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RESUMO

DINIZ, P.P. Estudo do potencial vacinal de proteinas de Schistosoma mansoni utilizando
salmonelas atenuadas recombinantes como veiculo de apresentacdo de antigenos ao
hospedeiro. 2009. Dissertacio (Mestrado em Biotecnologia) - Interunidades em
Biotecnologia, USP/Instituto Butantan/IPT, Sao Paulo, 2009.

A Esquistossomose ¢ uma das mais importantes doencas endémicas do mundo, com
mais de 200 milhdes de pessoas infectadas em 76 paises. E estimado que mais de 600 milhdes
de pessoas estejam em dreas endémicas. Em 2003 dados do transcriptoma do Schistosoma
mansoni foram disponibilizados. As informacdes de proteinas codificadas permitiram a
andlise de suas funcdes, e auxiliaram na procura de novos candidatos vacinais. A andlise do
transcriptoma permitiu a identificagdo de trés familias de proteinas homdlogas a dineina de
cadeia leve (DLC) de mamiferos. Uma delas € a familia L8, com ao menos 18 membros, com
proteinas em torno de 10 kDa. Essas proteinas sdo expressas em diferentes estigios do ciclo
de vida do Schistosoma mansoni. Duas DLCs foram reconhecidas no tegumento de S.
Jjaponicum, sugerindo que elas sdo expostas ao sistema imune do hospedeiro. Salmonelas
atenuadas como vacinas vivas tém sido descritas como bons veiculos para apresentacdo de
antigenos heter6logos. No nosso laboratério uma importante ferramenta tem sido
desenvolvida para auxiliar o uso de salmonelas como vacinas vivas recombinantes, foi
desenvolvido um vetor plasmididal baseado no regulon soxRS para controlar a expressio de
genes heterdlogos in vivo. Este sistema de expressdo promove a expressdo de proteinas
recombinantes sob condi¢gdes de estresse oxidativo, como aquele imposto a0 microorganismo
dentro do macréfago. Para investigar o potencial vacinal das DLCs, trés genes foram
selecionados para serem clonados e expressos em E. coli e em salmonelas atenuadas. A
antigenicidade e imunogenicidade desses pardlogos foram testadas em camundongos depois
de serem imunizados com proteinas purificadas ou com salmonelas recombinantes. As DLCs
mostraram ser bastante imunog€nicas, aumentando os titulo de IgG. A proteina DLCI
também aumentou os niveis de IgE no soro dos animais, fato que poderia estar relacionado
com reacgdes alérgicas observadas em populagdes infetadas. Altos niveis de IgE também
podem ser relacionados com uma marca de resisténcia existente em pessoas que vivem em
areas endémicas. Depois de imunizados os animais foram desafiados com cercdrias para

investigar possivel protecdo. Foi observado que a imunizagdo com proteinas purificadas



resultou em aproximadamente 40% de diminuicdo da carga parasitaria. A andlise dos
granulomas hepaticos com 45 dias depois da infec¢do indicou uma significativa redugéo,
maior que 70% das areas dos granulomas, sgerindo que a imunizagdo com as DLCs promove
uma importante interferéncia na formacio dos granulomas hepaticos. Por outro lado, nossos
estudos com salmonelas atenuadas recombinantes, carregando as DL.Cs, mostraram que foram
ineficientes na apresentacdo dos antigenos ao sistema imune. Relacionando os resultados de
diminui¢do de carga parasitdria e das dreas dos granulomas depois da imuniza¢do com as
DLCs purificadas sugere-se que essas proteinas podem ser consideradas como interessantes
candidatos vacinais, uma vez que elas afetam as mais importantes causas da patologia da

esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Vacina contra esquistossomose. Salmonelas
atenuadas vacinais. Expressao de proteinas in vivo.



ABSTRACT

DINIZ, P.P. Study of the vaccine potencial of proteins from Schistosoma mansoni using
atenuated recombinant salmonellas as vehicle for antigen presentation to the host. 2009.
Master thesis (Biotechnology) - Interunidades em Biotecnologia, USP/Instituto Butantan/IPT,
Sao Paulo, 2009.

Schistosomiasis is one of the most important endemic diseases in the world, with more
than 200 million people infected in 76 countries. It is estimated that more than 600 million
people live in endemic areas. In 2003 extensive data from the transcriptome of Schsitosoma
mansoni was made available. The information on the encoded proteins allowed the analysis of
protein function and improved the search for vaccine candidates. The analysis of the
transcriptome allowed the identification of three families of proteins homologs to the
mammalian dynein light chain (DLC). One of these was the L8 family, with at least 18
members, all proteins with around 10 kDa. These proteins were found to be expressed in the
different stages of the S. mansoni life cycle. Two DLCs were recognized in the tegument of S.
Jjaponicum, suggesting that they are exposed to the host immune system. Attenuated
salmonellas, as live vaccines, have been described as good vehicles for presentation of
heterologous antigens. At our laboratory an important tool has been developed to improve the
use of salmonellas as live recombinant vaccines, a plasmidial vector based on the soxRS
regulon to control the expression of heterologous genes in vivo. This expression system
promotes the expression of recombinant proteins under conditions of oxidative stress, such as
that imposed to the microorganism in the macrophage environment. To investigate the
vaccine potential of DLCs, three genes were selected to be cloned and expressed in E. coli
and in attenuated salmonellas. Antigenicity and immunogenicity of these paralogous were
tested in mice after immunization with purified proteins or with the recombinant salmonellas.
The DLCs were proven to be very immunogenic, increasing the IgG titers. DLCI1 also
increased the IgE levels in the sera of animals, what could be related to allergenic reactions
observed in infected population. High level of IgE can also be related to the resistance mark
of people living in endemic areas. After immunization, the animals were challenged with
cercarias to investigate the protective profile. It was observed that immunization with purified
proteins resulted in approximately 40% decreasing in the worm burden. The analysis of the

hepatic granulomas 45 days after infection indicated a significant, up to 70 %, reduction of the



granuloma areas, suggesting that immunization with DLCs promotes important interference in
the hepatic granuloma formation. On the other hand, our studies with the attenuated
recombinant salmonellas, carrying DLCs, showed no effective antigen presentation to the
mice immune system. Taking together, the results of decreasing the worm burden and the
granuloma size after immunization with purified DLCs suggest that these proteins could be
considered as interesting vaccine candidates, affecting the main causes of the pathology of

schistosomiasis.

Key words: Schistosoma mansoni. Vaccine against schistosomiasis. Attenuated salmonellas
vaccine. In vivo protein expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doengas negligenciadas

Estudos da Organizacdo Mundial da Satde apontam um grupo de doencgas infecciosas
que, considerando o alto impacto devido ao nimero de pessoas afetadas e importante
alteracdo na qualidade de vida dessas pessoas, recebem pouco investimento para pesquisas e
desenvolvimento de tratamentos. Essas doencas s@o por isso denominadas negligenciadas. O
grupo das doencas negligenciadas compreende hoje 13 infec¢des (bacterianas e parasiticas)
que ocorrem principalmente em paises tropicais, especialmente em populacdo de paises de
baixa renda. Essas doencgas sdo promovidas em condi¢cdes de pobreza e falta de saneamento,
ocorrendo principalmente em dreas rurais em paises das Américas, Africa e Asia. Em geral
produzem infecc¢des cronicas, resultando em longos periodos de inaptiddo, com significante
impacto no desenvolvimento econdmico e educacional de populacdes (BOTTAZI et al., 2006;
HOTEZ et al., 2006). Entre as doencas negligenciadas que ocorrem no Brasil estd a

esquistossomose.

1.2 Esquistossomose

Popularmente conhecida como xistose, doenca do caramujo, barriga d’agua ou
bilharsiose, a esquistossomose é considerada uma das mais importantes doengas helminticas,
endémica em muitas regides no mundo. Estima-se que mais de 600 milhdes de pessoas
estejam em drea de risco, em 76 paises, incluindo o Brasil. Aproximadamente 200 milhdes de
pessoas estdo infectadas, sendo que cerca de 10% desses individuos podem desenvolver
sintomas graves, e chegar a 6bito (WHO, 2006). No Brasil, mais de 25 milhdes de pessoas
vivem em dreas endémicas e 2.5 milhdes apresentam sintomas da doenca (CARVALHO et
al., 2008). Dentro da clinica médica, a esquistossomose possui causa etiolégica e modelo
biolégico de transmissdo. E uma doenca parasitdria causada por um trematédeo do género
Schistosoma e seu diagnéstico € realizado com base em exames parasitolégicos, clinicos e
laboratoriais. O modelo biolégico envolve a contaminag@o de cole¢des hidricas por fezes ou
urina de individuos infectados contendo ovos de schistosoma. Essa contaminagdo pode

ocorrer em funcdo da eliminag@o de dejetos proximos as margens de rios, corregos, lagoas e



25

acudes, pratica comum nas populacdes rurais, ou por despejo direto dos dejetos nas colegdes
hidricas dulcicolas. Seja qual for a forma de contaminacdo, ela se d4 onde ndo ha rede
adequada de esgoto sanitario (Figura 1). Ao entrar em contato com a agua, os ovos de
esquistossomos eclodem liberando as larvas ciliadas, os miracideos, que infectam o
hospedeiro intermedidrio, o caramujo. Depois de passado o estigio de maturacio, sdo
liberadas as formas infectantes para os seres humanos, as cercarias. Quando os hospedeiros
entram em contato com a dgua contaminada, seja para lazer ou para préticas didrias ficam

expostos a infeccdo (Figura 2) (BARBOSA et al., 2008).

Figura 1 — Areas de regides endémicas, onde sdo encontrados os hospedeiros intermedidrios de S.

mansoni.
FONTE: Carvalho et al., 2008.



26

Figura 2 — Populacdo de regido endémica exposta a uma drea contaminada durante suas praticas
didrias.
FONTE: Carvalho et al., 2008.

1.3 Historico da doenga

A origem do gé€nero Schistosoma é um assunto controverso. Alguns autores afirmam
que o parasita e os moluscos hospedeiros intermedidrios a ele relacionados evoluiram na
Gondwana antes da desintegracio da Pangéia, e chegaram 2 Asia pela placa indiana nos
dltimos 50 milhdes de anos. Nessas condicdes, os ancestrais do helminto e dos moluscos
transmissores ja conviveriam nos territérios que hoje constituem a América do Sul e a Africa.
Outros autores, porém, sugerem, através de estudos filogenéticos moleculares, que o género
Schistosoma originou-se na Asia e que um descendente colonizou a Africa, onde passou por
extensa radiacdo, tornando-se parasita exclusivo dos moluscos planorbideos. Depois
recolonizou a Asia e diversificou em grupos de espécies com ovos de espicula lateral e
terminal (PARAENSE, 2008).

Investigando a filogenia molecular em sete espécies diferentes de esquistossomos, ha
sugestdes de que eram parasitas de ruminantes e roedores na Africa de 1 a 10 milhdes de
anos, quando os primeiros hominideos invadiram as savanas, ambientes favordveis para a
transmissdo de parasitas. Os parasitas teriam sido transferidos da Africa para o hemisfério

ocidental durante a época do trafico de escravos (DESPRES et al., 1992, 1993).
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Os relatos dos primeiros parasitismos de esquistossomas em humanos provem do
Egito através de registros historicos por autores que incluem Homero, Hipdcrates e Herédoto.
Este se referia ao Egito como a terra onde os homens menstruavam, devido a hematiria
decorrente da infec¢do por S. haematobium. Outras referéncias aparecem em escritos de
historiadores do Egito medieval, onde o sintoma hematiria era conhecido como doenca aaa,
sendo mencionado em papiros escritos a cerca de 3.500 anos. O caso mais antigo de
esquistossomose humana de que se tem noticia foi identificado por imunodiagnose (ELISA)
na mimia de um adolescente egipcio, infectado por S. haematobium, que viveu hd mais de
5.000 anos (DEELDER et al., 1990). Ovos de S. japonicum também foram encontrados em
mumias chinesas com cerca de 2.100 anos (ZHOU et al., 1994).

As primeiras observacdes sobre o agente etioldgico da esquistossomose foram feitas
em 1851, no Egito pelo patologista alemao Theodor Bilharz, quando encontrou um helminto
na veia porta ao necropsiar um jovem. Os ovos desse parasita possuiam espicula terminal. Em
1902, Manson descobriu outra espécie de Schistoma, o Schistosoma mansoni, que possuia
ovos com espiculas laterais, os quais eram depositados no reto, diferente da outra espécie,
cujos ovos eram encontrados na bexiga (PARAENSE, 2008).

No Brasil, o primeiro relato de esquistossomose se dd em 1908, quando Piraja da
Silva, examinando o sangue fresco de um adolescente nativo de Salvador-Bahia, encontrou
hematozoarios. Examinando as fezes do rapaz, encontrou ovos muito semelhantes aos que
Manson havia encontrado anteriormente e mais tarde foi verificado que se tratava de ovos de

Schistosoma mansoni (FALCAOQ, 2008).

1.4 Distribui¢do geogrifica da Esquistossomose

Ha trés espécies de Schistosoma com grande distribuicdo mundial (Figura 3) que
possuem maior importincia quanto a infec¢do no hospedeiro definitivo: Schistosoma
haematobium e Schistosoma mansoni que desenvolvem a doenca em humanos e Schistosoma
Jjaponicum que parasita grande diversidade de mamiferos, incluindo animais selvagens e

domésticos.
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Figura 3 — Distribui¢do mundial da Esquistossomose.
FONTE: Adaptado de http://www.nathnac.org/, 2009.

Segundo Mahmoud (2001), O S. haematobium ocorre no norte africano e ilhas
préximas ao Oceano Atlantico, além de regides na Asia e no Ird. O S. japonicum é a maior
causa de esquistossomose humana no sudeste asidtico e em algumas ilhas do oeste do Oceano
Pacifico. Este parasita era comum na China, Japao e algumas ilhas das Filipinas.

O S. mansoni ocorre em muitas regides do continente africano, na costa mediterrinea,
no sudeste asidtico e em ilhas no leste do Pacifico. Ocorre também em paises mais jovens e
possivelmente tenha sido introduzido na América, a partir do trafico de escravos africanos. Na
América latina o parasita € encontrado em diversos paises como: Suriname, Venezuela e em
algumas ilhas do Caribe. No Brasil, a doenca ocorre em diversos estados, principalmente na
regido nordeste, sendo os estados de Minas Gerais e Bahia os que apresentam maior

incidéncia (Figura 4).
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Figura 4 — Distribui¢ao da Esquistossomose no Brasil.
FONTE: (Geréncia do Programa Nacional de Controle da Esquistossomose/Secretaria de
Vigilancia em Satide/MS, 2009).

1.5 Classificacdo e ciclo de vida do parasita S.mansoni

Em relagdo a posicdo taxonOmica, e a classificagdo dos helmintos, o Schistosoma

mansoni se encontra assim classificado:

¢ Filo Plathyhelminthes (GEGENBAUER, 1859)

¢ (lasse Trematoda (RUDOLPHI, 1808)

e Subclasse Digenea (CARUS, 1863)

e  Ordem Strigeiforme (LA RUE, 1926)

e Superfamilia Schistosomatoidea (STILES e HASSAL, 1898)

e Familia Schistosomatidae (STILES e HASSAL, 1898)

e Género Schistosoma (WEILAND, 1858)

e Espécie Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907).
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O Schistosoma é um parasita platelminto da classe trematédea que se alimenta de
sangue e é o causador da esquistossomose em humanos. Seu ciclo de vida tem duas fases
distintas, uma fase assexuada que ocorre num hospedeiro intermediario, um molusco (género
Biomphalaria no caso do S. mansoni), e uma fase sexuada em um hospedeiro mamifero.

Quando ocorre a libera¢do de ovos de Schistosoma nas fezes de pessoas infectadas, as
céapsulas oviviferas de parede fina eclodem e os miracidios sdo liberados no meio. Os
miracidios sdo bem supridos com receptores sensoriais € procuram a espécie particular de
caramujos de dgua doce. Apds a penetracdo no caramujo, transformam-se em esporocistos
(“germ ball”) que se diferenciam para liberacdo como cercdrias no estigio seguinte. As
cercérias deixam os hospedeiros intermedidrios e, em contato com a pele humana, se infiltram
utilizando enzimas e movimentos de penetracdo muscular. Assim que penetram no hospedeiro
definitivo perdem a cauda diferenciando-se em esquistossdmulos, estes agora percorrem a
corrente sanguinea, primeiro para os pulmdes, depois para o figado e finalmente para veias do
intestino ou da bexiga. Durante este periodo os esquistossomulos maturam tornando-se
vermes adultos. Os esquistossomas adultos sdo didicos, com um macho e uma fémea pareados
por toda a vida. Ao por ovos, a fémea se protrai a partir do sulco do verme macho e deposita
0s ovos nas pequenas vénulas intestinais. Depois disso os ovos rompem as vénulas utilizando
espinhos e enzimas em direcdo a luz intestinal e sdo liberados nas fezes do hospedeiro,

reiniciando o ciclo (Figura 5) (RUPPERT e BARNES, 1996).
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Figura 5 — Ciclo de vida do S. mansoni.
FONTE: BARBOSA et al., 2008.

O desenvolvimento do S. mansoni inicia quando os ovos sao liberados nas fezes de
hospedeiros definitivos infectados. O ovo (Figura 6) é composto por células produzidas por
dois diferentes 6rgdos das fémeas: glandulas vitelinicas e ovario. Estudos indicam que o sexo
do helminto ja é cromossomicamente definido no ovo fertilizado (RIBEIRO-PAES e
RODRIGUES, 1997). O miracidio do sexo feminino é heterozigoto € o macho, homozigoto.
Por microscopia eletronica o ovo foi caracterizado como uma casca protéica com uma densa
série de microespinhos na sua parte externa e, internamente, maior conteido corresponde as
células vitelinicas com citoplasma rico em mitocOndrias, goticulas de gordura, vesiculas de
varios tipos e inclusdes granulares. Os ovos maduros (com um miracidio formado) medem
150 um de comprimento médio por 65 pm de largura e sdo facilmente reconhecidos pela
presenca de um espinho lateral situado no pélo posterior do ovo. Os ovos possuem uma
membrana que circunda o miracidio. Essa membrana € separada da casca por um espaco de 1
pum, o qual é preenchido por material granular. Por imunocitoquimica se verifica que a regido

da membrana é onde ha maior atividade de secrecdo de proteinas, o que sugere que esta
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camada é uma fonte secretora mais importante do que o miracidio. A secrecdo do ovo
contribui para a sua travessia dos tecidos digestivos até atingir a luz intestinal, onde sdo
eliminados com as fezes. Depois de eliminado a longevidade do ovo depende da temperatura

e umidade (SILVA et al., 2008).

Figura 6 — Ovo de S.mansoni.

O miracidio (Figura 7) possui uma forma cilindrocdnica e mede cerca de 160-180 um
de comprimento por 60 um de largura. A sua superficie é composta por 21 placas epidérmicas
ciliadas, anucleadas, ligadas por jungdes septadas, as quais sdo ligadas a cristas que estdo
conectadas aos corpos celulares. Os cilios aumentam de tamanho da regido anterior para a
posterior. Em seu tegumento ha pregas ndo ciliadas e retriteis, contendo a abertura de
glandulas (adesivas e de penetragdo) e numerosos receptores sensoriais (SILVA et al., 2008).
Através da andlise transcriptdmica foi confirmada a presenca de componentes de um sistema
de detec¢io de luz (pardlogo de rodopsina e rodopsina quinase) consistente com o

fototropismo positivo (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003).
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Figura 7 — Miracidio de S. mansoni.
FONTE: http://www.parasitobiomed.blogspot.com, 2008.

O sistema excretor é composto de dois pares de células em flama ou solendcitos que
possuem conexdao com o exterior nas laterais do corpo, Esses sistemas teriam a funcdo de
regular os fluidos internos e eliminar produtos de excre¢do. Nos ovos prestes a eclodir, o
miracidio pode ser visto com movimentos de extensdo e retracdo, batimento dos cilios e
atividade dos solenécitos. No ambiente aqudtico, os miracidios eclodem do ovo devido a
hipotonicidade do meio, o que promove a passagem de dgua para o interior da casca. Isso
ocorre em determinada temperatura (6tima, em torno de 28 °C) e luminosidade e também
devido a propria movimentag¢do do embrido. Como o ovo ndo € operculado, a ruptura da casca
ocorre em seu ponto de menor resisténcia que se apresenta como uma fenda obliqua.

Ap6s eclodirem dos ovos, os miracideos nadam ativamente até o encontro de um
hospedeiro. Quanto maior a sua atividade sem encontrar um hospedeiro, menor serd a
capacidade de infectd-lo. Uma das caracteristicas da interacdo de S. mansoni com o molusco,
€ o seu grau de especificidade, que se inicia através da atracdo pelo molusco e continua com o
desenvolvimento do miracidio nas fases intramolusco. O encontro do hospedeiro
intermediario estd ligado a presenca de quimioreceptores que sdo capazes de detectar
substancias presentes no muco produzido pelo molusco, atraindo ou repelindo o miracidio
(HAAS, 1995). Os miracidios quando entram em contato com uma parte mole do molusco
iniciam a penetracdo por secre¢des glandulares e movimentos rotatorios. A invasdo dura de
trés a quinze minutos, cada molusco podera ser infectado por apenas um miracidio. Nas fases

seguintes no estidgio intra-molusco, as células germinativas se dividem e se diferenciam
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formando os esporocistos do mesmo sexo do miracidio infectante. Um tnico miracidio pode
dar origem aproximadamente entre 100 a 300 mil cercérias (SILVA et al., 2008).

A transicdo do caramujo para a vida livre requer que a cercdria (Figura 8) atravesse o
poro de nascimento no esporocisto e que esteja em condicdes de sobreviver no ambiente
aqudtico, apresentando intensa locomocdo e capacidade de localizar e penetrar em um
hospedeiro vertebrado. Assim como os miracidios, as cercdrias também possuem uma
proteina semelhante a rodopsina que esta ligada ao fototropismo positivo. A luz induz a
eliminacdo das cercdrias, ocorrendo preferencialmente nas horas mais claras do dia (REY,

2001).

MR

Figura 8 — Cercéria de S. mansoni.
FONTE:http://www.colegiosaofrancisco.com.br/alfa/esquistossomose/
esquistossomose.php,2008.

A cercdria mede aproximadamente 500 um de comprimento e tem uma organizacao
complexa, com corpo alongado e cilindrico, com cauda de extremidade curta e bifurcada,
fundamental para o deslocamento no ambiente. As cercdrias no ambiente respondem a
diversos estimulos: turbuléncia e escuriddo aumentam o periodo de natagcdo, enquanto que os
estimulos quimicos da pele sdo os mais estimulantes, pois causam constante natacdo e
mudancga de dire¢cio (CURWEN e WILSON, 2003). Nao ha evidéncia de movimento em
relacio ao hospedeiro, sendo aceito que a cercaria responde a gradientes térmicos
(MCKERROW, 2003). Porém quanto maior a movimentacdo das cercarias, maior a chance de
encontrar um hospedeiro. A partir do contato com o hospedeiro a cercaria precisa se fixar,
invadir e migrar através da pele, em uma série de eventos que envolvem a resposta a sinais
quimicos do hospedeiro e alteragdes morfoldgicas da larva. As contracdes e alongamentos das

cercdrias provocam o contato dos espinhos do tegumento com a pele do hospedeiro, o que
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pode levar a uma abrasdo e alargamento da cavidade de penetracdo. No processo de invasio, o
qual ndo passa de 15 minutos, a cercaria perde a cauda e o corpo comeca a migracdo através
da pele do hospedeiro (SILVA et al., 2008).

