAL13 e 14 na glindula esofagica anterior de vermes adultos machos. V. O. — Ventosa Oral,
V. V. — Ventosa ventral, Gl. esofagica — Glandula esofagica. Nao observou-se marcagdo no controle negativo
(dados ndo apresentados). A barra de escala equivale a 50 pm.
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A dupla hibridizagdo dos transcritos SmVAL7 e SmVALI3 utilizando os substratos
INT/BCIP e BM Purple, respectivamente, mostra claramente as diferentes localizagdes nos

parasitas: glandula esofdgica posterior para SmVAL7 e anterior para SmVAL13/14 (Figura
19).

GL ¢s.
| anterfor

Gl ey,
poster:

Figura 19. Dupla hibridizacio dos transcritos SmVAL13 (roxo) e SmVAL7 (laranja) e mostrando em
detalhe as diferentes localiza¢cdes nas glindulas esofagicas anterior e posterior, respectivamente. V. O. —
Ventosa Oral, V.V. — Ventosa Ventral, Gl. es. anterior — Glandula esofagica anterior, Gl. es. posterior — Glandula
esofagica posterior; Es. — Esofago. A barra de escala equivale a 50 pm.

4.6 Expressao diferencial dos genes SmVALs em estagios larvais e vermes adultos
avaliada por qRT-PCR

A expressao dos genes SmMVALL, 4 e 24 foi avaliada nos estagios larvais uma vez que os
dados de hibridizagdo in situ obtidos mostraram a localizagdo destes transcritos nas glandulas
acetabulares de germ ball (item 4.4) enquanto que os dados obtidos Chalmers e colaboradores
(2008) por RT-PCR em tempo real mostram que o gene SmVALI1 ¢ mais expresso em
cercarias, assim , os dados de expressao génica obtidos por “microarray” por Parker-Manuel e
colaboradores (2011), que, além disso mostram que os genes SmVAL4 e 24 sio mais
expressos (upregulated) em germ ball em relagdo a cercarias e esquistossomulos de 3 dias.
Para os diferentes estagios, os dados de RT-PCR em tempo real obtidos mostram que os genes
SmVALI, 4 e 24 s3o mais expressos no estagio de germ ball em relagdo aos estagios de
cercarias e esquistossomulos de 3 e de 7 dias, porém a expressao relativa ao gene
normalizador da subunidade 18 S ribossomal é bem baixa. Mesmo assim, esse resultado esta
de acordo com a localizagdo dos respectivos transcritos nas glandulas pré-acetabulares, onde
se encontram as proteinas de cercarias, relacionadas ao processo de parasitismo que comegam
a ser produzidas no estagio de germ ball (PARKER-MANUEL et al., 2011). O gene
SmVAL7 também foi avaliado nos estagios uma vez que comega a ser expresso cedo no
desenvolvimento com o transcrito ja detectado em cercérias e esquistossomulos de 10 dias

(ROFATTO et al., 2012). Os dados obtidos comprovam que para este gene, a expressao
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comega em cercarias com os niveis aumentando em esquistossomulos de 3 e 7 dias (Figura

20).

Bl SmvAL1
0.0004- 3 SmvALd
3 SmVAL24
0.0003- SmVALT
0.0002-

0.0001 -

bt ]
o ]

A AT

Mivel da Expressiio Relativa
a Subunidade 18S Ribossomal

.‘ & @'.P 2B
A

Figura 20. Analise da expressio dos genes SmVALL, 4, 24 e 7 nos diferentes estagios larvais de S. mansoni.
RNA total das amostras foi transcrito em cDNA e analisado por RT-PCR em tempo real para quantificar as
diferencas do nivel de expressdo entre os estagios de germ ball, cercarias ¢ esquistossomulos de 3 e 7 dias,
utilizando a subunidade 18 S ribossomal como gene normalizador. Schisto — Esquistossémulo, 3d — 3 dias, 7d —
7 dias.

Ja a expressdo dos genes SmVALI3 e SmVALI14 foi avaliada na regido anterior de
vermes adultos em relagdo ao restante do corpo dos parasitas uma vez que os dados de
hibridizagdo in situ mostraram a localizagdo de ambos os transcritos na glandula esofagica
anterior (item 4.4) e os dados obtidos por Chalmers e colaboradores (2008) mostram também
que o gene SmMVALI13 ¢ mais expresso em vermes adultos, porém em fémeas e o SmVAL14
em vermes adultos machos. Dados de “microarray” de Nawaratna e colaboradores (2011)
também identificaram o gene SmVALI13 com expressdo aumentada na regido anterior de
vermes adultos machos. A andlise dos dados mostra que, para vermes adultos, o gene
SmVALI13 ¢ mais expresso na regido anterior do que no restante do corpo dos parasitas,
condizendo com o resultado de identificacdo do transcrito obtido por WISH, assim como os
genes SmMVAL7 e 6 (ROFATTO et al., 2012), usados como controles positivos uma vez que
os transcritos sdo localizados na glandula esofagica anterior e ventosas oral e ventral,
respectivamente, estruturas localizadas na regido anterior dos parasitas. A expressdo do gene
SmVALI14 ¢ detectada, porém ¢ muito baixa em relagdo os outros genes analisados e por isso

acaba ndo aparecendo no grafico (Figura 21).
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Figura 21. Anadlise da expressido dos genes SmVAL?7, 13 e 14 na regido anterior em relaciio ao resto do
corpo de vermes adultos. RNA total das amostras foi transcrito em cDNA e analisado por RT-PCR em tempo
real para quantificar as diferengas do nivel de expressdo entre as regides, utilizando alfa-tubulina como gene
normalizador.

Dessa forma, pode-se concluir que os transcritos SmVAL13 e 14 sdo menos abundantes

do que os SmVAL6 e 7.

4.7  Alinhamento das sequéncias primarias das proteinas SmVALs

As sequéncias primarias das SmVALs foram alinhadas e analisadas utilizadando uma
série de ferramentas de bioinformatica como parte da caracterizacao molecular.

Foi feito o alinhamento multiplo das sequéncias primarias junto com a sequéncia da
NaASP-2 que ¢ uma proteina da familia CAP (ou SmVAL) secretada por N. americanus cuja
estrutura cristalografica ja foi resolvida e encontra-se disponivel para acesso no banco de
dados PDB (Protein Data Base — numero de acesso 1u53). Na Figura 22 o dominio
SCP/TAPS caracteristico encontra-se destacado em caixa e também destaca-se gm verde o
peptideo sinal e em letra vermelha as 6 cisteinas (C) conservadas do dominio presentes nas

proteinas secretadas (todas exceto a SmVAL13).



Figura 22. Alinhamento miiltiplo das SmVAL e NaASP2.
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4.8 Purificacio das proteinas recombinantes

E. coli BL21(DE3) transformada com os vetores de expressdo pAE contendo o inserto
das SmVALA4, 13, 14 e 18 apresentou expressao das respectivas proteinas recombinantes. Nao
foi possivel obter expressdo das proteinas SmVALIL, 10 e 24 nas condigdes testadas. Os
parametros teoricos preditos para as construcdes das proteinas maduras sao mostrados na

Erro! Fonte de referéncia nio encontrada..

Tabela 2. Parimetros tedricos das construcdes das SmVALs em pAE

Proteina Massa Molecular Ponto Isoelétrico Numero de residuos
(KARIUKI et al.) D de aminoacidos
rSmVAL4 19,87 kDa 8,52 171
rSmVALI3 28,56 kDa 9,26 247
rSmVAL14 23,97 kDa 9,78 206
rSmVALIS 17,4 kDa 5,07 151

Apos a expressdo em E. coli, as proteinas foram purificadas pela afinidade da cauda de
histidina ao Ni*" (HisTrap — GE Healthcare) usando gradiente de Imidazol. Curiosamente a
proteina SmVAL18 foi expressa e purificada a partir da fragdo soluvel sem a necessidade da

adicao de agentes caotropicos (Figura 23).
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Figura 23. SDS-PAGE 15% das fracdes das cromatografias por afinidade ao Ni** das proteinas
recombinantes. (A) rSmVAL4 — 1- C.I. — corplisculo de inclusio (MW 19,87 kDa) 2 — BenchMark™ Pre-
stained Protein Ladder (Invitrogen); 3 e 4 - Flow through, 5 a 9 — Fragdes eluidas; (B) rSmVAL13 -1 -C.I. —
corpusculo de inclusio (MW 28,5 kDa); 2 — BenchMark' ™ Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen); 3 e 4 - Flow
through, 5 a 10 — Fragdes eluidas; (C) rfSmVAL14 - 1- C.I. — corpusculo de inclusdo (MW 23,97 kDa) 2 —
BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen); 3 e 4 - Flow through, 5 a 9 — Fragdes eluidas; (D)
rSmVALIS8 - 1 e 11 - BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen); 2 — Fragdo solavel antes da
purificagdo; 3 a 5 - Flow through, 6 a 10 e 12 a 15 — Fragdes eluidas.

Apos as cromatografias, as fragdes contendo mais proteina e menos contaminantes foram
reunidas e ap6s o renovelamento por didlise em PBS. Para a SmVALA4, as fragdes 4 a 7; para a
SmVALILS3, as fragdes 5 a 8; para a SmVALI14, as fracdes 4 a §; e, para a SmVALI1S, as
fracdes 7 a 14. Apos a dialise, os rendimentos finais foram de 23,3 mg/L para rSmVAL4, 40
mg/L para rfSmVAL13, 50 mg/L pararSmVAL14 e 5 mg/L pararSmVALIS.

