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RESUMO

TARARAM, C.A. Investigacio de genes diferencialmente expressos em estagios intra-
hospedeiro de Schistosoma mansoni como candidatos vacinais. 2011. 146 f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2011.

A esquistossomose ¢ uma doenga importante em satide publica. Dos genes selecionados como
diferencialmente expressos em esquistossomulos a partir do transcriptoma do S. mansoni,
56% foram confirmados por RT-PCR em tempo real. Entre eles, a proteina Ly6.5, esta
presente no tegumento de esquistossomulos e vermes adultos por ancoras de GPI. Nao foi
detectada a fung¢@o de inibir o sistema complemento, mas pode estar envolvido na manutencao
do tegumento. O gene SmVal7 revelou transcritos nas glandulas esofagicas de vermes adultos
por hibridiza¢do in situ, enquanto a localizagdo da proteina ndo esta definida. Anexina esta
associada ao tegumento de esquistossomulos ¢ vermes adultos, de maneira dependente de
calcio. A supressdo do gene por RNAI ndo resultou em alteragdo fenotipica significativa em
esquistossomulos in vitro. Foi observada atividade parcial de inibicdo de coagulacdo e
potencial atividade de endocitose de anticorpos ligados & superficie. A imunizagdo com
rLy6.5, rfSmVal7, rAnel-II ou rAnell-IIl ndo levou a reducdo da carga parasitaria apds

desafio.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Genes deferencialmente expressos. Esquistossémulo.
Tegumento. Proteinas recombinantes. Caracteriza¢cdo molecular.
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ABSTRACT

TARARAM, C.A. Investigation of genes differentialy expressed in intra-host stages of
Schistosoma mansoni as vaccine candidates. 2011. 146 p. Ph.D. thesis (Biotechnology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Schistosomiasis is an important disease in public health. Genes selected from the S. mansoni
transcriptome, 56% of them were confirmed as differentially expressed in schistosomula by
real time RT-PCR. Among them, the protein Ly6.5 is present in the tegument of
schistosomula and adult worms by GPI anchors. The function of inhibiting the complement
system was not detected, but it may be involved in maintenance of the tegument. The gene
SmVal7 revealed transcripts in the esophageal glands of adult worms by in situ hybridization,
while the localization of the protein is not defined. Annexin is associated with the membranes
of the schistosomula and adult worm’s tegument in a calcium-dependent manner. The
suppression of the gene by RNAi did not resulted in a significant phenotypic change in
schistosomula in vitro. Parcial inhibition of the coagulation activity and potential function of
endocytosis of membrane-bound antibodies were observed. Immunization with the rLy6.5,
rSmVal7, rAnel or rAnell-II-IIl did not show reduction in worm burden recovery after

challenge.

Key words: Schistosoma mansoni. Genes differentialy expressed. Schistossomulum.
Tegument. Recombinant proteins. Molecular caracterization.
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1.1 INTRODUCAO
1.1 SOBRE A ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ¢ uma das infec¢cdes helminticas mais importantes em termos de
morbidade e mortalidade (KING; DICKMAN; TISCH, 2005). E endémica em 74 paises da
Africa, do Oriente Médio, da América do Sul, do Sudeste Asiatico e em algumas ilhas do
Caribe (Figura 1). Estima-se que 200 milhdes de individuos estejam infectados, 20 milhdes
sofram severos sintomas da doenca (ROSS et al., 2002) ¢ mais de 600 milhdes residam em
areas de risco no mundo (BERGQUIST, 1998).

No Brasil, admite-se existirem mais de seis milhdes de individuos afetados, atingindo
Estados do Norte (Para, Rondonia), todos os Estados do Nordeste, do Sudeste, Estados do Sul
(Parana e Santa Catarina) ¢ do Centro-Oeste (Goias e Distrito Federal) (AMARAL et al.,
2006). Em Sao Paulo, nos ultimos dez anos foram notificados mais de duzentos mil casos. A
maioria desses casos foi classificada como importados, sendo apenas 10% do total

classificados como autdctones (Divisdo de Orientagdo Técnica - DOT — SUCEN, 2002).

. Sin
5 japonicum
W S kg
Mixed § hademotobium/s mansani
[0 Gaeat rivers and lakes

Figura 1. Distribuicio global da esquistossomose. Diferentes localiza¢des contendo a infecgdo por
distintos agentes etioldgicos da esquistossomose.
Fonte: Gryseels et al. (2006).