A transi¢do de vida livre para uma vida parasitaria, com diferengas de temperaturas,
concentracdo de acucar e osmolaridade, induz mudancgas bioquimicas e morfolégicas nas
cercdrias. A transformacdo das cercdrias em esquistossomulo (Figura 9) € representada por
respiracdo anaerdbica, perda da cauda, eliminacdo progressiva do glicocdlix, esvaziamento
das glandulas secretoras e reorganizacido do tegumento. A partir da penetracdo no hospedeiro
vertebrado, o tegumento se torna especializado para absor¢do e secrecdo e para atuar como
sitio das a¢des imunoldgicas do hospedeiro. Apds a invasdo da pele e o inicio da
transformagdo em esquistossdmulo, o parasita necessita se deslocar da epiderme em direcio a

derme e sair para via sanguinea ou linfética.

Figura 9 — Esquistossémulo de S. mansoni.
FONTE: CARVALHO et al., 2008.

Ap6s sairem da pele, os esquistossdmulos invadem um vaso sanguineo, passam pela
pequena circulacdo e chegam aos pulmdes, por volta de quatro a cinco dias apds a infecgao.
Permanecem no pulmio cerca de dois a trés dias e comecam as mudancas de dimensdes e

atividades, sendo estes talvez pré-requisitos para a migragdo em direcdo ao figado (REY,
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2001). Os primeiros esquistossdmulos chegam ao figado com cerca de uma semana apds o
inicio da infec¢@o. Nesta migragdo ocorrem mudangas fisioldgicas e morfoldgicas capacitando
os esquistossomulos a se transformar em vermes adultos. No figado ocorre a diferenciacio
dos vermes para a fase adulta (Figura 10); os machos maturam antes das fémeas com a
formagdo do canal ginecéforo e definicdo dos lobos testiculares. A membrana externa tem
caracteristica heptalaminar com invaginacdes. O tegumento se liga as células subtegumentares

por conexdes aos microtibulos (SILVA et al., 2008).

Figura 10 — Casal de vermes adultos de S. mansoni.
FONTE: CARVALHO et al., 2008.

Os vermes machos apresentam corpo esbranquicado com comprimento médio de 10
mm. Na regido anterior estdo presentes a ventosa oral e a ventral, maior e mais proeminente

do que a ventosa oral. A superficie entre as ventosas ndo apresenta tubérculos, espinhos e
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papilas sensoriais. O canal ginec6foro alberga uma fémea. As fémeas apresentam
comprimento médio de 14 mm, duas pequenas ventosas, corpo filiforme, mais escura que os
machos, com coloragdo castanho-escura devido a maior taxa de ingestdo e quebra de
hemoglobina em hemozoina (OLIVEIRA et al., 2000). O corpo é mais simples do que o dos
machos, com a superficie inteira escavada e com poucos espinhos presentes, principalmente
na extremidade posterior. Apds o acasalamento, as fémeas sofrem modifica¢des
ultraestruturais e metabdlicas, tais como a diferenciacdo celular com producdo de células
vitelinicas. O acasalamento ¢ fundamental para a manuten¢do da maturidade sexual das

fémeas, incluindo a produgdo de ovos (SILVA et al., 2008).

1.6 Desenvolvimento da doenga e Sintomatologia

A esquistossomose é seriamente debilitante e pode ser letal. A penetragdo dos ovos
através da parede intestinal e da bexiga, o alojamento dos ovos em vdrios 0rgios e 0s estagios
de desenvolvimento no pulmio e no figado podem causar inflamacdo, necrose ou fibrose,
dependendo do grau de infec¢do. A resposta imunoldgica aos ovos € geralmente mais
patogénica do que a resposta aos esquistossomulos ou aos vermes na fase adulta.
(MAHMOUD, 2001; RUPPERT e BARNES, 1996).

A esquistossomose se apresenta no homem sob a forma aguda ou formas cronicas.

1.6.1 Fase aguda da Esquistossomose

A fase aguda da esquistossomose geralmente s6 € percebida em pessoas de drea ndo
endémica e é dependente do nimero de cercdrias infectantes. A ndo ocorrécia desta fase em
individuos de dreas endémica pode estar relacionada ao fato dos fetos receberem informagdes
imunolégicas quando estdo no tutero de uma mae sensibilizada, o que os permite responder a
infec¢do de maneira diferente de individuos que nunca foram expostos ao parasita (PEARCE
e MACDONALD, 2002). A intensidade da fase aguda varia desde um quadro assintomatico
até o surgimento de dermatite urticariforme. Inicialmente, surgem coceira e vermelhiddo no
local de penetragdo da cercaria com erupcdo papular, eritema, edema e prurido, persistindo até
cinco dias apds a infeccdo. Ap0s trés a sete semanas de exposicao, a doenga é caracterizada

por: febre, anorexia, dor abdominal e cefaléia. O paciente pode apresentar em menor
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freqiiéncia, diarréia, nduseas, vomitos e tosse seca. Durante o exame fisico, pode-se detectar a
hepatoesplenomegalia, isto €, o figado e o bago aumentados de tamanho. O exame laboratorial
aponta eosinofilia bastante elevada e, quando associado a dados epidemioldgicos e clinicos,
fecha-se o diagndstico da esquistossomose aguda. Dificuldades em definir o diagndstico da
forma aguda da esquistossome sio frequentes, notadamente antes do surgimento dos ovos nas

fezes (PORDEUS et al., 2008; SUCEN, 2008).

1.6.2 Fase cronica da doenca

A doenca comeca a tornar-se crdnica a partir dos seis meses apods a infec¢do, podendo
evoluir por muitos anos. A doenca cronica é graduada de acordo com a severidade, aparecem
os sinais e sintomas de evolucdo da patologia no acometimento de vdrios Orgdos. As
manifestagdes clinicas variam, a depender da localizacdo do parasito e da intensidade da carga
parasitaria, podendo apresentar as formas: intestinal, hepatointestinal, hepatoesplénica e até
neuroldgicaesplénica. A forma cronica intestinal pode se apresentar leve, geralmente
assintomadtica, atingindo a maioria absoluta dos individuos infectados que vivem nas areas
endémicas. O sintoma mais comum € a diarréia e pode acontecer perda de apetite, cansago e
dor abdominal a palpag@o. Na forma hepatointestinal os sintomas sdo os mesmos que na
forma intestinal, porém mais acentuados. A forma hepatoesplénica tem este nome devido a
lesdes no figado e bago. Geralmente é a forma mais severa e € usualmente acompanhada de
grave fibrose periportal e hepdtica, além de hipertensdao portal e obstrucdo de vasos
sanguineos, os quais podem romper-se causando hemorragia. O individuo queixa-se de tumor
na barriga, ja que figado e bacgo estdo muito aumentados de volume. Pode haver aumento do
volume abdominal por ascite. Esta forma é observada mais freqiientemente nas dreas em que
ocorrem mais casos no Brasil: Nordeste e Minas Gerais (ANDRADE, 2008; PORDEUS et al.,
2008; SUCEN, 2008).

1.6.2.1 Granuloma esquistossomético

Apds maturagdo em vermes adultos no hospedeiro definitivo, ocorre a migragao até os

vasos venosos mesentéricos, proximos ao intestino, onde se dd o acasalamento e inicio da

postura de ovos. Parte dos ovos € eliminada pelo limen intestinal e parte fica retida em vdrios
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orgdos (parede intestinal, figado, pancreas, pulmdes e outros). Os ovos, uma vez retidos nos
tecidos, comecgam a liberar antigenos provocando uma reagdo inflamatéria chamada de reagio
granulomatosa, ou granuloma (Figuras 11 e 12). O granuloma consiste em uma entidade
organizada onde sdo encontradas diversas células migrantes do sistema imune, proteinas de
adesdo, componentes de matriz extracelular e fatores de crescimento e angiogenese, formando
uma estrutura esférica, que circunda cada ovo individualmente. Os granulomas apresentam
componente exudativo e, com a secre¢do, ocorre a mobilizacio de grande quantidade de
eosindfilos, linfécitos e macréfagos, determinando regides de necrose e grande inflamacao.
Dependendo da localizagdo, o granuloma pode relacionar-se a formas graves de fibrose
hepdtica, aumento da pressdo periportal, hepato e esplenomegalia (ANDRADE, 2008). De
fato, os ovos de Schistosoma ou mesmo extratos de ovos sdo capazes de induzir a reagdo
granulomatosa e também interagem com células endoteliais, induzindo a producdo de
citocinas que vio facilitar os mecanismos de adesdo do ovo (LENZI et al., 2008). Assim que
0 ovo morre, o granuloma diminui, deixando placas fibrosas em seu lugar. Essas placas
aumentam a pressdo sanguinea portal, assim como o didmetro da veia porta (LENZI et al.,

2008; PEARCE e MACDONALD, 2002).
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Figura 11 — Representacdo esquematica dos componentes de um granuloma esquistossomotico.
FONTE: PEARCE e MACDONALD, 2002.
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Figura 12 — Granuloma esquistossomoético de tecido hepdtico de camundongo.

Grande parte da patologia da esquistossomose estd associada ao depdsito de ovos do
parasita nos tecidos do hospedeiro, especialmente no figado, causando granulomas. A
presenga do ovo € tdéxica para o hospedeiro e o granuloma é uma forma de contengdo.
Paradoxicamente as lesdes que os granulomas causam no hospedeiro, eles representam uma
forma de defesa contra os componentes toxicos dos ovos de esquistossomas. Camundongos
que ndo possuem a capacidade de formar granulomas apresentam sérios danos hepatotéxicos

e morrem rapidamente (LENZI et al., 2008; PEARCE e MACDONALD, 2002).

1.7 Imunobiologia da esquistossomose

A resposta imune estd intimamente ligada ao desenvolvimento das patologias que
acompanham a infeccdo. Alguns individuos infectados podem resistir a superinfeccido e os
esquistossomas podem sobreviver por muitos anos no hospedeiro, apesar da forte resposta
imune contra eles. J4 foi visto que a maturacio e a fecundidade dos esquistossomas de alguma
forma sdo dependentes da resposta imune do hospedeiro (PEARCE e MACDONALD, 2002).
Neste processo de coevolucdo entre parasita-hospedeiro, o esquistossoma desenvolveu

diversas formas para facilitarem a sua sobrevivéncia. Uma das chaves de sucesso de
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adaptacdo e sobrevivéncia do parasita no hospedeiro € a sua superficie de contato com o meio
externo, o tegumento, que proporciona diversas vantagens ao seu desenvolvimento. Mudangas
no tegumento que resultam na maturagdo do parasita e em mudangas conformacionais
(transformagdo da camada trilaminada para uma camada heptalaminada) auxiliam na sua
sobrevivéncia. Dentre as vantagens que o parasita utiliza para adaptacio ao hospeceiro estdo:
capacidade de modular o sistema imune do hospedeiro como forma de escape, ele utiliza de
mimetismo antigénico, no qual o esquistossoma sintetiza moléculas similares ou rouba
moléculas do hospedeiro; trocas continuas do tegumento, recuperando dreas que possam
eventualmente ter sido degradadas; possuem proteases de superficie que degradam proteinas
do complemento e anticorpos; além de poder modular a expressdo de proteinas de superficie,
que podem ser expressas ou ndo em determinadas fases do ciclo de vida do parasita (ABATH

e WERKHAUSER, 1996; VAN HELLEMOND et al., 2006).

1.7.1 Resposta imune do Hospedeiro ao Schistosoma mansoni

Devido ao fato do camundongo configurar como bom modelo animal para estudo do
desenvolvimento da esquistossomose, muito ja se conhece sobre a resposta imune durante as
diferentes etapas da infecc@o. Muitas diferencas também ja foram apontadas entre o sistema
imune de camundongos e de humanos. Utilizando animais deletados para algumas citocinas,
uma rede bastante complexa respostas foi desenhada (WILSON et al., 2007).

No decorrer da infeccdo a resposta imune progride em ao menos trés fases. Entre 3 e 5
semanas, enquanto o hospedeiro estd exposto a parasitas migrantes imaturos, uma resposta do
tipo Th1l é dominante. Com a maturacido dos parasitas, acasalamento e inicio da postura de
ovos, entre 5 e 6 semanas do inicio da infec¢@o, a resposta € alternada com diminui¢do da
resposta do tipo Thl e aumento de uma forte resposta do tipo Th2. Esta resposta ¢ induzida
primariamente pelos antigenos dos ovos. Durante a fase cronica da infecgdo, a resposta do
tipo Th2 é modulada por células regulatérias do sistema imunitario, também chamadas ThO,
sendo gerados granulomas menores em torno de novos ovos, em comparacdo com aqueles
formados no inicio da infec¢do. Esta resposta mediada por células ThO permite certa

adaptacdo entre hospedeiro e parasita (Figura 13).
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Figura 13 - Desenvolvimento da resposta imune durante a infec¢do da esquistossomose.
FONTE: PEARCE e MACDONALD, 2002.

Nos primeiros estagios da infec¢do pode-se verificar que uma moderada resposta de
células CD4 do tipo Th1 é observada envolvendo producao das citocinas INF-y, IL-2, TNF-a
atuando contra as fases iniciais de desenvolvimento do parasita. Na fase de maturacdo dos
esquistossomulos (entre 3 a 4 semanas pds infecgdo) as pessoas que nunca foram expostas
podem apresentar a febre de Katayama ou esquistossomose toxémica aguda, com extrema
prostracdo, anorexia e eosinofilia. A eosinofilia pode ser bastante acentuada mesmo antes do
aparecimento dos ovos. Nos estidgios de desenvolvimento do verme ocorre também a
producdo de NO por macréfagos e neutréfilos que sofrem apoptose. Nessa fase de resposta
polarizada do tipo Thl a citocina IL-10 possui papel central na regulacio (WILSON et al.,
2007; HOFFMAN et al., 2000; PEARCE e MACDONALD, 2002). Quando se inicia a
postura de ovos no sangue ocorre uma mudanca da resposta imune, sendo essa direcionada de
maneira robusta para o tipo Th2, associada as interleucinas 1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e IL-
17. As IL-4 e IL-13 desempenham papel importante na fibrinogenese durante a formacéo dos
granulonas. Os receptores dessas interleucinas, IL-4Ra e IL-13Ra2 teriam um papel central
na regulacdo, suprimindo a resposta exacerbada contra os ovos, induzindo uma adaptacgio

parasita-hospedeiro num estagio cronico da doenca. Na resposta imune aos antigenos de ovos
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participam os macréfagos, mastocitos células de kupffer e eosinéfilos, além de células
dendriticas. Novemante a citocina IL-10 tem um papel central na regulacio da resposta imune
(WILSON et al., 2007; HOFFMAN et al., 2000; PEARCE e MACDONALD, 2002).

A supressdo ou regulacdo da resposta Th2 exacerbada com participacdo de
macrdfagos, inducdo e NO-sintases e IL-10, promove um balanco Th1/Th2, com diminuicao
dos granulomas. O aumento de TNF-a nessa fase esta associado com hepatoesplenomegalia,
dando origem a forma cronica e severa da doenca (WILSON et al., 2007; PEARCE e
MACDONALD, 2002).

1.8 Desenvolvimento de vacinas contra esquistossomose

O tratamento da esquistossomose consiste em quimioterapia utilizando praziquantel
(TALLIMA e RIDI, 2007). Este é um farmaco barato (HAGAN et al., 2000), porém com
alguns problemas de efeitos colaterais, como ndusea, vOmito, dor abdominal, cdlica
aguda,diarréia sanguinolenta. O praziquantel tem eficicia parcial, ndo tendo efeito contra a
patologia provocada pelos ovos ou contra esquistossdmulos (GRYSEELS et al., 2006). Por
ser a unica droga utilizada, teme-se o risco do tratamento selecionar uma populacdo de
esquistossomas resistentes. Além disso, o praziquantel ndo previne contra reinfecgdes, o que
geralmente ocorre em regides endémicas. Apesar de a quimioterapia destruir os vermes, ela
ndo trata as seqiielas causadas pelos ovos retidos nas visceras. Portanto, uma medida
preventiva seria essencial e a vacinagdo da populacio de drea endémica € bastante
recomenddvel (HOTA-MITCHELL et al., 1999).

A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) recomenda que a pesquisa da
esquistossomose se concentre no desenvolvimento e avaliacio de novas estratégias e
ferramentas de controle da doenca (WHO, 2006). A introdu¢do, durante a ultima década, do
tratamento da doenga com drogas como o praziquantel e a oxamniquine, juntamente com o
conceito de controle de morbidade em vez de controle da transmissao, levou ao pensamento
errdneo de que ferramentas para o controle da esquistossomose nao eram mais necessdrias.
Estudos posteriores mostram que embora o tratamento em massa com drogas determinasse
uma reducdo na prevaléncia e intensidade da infec¢do, a reinfeccdo ocorria rapidamente. A
necessidade de tratamentos repetidos em intervalos curtos, com custos operacionais

importantes justifica o desenvolvimento de estratégias de controle alternativas, que possam ter
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efeito duradouro. Entre estas medidas, estda incluido o desenvolvimento de uma vacina
eficiente e de baixo custo (DUNNE et al., 1995).

O desenvolvimento de vacinas contra infecgdes parasitdrias constitui um dificil e
excitante desafio, devido a complexidade do ciclo de vida dos parasitas, bem como pela
diversidade de respostas imunes geradas em seus hospedeiros (DUPRE et al., 2001). A maior
dificuldade no desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose € a definicdo de
antigenos que estimulem uma resposta imune apropriada, promovendo prote¢do (YANG et
al., 2001).

Outro fator que pode ser apontado como uma dificuldade no desenvolvimento de
vacinas contra vermes é que a imunidade que ocorre em humanos resistentes é desenvolvida
por um mecanismo mediado pela producdo de IgE. Em humanos varios estudos
demonstraram que a resisténcia a reinfeccao € idade dependente, sendo mediada pela presenca
de IL-4 e IL-5. Isso por si sO ja é perigoso, pois uma vacina que promova a producio de IgE
pode elicitar efeitos adversos indesejaveis, como a exacerbacdo de alergia (WILSON e
COULSON, 1998; WYNN e HOFFMANN, 2000).

Estudos de gendmica e protedmica de esquistosomas vém permitindo a busca de
proteinas com potencial vacinal de maneira mais sistematica. Tecnologias de sequenciamento
de DNA associadas a programas de bioinformatica possibilitam a identifica¢do de proteinas e
suas localizagdes no parasita, facilitando a busca de novos candidatos vacinais (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003; OLIVEIRA, 2007). Tém sido propostas como antigenos, em especial,
proteinas do tegumento (BRASCHI, 2006), proteinas secretadas, enzimas antioxidantes e
proteases (MACMANUS e LOUKAS, 2008). Alguns antigenos sdo apontados como capazes
de conferir protecdo parcial e hoje se pensa na possibilidade de uma vacina composta de
diferentes proteinas, incluindo antigenos de diferentes fases do parasita no hospedeiro
mamifero, e ainda antigenos de diferentes parasitas com alta incidéncia de co-infeccdo
(HOTEZ et al., 2008).

Muitos antigenos tém sido estudados como candidatos vacinais (MCMANUS e
LOUKAS, 2008). Algumas proteinas estdo sendo testadas quanto a antigenicidade e
imunogenicidade protetora com subsidio especial da OMS (WILSON e COULSON, 2006). A
proteina Sm14 € uma das mais estudadas desde o inicio da busca por antigenos vacinais e
sabe-se que ela determina protecdo parcial. (RAMOS et al., 2001; PACHECO et al., 2005).
Mais recentemente dois antigenos mostraram ser indutores de imunidade protetora, sendo
uma delas um fragmento de uma tetraspanina (SmTSP-2), em estudo por um grupo australiano

liderado pelo Dr. Alex Loukas. O outro antigeno é a Sm29, em estudo em um grupo de Belo
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Horizonte, liderado pelo Dr. Sérgio Costa. Ambos antigenos mostraram bons resultados, com
cerca de 60% de protecdo (TRAN et al., 2006; CARDOSO et al., 2008). Porém, apesar de
apresentarem resultados promissores em modelos experimentais, quando foi retirado o
adjuvante de Freund, o qual ndo é permitido para uso em humanos, os niveis de protecdo
diminuiram para aproximadamente 30-40% (Bergquist e COLLEY, 1998), semelhante a
protecdo observada com Sm14. Dessa forma, diversos autores concordam que a escolha destas
moléculas para os testes iniciais ndo deve inibir a busca por novos antigenos candidatos e
novos adjuvantes (BERGQUIST, 1995; DOENHOFF, 1998; WILSON e COULSON, 1998).

A protecdo é medida pela inibi¢do de desenvolvimento de vermes em ensaios de
desafio. Também se considera que a redugdo do niimero de vermes em 40 % é um efeito
importante. Modelos matematicos demonstram que uma reducio na parasitemia de 50% seria
suficiente para causar um enorme impacto na endemia da doenca (CHAN et al., 1996). Outros
aspectos analisados sdo diminui¢do na oviposicdo dos vermes e efeitos na geracdo de
granulomas, este Ultimo como um dos mais importantes aspectos da patogénese. Neste
contexto deve ser lembrado que a patologia € diretamente correlacionada ao niimero de ovos
encontrados no hospedeiro e uma vacina devera ter efeito tanto no impedimento da entrada de
vermes como no desenvolvimento e producio de ovos (BERGQUIST, 1995).

O desenho de uma vacina eficiente serd baseado ndo apenas na forma mais efetiva de
inducdo de imunidade, incluindo o uso de adjuvantes adequados para aumento de resposta,
mais também na facilidade e custo de producdo (BERGQUIST, 1995). Possivelmente uma
vacina composta de varios antigenos serd necessaria para efetiva protecdo. A possibilidade de
uma acdo sinergética pode ser aumentada pela incorporacdo de antigenos de diferentes fases
de desenvolvimento do verme. Ainda diferentes tipos de resposta podem ser necessarios e por
isso antigenos e formas de apresentacdo, com capacidade de modulacdo de resposta imune,

também configuram estudos importantes (BERGQUIST e COLLEY, 1998).

1.9 Estudos de genOmica e protedmica do Schistosoma mansoni e a busca por candidatos

vacinais.

A partir de meados da década de 1980, os estudos da biologia molecular do
Schistosoma vém possibilitando a caracterizacdo de um grande nimero de moléculas e
funcdes bioldgicas desse organismo. Recentemente, com o seqiienciamento de parte do

genoma do parasita e os estudos de transcriptomas e proteomas, foi possivel identificar novos



46

alvos para o desenvolvimento de vacinas e drogas para combater a esquistossomose, além de
melhorar o entendimento de fendmenos biolégicos do S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2008).

O projeto transcriptoma do Schistosoma mansoni foi desenvolvido no Brasil com
suporte da rede ONSA da FAPESP, (Genoma-EST de Schistosoma mansoni (PGSm)
(http://verjol18.ig.usp.br/schisto/). Através do conhecimento gerado pelo transcriptoma

(Verjovisky-Almeida et al., 2003) e pelo genoma (EL-SAYED et al.,, 2004; HAAS et al,,

2007) do Schistosoma mansoni varios antigenos recombinantes vem sendo propostos. A
identificacdo de candidatos vacinais por vacinologia reversa, ou seja, através da andlise de
seqiiéncia do genoma, ji foi realizada para Neisseria meningitidis (PIZZA et al., 2000) e
Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN et al., 2001). Na busca de seqiiéncias especificas,
estes autores utilizaram algoritmos publicos que verificam motivos protéicos envolvidos no
transporte ou ligacdo de proteinas a superficie celular. Os antigenos com potencial vacinal

foram expressos em E. coli e testados quanto a indugdo de imunidade protetora.