Os titulos de anticorpos obtidos apds imuniza¢des dos camundongos BALB/c foram de 1:
51.200 para IgG anti-rSmVAL14, 1: 1.600 para anti-rSmVAL4, 1: 6.400 para anti-
rSmVALI13 e 1: 3.200 para anti-rSmVAL18 (dados nao mostrados).

4.9  Analise de Dicroismo Circular (CD) das proteinas rSmVAL4, 14 ¢ 18

Os espectros de dicroismo circular indicam que as proteinas mantém uma estrutura
secundaria regular apos o renovelamento (Figura 24), possivelmente representada por um

sanduiche a-B-a tipico de proteinas que possuem o dominio CAP, como a Na-ASP2 (ASOJO
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et al., 2005), também conhecido como SCP/TAPS, no caso das SmVALs (CHALMERS et al.,
2008; KELLEHER et al., 2014).

15000,00
—rSmvAL4

__ 10000,00 "-\
% —rSmvAL14
% W
o S rSmVAL1S
@ L
¥ \,\- \ \ —rNaAsp2
2 t — Plchla
F 120 3 210 220 220 =20 250 260
o )
§ "\
—_— -5000,00 ) /
E\V
e
s

~10000,00

-15000,00

Wave lenght (nm)

Figura 24. Espectros de dicroismo circular das SmVAL4, 14 e 18 apds o renovelamento. As proteinas
aparentam ter uma estrutura ordenada, possivelmente composta por um sanduiche a-p-a tipico do dominio
SCP/TAPS, também encontrado na proteina Na-ASP2.

4.10 Avaliacio da expressdo das proteinas nativas ao longo do ciclo de vida de S.
mansoni por Western Blot

Para avaliar a expressdo das proteinas SmVAL4, 13, 14 e 18 nativas nos estagios do ciclo
de vida do parasita, utilizou-se os anticorpos policlonais gerados contra cada uma delas e o
extrato de proteinas totais dos estagios em ensaios de Western Blot. Pode-se observar, na
Figura 25. , que as proteinas SmVAL4 e SmVALI8 foram identificadas em extrato de
cercaria, enquanto que nao foi possivel identificar as proteinas SmVALI13 e 14 em extratos de
vermes adultos machos, como esperavamos com base nos resultados de WISH. A
identificacdo das proteinas nativas em extrato de cercarias esta de acordo com os dados

apresentados no item 4.1.
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Figura 25. Avaliaciio da expressio das proteinas nativas nos diferentes estagios de Schistosoma mansoni.
Foram utilizados 20 pg de extratos de proteinas totais de Cercarias (Cerc), Esquistossomulos de 7 dias (7D),
Vermes adultos misturados (AD), Vermes machos (Ma), Vermes fémeas (Fe) e Ovos (Ovos); e 150 ng de cada
proteina recombinante como controle positivo (rSmVAL). A esquerda de cada figura encontram-se bandas do
marcador de peso molecular BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen).

4.11 Imunolocalizacdo das SmVALS nativas nos tecidos dos estagios intra-hospedeiro
mamifero do parasita

4.11.1 Cercarias

A partir dos resultados ja obtidos para localizagdo dos transcritos e identificacdo das
proteinas nativas, buscou-se também imunolocalizar as proteinas SmVAL4 e 18 em cercérias.
A Figura 26 mostra que nao foi possivel observar as proteinas nativas nas glandulas
acetabulares de cercarias como era esperado, apenas as fibras musculares dos parasitas
marcados em vermelho (Rodamina-faloidina). J& para o controle positivo, utilizando anti-
rSmVALT7, pode-se observar a marcagao da glandula esofagica em desenvolvimento em verde
(ROFATTO et al., 2012) junto com as fibras musculares em vermelho (Rodamina-faloidina).

Observam-se somente as fibras musculares utilizando soro pré-imune (controle negativo).



79

Anti-rSmVAL4 Anti-rSmVALI18 Anti-rSmVAL7 (+) Soro pré-imune (-)

=
e
E

=3
o
=

Figura 26. Imunolocalizagido das proteinas nativas SmVAL4 e 18 em cercarias. Parasitas inteiros foram
fixados, permeabilizados ¢ incubados com anti-rSmVAL4 ou 18 (1: 100), anticorpo secundario de coelho
conjugado com fluoroforo Alexa-fluor 488 (1:200) ¢ Rodamina-faloidina (1:200) para a visualizagdo das fibras
musculares (em vermelho). Para o controle positivo (anti-rSmVAL7), em verde observa-se a glandula esofagica
em desenvolvimento. Como controle negativo, foi utilizado soro pré-imune (1: 100).

4.11.2 Vermes adultos

Novamente com base nos resultados de localizagdo tecidual dos transcritos por
hibridizagdo in situ (item 4.4), buscou-se também a localizagdo das proteinas nativas
SmVALI3 e 14 nos tecidos de vermes adultos de 7 semanas, utilizando os anticorpos
especificos, assim como o anticorpo anti-rSmVAL7 como controle positivo e soro pré-imune
como negativo.

Assim como para a SmVALA4 e 18, ndo foi possivel observar marcagdo especifica para as
proteinas nativas em vermes adultos, somente para a proteina SmVAL7 (controle positivo)

cuja marcagdo encontra-se na glandula esofagica posterior (Figura 27.).
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Figura 27. Imunolocalizacdo das proteinas nativas SmVAL13 e 14 em vermes adultos. Parasitas inteiros
foram fixados, permeabilizados e incubados com anti-rSmVAL13 ou 14 (1: 100), anticorpo secundario de coelho
conjugado com fluoroforo Alexa-fluor 488 (1:200) e Rodamina-faloidina (1:200) para a visualizag@o das fibras
musculares (em vermelho). Para o controle positivo (anti-rSmVAL7), em verde observa-se a glandula esofagica
de uma fémea. Como controle negativo, foi utilizado soro pré-imune (1: 100).

4.12 Avaliacido da resposta imune induzida pela imunizacio com proteinas
recombinantes frente ao desafio

Os dados obtidos de caracterizagdo molecular da SmVAL4, 13, 14 e 18, mostraram que as
proteinas sdo interessantes candidatos vacinais ja que possivelmente estdo envolvidas em
processos chave para o estabelecimento e sobrevivéncia do parasita no hospedeiro-mamifero
tais como penetracdo da pele (SmVAL4 e 18) e alimentagdo sanguinea (SmVALI13, 14).
Dessa forma, decidiu-se avaliar o potencial antigénico dessas proteinas em ensaio de
imunizagao e desafio junto com a SmVALG, presente no tegumento (interface de interagao
parasita-hospedeiro) e com a SmVAL7, componente da glandula esofagica de vermes adultos
(ROFATTO et al, 2012) e um dos 11 transcritos mais abundantes nesta estrutura (WILSON,
comunicac¢do pessoal)’. A imuniza¢io de camundongos com coquetel composto por estas
rSmVALs, seguida de desafio com cercérias, induziu protecdo de 7,6%. No entanto,
analisando-se apenas, o nimero de fémeas recuperadas, observa-se uma redugdao de 28,2%,

embora sem diferenga estatistica e uma redu¢do na contagem de ovos em 24,3% (Figura 28).

*Informagéo fornecida por WILSON, por e-mail em novembro de 2015.
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Figura 28. Avaliaciio dos parimetros de protecio alcancados com as imunizac¢es apoés o desafio. Controle
— Grupo que recebeu salina com adjuvante (TiterMax Gold) na primeira dose e somente salina nas duas doses
posteriores. rSmVAL — Grupo imunizado com as proteinas recombinantes coadministradas (60 pg de proteina
total) junto com adjuvante na primeira dose e somente as proteinas nas duas doses subsequentes. A barra central
representa a média do numero de vermes ou ovos recuperados em cada grupo e as barras acima e a abaixo da
média representam o erro padréo de cada grupo.

4.12.1  Analise da resposta imune humoral por ELISA

A resposta imune induzida pelas imuniza¢des com as proteinas recombinantes foi
analisada através da producdo de anticorpos contra as SmVALs recombinantes no grupo

imunizado (rSmVAL) em relagdo ao grupo controle por ELISA (Figura 29).
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Figura 29. Andlise da concentracio de IgG total anti-rSmVAL durante o regime de imunizacio e desafio
dos animais. Os soros individuais foram agrupados e m “pool” e a concentragao foi determinada pela curva de
IgG recombinante. rSmVAL — animais imunizados com as proteinas coadministradas e adjuvante TiterMax Gold
na primeira dose; Controle — animais inoculados com salina e adjuvante TiterMax Gold na primeira dose.
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A concentra¢do de IgG total anti-rSmVAL aumenta bastante apos a terceira dose e cai
depois do desafio exceto para a rSmVALI13, cuja concentragdo continua aumentando. A
maior concentracdo de IgG total obtida foi de 400 pg/mL para anticorpos contra rfSmVAL4 e
18.

O reconhecimento das proteinas recombinantes pelo soro dos animais imunizados foi
também avaliado por Western Blot. Foi utilizado o soro da sangria realizada antes do desafio,
ou seja, 19 dias apos a terceira imunizagao, ja que neste ponto os niveis de IgG total contra as
proteinas recombinantes atingem o pico da concentragdo. A Figura 30. mostra que os
anticorpos presentes no soro dos animais reconhecem fortemente as bandas correspondentes
as rSmVAL4 e 18, que sdo as proteinas que induzem a maior concentracdo de IgG total antes
do desafio, e fracamente as bandas correspondentes as rSmVAL6 e 7, que induzem as

menores concentragdes de IgG total, corroborando os resultados de ELISA obtidos.
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Figura 30. Reconhecimento das proteinas recombinantes pelo “pool” do soro dos animais imunizados
antes do desafio. Foram utilizados 4 pg de cada rSmVAL e o soro dos animais em dilui¢do 1: 4.000. Abaixo de
cada banda encontram-se as massas moleculares preditas para cada proteina recombinante em kDa.