Causada por trematddeos do género Schistosoma, a doenga tem como principais
agentes etiologicos as espécies S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum. Na América do
Sul, apenas o Schistosoma mansoni constitui problema de satide publica (AMARAL et al.,

2006).
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Esse parasita tem um complexo ciclo de vida (Figura 2), que consiste em uma fase
assexuada de crescimento e diferenciacdo no hospedeiro intermediario (caramujo do género
Biomphalaria), e uma fase sexuada de reprodu¢do e oviposi¢do no hospedeiro definitivo, o
homem. A infeccdo ocorre através da agua que contém cercarias infectantes liberadas pelo
caramujo, as quais penetram na pele do homem. Dentro do hospedeiro, as cercarias se
transformam em esquistossdmulos que migram para os pulmoes pela circulagdo sanguinea e
depois para o figado, onde ocorre sua maturacio sexual. Dai migram acasalados para as veias
mesentéricas e fazem a oviposi¢do. Cada fémea produz cerca de 400 ovos por dia, os quais
atingem a luz intestinal e sdo excretados através das fezes. Quando esses ovos atingem a agua
recomec¢am o ciclo, liberando os miracidios que penetram no caramujo e se transformam em
cercarias. No entanto, muitos ovos ndo sdo eliminados pelo hospedeiro e se alojam no seu
figado e intestino, provocando uma reacao inflamatoria granulomatosa, altamente agressiva,
que pode levar ao desenvolvimento de fibrose e calcificacdo dos tecidos, causando dor e, em

caso de infecg¢des severas, até mesmo a morte (KING; DICKMAN; TISCH, 2001).

Cercirias liberadas pelo
e caramujo, livres na agua

Al
-y

Esporocistos no caramujo e

Cercarias perdem a cauda
durante a penetragio e se
tornam esquistossomulos

-
Penetraca
pela pele

®

@ @ a Circulagio
e Penetracio dos

miracidos no caramujo

Migraciio para a veia porta
e maturagio em vermes

adultos 9

Eclosio dos ovos e \ ’;
liberacio dos miracidios J

Vermes adultos pareados migram para:

. japonicum o Veias mesentéricas do intestino;

S. haematobium C Plexo venoso da bexiga;
C

S. mansoni

Figura 2. Ciclo de vida do S. mansoni, S. japonicum e S.haematobium.
Fonte: Modificado de McManus e Loukas (2008).
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A esquistossomose mansdnica ¢ basicamente uma doenca que decorre da resposta
inflamatoria granulomatosa em torno dos ovos do parasita que ficam presos no figado e
intestinos. Na fase aguda, essa reacdo € exacerbada e o granuloma atinge dimensdo superior a
100 vezes o volume do ovo. Nessa fase, a sintomatologia ¢ variada, desde individuos
assintomaticos até os que apresentam febre, mal-estar, tosse, dores musculares, quadro de
hepatite aguda, enterocolite aguda e hepatoesplenomegalia discreta. Na fase cronica, o
granuloma atinge dimensdes bem menores e podem surgir os sinais de progressao da doenca
para diversos o6rgdos; a circulacdo colateral do plexo venoso mesentérico se desenvolve e os
granulomas hepaticos acabam bloqueando o sistema porta-hepatico, gerando hipertensdo
portal. Em infestagdes severas, o acimulo dos granulomas hepaticos e sua fibrose continua,
associada a pressdo portal elevada e a intensa resposta imunologica, acarretam o
desenvolvimento de hepatoesplenomegalia. Esse quadro evolui em algumas pessoas para um
acimulo de liquido na cavidade peritoneal (ascite) com o desenvolvimento de varizes
esofagicas, as quais podem romper desencadeando hemorragias. Casos graves ndo tratados
podem ser fatais (BOROS, 1989; CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002) e podem se
desenvolver até a formacgdo de granulomas no SNC (REY, 1992).