1.10 Dineinas de cadeia leve de Schistosoma mansoni

A andlise do transcriptoma do parasita Schistosoma mansoni possibilitou a
identificacdo de algumas familias de pardlogos de cadeia leve de dineina (DLC); uma dessas
familias agrupa proteinas de cerca de 20 kDa, com dominios EF-hand; outra familia,
denominada Familia L8, é composta por proteinas pequenas, de aproximadamente 10 kDa,
somente com o dominio DLC (GITHUI ef al., 2008). Alguns membros DLC da familia L8 ja
haviam sido caracterizados em S. japonicum (YANG et al., 1999; ZHANG et al., 2005). A
primeira DLC de S. mansoni identificada pertencente a familia L8 foi denominado Sm10. Esta
proteina mostrou um cardter estimulador de proliferacdo de células T de pacientes de drea
endémica (sensibilizados). Este antigeno foi testado em formula¢des vacinais induzindo cerca
de 30% de protecao (ARGIRO et al., 2000). A familia L8 de S. mansoni possui ao menos 18
membros de proteinas ortélogas a proteina dineina de cadeia leve de mamiferos (DLC). As
identidades e similaridades entre as DLC estdo ilustradas na Figura 14. Verificou-se por
imunolocalizacdo que duas DLCs de S. japonicum se encontram no tegumento de verme
adulto e que uma delas esta presente apenas em machos, sendo atribuida uma fun¢do motora
relacionada com o mecanismo de suporte com que ele mantém a fémea firmemente conectada
dentro do canal ginecdforo, enquanto ela reserva sua energia para a producdo de ovos

(HOFFMANN et al., 2002).
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Figura 14 — Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos das dineinas de cadeia leve pertencentes a
familia L8 encontradas no projeto transcriptoma do Schistosoma mansoni.

Estudos mostram que o Schistosoma modula o sistema imune dos hospedeiros
mimetizando suas proteinas, e também usando isoformas de proteinas para escapar do
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. Uma das questdes iniciais com relacdo a
DLC:s foi por qual motivo existiriam tantos genes codificando dineinas de cadeia leve em S.
mansoni, provavelmente essas proteinas teriam fungdes diferentes, poderiam ser expressas nas
diversas fases de desenvolvimento do verme, participar no transporte de nutrientes
especificos, ou ainda poderia ter papel no escape do sistema imune. Considerando essas
possibilidades, em um estudo inicial foram escolhidos dois genes entre os pardlogos de DLCs,
(C603850.1 e C608608.1, notagdo dos clusters do transcriptoma) para investigacao.
Demonstrou-se que sdo proteinas bastante imunogénicas, estimulando resposta imune celular
e com possivel papel vacinal. Os ensaios iniciais deveriam ser aprofundados e por isso demos
continuidade a essa investigacdo. Neste estudo trés paralogos de DLCs foram selecionados,
sendo eles C608608.1, C707198.1 e C717619.1. Estes genes codificam seqiiencialmente as
proteinas DLC1, DLC3 e DLC4 de Schistosoma mansoni (numeracdo usada em nosso
laboratorio, Tabela 1, Figura A e B -Anexos). Na andlise do transcriptoma a proteina DLCI1
foi encontrada nas fases de “germ ball”, miracideo, schistosémulo e adulto; a proteina DL.C3
foi encontrada na fase de verme adulto e a proteina DLC4 foi encontrada na fase de “germ
ball”. O tipo de preparo de material do projeto trancriptoma nao permite afirmar se essas
proteinas estdo ou ndo presentes em outras fases do ciclo de vida do parasita, mas garante que

estdo presentes naquelas onde foram identificadas.
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Tabela 1 — Genes de Schistosoma mansoni selecionados para esse estudo.

Cluster do Maior similaridade Fases do ciclo onde Tamanho do Tamanl}m
Transcriptoma Gene (Blast) foram encoptrados gene (pb) da proteina
transcritos (kDa)
DLCI1 de Miracidio, esporocisto,
C608608.1 DLC1 Schistosoma esquistossdmulo e 267 10,37
Jjaponicum verme adulto
DLC citoplasmatica
C707198.1 DLC3 de Emericella verme adulto 273 10,60
nidulans
DLC3 de
C717619.1 DLC4 Schistosoma Esporocisto 294 11,56
japonicum

DLCs sdo associadas com atividades motoras e de transporte de nutrientes em células
de mamiferos através de microtibulos (COMOY et al., 1998). Em S. mansoni ainda nao
foram caracterizadas as possiveis fun¢des dessas proteinas, porém das proteinas componentes
de citoesqueleto, as DLCs parecem ser as mais abundantes no tegumento (JONES et al,

2004) Na Figura 15 pode-se verificar a localizagdao das DLCs no tegumento de schistosomas.

Figura 15 — Localizacdo das dineinas de cadeia leve no tegumento de schistosomas - Indicagdo em
lilas da localizag¢do das DLCs.
FONTE: JONES et al., 2004.

Considerando existéncia de tantas DLCs, suas possiveis funcdes e sua localizagdo no
tegumento do verme (possivelmente expostas ao sistema imune), além dos bons resultados de

estudos anteriores realizados no nosso laboratério, decidimos estudar o potencial vacinal de
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outros pardlogos de dineinas de cadeia leve de Schistosoma mansoni. Propusemos também
utilizar salmonelas vacinais recombinantes para apresentacdo desses antigenos ao sistema
imune, para avaliar a contribui¢do da bactéria como adjuvante na modulacdo da resposta

imune.

1.11 Salmonelas recombinantes como vetores vacinais

Salmonelas (Figura 16) sdo baciclos gram negativos, aerébicos facultativos e ndo
formadores de esporos. Certas salmonelas possuem caracteristica invasiva em mamiferos
especificos. Salmonelas podem habitar o trato-intestinal dos seres humanos e muitos outros
animais. Todas as salmonelas sdo consideradas patogénicas em algum grau, podendo causar
salmonelose, gastroenterite ou febre tiféide em certas combinagdes de espécies de Salmonella
e o mamifero hospedeiro. As salmonelas invasivas sdo caracterizadas por conseguir
sobreviver em macréfagos devido aos seus mecanismos de defesa antioxidantes (TRABULS]I,

1996; TORTORA et al., 2000).

Figura 16 - Salmonella enterica sorovar Typhimurium.
FONTE: MOAT et al., 2002.

A facilidade de manipulacdo genética de salmonelas possibilitou a geracdo de varias
linhagens atenuadas recombinantes para expressdo de antigenos heter6logos. Muitas vacinas
vivas para humanos baseadas em Salmonella Thyphi estdo em teste clinico (CVD908-htr)

(ZHANG et al., 2008; PACHECO et al., 2005; CHEMINAY e HENSEL, 2008). Também
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componentes de cdpsula de salmonelas (TAGLIABUE e RAPPUOLI, 2008) e flagelinas
(BEN-YEDIDIA e ARNON, 2007) tém sido propostos como adjuvantes.

Salmonelas atenuadas carregadoras de antigenos heter6logos sdo de particular
interesse pela possibilidade de administracdo de vacinas por via oral, por induzirem resposta
imune de mucosa ou sist€mica, humoral e celular, e ainda pela possibilidade de atuar como
vacina multipla.

Nas ultimas décadas algumas linhagens vacinais de salmonelas foram bem
estabelecidas, podendo constituir vacinas vivas multivalentes (GARMORY et al., 2002). A
atenuacdo em geral se baseia em limitagdes de sobrevivéncia no hospedeiro, mas as bactérias
atenuadas permanecem por tempo suficiente para apresentar os antigenos e estimular a
resposta imunolégica (ROSENKRANZ et al., 2003).

Os genomas de vdrias linhagens de salmonelas sdo conhecidos (EDWARDS et al.,
2002), possibilitando estudos de mecanismos de invasdo e interagdo com os hospedeiros
(RAUPACH et al, 2001); seus sistemas de transporte e secre¢do de fatores de viruléncia no
citosol de células fagocitarias (RUSSMANN et al., 1998); seqiiéncias sinalizadoras para
localizacdo de proteinas nos diferentes compartimentos celulares (HINDLE ez al, 2002);
promotores no controle de expressdo génica em diferentes condi¢des, e muitas outras
caracteristicas sdo bem conhecidas. Esses dados permitem a elaboragdo de salmonelas
vacinais através de manipulacdo genética, ndo somente para a atenuacdo da patogenicidade,
mas também para introducdo de genes heterélogos, ampliando as perspectivas no
desenvolvimento de vacinas vivas multiplas (STOCKER, 2000).

Uma maior considera¢do no desenvolvimento de vacinas combinadas de salmonelas é
a obtencdo de um nivel alto de expressdo dos antigenos recombinantes para dirigir a resposta
imune. De qualquer forma a alta expressdo ndo regulada de antigenos heterélogos pode ser
toxica e afetar a viabilidade da célula microbiana, fazendo com que a salmonela seja um
carregador ineficiente ou causando perda do DNA recombinante (KHAN et al., 1994).

Demonstrou-se que vacinas contra febre tiféide baseadas em salmonelas atenuadas
vivas sdo mais eficazes que vacinas baseadas em componentes celulares ou células mortas.
Isso provavelmente relaciona-se com a diferenca de resposta imune induzida, sendo que o
microrganismo vivo é capaz de modular a resposta para celular do tipo Thl, com expressio de
diversas interleucinas e interferon-y (OKAMURA et al., 2004; LEHMANN et al., 2006). De
fato, a tnica vacina licenciada contra febre tiféide utiliza a Salmonella Typhi, Ty21a, viva
atenuada, Vivotif® (CHEMINAY e HENSEL, 2008). O uso de salmonelas como vetor vivo

para a administracdo de antigenos heter6logos ja foi demonstrado com sucesso modulando
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resposta humoral e celular contra varios antigenos de parasitas (PACHECO et al, 2005;
GARMORY et al., 2002). Uma caracteristica da salmonela é conseguir sobreviver ao estresse
oxidativo imposto por macréfagos durante infecgdes. Um dos sistemas responsdveis por essa
capacidade é o regulon soxRS que controla a transcricdo de vérios genes relacionados com
defesa antioxidante (DEMPLE, 1996 ; KOUTSOLIOUTSOU et al., 2001).

Neste projeto propomos a utilizagdo de salmonelas recombinantes com o sistema

soxRS controlando a expressio e genes heterélogos.

1.12 O sistema controlador do regulon soxRS

O regulon soxRS ¢ ativado em vdrias enterobactérias em resposta a estresse oxidativo,
como aquele que ocorre durante infec¢do nos hospedeiros mamiferos (DEMPLE, 1996,
KOUTSOLIOUTSOU et al., 2001). O regulon € ativado quando a bactéria esta no macréfago
que produz radicais superdxido e oxido nitrico. O controle de expressdo do regulon se da em
dois estdgios com uma proteina sensora de estresse oxidativo, SoxR, a qual ativada, atua
sobre o promotor do gene soxS, induzindo uma forte transcri¢do do gene soxS. A proteina
SoxS promove a express@o de ao menos quinze genes relacionados com a defesa contra
estresse oxidativo, como superoxido dismutase A, aconitase, glicose-6-fosfato desidrogenase,

fumarase C, endonuclease IV (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema do sistema regulon soxRS e seu funcionamento sob estresse oxidativo.

Um vetor de expressdo foi especialmente gerado em nosso laboratério para facilitar
clonagens de genes de interesse. Esse vetor foi modificado sobre o vetor pAE (RAMOS et al,,
2004) por inser¢ao do fragmento génico soxR-promotor-soxS posicionado “upstream” de um
sitio de multiplas clonagens e foi denominado vetor pAEsox (Figura 18). Genes clonados no
vetor pAEsox podem ser induzidos in vitro em bactérias expostas a paraquat, uma droga que
metabolizada pela bactéria, gera anions superdxido, promovendo estresse oxidativo e

mimetizando a condicdo no macréfago.
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Figura 18 — Esquema da constru¢do do vetor pAEsox pela inser¢do do fragmento génico soxR-
promotor-soxS posicionado “upstream” do sitio de multiplas clonagens no vetor pAE.
Posicdo de clonagem dos genes das DLCs. O vetor de expressdo possibilita a
purificacdo de proteinas recombinantes em resinas de afinidade a metal (niquel), por
adicdo de seis residuos de histidinas na extremidade amino-terminal da proteina
expressa.

Demonstrou-se, no laboratério da Dra. Martins, que a proteina fragmento C de toxina
tetinica (FC) foi expressa em salmonelas transformadas com o vetor pAEsoxFC.
Demonstrou-se também que a proteina foi expressa in vivo ap6s imunizacao de camundongos
com a linhagem de Salmonela recombinante carregando o vetor pAEsoxFC. Nesses ensaios os
animais apresentaram anticorpos contra FC e foram protegidos contra a toxina tetinica (paper

em preparacdo). Portanto, propusemos a utilizacdo do vetor pAEsox para carregar os genes

selecionados como antigenos vacinais.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste projeto sdo:

. Estudar as caracteristicas imunogénicas e antigénicas de pardlogos da proteina DLC de
Schistosoma mansoni, quer apresentadas ao sistema imune como proteinas purificadas ou por
salmonelas recombinantes carregando os genes das DLCs para expressdo in vivo sob controle

do sistema soxRS;

. Avaliar a possivel imunidade protetora induzida pelos pardlogos de DLC com
imunizacdes mistas com proteinas purificadas e as samonelas recombinantes, seguidas de

ensaios de desafio com cercarias;

. Avaliar possiveis diferencas no desenvolvimento dos granulomas hepaticos nos
animais parasitados apds imuniza¢des com proteinas purificadas ou com salmonelas

recombinantes carregando os genes de DLC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Bactérias e vetores

As bactérias e vetores utilizados no desenvolvimento desse projeto estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 2 - Bactérias e vetores utilizados e suas caracteristicas mais relevantes.

Bactérias Caracteristicas
E. coli BI21DE3plys Para a expressdo de proteinas

Utilizada para clonagem de fragmentos e obten¢do de grande quantidade de
E. coli DH5a

plasmideo.
Salmonella enterica Linhagem vacinal para camundongos, atenuada por mutagdo do gene aroA,
sorovar Typhimurium impedindo a sintese de aminodcidos aromadticos. Utilizada em ensaios para
SL3261 expressdo dos antigenos de interesse in vivo.
Salmonella enterica Deficiente no sistema de restri¢do para reconhecimento e clivagem de DNA
sorovar Typhimurium exdgeno. Intermedidria na transferéncia de contrugdes plasmideais entre
SLA4213 linhagens de E.coli e salmonela SL.3261.
Vetores

Vetor de clonagem de produtos de PCR por ligacdo A-T. Fragmentos
pGEM-Teasy (Promega) génicos podem ser obtidos por digestdo do vetor pGEM-Teasy e

transferidos para outros vetores.

Vetor construido no Centro de Biotecnologia a partir dos vetores comerciais
pRSET e pET (Ramos et al., 2004). Usado para expressdo de proteinas em
E. coli por indugio com IPTG. Possui pUC ori, amp®, sitio RBS, promotor
PAE do fago T7, cédon de iniciacdo seguido de cédon para adi¢do de 6 histidinas
na posi¢do N terminal das proteinas expressas e sitio de miuiltiplas

clonagens.

Construido sobre o vetor pAE, por inser¢cdo do sistema controlador do
regulon soxRS, o gene de soxR e o promotor de soxS. O vetor permite
pAEsox inducdo da expressdo de genes de interesse in vitro, por exposi¢do das
bactérias transformadas a paraquat, ou in vivo (estresse oxidativo em

macréfagos).
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3.1.2 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para realizacdo das amplificagdes génicas dos
paralogos de dineinas de cadeia leve e as endonucleases de restricdo utilizadas para a

transferéncia dos genes de interesse para o vetor pAEsox estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados para amplificac¢do dos pardlogos de DLC indicando sitios e
enzimas de restri¢do utilizados nas clonagens.

Proteina Oligonucleotideos e enzimas de restri¢iao

DLC-1 forward para pAE 5'GGATCCATGGAAAATCGTCGTGCTCT 3" BamH 1
DLC-1 reverse para pAE 5'GGTACCGGTCTTCAATTTATTGTGTTC 3" Kpn |
DLC-3 forward para pAE 5’GGATCCATGGAACCACAGAAAGTAATTG 3° BamH 1
DLC-3 reverse para pAE 5’GGTACCGGTTACAACTAATCAGCAACTG 3’ Kpn |
DLC-4 forward para pAE 5'GGATCCATGCCAATTGAACAAAGACC 3" BamH 1
DLC-4 reverse para pAE 5S’ATTTAGGTGACACTATAG 3°

3.1.3 Meios de cultura

1. 2YT: Triptona (16 g), extrato de levedo (10 g), cloreto de sddio (5 g) e 4gua Milli Rios

(para completar 800 mL);
2. 2YT so6lido — Meio de cultura liquido, Agar 1.5%;
3. SOB - Triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de s6dio 0,05%, cloreto de

potéssio 2,5 mM.

3.1.4 Solugdes

A 4gua utilizada nas solugdes foi 4gua deionizada MilliQ (Millipore).
1. Tampdo TAE 1X — EDTA 1 mM, Tris-acetato 40 mM em 4gua deionizada;
2. Tampdo de amostra 10x para gel de agarose — azul de bromofenol 0,25%, ficol (tipo
400) 15%, xileno cianol FF 0,25% em agua deionizada;
3. Acrilamida 30% - acrilamida 29%, N.N’- metilenobisacrilamida 1% em dgua

deionizada.
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4. Tampao de amostra 5X para SDS-PAGE - azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%, f3-
mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, Tris-HC] 50 mM pH 6,8 em dgua deionizada;

5. Tampdo de corrida para SDS-PAGE — Glicina 192 nM, SDS 0,1%, Tris 25 mM em
dgua deionizada;

6. Tampdo para Stacking Gel: Tris Base 0,5 M pH 6,8;

7. Tampdo para Gel de Separacdo: Tris Base 1,5 M pH 8,8;

8. Corante Comassie Blue R250: 4cido acético glacial 10%, azul de Comassie R250
0,25%, metanol 45%;

9. Descorante: Etanol 30%, dcido acético glacial 10% e dgua deionizada;

10. Solucdo RF I - KC1 10 mM, MnCl4 50 mM, acetato de potdssio 30 mM, CaCI2 10
mM, glicerol 15%, pH 5,8, esterilizar em membrana de 0,22 pm;

11. Solugdo RF II - KCI 10 mM, CaCI2 75 mM, MgCl, 20 mM, Na-MOPS 10 mM,
glicerol 15 %, pH 5,8, esterilizar em membrana de 0,22 pm;

12. PIPES - cloreto de céalcio 60 mM; glicerol 15%; PIPES 10 mM; (em d4gua
deionizada); pH 7,0; Filtrada para esterilizar em membrana de 0,22um;

13. Imidazol nas concentra¢des: SmM, 10 mM, 20 mM, 80 mM, 150 mM, 300 mM, 500
mM e 1 M em tampdo 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pHS,0;

14. Padrao de albumina 2 mg/mL (PIERCE);

15. Coomassie Plus — Bradford Assay TM Kit (PIERCE);

16. Carbonato de sédio 2% (dissolvido em NaOH 0,1 M);

17. PBS - cloreto de potéssio 2,7 mM, cloreto de sédio 137 mM, fosfato dibésico de
sédio 8,1 mM, fosfato monobdsico de potdssio 1,5 mM, pH7,0;

18. PBS T — Tween 20 0,05% em tampao PBS;

19. Tampao de adsorcdo para ELISA — IgG - bicarbonato de sédio 0,05 M/ carbonato de
sodio 0,05 M em 4gua deionizada, pH 9,6;

20. Tampao de adsor¢do para ELISA IgE — carbonato de s6dio 0,1 M pH 9,5;

21. Solugéo de Bloqueio: PBST e leite desnatado 10% ou PBS T e BSA 5%;

22. Tampao citrato/fosfato — citrato de soédio 0,1 M, fosfato monobdsico de sédio 0,2 M
em 4gua deionizada pH 5,0;

23. Solucdo de revelacdo para ELISA — deteccdo de anticorpos (OPD 0,04%, 4gua
oxigenada 0,015% em tampao citrato/fosfato);

24. Solucdo de revelagdo para ELISA de IgE: TMB da KPL;

25. Solugdo para parar reacao para ELISA: H,SO4 2N;

26. Solugdo para parar reacdo para ELISA IgE: Stop solution da KPL;
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27. Tampao de Transferéncia: Tris Base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.02% e Metanol
20%;

28. Solugéo Basal: TBS — NaCl 150 mM, Tris Base 10 mM e Tween 0.05%;

29. Corante para western blotting - Ponceau;

30. Solugdo de Revelacdo para western blotting: Tris 60 mM, 0.7 mg/mL
Diaminobenzidina (DAB), 0,7 mg/mL peréxido de hidrogénio (H,0,) e Uréia 2 mg/mL.

3.1.5 Anticorpos comerciais

Anticorpo secunddrio: Pierce 31450 rabbit anti-mouse IgG peroxidase conjugado;

Anticorpo de captura IgE — BD;

Anticorpo secundario anti-IgE — BD.

3.1.6 Anestésicos

Pentobarbital - administracdo 40-80 mg por kg de peso do animal.

Xilasina — 10 mg por por kg de peso do animal

Ketamina — 1000 mg por por kg de peso do animal

Uretano — solugdo 150 mg/ml, injecdes de 500 ul por animal

3.1.7 Antibiodticos utilizados

- Ampicilina em concentra¢do final 100 pg/uL; Solucdo estoque 100 mg/mL.

- Novobiocina em concentragdo final 1 pg/uL. Solucdo estoque 100 mg/mL
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3.2 Métodos

3.2.1 Amplificacdo e clonagem dos genes

Em estudo anterior genes de quatro pardlogos de DLC (DLC1, DLC2, DLC3 e DLC4)
gerados pelo projeto Genoma do Schistosoma mansoni foram amplificados por PCR. As
amplificacdes dos genes foram feitas utilizando como molde clones da biblioteca do projeto
Schistosoma mansoni EST genome. Foram utilizadas reacdes com: Agua MilliQ, Tampao
com (NH4),SO4, MgCl, (3 mM final), dNTP mix (10 mM), oligonucelotideros iniciadores
“forward” e “reverse” 10 pmol cada, iniciador 10 pmol e enzima DNA taq polimerase
(Fermentas), ou TLi da Promega. O Volume total da reacdo foi de 50 uL, e foram realizados
40 ciclos de amplificagdo. Para a realizacdo desses experimentos foi utilizado o aparelho para
PCR, PTC100TM (Programmable Thermal controller) — MJ Reserch, Inc.