A rSmVAL7 se mostrou pouco imunogénica com a concentragdo de IgG total obtida por
volta de 5 pg/mL (dado ndo mostrado) e por isso a concentracdo e a razdo 1gG1/IgG2c para
esta proteina ndo foi analisada. Foram avaliadas as concentragdes de IgG1 e IgG 2c, e a razdo
entre elas, sendo que rfSmVAL4, 6 e 13 apresentaram um perfil mais Thl (Tabela 3), e,

rSmVALI14 e 18 apresentaram um perfil mais Th2 (Tabela 4).
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Tabela 3. Analise da producao de IgG1 e IgG2c anti-rSmVALA4, 6 e 13 antes e apos o desafio.

rSmVAL4 rSmVALG rSmVAL13
IgG1 1gG2c IgG1 1gG2c IgG1 IgG2c
(ug/mL) (pg/mL) IgG1/lgG2c |(ug/mL) (ug/mL) 1gG1/IgG2c | (ug/mL) (pg/mL) IgG1l/lgG2c
T(gggf 15,18 23,33 0,65 0,25 042 0,59 4,54 5,06 0,89
ig 187,3 302 0,62 221 18,27 0,12 3215 89,75 0,35
94 120,7 110,4 1,09 1,19 29,57 0,04 10,52 66,88 0,15

(29) refere-se ao soro coletado antes da terceira imunizagdo; (48) soro coletado antes do desafio e (94) soro antes

da perfusao.

Tabela 4. Analise da producio de IgG1 e IgG2c anti-rSmVAL14 e 18 antes e apds o desafio.

rSmVAL14 rSmVAL18
IgG1 IgG2c IgG1 IgG2c
(ug/mL) (ug/mL) 19G1/IgG2c | (ug/mL) (ug/mL) 1gG1/lgG2c
T(SIQE)" 8,38 6,26 1,34 110,2 46,57 2,36
4213 33,53 30,45 1,10 219,8 189,2 1,16
94 34,95 14,88 2,35 90,11 85,41 1,05

(29) refere-se ao soro coletado antes da terceira imunizagao; (48) soro coletado antes do desafio e (94) soro antes

da perfusdo.

4.12.2  Avaliacéo da Resposta Imune Celular por CBA

Para avaliar a resposta celular induzida pelas imunizag¢des, quinze dias apos a terceira
dose, células do bago de seis animais de cada grupo, controle e imunizado, foram cultivadas
por 48 h na presenca de cada proteina recombinante individualmente (rSmVALA4, 6, 7, 13, 14
ou 18) ou de todas reunidas em “pool” e a produ¢do de citocinas Thl, Th2 ou Thl7 foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Bead Array — BD -
Biosciences). As proteinas rSmVAL4 e rfSmVALI18 induzem uma producdo mais elevada de
IFN-y, TNF-qa, IL-6, IL-10 e IL-17 do que as outras proteinas quando comparadas ao grupo

controle que foi imunizado somente com salina estéril, como observado na Figura 31.



84

a000 |FN-V 3000- TNF .
Eﬂllllll b
- 4000 z
*k
20004 **
“Ev Bv &v &v &v &v &v v &V &V &V &V &V &v &v &V
NE VAL4 VALG VAL? VALI3 VAL14 VAL1S8 Pool NE VAL4 VALS VALY VAL13 VAL14 VAL18 Fool
o IL-6 1o0- IL-10

g
(=]
g
»
IL-10 (pgimi)

CV¥ GV CY cV [*2" GV Cv CcV cv cV cv cCV CvV cCvV cv cv
NE VALY VALG VALT VAL13 VAL14 VAL18 FPool NE VAL4 VALG VAL7 VAL13 VAL14 VAL1B Pool
IL17-A
180 *xk
100
*kE
N
=% .
*
0
C¥ C¥ CV¥ £V CV¥ Cv CV C¥

VAL4 VALG VAL7 VAL13 VAL14 VALIS Pool

Figura 31. Analise da resposta imune celular por CBA. C — grupo controle imunizado com salina estéril mais
adjuvante na primeira dose; V — grupo vacinado (imunizado) com as proteinas coadministradas mais adjuvante
na primeira dose; Pool — células do bago estimuladas com as proteinas reunidas em “pool” (15 pg); NE — células
do bago nao estimuladas em cultivo. Os esplendcitos dos grupos C e V foram estimulados com as proteinas
recombinantes individuais (5 pg).

4.13 Investigacdo de funcées para as proteinas rSmVAL4 e rSmVAL18

4.13.1 Interacdo com componentes de matriz extracelular e do soro

Primeiro, avaliou-se se as proteinas eram capazes de interagir com componentes de
matriz extracelular e do soro por ELISA, o que poderia indicar um papel na penetracao da
pele através da degradacdo da matriz extracelular ou na evasdo do sistema imune pela
interacdo com os componentes do soro.

As placas de 96 pogos foram sensibilizadas com os diferentes componentes, listados na
Tabela 1, incubados com as proteinas recombinantes, em seguida com os anticorpos anti-
rSmVAL4 ou 18 e por fim reveladas. A Figura 32 mostra que a proteina rSmVAL18 foi capaz

de interagir com trombina, fator H e plasminogénio, enquanto que a rfSmVAL4 nao foi capaz
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de interagir com os componentes testados de forma estatisticamente significativa em relagdo

aos controles negativos utilizados (fetuina, BSA e gelatina).
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Figura 32. Avaliacdo de interacio das proteinas recombinantes com componentes de matriz extracelular e
do soro. Foram utilizados 1 pg de cada componente ¢ 500 ng de cada proteina. Os soros anti-rSmVAL4 ¢ 18
foram utilizados na dilui¢do de 1: 4.000 e o soro de cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase (HRP)
foi utilizado na diluigdo de 1: 5.000. Os valores de absorbancia foram obtidos em comprimento de onda de 492
nm.

4.13.2  Dose-dependéncia da interagdo entre a proteina rSmVAL18 e o0s componentes
trombina e plasminogénio

Uma vez que a rSmVAL18 demonstrou interagdo significativa com componentes do soro,
buscou-se avaliar a dose-dependéncia dessas ligacdes. Foram avaliadas diferentes
concentragdes da proteina recombinante com uma quantidade fixa de trombina e de
plasminogénio (PLG). Para o fator H, o ensaio de dose-dependéncia ndo mostrou diferenca
significativa da ligacdo do componente com a recombinante em relagdo a ligacao do controle
negativo (BSA 1%) com a recombinante e por isso, os dados ndo foram mostrados. Para a
trombina e o PLG, observou-se uma saturagdo das ligacdes na concentracdo de 0,5 uM de
rSmVALI1S. A Figura 33 mostra as curvas de liga¢do da recombinante com os componentes e
também a do controle negativo (BSA 1%). A partir dos resultados de absorbancia, foram
calculadas as constantes de dissociacdo no equilibrio, segundo a formula mostrada no item
3.15.2. Para a trombina, o valor de Kp obtido foi de 62,5 + 20 nM e para o PLG, o Kp foi de
7,0 £2,9 nM.
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Figura 33. Curvas de ligacio dose-dependente da SmVAL18 recombinante com trombina e plasminogénio
(PLG). Foram avaliadas concentragdes de 0 a 0,5 uM de proteina recombinante e 1 pg de cada componente.
Cada ponto representa a média dos valores de D.O. 495 o, Obtidos em duplicata e as barras representam os erros-
padrdo destes valores. A curva do controle negativo (BSA) foi incluida.

4.13.3  Analise da inibicao da atividade da trombina pela rSmVAL18

A interagdo da rSmVALI18 com a trombina humana indica que a proteina pode ter uma
papel na evasdo do sistema imune do hospedeiro, assim como o observado para a Sm22.6,
uma proteina de tegumento de esquistossomulos e vermes adultos inibe o processo de
coagulacdo através da interacdo com a o e y-trombinas humanas (LIN et al., 20006).

Para avaliar a capacidade da rSmVALI18 em inibir a atividade da trombina humana,
diferentes concentragcdes molares da recombinante (70 a 0,5 puM) foram incubadas com
trombina e fibrinogénio humanos para observacao da reacdo de formacdo de coagulo durante
1 h. Nao foi possivel observar inibi¢do da atividade da trombina pela proteina recombinante,

nas condi¢des testadas. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 34.

% Atlvidade da trombina
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Figura 34. Avaliacdo da inibicdo da atividade da trombina humana pela SmVAL18 recombinante. Foram
avaliadas as concentragdes de 70 a 0,5 uM de proteina recombinante e 1,25 U/mL de trombina humana,
incubadas com 1 mg/mL de fibrinogénio para observagdo da formacdo de coagulo. Os resultados obtidos foram
comparados a uma curva-padrao da atividade da trombina, de 0 a 100 %. Cada coluna representa a média dos
valores obtidos em triplicata para cada ponto e as barras reprentam os erros-padrao de ponto.
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4.13.4  Avaliagdo da conversdo de plasminogénio ligado & rSmVAL18 em plasmina

Investigou-se também se a ligagdo do plasminogénio & proteina recombinante poderia
aumentar a sua conversdao em plasmina pelo ativador. Proteinas ligantes de plasminogénio ja
foram identificadas no tegumento de vermes adultos de S. bovis, espécie parasita de
ruminantes, ¢ no tegumento de esquistossomulos de S. japonicum (DE LA TORRE-
ESCUDERO et al., 2010; YANG et al., 2010).