Depois de amplificados os fragmentos gé€nicos foram inseridos no vetor de clonagem
pGEM-Teasy, e em seguida subclonados no vetor de expressdao pAE. No presente estudo, trés
desses paralogos (DLC1, DLC3 e DLC4) foram digeridos por enzimas de restricdo (BamH I e
Kpn I ou BamH I e Pst 1), os fragmentos foram separados em gel de agarose 1% em tampao
TAE 1X e purificados com kit de purificagdo ConcertTM Gel Extraction Systems (Life
TechnologiesTM). Entre uma digestdo e outra o DNA das amostras foram precipitados e
lavados. As reagdes completas liberaram dois fragmentos de tamanho diferentes, um menor
correspondendo a dos insertos de interesse e outro maior correspondendo ao vetor de
clonagem. Em seguida os fragmentos digeridos foram transferidos usando reacdes de ligase
para o vetor de expressdo pAEsox que também havia sido digerido com as mesmas enzimas.

As reacdes de ligacdo com o vetor pAEsox foram utilizadas para transformar bactérias
E. coli DH5a competentes. As culturas foram plaqueadas e as placas incubadas por
aproximadamente 16 horas a 37 °C. As coldnias que cresceram nas placas foram inoculadas
para crescimento em meio de cultura liquido overnight e posteriormente foram estocadas em
meio de cultura contendo glicerol a -80 °C. A partir destas amostras foram feitas mini
preparagdes para obtencdo de DNA para verificacdo da construcdo inserto e sistema

soxRpsoxS por seqiienciamento.
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3.2.1.1 Preparo de bactérias competentes e transformagao.

* Estriar bactéria E. coli em placa 2YT-4gar e incubar a 37 °C por 16 horas.

* Inocular uma colénia em 2 mL de meio SOB. Incubar a 37 °C por 16 horas sob agitacao.

* Transferir o in6culo para 100 mL de meio SOB pré-aquecido a 37 °C.

* Incubar por 2-3 horas a 37° C sob agitacdo. Fazer leituras em espectrofotdmetro a 600 nm
até a cultura atingir DO = 0,6 (fase logaritmica de crescimento).

* Transferir e manter a cultura em gelo para estacionar divisdo celular.

* Dividir o inéculo em dois tubos de 50 mL, adicionar 2 mL. MgCl, 1 M, manter em gelo.

* Centrifugar a 3.214 g por 10 min a 4 °C. Ressuspender o precipitado em 5 mL de solu¢do RF
I gelada.

* Centrifugar 15 minutos a 2.057 g a 4 °C. Descartar o sobrenadante.

* Ressuspender cada precipitado em 1 mL de solucdo RF II gelada (repetir a centrifugagéo e
ressuspensao).

* Distribuir 50 uLL em tubos de 1,5 mL gelados, congelar com auxilio do nitrogénio liquido e

armazenar a -70 °C.

As bactérias E. coli DH5o utilizadas para amplificacdo de plasmideos foram tornadas
competentes para transformacdo por tratamento com solugdes de CaCl, (Sambrook et al.,
1989; AUSUBEL et al., 1989). Apds tratamento as bactérias foram aliquotadas e armazenadas
a-80 °C.

As linhagens de Salmonella entérica sorovar Typhimurium SL3261 e SL4213 foram
tornadas competentes para transformacéo por tratamento com solucio tampao Pipes (CaCl, 60
mM, glicerol 15%, Pipes 10 mM pH7,0).

As bactérias competentes foram transformadas por incubacdo com plasmideos e
tratamento por choque térmico. Clones bacterianos foram selecionados por crescimento em
placas de 4gar e resisténcia a antibidticos, e cultivados para diferentes finalidades, como
purificacdo dos vetores. Os clones foram utilizados para inducdo de expressdo das proteinas

para purificagdo e também para imunizagdo de camundongos.
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3.2.2 Extracdo de DNA plasmidial e andlise dos clones

Os clones bacterianos selecionados foram utilizados para gerar plasmideos que foram
purificados utilizando kits comerciais de mini-preparacdes. As constru¢des foram analisadas
por ensaios de restri¢do e por seqiienciamento de DNA. Para a extracio do DNA plasmidial,
cerca de 2 pL dos clones congelados foram inoculados em meio de cultura 2YT contendo
ampicilina e deixados crescendo “overnight” a 37 °C sob agitacdo. Para a extracdo dos
plasmideos foi utilizado o kit GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amershan Biosciences),
seguindo o protocolo do fabricante. Para andlise das seqii€ncias foi utilizado o seqiienciador
que se encontra no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan. O método utilizado para
seqiienciamento foi a técnica de Sanger adaptado para seqiienciador automdtico capilar

ABI3100 (Perkin Elmer).

3.2.3 Indugdo de expressao das proteinas in vitro

Para que as proteinas fossem expressas, primeiramente as constru¢des plasmideais em
vetor pAEsox contendo os fragmentos de DLCs foram amplificadas em bactérias E. coli
DH5a. Os plasmideos foram extraidos e usados para transformar a linhagem de E. coli
BL21(DE3)plys, que € utilizada para inducio da expressdo das proteinas in vitro. Para tanto, 5
pL das construgdes em pAEsox purificados das bactérias E .coli DHS5a foram utilizados para
a transformacdo das linhagens de E. coli BL21(DE3)plys.

Linhagens de Salmonela também foram transformadas para posterior indugdo e
expressdo das proteinas recombinantes in vitro e in vivo. As construcdes pAEsoxDLCs foram
utilizadas para transformar linhagens de salmonela SL4213 (intermedidria) e SL3261 para
expressdo de proteinas recombinantes in vivo. A transformacio com a linhagem de salmonela
intermedidria € necessdria, pois a salmonela SI.3261 reconhece o DNA exd6geno e o degrada.
Com a passagem dos plasmideos de interesse na salmonela SL.4213 o DNA € modificado para
padrdo salmonela (metilacdes especificas) e a salmonela SL3261 recebe o DNA exdgeno sem
clivé-lo.

As bactérias transformadas com as constru¢des em vetor pAEsox foram induzidas a
expressar a proteina recombinante in vitro por exposicdo a 150 uM de paraquat (uma

bipiridina que induz o estresse oxidativo e ativa¢do do regulon soxRS).
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A linhagem E. coli BL21(DE3)plys foi cultivada em meio 2YT contendo ampicilina a
37 °C. As linhagens de salmonela foram cultivadas em meio 2YT e foram selecionadas por
ampicilina e novobiocina.

Para inducdo de expressdo das proteinas, um pré-inoculo das amostras das culturas de
bactérias foram crescidas “overnight” e no dia seguinte diluidas em 30 mL de meio de cultura
2YT contendo antibiético, para que tivessem uma DO600 nm de 0,2 inicial. Ao atingirem um
crescimento com DO600 nm 0,6 as amostras foram expostas aos agentes indutores. Apds 4
horas de indugdo as bactérias foram lisadas por sonicacdo e centrifugadas para separardo da

fracdo sobrenadante com proteinas soltveis e o precipitado, com as proteinas insoldveis.

3.2.4 Andlise da expressdo das proteinas recombinantes

Para a andlise de expressdo amostras das fragdes soliivel e insolivel de cada extrato
protéico foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(SAMBROOK, 1989), usando em gel 13% de acrilamida, considerando a baixa massa
molecular das proteinas em estudo, avaliando-se a bandas diferenciadas em posi¢cdo de massa
molecular esperada das proteinas recombinantes. Utilizamos como padrdo 1 pug de albumina
bovina para estimar a intensidade de expressdo das proteinas recombinantes. Apds andlise das
expressdes das proteinas, amostras das culturas bacterianas foram crescidas em maior volume

com a finalidade de purificag@o das proteinas recombinantes.

3.2.5 Cultivo dos clones expressando as proteinas recombinantes em escala de 500 mL

Os clones de células expressando as proteinas de interesse foram selecionados para
cultivo em maior volume. Foram feitos pré-indculos de 30 mL em meio 2YT contendo
ampicilina. As amostras cresceram “overnight” a 37 °C, sob agitacdo. No dia seguinte foi feita
a diluicdo em 500 mL de meio de cultura com antibidtico para DO 600 nm de 0,2 inicial e
como no teste de menor volume induzidos quando chegasse a uma DO 600 nm de 0,6. Apds
as 4 horas de indugdo o cultivo foi dividido em dois recipientes de 250 mL para centrifugacéo
a 7438 g, a 4 °C por 10 minutos. O meio de cultura foi descartado e os sedimentos
bacterianos estocados a —20 °C. Os sedimentos bacterianos foram ressuspendidos em 20 mL

de tampao Tris-HCI pH8.5, NaCl 100 mM e Imidazol 10 mM, e esta suspensdo foi submetida
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a lise por alta pressdo (2000 psi) em French Press. A amostra foi centrifugada a 11.952 g, a 4
°C por 10 minutos e a fragdo contendo as proteinas soldveis (sobrenadante) foi separada da

fracdo contendo as proteinas insoliveis (sedimento). As fragdes foram armazenadas a —20 °C.

3.2.6 Purificacao das proteinas recombinantes

Os genes clonados em vetor pAEsox geram proteinas hibridas com 6 residuos de
histidinas, o que permite purificagdo por cromatografia de afinidade a metal. As proteinas
recombinantes foram purificadas em colunas com resina Chelating Sepharose Fast Flow®
com Ni2+ imobilizado (His TrapTm HP - GE HealthCare). Quando necessario as colunas
foram mantidas por algumas horas com Sulfato de Niquel (0,3 M), permitindo ligacdo do
metal. As purificagdes seguiram com lavagem da coluna com tampao de equilibrio, passagem
da amostra, repassagem de tampao de equilibrio e tampdes de eluicdo com Imidazol em
diferentes concentragdes, variando de 20 mM até 1 M. Os volumes das lavagens foram de 10
vezes o volume da coluna utilizada na purificagdo. As fracdes foram aliquotadas de 2 em 2
mL para colunas de 1 mL, e fracdes de 10 em 10 mL para colunas de 5 mL. No caso das
purificacdes a partir da fracdo insoldvel, os sedimentos dos lisados bacterianos foram
solubilizados “overnight” com solucdo 8M wuréia antes da aplicacdo a coluna de
cromatografia. Apds a purificagdo as amostras recolhidas contendo a proteina de interesse

foram dialisadas contra PBS 1x para diluir Imidazol e uréia residuais.

3.2.7 Andlises das proteinas purificadas recombinantes por SDS-PAGE

As andlises das purificagdes das proteinas foram feitas em géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE) 13%. Essa técnica permite a separacdo das proteinas pela massa molecular,
onde as proteinas de maior peso ficam retidas nas primeiras fragdes do gel, e as proteinas mais
leves migram mais rapidamente. Antes de serem submetidas a separag@o por eletroforese, as
massas das proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford, Lowry ou ainda
estimadas por comparagdo com o padrdo 1 pg de albumina bovina no gel. Para dosagem de
massa protéica pelo método de Bradford foram utilizadas curvas padrdo com concentragdes
de albumina entre 0 a 25 pg por mL de reagdo, sendo as leituras de absorbancia

espectrofotométrica realizadas em 595 nm. A equacdo linear gerada ¢é usada para
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determinagdo das massas de proteinas de interesse. As amostras sao usadas em volume de 200
uL e adiciona-se 800 uL de solucdo de Bradford® para leitura de absorbancia. O calculo das
massas de proteina nas amostras de interesse é elaborado utilizando a equagio da curva de
calibragdo e as absorbancias das amostras. Para medidas de concentracdo pela técnica de
Lowry, foram utilizadas curvas padrdes de 0 a 50 pg de BSA em 1 mL de reacdo. Em 1 mL
de reacdo foram adicionados 3 mL de reagente A (1 mL de tartarato de sédio 2%, 1 mL de
sulfato de cobre 2% em 100 mL de Na,COs; dissolvido em NaOH 0,1 M). As amostras foram
agitadas por 10 minutos a T °C ambiente e em seguida foram adicionados 300 uL de reagente
de Folin, os tubos foram agitados novamente e deixados a 30 minutos em T °C ambiente e em
seguida as absorbancias lidas a 750 nm. Como na metodologia de Bradford, uma equagdo
linear € usada para determinagdo das concentragcdes das proteinas de interesse com base nos

dados da curva padrio.

3.2.7.1 Preparo de fracdes de extratos protéicos de vermes

Os extratos de vermes adultos foram analisados por SDS-PAGE para utilizagdo em
ensaios de western blot.

A obtencdo da fracdo solivel de extrato total de verme adulto foi feita por
congelamento e descongelamento da amostra contendo aproximadamente 200 vermes,
seguido de centrifugacdo a 14.000 g para separagdo das fragdes solivel e insoldvel.

Para a extragdo da fracdo do tegumento foi realizado o mesmo procedimento, porém as
amostras de vermes foram agitadas fortemente usando vortex.

Para obtencdo da fracdo de vermes sem tegumento os vermes foram submetidos a um
método de congelamento e descongelamento, em seguida foram agitados fortemente usando
vortex na velocidade maxima. O sobrenadante foi coletado e as membranas peletadas por
centrifugacdo de 30 minutos, 4 °C a 100 g. O pelet foi ressuspendido em 0.5 mL de 10 mM
Tris. Essa fracdo nos foi gentilmente cedida pela Dra. Luciana Leite do Centro de

Biotecnologia do Instituto Butantan.
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3.2.8 Imunizagdo de camundongos e obtencao de soros com anticorpos anti-DLC

Os ensaios de imunizagdo foram realizados em camundongos Balb C fémeas de quatro
a seis semanas com aproximadamente 18 gramas. Foi realizado um ensaio prévio com grupos
de cinco animais. As imunizagdes foram feitas via intraperitonial com 5 pg das proteinas
recombinantes em 250 pl em salina apirogénica e 0,3% de hidréxido de aluminio, ou com
3x10” salmonelas recombinantes. Foram feitas quatro imunizacdes com intervalos de duas
semanas. As sangrias foram feitas dois dias antes de cada imunizagdo e a tltima sangria apds
quinze dias da dltima imunizacdo. Além dos grupos imunizados com as proteinas ou
salmonelas foram utilizados grupos controles, um que ndo recebeu nenhum antigeno e outro

que recebeu a salmonela vazia, sem o vetor de expressdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Grupos experimentais e dosagem dos antigenos utilizados no ensaio prévio de imunizacgao

e desafio.
Grupos Dosagem
Controle Nao imunizado
SLO 3x10” células
DLC1 purificada Sug
DLC4 purificada Sug
SLDLC1 3x10” células
SLDLC4 3x10” células

No primeiro ensaio de imunizacdo e desafio algumas varidveis foram aprimoradas.
Foram utilizados grupos de oito animais, divididos em duas caixas para facilitar a
manipulagdo durante o desafio. Foram realizadas trés imuniza¢des em intervalos de 15 dias.
As imunizagdes foram feitas via intraperitonial com Sug das proteinas recombinantes em 250
ul em salina apirogénica e 0,3% de hidréxido de aluminio, ou com 3x10’ salmonelas
recombinantes. Os grupos SLDLC/pp foram imunizados duas vezes com salmonelas
recombinantes e uma imunizagdo intermedidria com proteinas purificadas. As sangrias foram
feitas sete dias apds cada imunizag@o. Na infeccdo a metade de cada grupo (uma caixa) foi
infectada pela manhd e outra metade a tarde do mesmo dia. Os grupos utilizados e as

dosagens de imundgenos estdo apresentados na Tabela 5. Neste ensaio utilizamos como
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controle um grupo que nao foi imunizado e outro que recebeu a salmonela carregando o vetor

pAEsox vazio.

Tabela 5 — Grupos experimentais e dosagem dos antigenos utilizados no primeiro ensaio de
imunizagdo e desafio.

Grupos (caixas 1 e 2) Dosagem
Controle Nao imunizado
SL O (pAEsox-vazio) 3x107 células
SL DLC1 3x10” células
SL DLCl1/proteina purificada 3x10" células / 5 pg
SL DLC3/proteina purificada 3x10" células / 5 pg
SL DLC4/proteina purificada 3x10" células / 5 pg
DLC1 purificada Sug
DLC3 purificada Sug
DLC4 purificada Sug

No segundo ensaio de imunizacdo e desafio os grupos eram compostos por 18 animais
cada, divididos em trés caixas (seis animais por caixa). A caixa 1 foi destinada a perfusdo dos
animais com 45 dias de infec¢do, a caixa 2 para perfusdo com 55 dias de infec¢éo e a caixa 3
para observacdo do desenvolvimento da patologia e teste de sobrevivéncia. Os animais foram
imunizados trés vezes com intervalos de 15 dias, por via intraperitonial com 10ug das
proteinas recombinantes em 250 pl em salina apirogénica e 0,3% de hidréxido de aluminio.
Neste ensaio o grupo controle recebeu o veiculo da formulacdo com proteinas recombinantes
(PBS/hidréxido de aluminio). A dose nas s imuniza¢gdes com salmonelas recombinantes foi de
3x10" células. Os grupos experimentais e as doses administradas do segundo ensaio de

imunizacdo e desafio seguem abaixo na tabela 6.
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Tabela 6 — Grupos experimentais e dosagem dos antigenos utilizados no segundo ensaio de
imunizagao e desafio.

Grupos (caixas 1 e 2) Dosagem

Controle Salina (250 ul) e 0,3%
hidréxido de aluminio

SL @ (pAEsox-vazio) 3x107 células

SL DLC1 3x107 células

SL DLC3 3x107 células

DLC1 purificada 10 ug

DLC3 purificada 10 ug

Para a imunizacdo com salmonelas, a preparacdo das amostras consistiu em
crescimento das bactérias “overnight” em pré-indculos de 10 mL de meio 2YT contendo
ampicilina e novobiocina. Os inéculos crescidos “overnight” foram diluidos para DO 600 nm
0,1 e deixados crescer em meio 2YT com ampicilina até atingir DO 600 nm 0,5. Estudos
anteriores do laboratério permitem considerar a concentracdo de salmonelas em cultura com
3x10® celulas/ml para DO 600 nm = 0,5. 10 mL dessas culturas foram centrifugados a 4.000
RPM (centrifuga Jouan, rotor T40) por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento bacteriano foi ressuspendido em 25 mL de salina apirogénica. As suspensdes de
salmonelas foram injetadas por via intraperitoneal, em volume de 250 pl. com concentracdo

aproximada de 3x10 células por dose.

3.2.8.1 Preparo de soros dos animais imunizados

O sangue dos animais foi coletado por pun¢@o no plexo retro-orbital com o auxilio de
pipeta Pasteur, uma semana antes de cada imunizagdo, para avaliagdo dos titulos de anticorpos
induzidos. As amostras de sangue foram mantidas em tubo microtainer (BD) a temperatura
ambiente por 30 minutos para coagulacdo. Em seguida os tubos foram centrifugadas a 2300 g,
a 4 °C por 3 minutos para sedimentacio do codgulo. Os soros foram recuperados, aliquotados

e armazenados a -20 °C.
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3.2.9 Andlise da resposta imune induzida nos soros dos animais imunizados

Para andlise da presenca de anticorpos nos soros dos animais imunizados foram feitos
ELISAs medindo concentragdes de IgG e IgE, e ensaios de reconhecimento por “Western

Blot™.

3.2.9.1 ELISA

O ELISA (Enzyme linked immunosorbe assay) foi feito para determinar as
concentragdes de IgG anti-DLC representando as respostas imunes dos camundongos. Foram
utilizadas placas de fundo chato Nunc-MaxiSorpTM-USA. Além de dosagem de IgG, a
mesma técnica foi utilizada para a deteccdo de anticorpos do tipo IgE (total) por ELISA de
captura, esse tipo de anticorpo é encontrado em altas concentragdes nas respostas alérgicas e

em infec¢des parasitdrias.

3.2.9.1.1 ELISA para deteccao de IgG

As placas foram sensibilizadas com a proteina recombinante na concentragdo de 500
ng/pogo em tampao carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6 e incubadas a 4 °C “overnight”. No
dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com solucao de lavagem (PBST) e bloqueadas
com leite em p6 desnatado 10% em solucdo PBST, por 2 horas a 37 °C. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas trés vezes e entdo incubadas com o soro dos animais em diluicdes
seriadas em solug@o de bloqueio a 37 °C. Depois de trés horas de incubagio, as placas foram
lavadas e incubadas com anticorpo secunddrio anti-camundongo feito em coelho, conjugado
com peroxidase a 37 °C por 2 horas. Como solucdo reveladora, foi utilizada
ortofenilenodiamina (OPD) em tampao citrato/fosfato 0,1 M pH 5 e 0,5 uL/mL de solugdo de
perdxido de hidrogénio 30%. A reagao foi parada com 50 pL solugdo H,SO4 2N.

Para a leitura das placas e medida da coloragdo obtida na reagdo, foi utilizado um
leitor de placa de microdiluicdo em comprimento de onda 492 nm, utilizando como branco da

reacdo os pogos da placa que receberam todas as solucdes com exce¢do dos soros.
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3.2.9.1.2 ELISA de captura para detec¢do de IgE

As placas foram sensibilizadas com anticorpo de captura (marca comercial) diluido
1:250 em tamp@o carbonato de sédio 0,1 M, pH 9,5. As placas foram mantidas uma noite a 4
°C e entdo bloqueadas com BSA 5% por trés horas em temperatura ambiente. As placas foram
lavadas trés vezes com PBST e incubadas com dilui¢des do soro 1:20, 1:40 ou 1:50. Foi feita
uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de IgE (1,56 a 100ng) para correlacionar
com as medidas de IgE das amostras. As placas foram incubadas por duas horas a temperatura
ambiente e em seguida lavadas por cinco vezes antes de receberem o anticorpo de deteccdo
(anti-IgE BD conjugado com peroxidase), na dilui¢do 1:1000. A reacdo com anticorpo
secunddrio foi mantida em temperatura ambiente por uma hora, as placas foram lavadas sete
vezes com PBST antes da adi¢cdo da solugdo reveladora com substrato para peroxidase sure-
blue - TMB (tetrametil benzidina KPL). Esta reacdo foimantida por 30 minutos no escuro e

entdo bloqueda por solugéo stop (KPL). A absorbancia das placas foram lidas em 450 nm.

3.2.9.2 “Western Blot”

Nos ensaios de “Western Blot”, proteinas DLC purificadas ou proteinas de extratos de
vermes adultos foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF
(difluoreto de polivinilideno). As proteinas ligadas covalentemente as membranas foram
usadas para deteccdo imunoldgica pelos soros dos animais imunizados como descrito por
SAMBROOK et al. (1989). Foram realizados ensaios para verificar o reconhecimento dos
soros pelas DLCs e pelas proteinas nativas dos extratos diferenciais de vermes adultos. A
transferéncia foi feita por 1,5 h a 100 V. Apés a transferéncia das proteinas as membranas
foram coradas com solugdo de Ponceau S para avaliacdo da eficiéncia de transferéncia. As
membranas foram descoradas por sucessivas lavagens com dgua e incubadas por trés horas a
temperatura ambiente com PBS contendo 5% leite em pd desnatado para bloquear ligacdes
inespecificas de anticorpo. As membranas foram lavadas com solucgdo basal trés vezes por 10
minutos cada e entdo incubadas com os soros dos animais imunizados em dilui¢do 1:1000 ou
1:500 em PBS 1X com 5% leite em pé desnatado “overnight” a 4 °C sob agitacdo. No dia
seguinte as membranas foram lavadas trés vezes com solugdo basal e incubadas como soro
anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase na dilui¢do de 1:20.000 em PBS 1X / 5%

leite em p6 desnatado. A incubagdo foi mantida por duas horas a temperatura ambiente. As
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bandas de reconhecimento de anticorpos por antigenos foram reveladas com DABI
(diaminobenzidina), 0,7 mg/mL em Tris 60 mM Uréia 2 mg/mL. As membranas foram

lavadas com dgua MilliQ para interromper a reagao.