Para isso, a proteina recombinante foi imobilizada em placa de 96 pocos e em seguida
incubada com PLG. Apos adi¢do do ativador do plasminogénio e do substrato cromogénico
de plasmina, a reagao perdurou por 16 h a 37 °C. Foram realizados controles onde um dos
componentes, o0 PLG, o ativador ou o substrato ndo foi adicionado a reagdo, além do controle

negativo com BSA 1 % no lugar da recombinante (Figura 35).
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Figura 35. Andlise da conversiao do PLG ligado a rSmVALI18 em plasmina. As colunas representam a
média dos valores de D.Oy49, ,y Obtidos em triplicata e as barras representam os erros-padrdo de cada valor.
Completo — reag@o contendo todos os componentes; Sem uPA — reacdo sem o ativador de PLG tipo uroquinase
(uPA-Sigma); Sem Substrato — reagfo sem substrato cromogénico para plasmina (D-valyl-leucyl-lysine-p-
nitroanilide dihydrochloride — Sigma Aldrich).

A andlise estatitica dos valores obtidos para o sistema completo mostra que a ligagdo do
PLG a recombinante aumenta a sua conversao em plasmina (p<0,05). Apesar de a proteina ser
secretada e ndo estar presente no tegumento, a interacdo com PLG indica que a SmVALI8
pode agir como um receptor desta molécula, favorecendo sua conversdo em plasmina, que ¢é
uma enzima do sistema fibrinolitico, que por sua vez estd relacionado a degradacdo de

componentes de matriz extracelular e de codgulo, facilitando a invasao do hospedeiro.



88

5  DISCUSSAO

Os recentes avangos nas areas de protedmica ¢ microarray apds as publicagdes do
transcriptoma (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003) ¢ genoma do S. mansoni (BERRIMAN
et al., 2009) apontaram varios genes codificando proteinas envolvidas em processos
fisiologicos do parasita como novos alvos de drogas para o controle da esquistossomose.
Estes estudos também possibilitaram a identificacdo de novos candidatos vacinais, os quais
sdo preferencialmente genes que codificam proteinas expostas na superficie do parasita ou
secretadas nos estagios que infectam o hospedeiro mamifero. Neste caso, proteinas liberadas
por cercarias quando estas penetram a pele tornam-se candidatos interessantes por estarem
acessiveis ao sistema imune sendo a pele o primeiro contato entre parasita e hospedeiro
(CURWEN et al., 20006).

Dentre os genes identificados nos ultimos dez anos, membros da familia multi-génica
SmVAL (grupo 1 — com peptideo sinal) mostram-se interessantes como potenciais antigenos
vacinais por apresentarem pico de expressdo durante a transicdo germ ball — cercaria -
esquistossomulo de 3 dias, codificando proteinas que provavelmente exercem fungdes
relacionadas aos processos de invasdao do hospedeiro mamifero (CHALMERS et al., 2008;
PARKER-MANUEL et al., 2011). Neste contexto, foram selecionados os genes SmVAL4, 10
e 18, que codificam proteinas previamente identificadas em secregdes de cercarias por
proteoma possivelmente envolvidas no processo de penetragdo da pele durante a infecgdo
(CURWEN et al., 2006), SmVALI1 cujo pico de expressao foi identificado em cercarias e o
gene SmVAL24, que apresentou expressdo aumentada no estagio de germ ball (PARKER-
MANUEL et al., 2011).

Além destes, também foram alvo deste estudo os genes SmVALI13, cujo pico de
expressdao foi identificado por PCR em tempo real em cercarias e vermes adultos
(CHALMERS et al., 2008) e 0 SmVAL14 com pico de expressdo também em vermes adultos
(CHALMERS, comunicagio pessoal)'.

'Informagio fornecida por CHALMERS, por e-mail em 2010.
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Primeiramente, buscou-se investigar o perfil de secrecdo de proteinas SmVAL durante a
transi¢do cercaria — esquistossomulo de 7 dias in vitro, com base na identificagdo prévia de
nosso grupo de pesquisa da SmVAL4 em extrato total de cercérias, mas ndo em extrato de
esquistossomulos de 7 dias utilizando anti-rSmVAL4 por Western Blot (FARIAS et al., 2012)

Durante o periodo desde a transformagdo de cercarias até esquistossomulos de 7 dias
(estdgio pulmonar) uma série de transformagdes acontecem juntamente com a migragao do
parasita que deve conseguir suplantar as diferentes barreiras impostas pelo hospedeiro.
Primeiramente, ocorrem adesdo e protedlise de camadas da epiderme por proteinas
provenientes da secrecdo do conteido das glandulas pos e pré-acetabulares de cercarias
(CURWEN et al., 2006; JANG-LEE et al., 2007).

Apés aproximadamente trés dias na pele, os parasitas finalmente invadem um vaso
sanguineo auxiliados pela secrecdo de enzimas da head gland para penetragdo tanto da
membrana basal da epiderme quanto da parede de vénulas ¢ migram para os pulmdes. Por
volta de sete dias, a maioria dos parasitas comega a alcancar os pulmdes, onde sofrem um
processo de elongagdo e maturagdo (WILSON, 2009). Os parasitas durante a migragdo
encontram-se em estado de semi-quiescéncia metabolica, evidenciado pela falta de mitoses
até a chegada ao sistema porta-hepatico. Finalmente, os esquistossdmulos chegam ao figado
(14 a 21 dias apds a penetracdo pela pele), onde iniciam o processo de aquisi¢do de nutrientes
do sangue, relacionado ao aumento de consumo de oxigénio e da atividade da desidrogenase
latica (WILSON, 2009). Proteinas presentes nas glandulas esofagicas devem exercer fungdes
na alimentagdo como lise de eritrdcitos apos a ingestao e a regurgitacdo do material digerido.
Esse contetido regurgitado ¢ liberado na corrente sanguinea e levado até o figado onde pode
interagir com células apresentadoras de antigenos. (WILSON, 2012). A detec¢do de proteinas
secretadas por parasitas cultivados in vitro até 5 dias apds a transformagao, correlacionou-se
com a dindmica de esvaziamento das glandulas acetabulares dos parasitas correspondendo aos
eventos de invasdo citados.

A interacdo da lectina PNA com as glicoproteinas presentes tanto nas glandulas pré
quanto pés acetabulares de germ ball, cercaria, esquistossomulos de 3 h, evidencia que o
conteudo das glandulas ¢ esvaziado durante os processos de invasdo do hospedeiro mamifero
descritos na literatura (WILSON, 2012; WILSON et al., 2009) que coincidem com o

aparecimento de SmVALSs no meio de cultura de parasitas cultivados in vitro.
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Dessa forma, acredita-se que essas proteinas estejam auxiliando de alguma maneira os
processos de invasdo, secretadas durante a penetragdao da pele (cercarias), degradacao da
epiderme por protedlise (esquistossdmulos de 3 h), imunomodulacdo e penetracdo de um vaso
sanguineo/linfatico (esquistossomulos de 3 d). Em adi¢do ao resultado de identificagdo de
SmVALSs secretadas, a identificacdo da proteina SmVAL4 em vermes desnudos de 3 he 2 d,
evidencia que as proteinas sdo realmente secretadas e nao estariam associadas as membranas
do tegumento dos parasitas, assim como foi proposto por Sotillo e colaboradores (2015). No
caso, os autores podem estar identificando proteinas secretadas por parasitas estimulados pelo
processo de extracao do tegumento.

Como uma maneira de inferir possiveis fungdes para os genes estudados com base na
localizagdo tecidual de seus transcritos, assim como ja feito para as SmVAL6 e 7 (ROFATTO
et al., 2012), a localizacdo dos mRNAs SmVALI, 4 ¢ 24 foi determinada por hibridi¢ao in
situ (WISH) nas glandulas pré-acetabulares de germ ball enquanto que os transcritos
SmVALI3 e 14 foram identificados glandula esofagica anterior de machos adultos de 3, 5 e 7
semanas. Estes transcritos foram os primeiros identificados na glandula esofagica anterior
juntamente com transcritos da familia génica MEG (Micro-Exon Gene) identificados por
nosso grupo em colaboragdo com o Dr. Alan Wilson (WILSON et al., 2015 — manuscrito
aceito). Dados de microarray de genes componentes da glandula esofagica de vermes adultos
machos, retirada por microdissec¢do dos parasitas, identificaram além de transcritos
relacionados com metabolismo de lipidios, o transcrito SmVAL13, enriquecido na glandula
esofagica ¢ com expressdo aumentada (upregulated) na regido da cabega, relacionado a
fungdes de alimentagdo e parasitismo (NAWARATNA et al., 2014).

Para germ balls, a localizagdo tecidual dos transcritos SmVALI, 4 e 24 possivelmente
estd relacionada com a invasdo do hospedeiro mamifero, momento que o contetido das
glandulas acetabulares comeca a ser liberado por cercarias (CURWEN et al., 2006; WILSON
et al., 2009). As glandulas pré-acetabulares sdo preenchidas por enzimas proteoliticas que
auxiliam na penetragdo da pele. J4, as poOs-acetabulares contém uma mistura de muco-
substancias (mucinas) que promovem a adesdo das cercarias a superficie da pele (DORSEY et
al., 2002).

Genes que codificam serinoproteases ¢ metaloproteases constituintes das glandulas pré-
acetabulares de cercarias também tiveram seus transcritos identicados em germ ball por
microarray (PARKER-MANUEL et al., 2011). Dessa forma, o genes SmVALI, 4 ¢ 24 seriam

transcritos no estagio germ ball, condizendo com a identificagdo do mRNA neste estagio, ¢ a
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traducao aconteceria no estdgio de cercaria que liberaria estas proteinas para auxiliar na
penetracao da pele logo nas primeiras horas apos transformacao (CURWEN et al., 2006).

J& para vermes adultos, a localizacdo dos transcritos SmVALI3 e 14 na glandula
esofagica anterior sugere que as proteinas estejam envolvidas no processo de alimentagdo
sanguinea, assim como a SmVAL7 cujo transcrito foi localizado na glandula esofagica
posterior (ROFATTO et al., 2012). Adicionalmente, os transcritos SmMMEG4.1, SmMEG14,
SmMEG4.2 foram identificados na glandula esofagica posterior de vermes adultos (LI et al.,
2013; LI et al., 2014) também com transcricdo aumentada em esquistossdmulos de 3 dias na
gastroderme, indicando que este tecido, junto com a glandula esofigica, passa por
diferenciagdo ao mesmo tempo em que os vermes alcancam o sistema porta-hepatico e
iniciam a alimentacdo de sangue (WILSON et al., 2009).

A andlise de microscopia confocal da regido do es6fago de vermes adultos corados com
Langeron's Carmine por Li e colaboradores em 2013, mostra que existem duas aglomeracdes
celulares bem definidas, sendo uma delas a glandula esofagica posterior. Recentemente, os
mesmos autores propuseram que a aglomeracdo anterior seja denominada de glandula
esofagica anterior. A glandula esofagica anterior corresponde a 1/3 do volume da posterior e
também esta envolvida nos processos de alimentagdo sanguinea de vermes adultos (LI et al.,
2013).

A glandula esofagica anterior desempenha um papel nos primeiros passos da
alimenta¢do sendo as proteinas liberadas por estas responsaveis por desestabilizar a
membrana plasmatica dos eritrocitos que entram pela boca e passam ao longo do esofago. Ja a
glandula esofagica posterior contém proteinas que de fato promovem a lise desses eritrocitos
conforme chegam ao eséfago posterior. (LI et al., 2014). Além dos transcritos localizados
neste estudo, o transcrito MEG-12 foi também identificado na glandula esofagica anterior de
vermes adultos (LI et al., 2014).

Proteinas identificadas na glandula esofagica tornam-se candidatos vacinais atrativos ja
que sdo secretadas num espaco delimitado e desempenham papel central no processo de
alimentacdo. Os anticorpos induzidos contra estas proteinas ndo entram em um espago
proteolitico acido como aquele que cerca os alvos no limen do intestino dos vermes ou na
gastroderme (LI et al., 2013).

A Tabela 5 resume a localizagdo tecidual e as secrecdes em que os transcritos e/ou

proteinas SmVALs foram identificados até o momento por diferentes técnicas experimentais.
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Tabela 5. Identificacio de SmVALs em secre¢oes de cercarias, nas glandulas pré e poés-acetabulares,
glandulas esofagicas e nas ventosas por diferentes técnicas experimentais.

~ ~ Glandulas | Glandulas | Glandula | Glandula | Ventosa
Secregdes | Secrecoes , . ap ,
. . Pré- Pos- esofagica | esofagica oral e
cercariais | cercariais > .
acetabulares | acetabulares | anterior | posterior | ventral
. 2 | Reatividade b c ¢
Metodologia Proteoma b WISH WISH WISH | WISH/ICC®| WISH
cruzada
SmVALI1 X
SmVAL4 X X x (GB)
SmVAL7 X
SmVALI10 X X X
SmVALI13 X
SmVALI14 X
SmVALI1S8 X X X
SmVALI19 X
SmVAL24 x (GB)
SmVALG6 X

*_ Curwen et al., 2006 ° — Farias et al., em preparagdo, © — Rofatto et al., 2012, “WISH — Whole Mount In Situ
Hybridization” , “ICC — Immunocytochemistry”, Cer — cercaria, GB — germ ball.

Analises de RT-PCR em tempo real mostraram que os genes SmVALI13 e 14 sdo
expressos diferencialmente na regido anterior de vermes adultos em relagdo ao restante do
corpo dos parasitas, o que condiz com a localizagdo tecidual dos transcritos na glandula
esofagica anterior de vermes adultos.

Para dar continuidade a carcaterizagdao molecular ¢ ao ensaio de imunizagao e desafio, as
proteinas recombinantes SmVAL4, 13, 14 ¢ 18 foram expressas em E. coli BL21 (DE3) e
purificadas com rendimento alto, exceto para a rfSmVAL18 que foi a unica proteina obtida na
fragdo soluvel apds a lise das bactérias. Como para esta proteina, os corpusculos de inclusao
ndo foram processados, uma parte da proteina pode ter sido expressa nesta condi¢do, o que
justificaria o baixo rendimento. Uma vez que esta foi a primeira vez que uma proteina
recombinante de S. mansoni foi expressa de forma soltvel em E. coli, optou-se por utilizar
somente esta amostra para 0s ensaios posteriores.

As andlises de Dicroismo Circular mostraram que as proteinas mantiveram uma estrutura
secundaria ordenada apods o renovelamento em tampao fosfato-salina (PBS), formada por um
sanduiche a-B-o tipico do dominio SCP (ou CAP) caracteristico de proteinas da familia

SmVAL (ASOJO et al., 2005; CHALMERS et al., 2008; KELLEHER et al., 2014). Até o
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momento, a unica SmVAL que teve sua estrutura resolvida foi a SmVAL4, em colaboracao
com o grupo da Dra. Oluwatoyin Asojo (National School of Tropical Medicine, Baylor
College of Medicine, Houston — USA). Uma caracteristica interessante ¢ de que esta proteina
possui um dominio Unico entre as SmVAL formado por somente um motivo CAP (CAP4) na
cavidade central, ao contrario de outras proteinas da mesma familia que possuem os quatro
motivos caracteristicos (CAP1, CAP2, CAP3 e CAP4) (KELLEHER et al., 2014). Ensaios
funcionais mostraram que a proteina ¢ capaz de ligar lipidos in vitro (como colesterol) e
também de complementar in vivo o fenotipo de exportar esterdis de leveduras mutantes, sem
proteinas CAP enddgenas (KELLEHER et al., 2014).

Os resultados obtidos para a SmVAL4 reforcaram a colaboragdo com o grupo da Dra.
Oluwatoyin Asojo, que no momento estd tentando resolver as estruturas da SmVALI8 e 14
para ampliar os conhecimentos sobre as fungdes das proteinas codificadas pela familia génica
SmVAL.

As proteinas nativas SmVAL4 e 18 foram identificadas somente em extratos totais de
cercarias pelos anticorpos especificos por Western Blot, condizendo com o resultado da
identificagdo da SmVAL4 em extrato e secrecdo de cercarias, além dos outros estagios larvais
intra-hospedeiro mamifero, refor¢cando a idéia de que a proteina, assim como a SmVALIS,
previamente identificada também em secrecdo de cercarias por protedmica (CURWEN et al.,
2006; JANG-LEE et al., 2007) esteja desepenhando papéis nos momentos inciais da infecgao.

Nao foi possivel identificar as proteinas nativas SmVAL13 e 14 em extrato de vermes
adultos, como era esperado com base nos resultados obtidos da localizagdo tecidual dos
transcritos na glandula esofagica posterior por hibridizagdo in situ. O ensaio de Western Blot
pode ndo ter funcionado para estas proteinas por estarem na regido anterior dos vermes,
concentradas numa éarea pequena (glandula esofagica anterior) formada por poucas células,
aproximadamente 700 células nos machos e um pouco menos nas fémeas (LI et al., 2014), em
comparagao ao restante do corpo e aos outros 6rgaos, como testiculos e ovarios que ocupam
grande volume do corpo dos vermes adultos. No caso das proteinas de cercarias, as glandulas
acetabulares constituem 2/3 do volume do corpo dos parasitas deste estagio (DORSEY et al.,
2002) e por isso, seu conteudo ¢ abundante e mais facil de ser detectado.

Apesar da identificagdo das proteinas de cercaria por Western Blot nao foi possivel
localiza-14s por Imunohisqoquimica. Uma hipdtese para o resultado negativo seria de que o
processo de fixacdo dos parasitas estimule a secre¢do das proteinas SmVAL4 e 18 pelas
glandulas acetabulares e por isso ndo foi possivel localiza-las por imunohistoquimica. Ja a

SmVAL?7 (utilizada como controle positivo) pdde ser identificada uma vez que € secretada
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pela glandula esofagica posterior durante o processo de alimentacdo sanguineo que ocorre
somente quando os parasitas chegam ao figado (aproximadamente 21 dias apds infecgdo)
(WILSON et al., 2009)Também nao foi possivel localizar as proteinas nativas de vermes
adultos por Imunohistoquimica. Nesse caso, uma explicacdo para este resultado seria o fato
das proteinas nativas SmVAL 13 e 14 estarem na glandula esofagica anterior e em menor
abundancia do que a SmVAL?7, participando dos processos iniciais da alimentacdo pelos
parasitas, e, dessa forma, secretadas antes do que a SmVAL7, localizada na glandula
esofagica posterior (LI et al., 2013; LI et al., 2014; ROFATTO et al., 2012).