3.2.10 Ensaios de desafio com cercarias

O ensaio de desafio com o parasita Schistosoma mansoni consiste na infeccdo dos
animais com nimero preciso de cercdrias e contagem dos vermes adultos recuperados apds 45
dias, periodo de desenvolvimento no hospedeiro definitivo. As cargas parasitdrias obtidas em
cada grupo de imunizacdo é comparada com a carga parasitdria recuperada no grupo controle

e a porcentagem de protecdo € calculada utilizando-se a férmula:

(M controle — M grupo vacinado)*100

M controle

M — € a média do nimero de vermes recuperados em cada grupo.

A andlise estatistica da prote¢do em relacdo ao grupo controle foi determinada pelo
Teste T de Student. Para que seja considerada uma diferenca estatistica entre as amostras
testadas o valor de p (probabilidade das amostras terem médias iguais nos dois grupos) deve
ser menor do que 0,05.

As cercérias utilizadas nas infec¢des foram fornecidas pelo grupo colaborador do
Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, coordenado pela Dra. Toshie Kawano,
onde o ciclo do parasita € mantido.

Para obtencgdo das cercdrias, caramujos da espécie Biomphalaria glabrata (hospedeiro
intermedidrio do S.mansoni) foram infectados artificialmente com aproximadamente 10
miracideos. Apds 30 dias da infeccdo, os caramujos foram colocados em um becker contendo
dgua declorada e entdo expostos a luz artificial por duas horas para liberacdo de cercdrias.
Cada miracideo infectante libera em média 300 cercédrias. A suspensdo de cercdrias foi
transferida para outro recipiente, cuidadosamente homogeneizada e 500 puL da suspensio

foram transferidos para uma placa de petri para contagem das cercdrias. A amostra recebeu
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uma gota de corante vermelho neutro (lugol) 4%, para ajudar a paralisar as cercdrias que
foram entdo contadas com o auxilio de uma lupa. O niimero de cercarias foi estimado e em

seguida foram preparadas dilui¢des para o nimero desejado de cercdrias para infecgdo.

3.2.10.1 Infecgdo dos animais por penetracio das cercdrias através da cauda

O método escolhido para realizag@o da infec¢do dos animais foi exposi¢@o das caudas dos
camundongos a uma suspensdo de 130 cercdrias. Os animais foram adormecidos com injecao
intraperitoneal de anestésico pentobarbital (Hypnol) ou ketamina/xilasina, que é calculado
pelo peso do camundongo. Pentobarbital - utilizamos o padrio de 60 mg/Kg de peso,
ketamina/xilasina — 10 mg/kg xilasina e 100 mg/kg de ketamina. No primeiro ensaio de
imunizacdo e desafio, depois de anestesiados, os animais foram colocados deitados em placas
de isopor de modo a manter as suas caudas imersas em um tubo contendo a suspensdo de
cercarias. A exposicdo prosseguiu por 40 minutos para que ocorresse a penetragdo das
cercarias pela pele. No segundo ensaio de imunizagdo e desafio utilizamos a mesma
metodologia de infeccdo de penetragdo pela cauda, porém utilizado um dispositivo
desenvolvido no laboratério para contensdo dos animais, de forma que a infecgdo fosse mais
eficiente e segura. O dispositivo baseia-se na contencdo dos animais em tubos tipo falcon com
furo na parte inferior para expor as caudas e um suporte para os falcon de maneira a manter as
caudas na suspensdo de cercérias. Desta forma mesmo que o animal acorde, ele ndo pode

retirar a cauda da suspensao.

3.2.10.2 Perfusdo hepdtica dos camundongos para recuperacdo de vermes

Ap6s 45 ou 55 dias de infec¢do do hospedeiro definitivo os animais foram sacrificados
em camara de CO, (cuba de vidro contendo gelo seco) ou foram injetados com dose letal de
uretano (anestésico, 75 mg/animal). Os animais foram rapidamente perfundidos (figura 19),
através do coracdo ou da artéria aorta, com solucdo salina 150 mM e EDTA 0.5%.

No processo de perfusio de cada animal, os vermes foram coletados do sistema porta
hepético em placas de petri e contados. Nesse momento foi feita uma minuciosa verificagio
nos tecidos, vénulas do mesentério e na regifo porta hepdtica de cada animal para garantir a

auséncia de vermes retidos.
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Logo antes da perfusdo o animal é imerso em 4gua para evitar entrada de pélos nas
regides a serem analisadas (os pélos atrapalham a visualizagdo dos vermes). O animal é
acomodado em uma bandeja de metal na posicio ventral. E feito um pequeno corte na pele na
altura do estobmago de modo que ela possa ser aberta por toda a volta do animal e rebatida,
expondo a membrana peritoneal. O animal é entdo mergulhado em uma solucdo de salina
contendo EDTA a membrana que envolve o peritdneo € cortada, expondo os orgdos do
animal. Os ossos do térax sdo cortados em V e rebatidos no sentido lateral direita da cabeca
expondo o coracdo e a aorta. A veia porta hepatica é cortada e o animal segurado sobre uma
placa de petri, juntando-se as patas dianteiras e traseiras para cima, posicionando a veia porta
para baixo. Inicia-se a perfusdo com solugédo salina/EDTA através da artéria aorta com auxilio
de uma agulha acoplada a uma mangueira ligada a uma bomba peristdltica. A agulha é
inserida na aorta na regido proxima ao coracdo de modo que, acionando-se a bomba
peristdltica, a solucdo atravesse o sistema circulatério sist€tmico do camundongo,
perfundindo-o ao mesmo tempo em que a solugdo é recolhida na placa de petri. Os vermes
encontrados nas vénulas do intestino e na regido do sistema porta-hepdtico sdo arrastados pela

solugdo de perfusdo e saem pelo corte na veia porta-hepética.

=

Figura 19 — Perfusdo dos camundongos pela artéria aorta.
FONTE: Carvalho e al., 2008.
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3.2.11 Avaliacdo dos granulomas hepaticos

Ap6s a perfusdo, os figados dos animais imunizados foram extraidos para andlise dos
granulomas hepéticos formados devido a resposta imune do hospedeiro contra os ovos de
Schistosoma mansoni. Os figados foram mantidos em solu¢do de paraformoldeido 4% e
foram encaminhados para o laboratério Histotec, especializado no preparo de cortes
histolégicos. Foram feitas laminas de tecido hepdtico, com cortes de 6 pM de espessura, que
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE). A andlise biométrica dos granulomas foi feita
utilizando um microscépio Optico em aumento de 200 vezes. As imagens foram obtidas e
analisadas com auxilio do software Axion Vision LE (Zeiss) ou com o software Image
Express. As dreas dos granulomas no figado dos animais foram determinadas para avaliar
possiveis diferencas de morfologia.

No primeiro ensaio de imunizacdo e desafio foram feitas andlises biométricas de
aproximadamente 30 granulomas hepaticos para cada grupo de imunizacdo. As dreas dos
granulomas foram calculadas pela medida de contorno e as médias das areas dos granulomas
foram calculadas para cada grupo. Os valores médios das areas dos granulomas, assim como
os desvios-padrao foram utilizados para determinagdo da significancia das diferengas pelo
método teste T de Student.

No segundo ensaio de imunizacio e desafio foram avaliados granulomas hepaticos
apés 45 e 55 dias da infeccio com cercdrias, para determinar possiveis diferencas
morfoldgicas e morfométricas com o decorrer do tempo. Neste ensaio foram analisados 60
granulomas de cada grupo experimental. Utilizamos o microscépio &ptico existente no
Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan e recebemos auxilio da Dra. Marta
Maria Antoniazi. Como no primeiro ensaio, as andlises estatisticas foram determinadas pelo

teste T de Student.

3.2.12 Teste de sobrevivéncia e avaliagdo patoldgica dos camundongos

No segundo ensaio de imunizacdo e desafio utilizamos seis animais por grupo
experimental para avaliar o desenvolvimento da patologia e determinar a sobrevivéncia em
cada grupo. Os animais foram mantidos por até 80 dias apds a infec¢@o. Os aspectos gerais
como aumento das barrigas devido a hepatoesplenomegalia que a doenga causa, diarréia,

anemia e falta de apetite foram verificados.
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem dos genes DLCI1, DLC3 e DLC4 em vetor pAEsox

Em estudo anterior de nosso laboratério, os genes de DLC1, DLC3 e DLC4 haviam
sido amplificados e clonados a partir dos clones gerados do projeto genoma EST de
Schistosoma mansoni. Os produtos de PCR foram clonados em vetor pGEM-Teasy e
transferidos para o vetor pAE, para expressdo das proteinas baseadas no promotor T7. As
construcdes plasmideais foram armazenadas em bactéria E. coli DHSa.

Neste estudo, para clonagem dos genes de DLC no vetor pAEsox, os trés clones em
vetor pAE foram cultivados e os DNAs plasmideais extraidos utilizando-se kit comercial para
mini preparagdes. Apds as extracdes, as amostras plasmideais foram analisadas em gel de
agarose 1% (Figura 20). Os fragmentos gé€nicos de DLC1, DLC3 e DLC4 foram obtidos por
digestdo das amostras das mini preparagdes das clonagens em vetor pAE ou pGEM-Teasy
com enzimas de restricdo, BamH I e Kpn | para os genes de DLC1 e DLC3, e BamH I e Pst |
para o gene de DLC4. Foram feitas digestdes duplicadas e separadas com cada enzima
(Primeiro com uma das enzimas e depois com a segunda, trocando a ordem para verificar se
as duas enzimas de interesse estavam funcionando eficientemente) e a recuperagdo dos

fragmentos de interesse analisadas em gel de agarose (Figura 20).
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Figura 20 — Obtengdo dos genes de DLCs para clonagem no vetor pAEsox. A- Extracdes plasmideais
de vetor pAE com os genes de DLC1, DLC3 e DLC4. Nos pocos: 1) marcador molecular
de DNA, 2) pAE-DLCI1, 3) pAE-DLC3, 4) pAE-DLC4. B e C - andlise de digestdo dos
clones plasmideais em vetores pGEM-Teasy e pAE com as enzimas de restricdo. Nos
pocos: 5) pAE-DLC1 ndo digerido, 6) e 7) pAE-DLC1 digerido com BamH I e Kpn I; 8)
e 9) pAE-DLC3 digerido com BamHI e Kpnl, 10) e 11) pGEM-Teasy-DLC3 digerido
com BamHI e Kpnl; 12) marcador molecular de DNA, 13) pGEM-Teasy-DLC4 digerido
com BamH I, 14) pGEM-TeasyDLC4 digerido com BamHI e Pstl, 15) marcador
molecular de DNA.

As reacdes foram completas liberando os fragmentos de interesse e um fragmento
maior correspondendo ao vetor de clonagem. Os fragmentos de interesse foram purificados e
transferidos por reacdes de ligase para o vetor pAEsox, o qual foi previamente digerido com
as mesmas enzimas de restri¢do utilizadas para a liberacdo dos fragmentos do vetor pAE.

As reacdes de ligacdo com o vetor pAEsox foram utilizadas para transformar bactérias
E. coli DH50 competentes. As culturas foram plaqueadas e os clones selecionados por
resisténcia a ampicilina. A partir desses clones foram feitas mini preparacdes para
confirmacio das construgdes corretas por seqiienciamentos de DNA e em seguida, tanto os
plasmideos pAEDLC como os pAEsoxDLC foram transferidos para a linhagem de E. coli
BL21 enquanto as constru¢des pAEsoxDLC foram também transferidas para linhagens de

Salmonelas.
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4.2 Clones bacterianos e expressdo das proteinas recombinantes

Para obtengéo das proteinas DLCs recombinantes, culturas dos clones de E. coli BL21
com vetores pAEDLCs foram expostos a IPTG, enquanto que os clones de BL21 e de
salmonelas com vetor pAEsoxDLC foram induzidos por exposi¢do a paraquat. Apds inducio,
cerca de 1 mL de cada cultura foi separado para avaliacdo da expressdo das proteinas
recombinantes por SDS-PAGE. As figuras 21 a 23 mostram os géis com as bandas das DLCs
com massas moleculares aproximadas em 12 kDa.

E importante notar que a clonagem nos vetores de expressdo pAE e pAEsox a partir do
sitio de BamH I determina a expressdo das proteinas com uma metionina inicial, 6 histidinas e
mais 3 aminoécidos codificados pelo vetor, acrescentando 1,4 kDa & massa molecular de cada
proteina expressa. Dessa forma as clonagens nesses vetores devem resultar na expressdo das

DLCs 1, 3 e 4 com massas aproximadas respectivamente 11,8; 12,0 e 13 kDa.
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Figura 21 — Andlise da expressao de DLCs recombinantes nas fracdes: soldvel (A) e insolivel (B) dos
extratos de E. coli BL21 com vetor pAEDLC. Indugdo de express@o por exposi¢do dos
clones a IPTG. (SDS-PAGE 13% poliacrilamida). A posi¢cdo esperada das bandas de
DLCs em torno de 12 kDa. Nos pocos: 1) marcador de massa molecular, 2) DLC1 néo
induzido, 3) DLCI induzido, 4) DLC3 néo induzido, 5) DLC3 induzido, 6) DLC4 nio
induzido, 7) DLC4 induzido. Em C 1)- controle de expressdo com extratos de clones com
vetor vazio nao induzido e 3) induzido.

Nota-se na andlise de expressdao das proteinas que DLC1 e DLC4 em E. coli BL21
com vetor pAEDLCs sdo expressas com certo “vazamento” (expressdo mesmo na auséncia do
indutor IPTG), tanto na forma soldvel como insoldvel. Ja a expressdo da proteina DLC3 nio

pode ser detectada em nenhuma das fragdes.
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Clones de E. coli com as construcdes plasmideais pAEsoxDLC foram induzidos para

expressdo das proteinas recombinantes por exposi¢cdo a paraquat (Figura 22).
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Figura 22 - Anilise da expressdo de DLCs recombinantes nas fracdes soliivel (A) e insolivel (B) dos
extratos de E.coli BL21 com vetores pAEsoxDLC induzidos com paraquat. (SDS-PAGE
13% poliacrilamida). Posicdo esperada das bandas de DLCs em 12 kDa. Pocgos: 1)
marcador de massa molecular, 2) vetor pAEsox vazio ndo induzido, 3) vetor pAEsox
vazio induzido, 4) clone DLCI1 nio induzido, 5) DLC1 induzido, 6) DLC3 n#o induzido,
7) DLC3 induzido, 8) DLC4 nio induzido, 09) DLC4 induzido.

Com a andlise do gel € possivel verificar que houve expressdao, mesmo que fraca, das
proteinas de interesse na forma soliivel. Porém, a expressdo das trés proteinas foi maior na
forma insolivel. Apesar disso, a purificagdo das proteinas DLC1 e DLC4 foram obtidas a
partir da fragdo soldvel.

A expressdo das proteinas DLCs recombinantes também foi analisada nos clones de
salmonelas linhagem SL3261 com vetor pAEsox, tanto na fracdo soldvel quanto na fracdo

insoluvel (Figura 23).
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Figura 23 - Andlise da expressao de DLCs recombinantes nas fragdes solivel (A) e insoldvel (B) dos
extrato de salmonelas (SL3261) com vetor pAEsoxDLC, induzidas com paraquat. (SDS-
PAGE 13% poliacrilamida). Bandas de DLCs em posi¢@o aproximada 12 kDa. Pocos: 1)
marcador de massa molecular, 2) DLC1 nio induzido, 3) DLC1 induzido, 4) DLC3 nao
induzido, 5) DLC3 induzido, 6) DLC4 nfo induzido, 7) DLC4 induzido.

Nota-se a expressdao das DLCs 1, 3 e 4 nos clones recombinantes de salmonelas
induzidos por paraquat, tanto na forma solivel como na forma insolivel. As expressdes das
proteinas DLC1 e DLC3 ocorreram mais fortemente na forma solivel em salmonela,

enquanto a DLC4, ao contrério, foi maior na forma insoluvel.

4.3 Purificacdo das proteinas recombinantes

Depois de analisadas as expressdes das proteinas DLC foram feitos cultivos em maior
volume dos clones de E. coli BL21 com vetores pAEsoxDLC para purificacdes. As bactérias
foram recuperadas das culturas induzidas e foram lisadas como descrito anteriormente. As
fracdes soldvel e insoluvel foram separadas para purificacdo das proteinas por cromatografia
de afinidade a metal. Apés alguns testes foram utilizadas as fra¢des soliveis para purificacdo
das DLCs 1 e 4 e fracdo insoldvel para purificacdo da DLC3. Os géis de purificacdo das

proteinas sdo mostrados nas Figuras 24, 25 e 26.
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Figura 24 - Purificacdo da proteina DLC1 a partir da fracdo soldvel dos lisados de E.coli BL21 com
vetor pAEsoxDLC1 induzido com paraquat, por cromatografia de afinidade a metal.
Pocgos: 1) marcador de massa molecular, 2) 1 ug de albumina bovina (para comparar
massa de proteina), 3 e 4) Fracdo eluida com 80 mM de Imidazol (duas diferentes
amostras), pocos 5 a 9) Fracdes eluidas com 150 mM de Imidazol. A elui¢do das amostras
foi estocada de 2 em 2 mL. O volume de amostra aplicada no gel foi de 15 pL.

14 kDa

Figura 25 - Purificacdo da proteina DLC3 a partir da fragao insoldvel dos lisados de E.coli BL21 com
vetor pAEsoxDLC3 induzido com paraquat, por cromatografia de afinidade a metal.
Pocos: 1) marcador de massa molecular, 2) 1 ug de albumina bovina, 3) fragdo solivel de
extrato 4) Flow through, 5) Fragdo 20 mM Imidazol, 6) Fracdo 80 mM Imidazol 7)
Fracdo 150 mM Imidazol, 8) Fracdo 300mM Imidazol, 9) Fragdo 500 mM Imidazol, 10)
Fracdo 1 M Imidazol. A eluicdo das amostras foi estocada de 2 em 2 mL. O volume de
amostra aplicada no gel foi de 15 pL.
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14 kDa

Figura 26 - Purificag¢do da proteina DLC4 a partir da fracdo soldvel dos lisados bacterianos de E.coli
BL21 vetor pAEsoxDLC4 induzido com paraquat, por cromatografia de afinidade a
metal. Pocos: 1) marcador molecular, 2) 1 ug de albumina bovina, 3) Fragdo solivel
inicial de extrato, 4) Fracdo 80 mM Imidazol, 5 e 6) Elui¢do com 150 mM Imidazol. A
elui¢do das amostras foi estocada de 2 em 2 mL. O volume de amostra aplicada no gel foi
de 15 pL.

As trés proteinas foram eluidas com concentragcdes de imidazol entre 80 mM e 150
mM. Foram entdo dialisadas contra PBS para eliminacdo de Imidazol ou uréia (no caso da
DLC3) residuais e foram armazenadas em aliquotas de 2.0 mL a -20 °C. As concentragdes de
proteina foram determinadas pelas técnicas de Bradford e Lowry ou estimadas por

comparagdo com a banda de 1ug de albumina no gel.

4.4 Ensaios de Imunizagdo e Desafio

As proteinas recombinantes purificadas e as salmonelas recombinantes expressando as
proteinas in vitro foram utilizadas nos ensaios de imunizagdo e desafio em camundongos.
Fizemos um ensaio prévio de imunizacdo e desafio que foi muito importante para
determinagdo das varidveis mais significativas e para padroniza¢do da metodologia de
infeccdo. Além desse ensaio inicial foram realizados mais dois ensaios que sdao apresentados
aqui.

Os grupos de imunizacdo, bem como o esquema e as doses de antigenos que cada
grupo recebeu estdo descritos nos Materiais e Métodos. Durante os ensaios foram obtidos

soros por sangrias dos animais imunizados para andlises imunoldgicas por técnicas de ELISA
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(IgG e IgE) e “Western Blot”. No primeiro ensaio os camundongos foram imunizados com 5
pg de proteina purificada e no segundo ensaio com 10 pg de proteina purificada, sempre
utilizando hidréxido de aluminio como adjuvante. Os grupos controles foram imunizados com

salina e hidroxido de aluminio ou com salmonela carregando o vetor pAEsox vazio.

4.4.1 Primeiro ensaio de Imunizacio e Desafio

4.4.1.1 Andlise das respostas imunes induzidas nos camundongos do primeiro ensaio de

imunizacdo e desafio

4.5.1.1.1 Anélises por ELISAs

A imunogenicidade das DLCs foi medida por ELISA como descrito em Materiais e
Métodos. Os soros dos animais imunizados foram utilizados para determinar os titulos de
anticorpos IgG anti-DLCs induzidos (Figuras 27, 28 e 29). Consideramos o titulo de
anticorpos como a maior diluicdo que ainda determina Abs de 492 nm maior que 0,1. O
“coating” das placas foi feito com 500 ng de proteinas purificadas por poco. A diluicdo inicial
dos soros foi de 1:40. O anticorpo secundario utilizado anti- IgG de camundongo conjugado

com peroxidase, a revelacdo da reacdo foi feita com substrato OPD .
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IgG total anti-DLC1 no soro dos camundongos imunizados
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Figura 27 - Dosagem de IgG total anti-DLC1 no soro de animais imunizados por ELISA. Os grupos
controles ndo foram imunizados, os grupos imunizados com DLC1 receberam 5 pg de
protefna purificada e os grupos imunizados com salmonelas receberam 3x10’ células.
Na legenda S1 - Sangria depois de duas imunizagdes, S2 — Sangria depois de trés
imunizagdes.
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IgG total anti-DLC3 no soro de camundongos imnunizados
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Figura 28 - Dosagem de IgG total anti-DLC3 no soro de animais imunizados por ELISA. Os grupos
controles ndo foram imunizados, os grupos imunizados com DLC3 receberam 5 pg de
proteina purificada e os grupos imunizados com salmonelas receberam 3x10’ células.
Na legenda S1 - Sangria depois de duas imunizacdes, S2 — Sangria depois de trés
imunizagdes.
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IgG total anti-DLC4 no soro dos camundongos imunizados
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Figura 29 - Dosagem de IgG total anti-DL.C4 no soro de animais imunizados por ELISA. Os grupos
controles ndo foram imunizados, os grupos imunizados com DLC4 receberam 5 pg de
proteina purificada e os grupos imunizados com salmonelas receberam 3x10’ células. Na
legenda S1 - Sangria depois de duas imuniza¢des, S2 — Sangria depois de trés
imunizacdes.

Os resultados de ELISA indicam que as proteinas purificadas sdo imunogénicas, ja que
altos niveis de anticorpos foram detectados desde a primeira sangria (apds duas imunizacdes).
A proteina DLC1 purificada aumentou os niveis de anticorpos, apresentando o titulo de
aproximadamente 1:40.000 depois da tltima imunizagdo. As proteinas DLC3 e DLC4
purificadas induziram titulos mais elevados que a DLC1, atingindo cerca de 1:80.000 depois
da terceira imunizag@o. Ji4 nos ensaios de determinacdo de IgG nos soros de animais
imunizados com salmonelas carregando as proteinas heterélogas ndo foi detectada indugéo de
anticorpos especificos quando comparado ao grupo controle imunizado com Salmonela vazia.
E importante observar que mesmo utilizando proteinas purificadas como “coating”, essas
fracdes também apresentavam alguns contaminantes de E. coli, como verificado nos ensaios
de “Western Blot”. Portanto, o IgG total detectado contem anticorpos gerados contra os
contaminantes de E. coli.