Os resultados de caracterizagdo molecular das SmVALA4, 13, 14 e 18 mostraram que as
proteinas secretadas seriam interessantes candidatos vacinais, assim como a SmVALG6 e 7 ja
caracterizadas por nosso grupo de pesquisa (ROFATTO et al., 2012).

Atualmente, um racional a ser explorado ¢ o que vem sendo utilizado no
desenvolvimento de uma vacina contra ancilostomose. Neste caso, uma aspartico protease
(Na-APR-1) de Necator americanus foi produzida em combinagdo com uma Glutationa-S-
transferase (Na-GST-1) e o resultado observado foi a morte do parasita mediada pelo bloqueio
da alimentagdo (HOTEZ et al., 2010).

Diante deste contexto, acreditavamos que somente um ataque orquestrado contra
diferentes antigenos, presentes em diferentes estagios e com fungdes chave na migragao e

nutricdo dos vermes, pudesse ter éxito na eliminagdo do parasita.

As proteinas recombinantes foram entdo co-administradas na forma de coquetel em
camundongos C57BL/6 e apos o desafio, os animais foram perfundidos para avaliacdo dos

parametros de protegdo e caracterizacao das respostas imune celular e humoral obtidas.

A analise da resposta imune humoral mostrou que as proteinas sdo imunogénicas (com
exce¢do da rSmVAL7) e foram capazes de induzir a producdo de elevados niveis de
anticorpos IgG, principalmente rfSmVAL4 e 18 (400 pg/mL). Demonstrou-se que rSmVAL4,
6 ¢ 13 induziram a producdo de anticorpos com perfil mais Thl (IgG 2c), enquanto que
rSmVALI14 e 18 induziram a produgdo de anticorpos com perfil mais Th2 (IgG 1).

A resposta imune celular foi avaliada através da produgdo de citocinas pelos esplénocitos
dos animais imunizados induzida pelo estimulo in vitro com as proteinas recombinantes e
novamente as proteinas rSmVAL4 e 18 foram as que induziram os maiores niveis de citocinas
de perfil Th1 (INF-y), inflamatorias (TNF-a) e reguladoras (IL-10).

A protecdo frente ao desafio experimental alcangada com as imunizagdes foi baixa (7,64

%), porém houve uma redugao parcial do numero de fémeas recuperadas no grupo imunizado
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(28,2 %) com consequente reducdo na contagem de ovos por grama de figado (24,34 %),
embora ndo significativas. No caso de uma vacina contra a esquistossomose, essas reducoes
sdo interessantes do ponto de vista da diminui¢do da transmissdo da doenga e reducdo da
morbidade (BERGQUIST et al., 1998; WEIS et al., 1996).

Com base em estudos no modelo murino, sabe-se que tanto células T quanto anticorpos
sd0 necessarios para uma resposta protetora contra a esquistossomose. Na imunizagdo com
uma unica dose de cercérias irradiadas uma protecdo parcial ¢ associada a uma resposta
mediada por células T CD4" efetoras de perfil Thl com a produgdo de INF-y ¢ TNF-o como
citocinas-chave induzem a secre¢do de 6xido nitrico (Espécie reativa de oxigénio — ROS),
promovendo focos inflamatérios, dessa forma bloqueando fisicamente os parasitas no pulmao.
(COULSON, 1997; WILSON et al., 1999; WILSON et al., 2006). Ja a protecdo alcangada
com multiplas doses ¢ associada a uma mudanca no perfil de citocinais para Th2, com
aumento dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10 e também a producdo de anticorpos IgG.
(COULSON, 1997; WILSON et al., 1999; WILSON et al., 2006). Infelizmente, isto
mostra que o tipo de resposta imune que acarrete em protecdo ainda ndo esta
bem definida podendo, entsio, ser alcancada tanto com uma resposta de perfil
Thl, Th2 e no caso de camundongos nocautes para IL-10, doses multiplas formam uma
resposta mista Th1/Th2 também protetora (HEWITSON et al., 2005).

A propria infeccdo com parasitas ndo irradiados induz uma resposta imune que
favorece o desenvolvimento e sobrevivéncia dos vermes adultos exibindo um perfil Thl
contra os antigenos das larvas migratérias e vermes imaturos com uma mudanca dramatica da
resposta para um perfil Th2 com o inicio da oviposi¢cdo por volta de 6/7 semanas apds a
infeccdo, que de deve a interacdo dos carboidratos presentes nos antigenos de ovos com as
c€lulas dendriticas (COLLEY et al., 2014). Além disso, a infec¢do também subverte a
resposta de células T por estimular a produ¢do de citocinas regulatdrias como IL-10 e TGF-3
(WILSON et al., 1999).

A baixa protecao obtida com a coadministragao das SmVALSs recombinantes, apesar dos
niveis de citocinas e anticorpos obtidos, pode ser explicada, além da regulacdo negativa
(downregulation) da resposta imune induzida pelo desafio, também pelos mecanismos de
evasdo do sistema inume do hospedeiro pelo parasita, como: a regeneragdo continua do
tegumento e a aquisicdo de antigenos do hospedeiro (COLLEY et al., 2014). Dados da
literatura de andlises da composicao da superficie do tegumento de vermes adultos mostraram

a presenga anticorpos IgM, IgG1 e IgG3 do hospedeiro, além dos componentes C3 e C4 da
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cascata do complemento, indicando que a fixagao do complemento ¢ inciada mas inibida logo
nos primeiros passos, 0 que torna os parasitas invulneraveis ao ataque do sistema imune. Uma
proteina de superficie homologa a CD59 do hospedeiro (Smp 019350, Smp 105220) estaria
envolvida na protecdo das células a ligagdo do complexo de ataque a membrana (WILSON,
2012). Para se obter altos niveis de prote¢do, outras estrategias de imunizacdo, formulagao
antigénica e adjuvantes devem ser investigados.

Uma das grandes questdes acerca da familia génica SmVAL ¢ sobre as fungdes que as
proteinas desempenham nos processos de parasitismo. Os resultados de caracterizagdo
molecular mostraram que rSmVAL4 e 18 sdo secretadas nos estagios iniciais da infecgao,
além de induzirem os maiores nives de anticorpos e citocinas observados no ensaio de
imunizacdo e desafio e por isso podem desempenhar papéis-chave na invasdo do hospedeiro
mamifero. Dessa forma, buscou-se investigar possiveis fungdes para estas proteinas através de
ensaios realizados em colaboracdo com grupo de pesquisa da Dra. Ana Lucia T. O.
Nascimento, do Laboratorio de Biotecnologia II do Instituto Butantan, que possui experiéncia
em ensaios funcionais para proteinas de superficie de Leptospira sp.

Por serem proteinas secretadas pelas cercarias quando penetram a pele, acredita-se que
exercam fungdes na infeccdo, se ligando as proteinas de matriz extracelular promovendo a
invasdo do tecido ou aos componentes do soro como forma de evadir o sistema imune do
hospedeiro. Foi avaliada a capacidade das proteinas recombinantes de interagir com
componentes da matriz extracelular e do soro (Tabela 1) em ensaio de ELISA. Neste ensaio,
somente a rSmVAL18 foi capaz de interagir com os componentes do soro trombina, fator H e
plasminogénio (PLG) de forma estatisticamente significativa. A partir deste resultado, foram
avaliadas as doses-dependéncia das ligagdes da recombinante com os componentes e
encontrou-se uma constante de dissociagdo no equilibrio para a ligagdo com a trombina de
62,5 = 20 nM e para a ligacdo com o PLG, o Kp foide 7,0 + 2,9 nM. A cinética mostrou que
houve uma saturacdo da ligagdo na concentragdo de 0,5 uM de rSmVALI1S, tipica de uma
interagdo repector-ligante.

Com base nos resultados obtidos, avaliou-se a capacidade da recombinante em inibir a
atividade da trombina humana na formagao do coagulo e se a ligagdo ao PLG favorecia a
conversao da molécula em sua forma enzimaticamente ativa, plasmina.

Com relagdo a trombina, foram testadas diferentes concentragdes da recombinante (70 a
0,5 uM) na reagdo de formacdo de coagulo, porém niao houve redugcdo da atividade da
trombina humana pela ligagdo com a rSmVALI8. Uma proteina de tegumento de

esquistossomulos e vermes adultos, a Sm22.6, ja foi caracterizada como inibidor das
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trombinas o e y humanas, inibindo o processo de coagulacdo sanguinea observado em
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica (LIN et al., 2006). Dessa forma, a SmVALI18
poderia exercer a mesma fun¢do, porém isso ndo foi observado.

Ja para o PLG, observou-se que a ligacdo do PLG a recombinante aumentou a sua
ativacdo em plasmina na presenga do ativador (uPA), o que pode estar associado a ativagao do
sistema fibrinolitico envolvido tanto na dissolucdo de codgulos sanguineos quanto na
desintegracdo de matriz extracelular (DE LA TORRE-ESCUDERO et al., 2010).