No primeiro ensaio de imunizagdo de camundongos foram coletados os soros dos
animais antes e apés a infec¢do e foram utilizados em ELISAs de captura para determinacéo

dos niveis de IgE induzidos (Figura 30). O resultado obtido indicou que houve inducdo de IgE
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pela proteina DLCI1 purificada, mesmo antes da infeccdo com cercdrias. Isso sugere que essa
proteina pode ter um carater alérgico. Pacientes de drea endémica apresentam titulos elevados

de IgE. Possivelmente esses anticorpos reconhecam as DLCs nativas do verme.

Anilise da concentracao de IgE total no soro de camundongos

imunizados antes e depois da infec¢do com cercarias O AL
35
B DI
30
25 [
20 T

IgE x 1000 ng/mL

15 A
10 A
| 1
0 T T T
DLC3 DLC4

Controle SL& SLDLC1 SLDLC1 SLDLC3  SLDLC4 DLC1
pPp pp pp

Grupos

Figura 30 — Determinagdo da concentracdo de IgE total no soro dos animais imunizados, antes (Al) e
depois (DI) da infec¢do com cercdrias. O coating da placa foi feito com anticorpo de
captura para IgE de camundongo. O soro dos animais foi introduzido na dilui¢do inicial
1:50. Foi utilizado anticorpo secunddrio anti-IgE conjugado com agente Peroxidase. A
revelacdo foi feita com a solug@o Sure blue da KPL (substrato para peroxidase) e a reagio
foi parada com solugdo “stop” do mesmo fabricante.

4.4.1.2 Andlise da carga parasitiria nos animais no primeiro ensaio de desafio

Os grupos experimentais de camundongos foram desafiados quinze dias apds a tltima
imunizacido com cercdrias de S. mansoni, como descrito em Materiais e Métodos. A infeccio
foi realizada durante 40 minutos por imersdo das caudas dos animais anestesiados em

suspensdes de cercarias (Figura 31).
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R&I” TEMN

Figura 31 — Infec¢@o dos animais por imersao das caudas em suspensdes de cercarias.

Neste ensaio algumas observagdes foram importantes como o fato de alguns animais
acordarem da anestesia precocemente, tornado dificil cumprir o tempo estipulado de infeccao.
Também observamos que alguns animais retiravam as caudas da suspensdo por movimentos
involuntarios, prejudicando a precisdo do desafio. Assim, apdés as infeccdes as suspensoes
foram analisadas por contagem das cercdrias residuais a fim de melhor precisar o nimero de
cercarias infectantes por animal.

Os grupos experimentais continham oito animais separados em duas caixas para
facilitar manipulacdo durante o desafio. Os ndmeros de vermes recuperados por animal em
cada grupo experimental estdo apresentados na Tabela 7. A porcentagem de protecdo foi
calculada considerando a média de vermes encontrados por grupo experimental comparado
com a média de vermes recuperados dos animais ndo imunizados.

A Figura 32 mostra o nimero de vermes recuperados por animal de cada grupo de
imunizacdo.

Os animais foram imunizados com as proteinas purificadas ou com salmonelas
apresentando os antigenos. Nos grupos SLDLC/pp os animais foram imunizados com duas
doses de salmonelas e uma dose de proteina purificada, administrada entre as imunizacdes

com salmonela.
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Tabela 7 - Andlise do primeiro ensaio de imunizacdo e desafio com cercdrias de Schistosoma mansoni.

Vermes Vermes :;10;3;;05(()2)0
Grupo recuperados Média por caixa recuperados PO cgn trole
(por animal) media por grupo grup
Controle -
Animal 01 66
= Animal 02 42
= Animal 03 41 30,7
o Animal 04 T
Animal 01 20 32,6
< Animal 02 19 198
= Animal 03 19 ’
© Animal 04 21
SLO
Animal 01 31
= Animal 02 27
= Animal 03 24 34,0
o Animal 04 54
Animal 01 20 308 37
e\ N
< Animal 02 30
= Animal 03 29 27,5
© Animal 04 31
SLDLC1
Animal 01 T
= Animal 02 44
= Animal 03 33 350
o Animal 04 28
Animal 01 31 333 0
o N
< Animal 02 33
Z Animal 03 25 32,0
© Animal 04 39
SLDLC1/PP
Animal 01 33
= Animal 02 22
% [ Animal 03 25 27,5
© Animal 04 30
Animal 01 21 27.8 150
o .
< Animal 02 32
8= Animal 03 40 280
© Animal 04 19
SLDLC3
Animal 01 27
—_ Animal 02 T
£ Animal 03 T 27.0
<
o Animal 04 T
Animal 01 60 38,3 0
. Animal 02 28
£ Animal 03 T 44,0
<
] Animal 04 T

(continua)



Tabela 7 - continuag¢do

88

Vermes adultos Média de Protegdo (%)
. . vermes em relagﬁo ao
Grupo recuperados Media por caixa epEEdes par | s e
(por animal) .
SLDLC4 8
Animal 01 22
= Animal 02 26
Z Animal 03 13 220
C Animal 04 27
Animal 01 52 30,0 8,0
N B
~ Animal 02 37
Z Animal 03 33 407
C Animal 04 T
DLC1
Animal 01 25
= Animal 02 17
Z Animal 03 15 22,5
C Animal 04 33
Animal 01 24 22,0 32,5
N B
= Animal 02 27
Z Animal 03 20 24,5
C Animal 04 15
DLC3
Animal 01 29
= Animal 02 31
Z Animal 03 28 2.3
C Animal 04 T
Animal 01 20 26,4 19,0
N B
~ Animal 02 33
Z Animal 03 22 24,3
C Animal 04 22
DLC4
Animal 01 29
. Animal 02 19
8= Animal 03 21 28,3
© Animal 04 44
Animal 01 28 26,4 19,0
e\ .
= Animal 02 3%
8= Animal 03 16 240
© Animal 04 28

* Esse animal foi desconsiderado nos cédlculos para determinagdo de média
1 - animal que morreu durante o ensaio
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Nimero de vermes recuperados em cada grupo de
imunizacao apds desafio
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Figura 32 - Numero de vermes adultos de Schistosoma mansoni recuperados por camundongo nos
grupos experimentais do primeiro ensaio de imunizagdo e desafio. Os losangos amarelos
correspondem aos animais da caixa 01 de infeccdo e os quadrados pretos aos animais da
caixa 02 de infeccdo. Os tragos vermelhos correspondem as médias de vermes
recuperados em cada grupo de imunizacao.

Como pode ser observado a infec¢do do grupo controle foi muito heterogénea
considerando as caixas 1 e 2. Isso talvez possa ser explicado pelo fato de auséncia de luz
parte do tempo da infeccdo da segunda caixa controle (aproximadamente 20 minutos dos 45
minutos de infecgdo). E sabido que as cercarias sio mais ativas em presenca de luz.

Os grupos imunizados com as DLCs purificadas neste experimento apresentaram uma
significativa diminui¢do na carga parasitdria recuperada em relagdo ao grupo controle, com
protecdo variando entre 19 e 32%. As protecdes apresentadas pelos grupos imunizados com as
salmonelas recombinantes carregando as DLCs foram menores, o grupo sal vazia apresentou
uma protecdo de 5,7%, o grupo SalDLC4 de 8% e o grupo com imuniza¢des mistas,

SalDLCl1pp apresentou protecao de 15%.
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4.4.1.3 Avaliacao dos granulomas hepaticos dos animais do primeiro ensaio de desafio

No primeiro ensaio de desafio com S. mansoni, os figados dos animais imunizados
foram recuperados apds a perfusdo para avaliacdo dos granulomas hepaticos em cortes
histolégicos. As imagens foram obtidas com auxilio de uma camera fotografica acoplada a um
microscopio Optico e foram realizadas andlises biométricas das dreas granulomatosas. Ao
menos 30 granulomas de cada grupo de imunizag@o foram analisados. Os tamanhos de todos
os granulomas foram comparados estatisticamente nos diferentes grupos de imunizagdo pelo
teste T de Student (Tabela 8). Na Figura 33 pode-se verificar as imagens de um granuloma
hepético demonstrativo de cada grupo de imunizacdo que foi obtido por microscopia. Sao

apresentados granulomas de tamanhos medianos entre aqueles analisados.

Tabela 8 — Avaliacdo do tamanaho dos granulomas hepdticos dos animais dos diferentes grupos de

imunizacio.
Grupo Mé(()i(ilaogl)a:ﬂe[rzeas D‘*(SIVJ_‘;)P:;IE‘?“’ % Reducio Valor de p™
controle 7,0 2.9 _
SLG 4,6 4.4 32° 0,01
SLDLC1 3.2 2,5 _
SLDLClpp 35 2,6 _
SLDLC3pp 3,0 2,8 37° 0,03
SLDLC4pp 2.4 2,4 48 ° 0,006
DLC1 1,5 1.4 78° 1,4x10™
DLC3 2,0 1,6 71° 1,0x10%
DLC4 2.8 2,7 59° 2,2x10"°

a ~
— em comparagio com o grupo controle.
b . .
— em comparagio com o grupo salmonela vazia.
*k . ot A .
— significancia calculada por teste t
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Figura 33 - Imagens dos granulomas hepdticos dos diferentes grupos de imunizagdo. Aumento de
200xs. Grupos: A - controle, B - SL@, C - SLDLCI1, D - SLDLC1/pp, E - SLDLC3/pp,
F - SLDLC4/pp, G - DLC1 purificada, H - DLC3 purificada, I - DLC4 purificada.
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Observamos que os grupos imunizados com as proteinas purificadas ou com as
salmonelas carregando as proteinas apresentaram uma diminui¢@o significativa da area dos
granulomas hepdticos em comparagdo com os granulomas do grupo controle. Isto sugere que
essas proteinas podem ter um papel na formacao dos granulomas. Foi possivel verificar que a
imunizacdo apenas com salmonela vazia também resultou em granulomas aproximadamente
30% menores, sugerindo que a salmonela promove uma afetagdo na resposta imunolégica do
hospedeiro aos ovos do parasita. E possivel verificar que os grupos que foram imunizados xx
vezes com salmonelas, e entdo receberam uma dose de proteinas purificadas também
apresentaram dreas granulomatosas reduzidas em relagéo ao grupo salmonela vazia, sugerindo
novamente que as DLCs exercem efeito na formagdo dos granulomas hepéticos em

camundongos.

4.4.2 Segundo ensaio de Imunizacdo e Desafio

No segundo ensaio de Imunizacio e Desafio os animais receberam 3x10’ salmonelas
carregando as proteinas DLC ou 10 pg das proteinas purificadas. Os animais foram
imunizados trés vezes em intervalos de 15 dias. Os soros foram coletados para andlises de

respostas imunes.

4.4.2.1 Andlise das respostas imune induzidas nos animais no segundo ensaio de imunizagao e

desafio

Neste ensaio foram realizados ELISAs para determinagdo de IgG anti-DLC nos soros
dos animais apos as trés imunizacdes (sangue coletado dois dias antes da infeccdo) e nos
soros dos animais 43 dias depois da infec¢do com cercérias. O “coating” das placas de
ELISA foi feito com 200 ng de proteina purificada por poco e os soros introduzidos na
dilui¢do inicial de 1:100 As Figuras 34 e 35 mostram as curvas de concentragdo de IgG anti-

DLCs e anti-SLDLCs.
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IgG total anti-DLC1 no soro de camundongos imunizados antes e
depois do desafio
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Figura 34 — Andlise de IgG total anti DLC1 no soro de camundongos imunizados antes (Al) e depois
(DI) da infeccdo. O “coating” da placa foi feito com 200 ng de DLCI1 purificada, a
diluic¢do inicial do soro foi de 1:100 e a absorbancia lida em 492 nm.
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IgG total anti-DL.C3 no soro de camundongos imunizados
antes e depois da infeccao
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Figura 35 — Andlise de IgG total anti DLC3 no soro de camundongos imunizados antes (Al) e depois
(DI) da infeccdo. O “coating” da placa foi feito com 200 ng de DLC3 purificada, a
diluicdo inicial dos soros foi de 1:100 e a absorbancia lida em 492 nm.

Pela andlise dos titulos de IgG induzidos verifica-se que as proteinas DLCs sdo
bastante imunogénicas. Como no ensaio anterior a proteina DLC3 induziu nivel maior de
anticorpos em relagéo a proteina DLCI1. Os titulos antes do desafio foram de 1:200.000 para
DLC3 e 1:25.000 para a proteina DLC1. Depois da infeccio € possivel verificar que os niveis
de IgG anti-DLC caem nos soros dos animais, o que pode estar relacionado com o tempo pds
imunizacdo e também com um consumo desses anticorpos contra os vermes. Quarenta e trés
dias depois da infeccdo os titulos de anticorpos especificos foram de aproximadamente
1:12.000 nos animais imunizados com DLC1, e de 1:25.000 nos animais imunizados com
DLC3.

Além da andlise de anticorpos do tipo IgG, também foi realizado um ELISA de
captura para deteccdo dos anticorpos do tipo IgE. Neste ensaio a concentracdo de IgE nos
soros dos animais imunizados com as proteinas purificadas e nos soros dos animais controles
antes e depois da infeccio foram determinadas por comparagdo com uma curva de

concentragdes conhecidas de IgE (Figura 36).
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IgE total no soro dos camundongos imunizados antes e depois da Infeccdo com
cercrias

20000 [

15000
§» 10000 T T
w
< 5000

0 4
Controle DLC1 DLC3 Sal® SLDLC1 SLDLC3
Grupos de Imuniza¢do

Figura 36 — Andlise da concentragdo de IgE total no soro de camundongos imunizados antes e depois
da infec¢do com cercdrias. Concentracdo determinada por comparagdo com a curva
padrdo. As barras de erros correspondem aos desvios padrdo das amostras dos cinco
animais do grupo.

Pela andlise das concentracdes de IgE é possivel verificar que a imunizacdo com a
proteina DLC1 induziu niveis significativamente mais altos em relacdo ao grupo controle. O
grupo controle apresentou concentragdo de IgE 700 ng/ml, enquanto que o grupo imunizado
com a proteina DLCI1 apresentou aproximadamente 2300 ng/ml de soro. Esse resultado foi
semelhante ao observado no primeiro ensaio de imunizagéo e desafio.

Como esperado, apds a infeccdo todos os animais em todos os grupos apresentaram
altos niveis de IgE. E possivel verificar que, assim como no primeiro ensaio de deteccdo de
IgE nos soros dos animais infectados, os grupos imunizados com as proteinas DLC sofrem
um aumento na concentragdo de IgE, porém bem menor do que o dos grupos controles. Nao
foi possivel detectar IgE especifico anti DLCs. No entanto é conhecido que IgE em pessoas de
drea endémica exerce um papel protetor ou de adaptagdao hospedeiro/parasita. Isto sugere que
as DLCs nativas participam na resposta imunoldgica, incluindo a inducdo de IgE pelos

vermes.
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4.4.2.2 Andlise da resposta imune nos camundongos dos ensaios de imunizagdo e desafio por

“Western Blot”

4.4.2.2.1 Reconhecimento de anticorpos anti-DLC3 pela proteina recombinante apds

imunizacdo com a proteina purificada ou com a SL-DLC3

Avaliamos inicialmente a inducdo de anticorpos nos animais imunizados com a
proteina DLC3 ou com a salmonela recombinante apresentando esse antigeno (SLDLC3) por
ensaios de “Western Blot”. Os soros controle desse ensaio eram provenientes de animais nao

imunizados (soro pré-imune) ou animais imunizados com SL@ (Figura 37).

17 kDa

4—‘4_

Figura 37 — Reconhecimento de DLC3 pelo soro de camundongos imunizados em ensaios de “Western
Blot”. Amostras de DLC3 recombinante purificada foram separadas por SDS-PAGE e
transferidas para membrana de PVDF.As membranas foram cortadas e incubadas com
diferentes soros. linhas 1) soro de animal imunizado com salmonela vazia, 2) padrdo de
massa molecular, 3) soro de animal imunizados com salmonela-pAEsoxDLC3 e 4) soro de
animal imunizados com DLC3 purificada.

Na membrana incubada com soro anti-salmonela vazia pode-se observar bandas de
reconhecimento que sdo possiveis contaminantes e nenhuma banda € observada na posicdo
esperada da proteina DLC3 (aproximadamente 13 kDa).

E possivel verificar, na membrana incubada com soro anti-SLDLC3, uma banda ténue
de reconhecimento na posicdo esperada de DLC3 (indicada pela seta linha 3), além das
bandas de contaminantes semelhante as observadas na membrana incubada com soro anti-

salmonela vazia.
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Utilizando o soro anti-DLC3 observa-se a determinac@o de diversas bandas (linha 4),
indicando possiveis contaminantes de E. coli presentes na preparacdo da proteina purificada,
os quais também induziram anticorpos na imunizag@o. A presenca desses contaminantes de E.
coli no imundgeno tem efeito booster, uma vez que os organismos dos mamiferos sdo
naturalmente expostos a essa bactéria. Observa-se também uma banda ténue correspondente a

DLC3 (indicada pela seta).

4.4.2.2.2 Reconhecimento cruzado de anticorpos anti-DLCs pelas DLCs recombinantes

Um ensaio de “western blot” foi realizado para verificar possivel reconhecimento
cruzado dos soros anti-DLCs pelas proteinas homoélogas purificadas. Houve reconhecimento
cruzado dos soros anti-DLC1, 3 e 4 pelas par6logas recombinantes (Figura 38). Esses
resultados eram esperados devido as similaridades entre as proteinas, sendo que DLCI e
DLC3 compartilham 59% de similaridade e 31% de identidade de aminodcidos; DLCI e
DLC4 possuem 61% de similaridade e 29% de identidade; e DLC3 e DLC4 possuem 59% de

similaridade e 35% de identidade.

anti-DLC1 anti- DLC3 anti-DLC4

17 kDa

- —

Figura 38 — Analise do reconhecimento cruzado dos soros gerado contra as DLCs sobre as proteinas
purificadas. Membranas incubadas com soros anti-DLC1, 2 ou 4 Nos pocos: M)
Marcador de peso molecular, 1) DLCI1 purificada, 2) DLC3 puificada, 3) DLC4
purificada. Foram colocados 2ug de proteina por poco. A diluigdo dos anticorpos anti-
DLC:s foi de 1:1000.

O ensaio mostrou o reconhecimento cruzado dos soros especificos pelas DLCs
pardlogas. Pode-se observar bandas de diversas massas moleculares, o que possivelmente
reflete as contaminag¢des com proteinas de E. coli nas fracdes das proteinas recombinantes

purificadas.
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4.4.2.2.3 Reconhecimento de DLCs nativas em extratos de verme de S. mansoni por soros

anti-DLC

Para avaliar o reconhecimento das proteinas nativas de verme de S. mansoni pelo soro
dos animais imunizados com as DLCs, foi realizado ensaio de western blot com diferentes
fracdes de extratos protéicos de vermes adultos, fragdo de tegumento, fracdo solivel do

extrato total e fracdo de vermes sem tegumento (Figura 39).
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Figura 39 — Ensaio de reconhecimento de proteinas de diferentes fracdes de extratos protéicos de
vermes adultos de S. mansoni pelo soro anti DLC1. (A) controle com soro pré-imune,
(B) soro anti-DLCI1. Nos pogos: 1) DLC1 purificada, 2) extrato protéico de verme
adulto sem tegumento, 3) extrato protéico de tegumento de verme adulto, 4) marcador
molecular, 5) extrato total de verme adulto.

0 experimentos de “Western Blot” revelou o reconhecimento de proteinas nas fracdes
de extratos protéicos de vermes adultos na posi¢do esperada de DLCI1 e foram fortemente
detectadas outras bandas em posicdes de mais alta massa molecular, nas trés fracdoes de
extratos protéicos de vermes. Esse reconhecimento pode estar relacionado ao fato das dineinas
de cadeia leve serem componentes de complexos protéicos motores, que provavelmente nio
teriam sido dissolvidos na presenca dos agentes denaturantes; ou ainda as dineinas estariam se
apresentando na forma de multimeros ndo dissociados. Também ja foi visto que algumas
proteinas de Schistosoma mansoni de maior massa molecular possuem em sua composicao
dominios similares aos de dineinas de cadeia leve. Nao podemos afirmar se essas proteinas

apresentariam epitopos reconheciveis pelos soros anti-DLCs.
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4.4.2.2.4 Avaliacio da antigenicidade de DLC

Uma questdo importante da proposta de utilizacdo das DLCs como vacina refere-se a
sua antigenicidade. Portanto foi realizado um western blot utilizando o soro dos animais
infectados (ndo imunizados) para reconhecimento das DLCs recombinantes imobilizadas na

membrana (Figura 40).
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Figura 40 — Andlise do reconhecimento das DLCs recombinantes pelo soro de camundongos
infectados com S. mansoni. A — Membrana incubada com soro de animais controles
(antes da infec¢do). B — Membrana incubada com soro de animais infectados. Nos
pogos: 1) DLCI purificada, 2) DLC3 purificada, 3) DLC4 purificada, M) Marcador de
massa molecular.

Analisando a Figura 40, podemos verificar que as proteinas purificadas foram
reconhecidas pelo soro de camundongos infectados demonstrando que as DLCs testadas sdo
proteinas antig€nicas, sugerindo que sdo proteinas que estdo expostas ao sistema imune
durante a infeccdo. Esse dado refor¢a o potencial vacinal das DLCs. Também ¢é possivel
verificar que a membrana incubada com soro de camundongos controles antes da infeccdo
possui reconhecimentos ténues de proteinas de menor massa molecular, provavelmente as
mesmas contaminantes sendo reconhecidas por anticorpos naturalmente presentes nos soros

dos camundongos.
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4.4.2.3 Andlise da carga parasitdria nos animais do segundo ensaio de imunizag¢do e desafio

Devido as dificuldades nos ensaios anteriores de desafio, neste segundo ensaio
desenvolvemos um dispositivo para melhorar a precisdo e seguranga da infeccao dos animais.
Com o auxilio do Sr. Gilmar Jorge do setor de Engenharia do Instituto Butantan, foi
elaborado um suporte para contencdo dos camundongos, para garantir que as caudas dos
animais permanecessem imersas na suspensdo de cercarias pelo periodo de 45 minutos. Essa
metodologia de infeccdo se mostrou bastante eficiente € mesmo quando os camundongos
acordavam era facil manter as caudas imersas pelo periodo determinado de infeccdo. Na

Figura 41 (A, B, C, D) ilustra o dispositivo de contencao.

Figura 41 — Dispositivo desenvolvido em nosso laboratério para a infec¢do dos camundongos por
imersdo das caudas em suspensdes de cercdrias. A e B — Compartimentos para
contencdo dos camundongos com ajuste de altura. C e D — suporte para manter os
animais durante a infec¢do. Os animais sdo anestesiados para o processo.
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Ap6s a infec¢do com cercdrias os animais foram perfundidos para recuperacdo de
vermes adultos. Na Tabela 9 pode-se verificar a recuperacdo de vermes adultos em
camundongos com 45 dias de infec¢do, bem como a média de vermes encontrada por grupo
de imunizagdo e a protecdo relativa ao controle. Na Tabela 10 sdo encontrados as mesmas
varidveis, porém em camundongos com 55 dias de infeccdo. Na Tabela 11 e na Figura 42 esta
mostrado a unido da recuperagdo de vermes dos grupos imunizados com 45 e 55 dias de

infeccao.
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Tabela 9 — Andlise do ensaio de infec¢do com cercérias de Schistosoma mansoni do segundo ensaio de
desafio em camundongos com 45 dias de infec¢do.

Vermes adultos Média de Pr(itegao
Grupo recuperados com 45 dias vermes em relagdo ao grupo
PR - controle
apos a infecgdo recuperados (%)
Controle -
Animal 01 46
Animal 02 42
Animal 03 41
Animal 04 33 375
Animal 05 25
Animal 06 38
SL @
Animal 01 T
Animal 02 59
Animal 03 21
Animal 04 49 a4 0
Animal 05 40
Animal 06 51
DLC1
Animal 01 20
Animal 02 16
Animal 03 23
Animal 04 19 21,5 42,67
Animal 05 35
Animal 06 16
SLDLC1
Animal 01 36
Animal 02 30
Animal 03 41
Animal 04 P 35,7 4,89
Animal 05 T
Animal 06 T
DLC3
Animal 01 24
Animal 02 22
Animal 03 23
Animal 04 16 208 44,44
Animal 05 18
Animal 06 22
SLDLC3
Animal 01 32
Animal 02 27
Animal 03 29
Animal 04 20 27,7 26,22
Animal 05 25
Animal 06 33

1 - animal que morreu durante o ensaio
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Tabela 10 — Anélise do ensaio de infeccdo com cercdrias de Schistosoma mansoni do segundo ensaio
de desafio em camundongos com 45 dias de infeccao.

Protecdo em

Média de -
Grupo Vern/les adu.1t05 re.cuperzidos vermes relag@o ao grupo
apos 55 dias de infecgdo controle
recuperados
(%)
Controle
Animal 01 9*
Animal 02 34
Animal 03 T
Animal 04 39 34.8 )
Animal 05 43
Animal 06 23
SLO
Animal 01 30
Animal 02 37
Animal 03 36
Animal 04 38 34,3 1.2
Animal 05 39
Animal 06 26
DLC1
Animal 01 33
Animal 02 24
Animal 03 21
Animal 04 15 20,3 41,49
Animal 05 17
Animal 06 12
SLDLCI1
Animal 01 T
Animal 02 T
Animal 03 T
Animal 04 T
Animal 05 T
Animal 06 T
DLC3
Animal 01 20
Animal 02 14
Animal 03 T
Animal 04 11 14 29,71
Animal 05 12
Animal 06 13
SLDLC3
Animal 01 36
Animal 02 51
Animal 03 29
Animal 04 28 39.2 0
Animal 05 52
Animal 06 T

* Esse animal foi desconsiderado nos célculos para determinacio de média

1 - animal que morreu durante o ensaio
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Tabela 11 — Anélise do ensaio de infeccdo com cercdrias de Schistosoma mansoni do segundo ensaio
de desafio em camundongos com 45 e 55 dias de infecgdo.

Grupo (n° animais por 1 Protecdo em relagdo
. . Meédia de vermes : ~

grupo de imunizac¢ao) . Desvio Padrao ao grupo controle
recuperados 45 e 55 dias (%)

Controle (10) 36,4 7,63 -

SL@ (11) 38,7 11,1 0

DLCI (12) 20,9 7,01 42,5

SLDLCI (3) 35,7 5,51 2,0

DLC3 (11) 17,7 4,46 51,4

SLDLC3 (11) 32,9 10,1 9,6

Nimero de vermes recuperados dos camundongos com 45 ou 55 [ ¢ 4 aias

dias apds a infeccdo depois do desafio com cercérias o 55 dis
60
¢ — média
50 | $ M
3 2 3
g 40 2)
§ 3 358 < <
z * *®
< 30 < L 2 ‘g)
z . ¢ .
® %
20 z £ ¢ .
10 - ¢ %
<
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Controle DLC1 DLC3 SL SL-DLC1 SL-DLC3

Figura 42 — Quantidade de vermes recuperados por camundongo com 45 ou 55 dias ap6s a infecgdo.
Os losangos pretos correspondem a animais perfundidos apds 45 dias de infeccdo e os
losangos verdes a animais perfundidos apdés 55 dias de infeccdo. As barras rosas
correspondem a média de vermes recuperados nos animais dos dois grupos.

E possivel verificar que com 45 dias apés a infec¢do os grupos imunizados com as
proteinas purificadas apresentaram uma significativa reducdo na carga parasitiria quando
comparado a quantidade de vermes recuperados do grupo controle. O grupo salmonela DLC3
também mostrou certa reducdo na carga parasitiria recuperada. J4 com 55 dias apds a

infeccdo € possivel verificar que os dados de protecdo em relacdo as proteinas purificadas se
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repetem, sendo que o grupo imunizado com DLC3 apresentam maior nivel de protecdo, que
pode estar relacionado a esse antigeno ainda continuar combatendo os vermes conforme o
passar dos dias de infec¢do. Os animais do grupo salmonela-DLC3 néo apresentaram protegao
quando comparados ao grupo controle.

Os resultados de protecdo utilizando as DLCs purificadas como antigenos vacinais se
mostraram bastante promissores, pois nenhum antigeno até o presente momento foi capaz de

conferir esses niveis de prote¢do utilizando como adjuvante hidréxido de aluminio.

4.5.2.4 Avaliacdo dos granulomas hepéticos dos animais do segundo ensaio de desafio

Assim como no primeiro ensaio de desafio com infeccdo por S. mansoni, os figados
dos animais imunizados foram recuperados para avaliacdo do tamanho dos granulomas em
cortes histoldgicos. Porém no segundo ensaio de imunizacdo e desafio resolvemos analisar
granulomas hepaticos com 45 e com 55 dias apés a infeccdo para determinar se eles
continuariam menores com o decorrer do tempo ou ndo. As imagens obtidas através de
microscopia de luz foram utilizadas para a medicdo dos granulomas hepéticos dos
camundongos com 45 e 55 dias apés a infeccdo para avaliacdo de redugcdo da darea
granulomatosa e também para determinar se os antigenos e as formas de apresentacéo teriam
algum efeito no desenvolvimento do granuloma esquistossomético. Para melhorar a andlise,
foram medidos aproximadamente 60 granulomas por cada grupo de imunizagdo Neste ensaio
utilizamos um microscépio de luz normal, que possui uma camera fotografica acoplada que
permite a obtengdo das imagens. O software utilizado para medic¢do de dreas dos granulomas
foi o Image Express e obtivemos auxilio da Dra. Marta Antoniazi do laboratério de Biologia
Celular do Instituto Butantan. E possivel verificar as imagens de granulomas medianos com
45 dias de infec¢do na Figura 43 e de granulomas com 55 dias de infeccdo na Figura 44. Os
tamanhos dos granulomas foram comparados estatisticamente nos diferentes grupos de

imunizacao pelo teste T de Student (Figura 45, Tabela 12).
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DLC3 T - Sal vazia

Figura 44 - Imagens dos granulomas hepéticos de camundongos com 55 dias de infec¢do.
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Média das areas dos granulomas hepaticos dos camundongos
depois de 45 ou 55 dias da infeccao
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45 dias grupos 55 dias

Figura 45 — Tamanho médio das medidas das areas dos granulomas hepéticos dos camundongos dos
diferentes grupos experimentais com 45 e 55 dias apés a infeccdo. As barras de erros
correspondem aos desvios dos tamanhos de granuloma entre os animais do grupo.

Tabela 12 — Avaliacdo dos granulomas hepéticos dos animais nos diferentes grupos de imunizagdo
com 45 e 55 dias ap6s a infecg@o.

45 dias depois da infeccéo 55 dias depois da infec¢do
Grupos éi\gfiigz Desvio Valor P re?uccl;lo éi\;[:ii;z Desvio | Valor P re?uiZo
controle 6.3 3.1 - 94 2.0 -
DLCI 1.7 1.6 1,26x10"° | 72 6.1 3.3 | 4,06x10° 35
DLC3 1.9 2.0 [3,88x10™| 70 7.0 3.1 | 3,18x10° 25
Sal 6 4.1 3.1 0,0003 34 8.3 3.2 0,029 12
SLLC1 3.6 2.9 9,11x10° 42 - - - -
SLDLC3 39 32 0,0001 37 8.6 3.7 0,15 9

Pela andlise biométrica dos granulomas hepdticos € possivel verificar que apds 45 dias
de infeccio todos os grupos de imunizacdo testados apresentaram granulomas
significativamente menores quando comparados aos do grupo controle. Os grupos imunizados
com DLCs purificadas apresentaram atingiramos granulomascom média de drea 70% menor,
indicando que esses antigenos influenciam de alguma forma a patologia da esquistossomose.
E possivel observar que 55 dias apds a infecgio os grupos imunizados com as DLCs

apresentavam granulomas com dreas significativamente menores que os do controle. O
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mecanismo envolvido na inibicdo do crescimento do granuloma por imuniza¢ido com as DLCs
ainda ndo foi investigado. E possivel que a diminui¢io do nimero de vermes e,
conseqiientemente, diminui¢do no nimero de ovos aportando no figado tenha sido suficiente
para diminuir o quadro pré-inflamatério que exacerba a formagdo do granuloma. Uma analise
mais detalhadas sobre possiveis variacdes no quadro de citocinas e quantidade de células do
sistema imune presentes nesses granulomas poderd ajudar a esclarecer a participacdo da

resposta imune as DLCs.

4.4.2.5 Andlise do Teste de sobrevivéncia e avaliacdo patoldgica dos camundongos

Além dessas andlises fizemos ainda um experimento para verificar se os animais
imunizados com as proteinas purificadas teriam sua longevidade aumentada. Para tanto,
grupos experimentais com seis animais cada, foram mantidos por 80 dias apds a infec¢do. Foi
possivel verificar que os animais imunizados com as DLCs apresentavam melhor quadro
clinico quando comparados aos demais grupos. Apenas dois animais do grupo controle e um
do grupo salmonela vazia morreram nesse periodo. Alguns animais que apresentaram
diarréia, afetacdo na circulacdo sanguinea e aspecto de morbidez foram sacrificados. Os
animais imunizados com as DLCs pareciam mais sauddveis, sendo mais ativos e mantendo
seus padrdes de alimentag@o. As barrigas desses animais eram menores quando comparadas

ao grupo controle de infeccdo (Figura 42).

SLJ Controle Controle DLC1 DLC3 SLDLCI1 SLDLC3
negativo  positivo

Figura 46— Aspecto anatomicos dos animais de cada grupo de imunizagdo 80 dias apds a infeccdo. A
barriga dos animais vacinados com DLC era claramente menor que dos outros animais.




110

Os bacos e os figados também se apresentavam menores € com aspectos mais
saudaveis embora maiores que dos animais nao infectados (Figura 43). Os animais dos outros
grupos de imunizagdo ficaram doentes mais precocemente, com diminuicdo de atividade. E
importante salientar que em um aspecto geral sobre a doenga, mesmo os animais vacinados
que apresentaram menor nimero de vermes recuperados, com figados e bacos visivelmente
menos afetados, sofreram com a infec¢do esquistossomotica, ficando mais letargicos do que

animais nio infectados.

- ¥V S

SLO Controle Controle DLC1 DLC3 SLDLC1 SLDLC3
negativo positivo

Figura 47 — Figados e Bacos de camundongos dos diferentes grupos de imunizacdo apds 80 dias da
infecgdo.



111

5 DISCUSSAO

Atualmente existe um maior investimento no desenvolvimento de vacinas contra
parasitas eucariotos humanos, no entanto, a complexidade dos vermes e suas interagdes com
o hospedeiro mostram que os pesquisadores estdo diante de um grande desafio. Ainda ndo
existe uma vacina contra a esquistossomose e 0s antigenos mais promissores demonstram
apenas protecdo parcial contra infec¢do. Os parasitas induzem fraca imunidade natural e sdo
capazes de evadirem ou resistirem as respostas imunes especificas dos hospedeiros. A
persisténcia dos esquistossomas no hospedeiro leva a reagdes imunoldgicas cronicas que
resultam em lesdes teciduais e complicacdes patoldgicas. Essas complicacdes sdo mais
relacionadas com a resposta imune do hospedeiro ao parasita e seus ovos do que a propria
infeccao.

Hoje é bem conhecido que a selecdo de adjuvantes e sistemas de apresentacdo de
antigenos pode estimular uma resposta imune mais adequada (BERGQUIST, 1995;
DOENHOFF, 1998; COMOQY et al., 1998) e que esse é um ponto critico no desenvolvimento
de vacinas. O adjuvante de Freund que vem sendo testado em modelos animais mostrou
resultados interessantes de protecio com antigenos de Schistosoma (MCMANUS e
LOUKAS, 2008; CARDOSO et al., 2008), porém seu uso é proibido em humanos devido a
efeitos adversos (lesdo inflamatdria no local da injecdo, granulomas e abscessos). Por isso,
outros sistemas estdo sendo explorados quanto aos seus potenciais adjuvantes, entre eles o
utilizado em nosso projeto, salmonelas vivas atenuadas recombinantes como apresentadoras
de antigenos heter6logos.

A linhagem vacinal de salmonelas que foi utilizada possui atenuagdo por mutagdo no
gene aroA. O gene aroA estd relacionado com a sintese de aminodcidos aromadticos, que sdo
necessdrios para a sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro. Salmonelas com atenuagdo em
genes aro perdem a capacidade de se multiplicar em macréfagos e em tecidos de mamiferos
(MASTROENI et al., 2000), mas mantém a capacidade invasora, sendo por isso uteis como
vacinas e como carregadoras de antigenos heter6logos.

Durante a infec¢do com esquistosoma, a resposta imune do hospedeiro contra cercdrias
e esquistossomulos € inicialmente mediada por células tipo Thl. Com o progresso da
infec¢do, a resposta € substituida por células Th2, induzida em especial durante a formagdo de
granulomas gerados pelos produtos t6xicos de ovos retidos em tecidos do hospedeiro. Estudos
demonstraram que uma vacina anti esquistossomose eficiente requer forte inducdo de

respostas dos tipos Thl e Th2 (LOUKAS e MCMANUS, 2008). A estratégia de utilizar
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salmonelas atenuadas recombinantes apresentando antigenos de Schistosoma foi desenhada
devido ao fato dessa forma de apresentagdo modular a resposta imune para um tipo Thl que é
a requerida contra o verme nos seus estdgios iniciais de desenvolvimento no hospedeiro
mamifero. Neste sentido, o aumento da resposta imune para o padrdo Thl provavelmente
resultaria em um efeito de bloqueio na maturacdo dos vermes.

Em nossos estudos foram considerados dados de um projeto anterior que foi
desenvolvido em nosso laboratério, que investigou a resposta imune em camundongos
imunizados com proteinas DLCs de S. mansoni. As DLCs sdo proteinas altamente
conservadas e sdo essenciais para motilidade em eucariotos, sendo expressas em diferentes
tecidos (WILSON et al., 2001). A andlise bioinformética do transcriptoma de S. mansoni
revelou a existéncia de uma familia de pardlogos de dineinas com pelo menos 18 membros
com similaridades variando de 54 a 91% com uma DLC de mamifero. A existéncia de tantos
paralogos sugere que essas proteinas sejam importantes para o desenvolvimento do verme.

Em S. japonicum foi descrita uma familia de pardlogos de dineinas de cadeia leve com
cinco pardlogos (YANG et al., 1999). A imunolocalizacdo de duas dessas proteinas mostrou
que estdo presentes nas diferentes fracdes do tegumento de verme adulto, sugerindo exposicao
ao sistema imune. Esse autor, trabalhando com duas DLCs, mostrou que uma delas ocorre em
todo o ciclo de vida do parasita, enquanto a outra ocorre apenas nos estiagios intra-hospedeiros
(ZHANG et al., 2005).

Selecionamos trés paralogos de DLCs para producdo das proteinas recombinantes, as
quais foram expressas inicialmente na forma insolivel em E. coli. Apés otimizagdes do
método de cultivo e diminuindo da temperatura de 37 °C para 30 °C durante a expressdo,
onseguimos recuperar as trés proteinas nas fragdes soliveis dos extratos bacterianos, duas
delas mais facilmente.

Verificamos, pelos ensaios de imuniza¢do dos animais com as DLCs purificadas, que
essas proteinas foram capazes de induzir alta producdo de IgG especifica, apresentando titulos
crescentes a cada imunizagdo, e portanto, mostrando-se bastante imunogénicas.

Os grupos imunizados com salmonela ndo apresentaram anticorpos IgG anti-DLC
mensuraveis por ELISA. No laboratério o sistema salmonelas é utilizado para apresentacio de
outros antigenos com resposta de anticorpos variavel, sugerindo que o antigeno pode
influenciar o tipo de resposta imune associada. Nos ensaios de “Western Blot” com soro de
animais imunizados com salmonela-DLC3 foi possivel verificar uma banda com massa
molecular esperada para a proteina DLC3, indicando que houve expressdo da proteina in vivo,

porém, essa expressdo teria sido fraca, ndo sendo possivel detectar os anticorpos por ELISA.
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As andlises de ELISA e “Western Blot” indicam que as salmonelas nio apresentaram
eficazmente as DLCs in vivo. Além disso, as andlises de carga parasitaria e de medidas de
granulomas hepdticos sugerem que os antigenos ndo forma apresentados, uma vez que os
resultados foram similares aos obtidos nos grupos controle e salmonela vazia. Apesar da
apresentacdo de outros antigenos por salmonelas terem se mostrado eficazes, induzindo
anticorpos e modulando a resposta para melhor balanco Th1/Th2, nos nossos estudos nio foi
possivel verificar aumento da resposta utilizando esse sistema. Entretanto, os antigenos
purificados mostraram-se mais interessantes como propostas vacinais.

Capron e colaboradores (2005) e Gryseels e colaboradores (2006) correlacionaram a
resisténcia adquirida com a idade de pessoas de dreas endémicas a reinfeccoes
esquistossomoticas com uma resposta mediada por IgE. Existe uma familia de proteinas de S.
mansoni, com peso molecular de aproximadamente 20 kDa que foi associada com a
resisténcia do hospedeiro contra reinfeccio, sendo a resisténcia correlacionada com os niveis
de IgE induzidos por esses antigenos. Essas proteinas pertencem a outra familia de DLCs com
motivos protéicos EF-Hand (FITZSIMMONS et al., 2006). Em nossos ensaios de detec¢do de
IgE no soro dos animais imunizados verificamos que a proteina DLCI elevou os titulos de
IgE mesmo antes da infeccdo com cercérias. Esse aspecto sugere que DLCs podem estar
relacionadas a um perfil alergénico que os parasitas desenvolvem no hospedeiro, e que
imuniza¢des com DLC poderiam induzir uma resposta alérgica. Porém elevado nivel de IgE
contra certos antigenos constitui uma marca em individuos resistentes residentes de drea
endémica. E importante ressaltar que alguns autores apéiam a idéia de que um antigeno
vacinal para ser eficiente contra a esquistossomose deve ser capaz de elevar anticorpos do tipo
IgE (WILSON e COULSON, 1998). Por outro lado, em uma formulacdo vacinal deve-se
considerar como efeito adverso os possiveis perigos e a indesejdvel exacerbagdo de alergia em
individuos imunizados.

Outro fator bastante curioso que pode ser observado em relacdo aos anticorpos do tipo
IgE foi que apesar dos grupos imunizados com DLCI1 elevarem os niveis desse tipo de
anticorpos antes da infec¢do, curiosamente, depois da infec¢do os grupos imunizados com
DLCs apresentaram menores niveis de IgE no soro. Isso pode estar relacionado a um fato das
DLCs contribuirem para um certo controle de exacerbacdo da resposta pds infecgio.

Por ensaios de “Western Blot” verificamos o reconhecimento cruzado de soro
especifico anti-DLC contra as outras DLCs em estudo. Esses resultados eram esperados
devido as similaridades entre as proteinas, sendo que DLC1 e DLC3 compartilham 59% de

similaridade e 31% de identidade de aminodcidos; DLC1 e DLC4 possuem 61% de
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similaridade e 29% de identidade; e DLC3 e DLC4 possuem 59% de similaridade e 35% de
identidade.

Os ensaios de “Western Blot” feitos com soro anti-DLC1 contra diferentes extratos
protéicos de vermes adultos de esquistossomas, determinaram duas bandas de massas
moleculares entre 45 e 55 kDa, mais altas que a massa esperada das DL.Cs (~13 kDa). Essas
bandas de alta massa podem estar relacionadas com a interacdo das DLCs com outras
proteinas, inclusive com as dineinas citoplasmaéticas de cadeia intermedidria e pesada, para
compor os “complexos motores” de transporte de cargas (KING, 2003). Talvez os complexos
protéicos ndo tenham se separado mesmo em presenca dos agentes desnaturantes e redutores,
SDS e B-mercaptoetanol, usados no SDS-PAGE. As bandas de maior massa molecular podem
ainda ser resultantes do reconhecimento do soro por outras proteinas de S. mansoni que
possuem o dominio DLLC como descrito anteriormente.

Ainda pelos ensaios de “Western Blot” foi possivel verificar que as proteinas DLC
mostraram-se antigénicas, sendo reconhecidas pelo soro de camundongos do grupo controle
infectados que foram imunizados apenas com salina e hidroxido de aluminio. Isso sugere que
as DLCs nativas estariam sendo expostas ao sistema imune durante a infeccdo em
camundongos, o que provavelmente também ocorre em humanos. Neste sentido reforcam o
potencial dessas proteinas como candidatos vacinais.