Proteinas ligantes de plasminogénio ja foram descritas para S. bovis, espécie parasita de
ruminantes, e para S. japonicum, identificadas no tegumento de vermes adultos e
esquistossomulos, respectivamente. Em ambos os estudos, as proteinas foram descritas como
enolases, que sdo enzimas glicoliticas presentes na superficie de vérias espécies de procariotos
e eucariotos que atuam como receptores ligantes de plasminogénio. Foi demonstrado in vitro
que ambas as enzimas aumentam a conversao de PLG em plasmina pelo ativador fisiologico
de plasminogénio, t-PA. Dessa forma, as enolases ativam o sistema fibrinolitico,
possivelmente para evitar a formagdo de coagulos na superficie dos vermes e também para
promover a protedlise extracelular facilitando a invasdo dos tecidos do hospedeiro (DE LA
TORRE-ESCUDERO et al., 2010; YANG et al., 2010). Sendo assim, acredita-se que a
rSmVALI18 possa desempenhar um papel semelhante durante a infec¢do por S. mansoni,
apesar de ser secretada e ndo estar presente no tegumento de vermes adultos.

Esse resultado contribui para o entendimento da biologia do S. mansoni, propondo uma
funcdo para uma proteina SmVAL no processo de penetracdo da pele, ajudando, assim, a
elucidar os mecanismos utilizados pelo parasita para invasao e estabelecimento no hospedeiro

mamifero.
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6 CONCLUSOES

A identificacdo de SmVALSs em secregdes de parasitas cultivados in vitro, indica que as
proteinas podem desempenhar papéis nos processos de parasitismo. A localizagdo do
transcrito SMVAL4 nas glandulas pré-acetabulares de germ balls, assim como a de algumas
serino e metaloproteases (PARKER-MANUEL et al., 2011), além da identificagdo das
proteinas nativas SmVAL4 e 18 em extratos de cercarias, sugere que as proteinas secretadas
possam participar da penetracdo da pele do hospedeiro. Ja, a localizagdo dos transcritos
SMVALL13 e 14 na glandula esofagica anterior, sugere que as respectivas proteinas participem
dos processos iniciais da digestdo que tem inicio com a chegada dos vermes adultos aos vasos
mesentéricos (21 dias apds a infecgdo).

A caracterizacdo de membros da familia génica SmVAL neste trabalho contribui para o
entendimento da biologia do S. mansoni pela identicagdo de proteinas envolvidas em
processos-chave da fisiologia do parasita como a infeccdo do hospedeiro pelas larvas
migratdrias e alimentacdo sanguinea por vermes adultos.

Apesar de se mostrarem interessantes candidatos vacinais, a imunizagdo de camundongos
com as proteinas recombinantes rISmVALA4, 6, 7, 13, 14 e 18 coadministradas nao foi capaz de
proteger os animais contra o desafio experimental. Porém, observou-se uma diminui¢do do
numero de fémeas recuperadas e da contagem dos ovos, indicando que as imunizagdes podem
levar a diminui¢do da morbidade, causada pela resposta imune desenvolvida contra os ovos
do parasita presos no figado e/ou outros 6rgaos sistémicos e da transmissao da doenga.

Ensaios funcionais mostraram que a proteina rSmVALI8 ¢é capaz de se ligar
especificamente ao plasminogénio agindo como receptor desta molécula aumentando a sua
conversao em plasmina, o que pode ativar o sistema fibrinolitico facilitando, assim, a
degradacao da matriz extracelular e consequentemente a invasao do hospedeiro mamifero.

Este trabalho propde uma nova fun¢do para uma SmVAL durante a penetragdo do
hospedeiro mamifero, além da ligacao a lipidos, como proposto por Kelleher e colaboradores
(2014) para a SmVALA4, contribuindo assim para o entedimento da importancia de proteinas
secretadas para o sucesso do parasitismo.

O estudo de fungdes para SmV ALs secretadas ¢ interessante para elucidar os mecanismos
desenvolvidos pelo S. mansoni que permitem a migragdo, o desenvolvimento ¢ o
estabelecimento nos vasos mesentéricos, invulneravel ao ataque do sistema imune.

Este trabalho abre perpectivas para a investigacdo de fungdes dos outros membros da

familia que estdo envolvidos em processos importantes da fisiologia do parasita, além da
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penetracdo da pele, como a SmVALI3 e 14, supostamente envolvidas no processo de
alimentagdo sanguinea que ainda hoje € pouco elucidado. Dessa forma, busca-se contribuir

para a compreensdo da importancia de proteinas SmVAL para o S. mansoni.
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APENDICE A - Oligonucleotideos utilizados neste trabalho



Oligonicleotideos utilizados para clonagem/expressao:
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Nome Plasmideo de Sequéncias dos oligonucleotideos
clonagem/expressio

SmVALI F pGEM-T easy/pAE (BamHI) 5 TAC GGA TCC AAC GGT GGA TTA GAT GCG AAA 3’
SmVALI R pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5 TAC GAA TTC TTA ATA TCT ACT TCT CAA CTG 3’
SmVAL4 F pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5 TAC GAA TTC AAG TTA TCG GAA GGA CAA CGA GC 3’
SmVAL4 R pGEM-T easy/pAE (Xhol) 5> TAC CTC GAG TTA TTC TGA TTT ATT ACA TTT ACT 3’
SmVALI10 F pGEM-T easy/pAE (BamHI) 5 TAC GGA TCC GAT AAG TCA TCT ACG AAA GAG 3’
SmVALI0 R pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5> TAC GAA TTC TTA TGA GTC TTT TTC ATA TGG CCT TTC 3°
SmVALI13 F pGEM-T easy/pAE (BamHI) 5 TAC GGA TCC ATG GTA GAT GAA CAATTA CAT 3’
SmVALI3 R pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5 TAC GAA TTC TTA CAT AAT ACT ACA CCT CTT 3’
SmVAL14 F pGEM-T easy/pAE (BamHI) 5 TAC GGA TCC AAC AAA GAT TTG AAT AAG AAT 3’
SmVAL14 R pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5 TAC GAA TTC CTA TTT AGG ACG ATA CTT GAC 3’
SmVALI8 F pGEM-T easy/pAE (BamHI) 5> TAC GGA TCC CCA AAA CAA CCT CCA GCA 3’
SmVALI8 R pGEM-T easy/pAE (EcoRI) 5 TAC GAA TTC TTA ATA TTC TGC ATC ATC AAC 3°
SmVAL24 F pGEM-T easy/pAE (Xhol) 5> GCT GTC CTC GAG TTG GAC CCA CAG GAG GCA CAACTC 3’
SmVAL24 R pGEM-T easy/pAE (Kpnl) 5> TTC CAT GGT ACC TCA TTC AGA TCC GCA TCG TCC GTT 3’




Oligonucleotideos utilizados em RT-PCR em Tempo Real:
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Sistema SYBR

Genes S. mansoni Gene DB Oligo Direto (5°-3”) Oligo Reverso (5°-3°)

SmVALI1 Smp_193680 CCATTGAAGTGGAATCACGATTT GTCGTTTGTCGTGACGTAAGATG
SmVAL4 Smp_002070 GGAAGGACAACGAGCAATCT CGTTTAGCTTGTTGTTTAGCTTTATT
SmVAL7 Smp 070240 TGGAGTCATAAATTGGCTGAAATG CAGATGCTGCTT;}TCTAACTTTAGG
SmVALI13 Smp_ 124060 TGTGATGAATATGGAGAAAATTTGG TGAATCTCATCGTACCAGTTTCGT
SmVAL14 Smp_078490 GCACAATCATTGGCGAGCTA GCATCCACTGCTGAATTAATGG
SmVAL24 Smp_141550 GAAAGAATCGAACTACTATGACCACAAT TGCTTCAACTATTCTT GCTTGTAAGTG

. 185 Sma.18s.1 TCGGCGACGGATCTTTCA CCGGAATCGAACCCTGATTC
Ribossomal

TTTGTGTAGGTTGGA TCTATAT

o-Tubulina Smp_090120.1 CCATTTATGATATTTGTCGACGGA GTGTAGGTTGGACGCTC

C




Sequéncias génicas codificadoras (CDS) das SmVALs utilizadas no trabalho. Em amarelo

destaca-se o peptideo sinal que ndo foi clonado junto com o restante das sequéncias das

APENDICE B - Sequéncias génicas das SmVALs

SmVALSs de grupo 1 em vetor pPGEM-T easy

SmVALI (Smp_193680)

ATGTTCTTAC
TCTTGTTAAT
AGTTGCTCAA
GTTGATGGAC
CGATTTAGCT
ACGACAAACG
CTCCATCCAA
ATTATACAAT
AAATGGCTTG
CCACGGTACG
GAATAATGAG
TGCAAAATAT
CATGAACAGA
TCAAAATGGA
ATTAA

GTGAAGAGAA
ATGATTTATG
TCTGCATAGA
AACCTCCAGC
CGACAAGCAC
ACATTCGAAT
CCATTAAGTC
TACAATACGA
GGCCAAGACC
GTCTATCAAT
AAACCATATG
TCCTAAAAAC
AGCCATTAAC
CGTAGAGAAT

SmVAL4 (Smp_002070)

ATGTTTAAGA
ATATGTGGAA
ATAAAAAAGT
CCAGCTAAAA
AGCTAAACAA
ATTTTATTAT
CCAACAATTG
TAATTTTGAA
TGGTTTGGAA
AAGAACTATT
ACCATATGAA

TTGTTCTAGT
ACAAAGTTAT
TCGTAAAGAT
ATCTAACAAA
CAAGCTAAAC
TGGGGATTTT
AAGGTGCAAT
AAGAATCAAT
TACCACTGAA
TGATTGTTTG
GCTAAACCAG

SmVALI0 (Smp_002060)

ATGATGATTA
TGCAGATAAG
TTCGTGAAGA
AAGATGTCCA
TCACGTTCAG
TTGGTAAATT
CAAAACATAT
CAAGAATACA

AACTTAGTTT
TCATCTACGA
TGTATTTAAA
AACTGAAATG
AAATGTATTC
TGATTCTGTC
TAGATACATG
TGTGAAAATG

TGTTACACTT
CAAACGGTGG
AAATACAGAC
TAAATATATG
AATCATTGGC
CAATTCAGTT
AGGAGTGGAT
ACAACTGTCC
ACAGACATTG
CGTGTGTAAT
AAGTGAAACC
AGTTTACAAA
GCAAAGCGAA
GCAATCAACG

TAGCTGTTTA
CGGAAGGACA
GTAAAAAATT
GTTGAAATGG
GATGTAAATA
GAATCAATTG
GAAAGATTGG
GTAATGGTGA
GAAATAGGCT
CAATTATGCA
AAAGTAAATG

AATTTTCTTA
AAGAGTTGAT
GGTGTTTTAT
GAATAAACTT
TTGATAGTGG
GGACAAACTG
GTTAGAAGAA
AATGTGGAAA

GTCGTACATA
ATTAGATGCG
AAGATTTAGT
TCACCATTGA
AAACAAATGC
GGGTTGGACA
GCTTGGTTCA
TCAATGTTTG
GATGTGGAGT
TACGGTCCAG
ACGTCATATG
CTAACAGTGC
GAAAAGGTGT
CGAACAGTCG

TTATTTCTAT
ACGAGCAATC
GCAGGATACC
AATAAACTAT
TGATTCAAAT
GACAAAATTT
TTAGAAGAGT
TTGTAAAAAT
GCGGTTATGA
CCAGGGGACT
TAATAAATCA

TTGAATATAT
TTTCAATTTT
CTGGTCAACC
TTAGCTAAAT
AGATCTTGGA
TAGCAGAACA
AAAAATGATT
CTATAAACAA

TACTAATGAT
AAAAGTGAAG
TGATTGTAAA
AGTGGAATCA
ATCTTACGTC
AAATATAGCT
ATGAGCACAA
CATTACACAC
TGCGAATTGT
GGGGTAATTG
TGCTCAATGA
TCATACACAA
CAACGAACGT
AGAAGTAGAT

TCACATCTTT
TATAATTTCC
TGGTCAACCT
TAGCTAATAA
GATCCAAATG
AGCCGATTAT
ATAAAAATTA
TATAAACAGA
AAAATGTGGA
CTGAAGATAG
GAATAA

TAATAATAAA
CATAATAAAA
TAAAGCGAAA
TAGCTAAAGG
AAATTATACG
TACTTCAATA
ACGATTTAGA
TTAGTGTGGG
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CTAACACAAC
ATGGTCGTAT
AAAAGACTCA

GGATATTGGA
GTAATTACGC
TAA

SmVALI3 (Smp 124060)

ATGGTAGATG
ACGTGCATTG
GAGAAGCACA
CATAGTATCT
TGGAAAAGCG
AGATTCATTA
TTTACACAGC
GCATTCAGTT
CTGGGAATGT
GGACAGTCAA
GAATGGTCCA
CAGATAGAAA
TCTAAACGAA
TATCATTAGA
GTATTATGTA

AACAATTAAA
CACGGATGTC
AGCTTGGGCT
GTGATGAATA
GAAATGACCG
TCACAATTTT
TTATCTGGAA
GATGGCCATC
AAATGGTCAA
CTCCTAAATC
CGAAGAACCT
AGATCACAAT
GCAGGTCAGA
GCGGAGAAGA
A

SmVALI14 (Smp_078490)

ATGTACTCAA
CTTTCATGAA
AATTACTTGC
GTTAATGGAC
CGATCTAGCT
AAGGCAAACC
TTTTTTTCAA
ATTATACAAT
AAATGGTTTG
CAAAGGTACG
GATTAATGAG
TGCAAAGTAT
CATGGACAGA
TCCTAAATAG

SmVALI18 (Smp 001890) — As bases destacadas em verde nao foram clonadas no vetor

pGEM-T easy

ATCTACTGTG
GATGTCTATT
ACTACACAGA
AACCTCCAGC
CAACAGGCAC
TCGTTCGAAA
CCATTAATTC
TACAGTGTGA
GGCTAAAACT
GTCTATCAGT
AAACCATATA
TCCCAAAGAC
AGTCAATAAA

TGTGCTTCAA
TCCAGGGGCT

TCATGATGCA
CTCCATTAAA
GAAAATCTTG
TGGAGAAAAT
GAGCTAGAGC
AATAAACAGT
GAATACATCA
ATGTTTTTAT
TTTTTAGAAA
TAAAGTCCCT
ATCAAGATGA
GGTTCAAATC
TGAAACTATA
AACGTCAACG

TCTTATGTTC
GTAACAAAGA
AAATATAGAC
TGAATATATG
AATCATTGGC
AAATTCACAT
AGCAGTGGAT
ACAACTGTCC
ACAGACATTG
CGTGTGTTAC
AAGTTAAACC
CATTTTCAAA
CCTAAGAGAA

ATAAATGTGG
GATGATGAAA

TTGAATGAAC
ATATGATCGA
CACGTTTAAA
TTGGCATCAG
GACACGAAAC
TTCAAAGTCA
AAAGCAGGAT
AGTAGGACGT
ATGTACCTCC
TCTTACAAAC
ACTAGTTATT
ATATTACGTT
CCAAACAAAA
AAGATGTGCA

ACACTATTCA
TTTGAATAAG
AAGATTTAGT
TCAAAATTAA
GAGCTATTGC
GGGTTGGACA
GCTTGGTTCA
TAAATGTGTG
GATGTGGAGT
TATGGTCCAG
ACATAACTTG
CTAATCGTGT
AAGAAAGGTG

TAACAGGTAT
GGCCATATGA

ATAATCGATT
AGACTTGCTA
AATTATGAAA
CACAATCTAC
TGGTACGATG
GTCAGGTCAT
TTGGCATTCA
TATGAGCCAC
ACCTATCCAT
ATAATGAACA
GTTCGAGAGA
GATAGATAGT
ACGAAGTACG
AAGAGGTGTA

TTCTATTATT
AATAGTCGAA
TGACTGTAAA
AGTGGAATTA
ATCTTACGTC
GAATATAGCT
ATGAGCACAA
CATTACAAAC
TGCGAATTGT
GGGGTAATTG
TGCCCAATAG
TCATACACGT
TCAAGTATCG

ATGAATAATA ATCGTTATAC TAAATATAAT TATATAATTA TTATTATATT
ATTCTTTATT ATTATAATAA GTCATTGTAA AAAATTAAAA TTACCTAAAG
AAGTACGTGA AGTATTTCAA TTACATAAAT ATTATCGTAA TTCAATACGG
TTTTGTCAAA TGCCAAAACA ACCTCCAGCA AAATATATGT CAAAATTACA
ATGGAATAAA CATTTAGCAG AAAAAGCTCA ACTCACAGCT AGCCGATGTG
ATTACTCTTA TGATAGTCCA AGTGATATGC GTTTTGAAGA GTTTTCTTCA
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GTGGCACAAA
TTGGTTTATT
ATACATGTAT
GGTTGTGGTG
TTCACCAGCA
AAAATTGCGA

ATATTGCTGA
GAGTACAAGA
GCAGTATAAA
TACAAAAATG
GCTGAAGAAG
TGATGTTGAT

SmVAL24 (Smp_141550)

ATGACTGCGT
ACTGCTTGGC
AGGCACAACT
CTGTGTGGCG
TGAGTGGGAC
GCAATCCATT
GTTGGTCGAA
TTGGATGAAA
CATCGCATCA
TACGTGGGAT
CATGTTGATC
ACACTGACGG

CTTCGACCAA
ATTTGTTTCG
CATGCTGCGA
AAGAGGACAT
GATAAATTGG
TGACGAAGAA
ATTCCGCTAT
GAATCGAACT
CTGCAACACT
GCGGTTATAC
GCTTGTTACT
AACGAACGGA

TAGTCCAACA
ACTATTCTTT
CAGATGGTAA
TTCAAACAGA
ATAAACAACC
GATGCAGAAT

AACCAGATAT
TGGGAGCTGT
GTACATAATG
AGTGCCAGCA
CTGCCGCTGC
CCGATTGGAA
TCATTCTGAG
ACTATGACCA
TACAAGCAGA
CAGATGTGAA
ACTCACCTAA
CGATGCGGAT

ATTGAAAAAG
TGATGATAAC
AAGGTGAAGA
TTTCTAGTAG
GTATGAAAAA
ATTAA

CAGAGAATGA
CTTCGGATTG
AGCATCGAGC
GAGGAAATAC
TCAAAGTTGG
ATGTTGGTAA
TTGGCAGAAG
CAATTCAGAC
TAGTTGAAGC
GAATATGAAT
AGTGATGAGT
CTGAATG

CGGTGGCCAG
ACATGCAAAG
AACTGAAATT
TATGTAATTA
GGTACTCAAG

TGCTCACACT
GACCCACAGG
ATACCGAAAA
TACAGCCTCT
TCTGAAAAAT
ATGGGATTCG
CTGTTGCATA
CTCTGTGAGC
ACAAACGGCG
ATCCATCAAA
GGTCCACCGT
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