O ensaio de desafio com Schistosomas é também um desafio ao pesquisador pelo
nimero de varidveis envolvidas. A metodologia de infec¢io é muito discutida devido as
dificuldades de padronizagdo, buscando-se um formato similar a infec¢do natural.
Anteriormente os ensaios eram feitos por inje¢do subcutdnea com niimero exato de cercdrias
capturadas em seringa. Esses ensaios foram criticados por ndo simularem corretamente o
momento da infec¢do, importante na sensibilizacdo do sistema imune. A captura das cercdrias
era feita, observando-se em lupa, por suc¢do com seringa e agulha, o que poderia provocar
danos a larva incapacitando o desenvolvimento do verme e afetando os resultados. A cauda da
cercdria ¢ importante na penetragdo e pode ser facilmente removida por quebra mecéanica,
como agitacdo e, possivelmente, durante a captura na seringa. Alguns grupos desenvolveram
o método de exposi¢do da pele da barriga dos camundongos para penetracdo das cercdrias,
ainda com cuidados de depilar com antecedéncia a regido a ser exposta e permitir a
cicatrizacdo de possiveis micros lesdes. Nosso grupo buscou um método de infeccdo por
exposi¢do das caudas dos camundongos a suspensdes de cercdrias penetrantes, 0 que se

aproximaria mais de uma infeccao natural.
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Nosso ensaio prévio de desafio (dados ndo mostrados) mostrou bastante
heterogeneidade na infec¢@o. Algumas dificuldades puderam ser apontadas para explicar o
resultado, como 1- o material do tubo onde mantivemos a suspensio de cercarias ndo era o
mais apropriado, retendo as cercdrias nas paredes (ndo comprovado); 2- somente pequena
parte da ponta da cauda dos animais foi exposta as cercdrias, e talvez essa regido seja de mais
dificil penetracdo. De fato, o volume de suspensdo de cercarias utilizado ndo teria sido
suficiente para cobrir maior parte das caudas dos camundongos; 3- a contagem de cercarias
foi feita com agulhas o que pode ter causado danos as cercdrias e diminui¢do da capacidade
de infectar os animais; 4- o tempo de permanéncia das cercdrias na dgua entre a liberacdo do
caramujo até a infec¢do pode ter representado modificagdes na capacidade infectante. Em
decorréncia dessas observagdes alteramos alguns aspectos para o que chamamos de primeiro
ensaio de desafio: 1-para evitar a retencdo das cercérias utilizamos tubos de vidro; 2-
utilizamos volume maior de suspensdo de cercdrias para cobrir maior area da cauda durante
infeccdo; 3- As suspensdes de cercdrias foram preparadas por estimativa, sem a captura por
seringa. Neste ensaio houve maior homogeneidade quanto ao nimero de cercarias penetrantes
por animal, porém tivemos problemas durante a infec¢do de parte do grupo controle.
Trabalhamos com 12 animais por grupo e decidimos dividir cada grupo em duas caixas (1 e 2)
para facilitar a manipulagdo, sendo a metade de cada grupos (caixas 1) infectados pela manha
e a outra metade (caixas 2) a tarde. No momento da infec¢do do grupo controle caixa 2 houve
uma queda na energia elétrica e falta de luz que durou 25 minutos dos 40 de infeccdo. E
conhecido que a luz interfere na atividade das cercarias. Com a perfusido foi possivel verificar
que este grupo teve a infec¢io prejudicada em relacdo a outra metade grupo controle (caixal).
Segundo Curwen e Wilson (2003) a turbuléncia e sombra aumentam o periodo de natacio das
cercdrias. Ndo sabemos o quanto a maior migracdo da cercéria interfere na sua capacidade
invasiva, mas nossos resultados mostraram significativa diminui¢do da infeccdo no grupo
desafiado em auséncia de luz.

No primeiro ensaio de desafio verificou-se que os grupos imunizados com as
salmonelas recombinantes, carregando as constru¢des plasmideais com DLC, ndo elevaram os
titulos de anticorpos e nem diminuiram a carga parasitiria. Muito provavelmente houve uma
fraca apresentagdo das DLCs ao sistema imune. O nimero de vermes recuperados foi
semelhante ao obtido no grupo controle. Além disso, a caracterizagdo dos granulomas
hepéticos mostrou que, em especial o grupo salmonela-DLC1 e o grupo salmonela-DLCl1pp
(que recebeu proteina purificada em uma das imunizagdes), ndo tiveram morfometria

modificada em relacdo ao controle, bastante diferente do observado no grupo imunizado com
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a proteina DLCI purificada que teve 78% de redugdo do tamanho do granuloma. Isso sugere
que a proteina DLCI1 ndo foi expressa in vivo quando apresentada por salmonela. O grupo
imunizado com salmonela pAEsox vazio ndo mostrou reducdo da infec¢do, porém,
verificamos que houve redu¢do na formacio dos granulomas em aproximadamente 30% em
relacdo ao controle, sugerindo que a resposta imune a salmonela pode interferir na resposta
imune contra os ovos de Schistosoma mansoni. Nos grupos imunizados com salmonela-DLC3
e salmonela-DLC4 também n3o houve diminui¢do da carga parasitiria, porém a
caracterizacdo dos granulomas no figado dos animais desses grupos mostrou reducio
significativa em relacdo ao grupo imunizado com salmonela-pAEsox vazio. Esses resultados
sugerem que o papel da salmonela na reducdo do granuloma, formado em resposta a presencga
de ovos, € bastante importante. Provavelmente o tipo de resposta que as salmonelas exercem
contra o desenvolvimento dos vermes € diferente daquele que as salmonelas exercem na
formagao granulomatosa.

Ainda em relag@o ao primeiro ensaio de desafio foi possivel verificar que os grupos
imunizados com as proteinas purificadas tiveram sua carga parasitdria diminuida em relacio
ao grupo controle. O grupo imunizado com a proteina DLC1 teve uma reducdo de 30% na
quantidade de vermes recuperados, enquanto os grupos imunizados com DLC3 e DLC4
tiveram redugdo de aproximadamente 20%. E importante salientar que o nimero de vermes
recuperados do grupo controle inclui o resultado da caixa 2 apesar da infecgdo essa caixa ter
sido prejudicada pela falta de luz. Utilizando somente os resultados do grupo controle da
caixa 1 a protecao calculada para os grupos vacinados seria significativamente maior.

No segundo ensaio de imunizagdo e desafio nds desenvolvemos um dispositivo para
facilitar a infeccdo que se demonstrou muito mais eficiente e segura. O funcionamento dos
contentores foi um sucesso e mesmo quando os camundongos acordavam da anestesia foi
possivel manter a infec¢do. A infec¢do ocorreu por 40 minutos homogeneamente entre os
grupos imunizados e utilizamos, além da luz da sala, o auxilio de ldmpadas extras. O nimero
de vermes recuperados no grupo controle foi semelhante aqueles de quando utilizado outros
métodos de infeccao, porém a infecgdo foi mais homogénea.

Como a infec¢do deste ensaio foi mais confidvel, os resultados apresentados sdo
também mais confidveis. A contagem de cercdrias residuais nos tubos apds a infeccdo foram
muito baixas ou zero.

A infeccdo € feita com aproximadamente 100 cercirias e apenas 50 % chega a
desenvolver-se e ser recuperada como vermes adultos nos grupos controle. Pode-se verificar

N

que mesmo que as cercdrias tenham aderido & superficie epitelial dos camundongos e
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penetrem nas camadas da pele, elas podem ainda ndo ter sucesso no desenvolvimento até
vermes adultos.

Neste segundo ensaio a carga parasitiria dos grupos imunizados com as DLCs
purificadas foi significativamente menor do que a do grupo controle. Na analise apds 45 dias
de infec¢do, o grupo imunizado com DLCI teve prote¢do calculada em aproximadamente
43%, enquanto o grupo imunizado com DLC3 apresentou cerca de 45% de prote¢do. O grupo
salmonela-DLC3 com 45 dias de infec¢dao mostrou 26% de prote¢@o, porém na andlise com 55
dias de infeccdo esse grupo mostrou 0% de protecdo em relagdo ao grupo controle.
Considerando as anélises de protecdo depois de 55 dias de infec¢@o, o grupo imunizado com
DLCI1 apresentou 41,5% de protecdo e o grupo imunizado com DLC3 apresentou
aproximadamente 60 % de protecdo. Nos ensaios de desafio convencionais, a perfusdo dos
animais ¢é feita apds 45 dias da infec¢@o, quando os vermes jd maturaram. Em nossos ensaios
parte dos animais foi mantida até 55 para observarmos outros aspectos da patologia, porém o
nimero de vermes adultos nos animais em cada grupo néo deveria se alterar. Dessa forma, os
dados de andlises de vermes recuperados 45 e 55 dias ap6s infeccdo deveriam ser reunidos
para, considerando nimero maior de animais, diminuir o erro experimental. Dessa maneira o
resultado de prote¢des em relag@o ao grupo controle foram: DLC1 — 42,5%, DLC3 — 51,5% e
Salmonela-DLC3 — 9,5%. Apesar das oscilagdes de protecdo é possivel afirmar que esses
antigenos sdo bastante interessantes e afetaram o desenvolvimento dos vermes. Note-se que
utilizamos hidréxido de aluminio como adjuvante. Os antigenos mais promissores até hoje
citados na literatura atingiram 60% de prote¢do quando utilizado o adjuvante de Freund, o
qual € proibido em humanos. Quando os mesmos candidatos foram testados com hidréxido de
aluminio, a capacidade protetora caiu para metade. E importante salientar também que o
aumento da dose de proteinas administradas no segundo ensaio de desafio pode ter
contribuido para a maior protecdo verificada.

Além da diminui¢do da carga parasitdria, foi possivel verificar que os granulomas
hepéticos dos camundongos dos grupos imunizados com as DLCs com 45 dias de infeccdo
apresentaram area aproximadamente 70% menor que os dos animais do grupo controle. Os
grupos imunizados com as salmonelas apresentaram também granulomas cerca de 30%
menores. A avaliacdo dos granulomas hepaticos de camundongos apds 55 dias de infeccdo foi
bastante importante, pois foi possivel verificar que os granulomas aumentaram, mesmo nos
grupos vacinados. Com 55 dias de infec¢do os grupos imunizados com as salmonelas tinham
granulomas similares aos do grupo controle, enquanto os grupos imunizados com as DLCs

ainda apresentavam granulomas 25 a 35% menores do que os do grupo controle. Esse
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resultado sugere que a resposta imune as DLCs de alguma maneira afeta o desenvolvimento
dos granulomas hepaticos, que seja via indugdo de IgE, diminuicio de vermes, ou ainda mais
complexo, induzindo a resposta adapatativa parasita’hospedeiro mais precocemente.

Uma vacina contra esquistossomose deve ser capaz de elicitar os dois tipos de resposta
imune. Para bloquear o desenvolvimento do verme nos estigios inicais de infec¢ao, o tipo de
resposta requerida é Thl. Com a evolugdo da infec¢do, quando sdo liberados os primeiros
ovos e estes ficam retidos nos tecidos do hospedeiro, ocorre a resposta imune mediada por
células Th2. A formacdo dos granulomas caracteriza a principal patologia da
esquistossomose. Segundo Lenzi et al, (2008) o desenvolvimento dos granulomas
esquistossomoticos pode ser modulado para mais (up-modulation) ou para menos (down-
regulation) dependendo dos tipos de citocinas envolvidas. A participagdo das DLCs no
desenvolvimento dos granulomas pode apenas relacionar-se a diminui¢do dos vermes ou
talvez estejam elicitando um tipo de resposta imune ou inibindo a exacerbacio da resposta aos
ovos, interferindo mais diretamente no atraso da formagéo dos granulomas.

A diminuicdo no tamanho dos granulomas pode estar relacionada com o nimero
menor de ovos que chegam ao figado, uma vez que os grupos vacinados com DLC tem
nimero menor de vermes A menor quantidade de ovos poderia contribuir para um ambiente
menos pré — inflamatdrio. Também € possivel que a imunizagdo com as DLCs possa induzir
a regulacdo da resposta Th2 mais rapidamente, a que ainda permite a formacio dos
granulomas, porém de forma menos exacerbada.

Em relagcdo ao teste de sobrevivéncia para verificar aspectos gerais causados pela
patologia da doenga, podemos verificar que os grupos imunizados com as DLCs apresentaram
aspectos fisicos e anatomicos melhores do que os dos grupos controles, além de manterem de
uma forma geral seus comportamentos etiooldgicos. Apesar disso, com o decorrer do tempo
mesmo os camundongos vacinados também apresentaram sinais de enfraquecimento
decorrente da doenca, o que demonstra que mesmo uma prote¢do de 40 a 50% contra o
desenvolvimento dos vermes ainda acarreta em morbidade aos animais infectados.

Os epidemiologistas concordam que, uma vez que o parasita ndo se multiplica dentro
do hospedeiro, uma redugdo em torno de 40 a 50% da carga parasitdria aliada a estratégias de
controle nas dreas endémicas (incluindo saneamento basico, educacio sanitria e uso de novas
drogas), levaria ao controle da doenca (BARBOSA et al, 2008). Neste sentido as DLCs
correspondem como fortes candidatos vacinais, pois elas além de diminuir a carga parasitaria
em niveis considerdveis, elas promovem a diminui¢do de granulomas, o aspecto mais

importante na patologia da doenga. A utiliza¢do de vacinas, mesmo que compostas de varios
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antigenos, que levem a uma real diminui¢do da infec¢do, é uma ferramenta indispensavel para
controle da doenca, Provavelmente a vacina anti-esquistossomdtica deverd ser composta por
multiplos antigenos. Muitos estudiosos preconizam que uma vacina ideal devera atuar contra
a patologia da doenca, considerando em especial o aspecto da formagdo de granulomas
hepéticos. Nesse sentido as DLCs constituem-se interessantes candidatos vacinais.

Um programa eficiente para controlar a esquistosomose deve contemplar ainda
pesquisas para encontrar novos farmacos para o tratamento da doenca, e novos antigenos
vacinais, ¢ adjuvantes. Além disso, devem-se adotar medidas de controle e conscientizagio

junto a populag@o, como programas educativos, principalmente em regides endémicas.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

o Os trés pardlogos de dineinas testados nesse projeto foram obtidos na forma soldvel em

E.coli e salmonelas;

° As proteinas recombinantes DLC1, DLC3 e DLC4 mostraram ser imunogénicas em

camudongos aumentando os niveis de IgG depois das imunizagdes;

° Os soros gerados contra as DLCs mostraram reconhecimento cruzado, como esperado

devido a similaridades entre elas;

° As DLCs mostraram ser antigénicas, uma vez que foram reconhecidas pelo soro de

camundongos controles infectados;

° Com a apresentacdo de antigenos por salmonelas ndo foi possivel verificar inducdo de

anticorpos anti-DLC por ELISA;

° A proteina DLC1 elevou os niveis de IgE nos soros dos camundongos imunizados,
mesmo antes da infeccdo com cercdrias. Este dado sugere que a DLC1 pode estar
relacionada a um cardter alérgico ou a uma marca de resisténcia a infec¢do observada

em pacientes de drea endémica;

. Depois da infeccdo todos os grupos apresentaram altos niveis de IgE no soro, como
esperado devido a presenca dos vermes; Os grupos imunizados com as DLCs

apresentaram menor indugao de IgE p6s infec¢do;

o O soro anti salmonela-DLC3 reconheceu de maneira ténue a proteina purificada por

western blot, mostrando que a proteina foi fracamente expressa in vivo;

° O soro anti-DLC1 reconheceu proteinas de massa molecular esperada e também
proteinas com massas moleculares maiores nos diferentes extratos protéicos de vermes

adultos;
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Os grupos imunizados com DLCs/hidréxido de aluminio mostraram significante

diminuicdo na carga parasitdria, correlacionando com o aumento de IgG anti-DLC;

45 dias apds a infec¢do os granulomas de todos os grupos de imuniza¢do foram
significativamente menores quando comparados aos do grupo controle, em especial os

grupos imunizados com as DLCs;

55 dias apds a infecgc@o os granulomas hepéticos dos camundongos imunizados com as
DLCs ainda eram menores, sugerindo que essas proteinas interferem direta ou

indiretamente na formac@o ou atraso no crescimento dos granulomas;

A diminui¢@o no tamanho dos granulomas pode estar relacionada a um nimero menor
de ovos chegando no figado, uma vez que o nimero de vermes nos grupos imunizados
com DLCs também era menor. A diminui¢do na quantidade de ovos pode estar

contribuindo para um ambiente hepitico menos pré — inflamatério;

E possivel que a imunizagdo com DLCs induza a regulagdo mais rapida da resposta
Th2 mediada por células T regulatdrias, permitindo a formacdo dos granulomas, porém

controlando a exacerbagdo da resposta Th2;

Os estudos para compreensdo da resposta imune induzida por DLC deverdo prosseguir,
incluindo medidas de alteragdes nos niveis de citocinas relacionadas com resposta
alérgica, indugdo de IgE e formacgdo de granulomas. Também aspectos da estrutura dos
granulomas e da composic@o das células do sistema imune no sangue antes e depois de

desafiados;

A formagdo de granulomas € considerada uma das principais patologias da
esquistossomose, e alguns pesquisadores estdo chamando ateng@o para a necessidade de
uma vacina contra a patologia da doenga; Neste sentido nossos dados sugerem que as
DLCs estdo correspondendo a essa necessidade como antigenos bastante interessantes.
Além de diminir a carga parasitiria, direta ou indiretamente contribuiram para

diminuicdo da formagdo dos granulomas.
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Anexo A

Tabela 1 - Caracteristicas dos paralogos de DLC de Schistosoma mansoni

e-value / identity %

Amount of Ests

SmAE Best hit at NCBI .
hit nr DYLI (Stage of life cycle)

1 C603850.1 DLC2 gi[1620592 DYL1 _SCHMA DYNEIN LIGHT CHAIN 2e-46 / 97% 2e-48 / 89% 3(2A,19)
2 | C607143.1 2i:2842736 DYL2 SCHMA PROBABLE DLC 2e-47 / 100% le-38/89% 26 (19G, 65, 1A)
3 | C600072.1 £i|18087731 DLC 2; [Mus musculus] 3e-44 / 98%/ le-35/88% 21 (2L, 2M, 48, 1L, 2E, 10A)
4 | C601934 gi:17552836 DLC-1 (10.3 kD) [C. elegans] 2e-41/93% 2e-35/91% 12 (6L, 2E, 2A, 1G, 1S)
5 1C718709.1 2i 2842736 DYL2_SCHMA PROBABLE DLC 3e-33/81% 5e-35/84% 1 (1E)
6 C610073.1 sp|Q39580 DLC (8K D), Flagellar outer arm C. reinhardti le-42 /91% 3e-33/78% 10 (3E 5L)
7 | C602699.1 £i[2494219 DYNEIN 8 KD LIGHT CHAIN, C. reinhardtii le-42 / 91% 2e-32/76% 5(2S 3A)
8 C606346.1 £1|17933574 DROME Dilcl, cytoplasmic (8 kDa) le-26 / 76% 4e-28 / 89% 5(4* 1G)
10 |C602817.1 gi|17137630f Cytoplasmic dlc 2 [D. melanogaster] 5e-31/96% 4e-24 / 65% 5 (4L 1E)
11 | C708415.1 £i|2842736 DYL2 SCHMA PROBABLE DLC le-18/ 86% 2e-19/60% 1(1C)
14 | C703870.1 gi|18087731|dynein light chain 2; [Mus musculus] 2e-14/ 82% 3e-11/66% 1 (1A)
15 [C716214.1 gi|18087731 dynein light chain 2; [Mus musculus] 2e-14/67% 9e-11/54% 1 (1G)
16 |C612645.1 >gi| 18087731 dynein light chain 2; [Mus musculus] 9e-11/67% 2e-10/ 66% 3 (1L 2G)
17 | C604362.1 >gi|19115280 dlc [Schizosaccharomyces pombe] 7e-8 / 88% l1e-08 / 54% 2 (2A)
18 [ C608300.1 115305389 dynein light chain 2[S. japonicum] 2e-15/51% 3e-08 / 80% 2 (29)

Caracteristicas das seqiiéncias SmAEs da familia de DLC. Melhor “hit”, e-value e similaridade com as segiiéncias de aminoacidos (positividade) por blastX da seqiiéncia
SmAE no banco de dados do NCBI (nr). e-value e valores de similaridade das SmAEs com a sonda DYLI1-SCHMA (gi:1620591). As seqiiéncias SmAEs em verde foram as
escolhidas para nosso estudo.
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Anexo B
56

- -MIERKAVEKNADMSEEMOEDAEH I AAGATDKEHEE KD IAAN
- -MGERKAVEKNADMHEBMOE TAVHTAAAABBKYEEEKDUALY
- -MSEQKAVEKNADMSEBMOQDAVDCATQAREKYNEEKD IALE
- -MHEHKAVRKNADMS BBMQODAVDCAAQABEKY S#EKD IAAE
- -MSERKAVIKNADMERTWODDAVYVASAAMBKYDEE KDUAAY
MSDGSRKAVIIKNVDMSEEMOQDAEDAATOAFEKYNEEKD IAAE
MSDGSRKAVIIKNVDMSEEMOQDAEDAATOAFEKYNEEKD IAAY
- -MSFGKAVIKNADME PVMQEDAVQIAAVAREKYEMBKD IATH
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IKKBFDRKYHPTWHCIVG-~=~~=~~ HFGSYVTHE THNFIYFYLDDRAFLLFKSG
IKKEFDRKYNPNWHCIVGR--—---- HFGSYVTHE TQHF IYFYLQERAFLLFKSG
IKKEFDRKYNPTWHCIVGR--——---- NFGSYVTHETKHFIYFYLGOOANLLFKSG
IKKEFDRKYNPTWHCIVGR--—---- NFGSYVTHE TKHF I YFYLGENAFLLFKSG
IKKEFDRKYTPNWHCHVGE------- HFGSYVTHE TNNFIYFYLDDR-————-—-
IKKE FDRKENPTWHCRVGR--—---- NFGSYVTHETKHFIYFYAGQVABLLFKSG
IKKEFDRKENPTWHCHVGR------- NFGSYVTHETKHFIYFYAGQVABLLFKSG

IKQHFDRKYGRTWHCIVGE--—---- O¥csDVBHEERSFIYFBLGDRARLLEKSG

C602817DLC10 (1) ======————— e CAAQABBKYSHEKDIABE IKKEFDEKYNPTWHCIVGR------- NFGSYVTHETKHFIYFYMGNVARILLFKSG
C708415DLC11 (1) ——=——==————m e e e e e EKDIAABIMKKE FDRKYLPBWHC IVGS - - ——--- HFGEYESHEAKHAF I YFELONHAWNW LFREG
B - ME PQKVEVKS TCMPEBMOE HABK TCLKSMRALHHBKDWAB TIEKRE FNEKY GRTWHCHVGS TWHCVVGNEG SNESHVDEGF I YADR - ~-KSELLEKEE
- MENRRARMK S TDMOAPEOKIVVDTCVVATEQYDEERDRAARINIKKiMDRYDGGVWHCHEGR - ——--- DFGCYVELEG-EFSYFOYQCKEMEV R -
C703870DLC14 (1) =—-===========- MECKKAVIKNADMSBBMOQCAVDTAAQAMTE Y SEEKDIAAY IKKHEDRNYGP—————— === == m—mm e e e e e
C716214DLCL5E (1) =—=—=m——r e e DAVKQCLKAMLTCRHBKD I AARERNOFNOKYGRTWHC IVG—~——-—— GSFGSNVEHVETGLIYFLMGRKEVFLFRS

CEI2G4BDLELE (1) rmmmmmr st e i e e s S S i S B! IKKRIDKE IQSYMHVXXGE------- NFGSYVXHGTKHFIYFYLGENAFLLFKSG
CE0A362DL0LT (I} =r-—romesossemm i ABOMHQHAEE ISLEAMDLESSHDGIADE IAKIFNDTYSGYWECKVGT--—=-==- TFGSEDTCBLEECFREFIDE LAFLLEKS -
C60B300DLCLE (1) =—=om=—mowawacw INNEVEKNADMTHEMOKRAYS I I DRKY EEKD I ADHKKE FD = = = = = = = = = = = = e e e e e e e e o
SaDLC1620892 (1) —=-—wosneswwed MSERKAVEKNADMSEEMOEDAFHIAAGARBKEDEEKDIAAN TKKBFDRKYHPTWHCIVGR----~-~ HFGSYVTHETHNFIYFYLDDRAFLLFKSG
MusDLC (1) —=—mmmmmmmmend MADVEETHKRLOSQKGHQGIIVVNTEGIPIKSTMBNPTTTQ YANLMHN-FILKARSTVRE IDPONDLTFLRIREKKNE IMJAPDKDY FLEVEQNPT
Consenso (1) M  KAVIKN DM EEMQ DAV A AMEKY IEKDIAAY IKKEFDKKY PTWHCIVGR FGSYVTHET HFIYFYL  AILLFKSG

Figura 1 — Alinhamento das 18 sequéncias de aminoacidos da familia de DLCs encontradas no PGESm. SmAEs em verde correspondem as proteinas selecionadas para
nosso estudo.
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