O principal quimioterapico utilizado ¢ o praziquantel (RIBEIRO-DOS-SANTOS;
VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006), porém o uso desse medicamento ndo ¢ eficaz contra
o estagio de esquistossomulos e ndo previne as reinfeccdes que sdo comuns em areas
endémicas, tornando esse método terapéutico dispendioso devido a rapida reinfecg¢do seguida
de tratamento (BERGQUIST; COLLEY, 1998). Outra desvantagem do uso do medicamento ¢
o tratamento em massa e por um periodo indefinido, havendo o risco de selecionar parasitas
resistentes a droga, como ja tem sido relatado no Egito e Senegal (FALLON et al., 1995;
ISMAIL et al., 1999). A resisténcia dos esquistossomideos foi relatada pela primeira vez no
Brasil por Katz et al. (1973).

As altas e rapidas taxas de reinfec¢@o apds tratamento por quimioterapico enfatizam a
necessidade de uma abordagem mais duradoura (AL-SHERBINY et al., 2003). Afinal, a
esquistossomose continua sendo a segunda doenga parasitiria endémica mais grave, apos a
malaria, e ao contrario desta, a manifestacdo imediata da doenca ¢é negligenciada ou
indeterminada, levando a um progresso do estado patoldogico antes da condi¢do
hepatoesplénica tornar-se aparente. Quando este estado aflora, a quimioterapia pode ndo
reverter a patologia (WILSON; COULSON, 1999).

A expansdo e freqiiéncia com que o S. mansoni ataca os individuos de baixas

condi¢des socioeconOmicas de paises em desenvolvimento tém aumentado devido ao
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crescimento ¢ migragdo da populacdo, além da criagdo de novos habitats para o caramujo
através de projetos de irrigacdo e construgdes de barragens (AL-SHERBINY et al., 2003).
Desta forma, diante das dificuldades politicas e econdmicas e da falta de recursos para
investimento em satde publica e em medidas de saneamento basico nos paises em
desenvolvimento, a estratégia mais eficiente e de menor custo para prevenir doengas severas e
mortes seria vacinar os individuos susceptiveis a infeccdo (HOTA-MITCHELL et al., 1999;
KATZ, 1999).

1.2 BASES PARA UMA VACINA

Vacinas representam o meio mais eficaz de controlar doencas causadas por agentes
infecciosos parasitarios (WILSON; COULSON, 1999), mas no caso da esquistossomose ¢ um
dificil desafio, em fun¢do da complexidade do ciclo de vida do S. mansoni dentro de seus
hospedeiros, bem como a diversidade de respostas imunes por estes geradas (DUPRE et al.,
2001). Considera-se que seja possivel obter uma vacinagdo eficiente contra essa doenga, uma
vez que a imunizac¢do de animais experimentais com cercdrias irrradiadas foi capaz de induzir
até 80% de protecdo contra uma infec¢do subsequente com elevada dose de cerarias
(COULSON, 1997), além de estudos demonstrarem uma prote¢do parcial pela imunizacdo
com extrato antigénico de parasita em varios estagios do ciclo de vida (SMITH; CLEGG,
1985; JAMES, 1986; SMITHERS et al., 1989). O problema da vacina em humanos com
cercarias irradiadas e extrato do parasita seria a impossibilidade de produzir quantidades
suficientes de cercarias e antigenos para o desenvolvimento em larga escala comercial.
Mesmo assim, a vacina de cercarias irradiadas ndo seria aceita em humanos devido a
evidéncia de que seu uso levaria a um significante nivel de patogenia associada a propria
vacina irradiada (HAGAN; SHARAF, 2003).

Outro fato que levam os pesquisadores a acreditar no desenvolvimento de uma vacina,
sdo os diversos casos de desenvolvimento de protecdo natural em individuos que vivem em
regides endémicas (BUTTERWORTH et al., 1985; WILKINS et al., 1987; DESSEIN et al.,
1988; HAGAN et al., 1991). Nao apenas em humanos, mas diversos modelos animais para a
esquistossomose também apresentam autocura baseada na resposta imune, como Macaca
mulata e Rattus norvergicus (WILSON; COULSON, 2009);

Além disto, h4 um ntimero de vacinas anti-parasitarias de uso veterinario sendo
desenvolvido com sucesso, algumas das quais em uso, como vacinas recombinantes contra

Taenia ovis e Echinococcus garnulosis (DALTON; MULCAHY, 2001) e contra Schistosoma
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bovis em gado, no Suddo (MAJID et al., 1978). Recentemente, tem-se discutido o inicio dos
testes em gados com a proteina Sml4 de S. mansoni contra a fasciolose (TENDLER;
SIMPSON, 2008).

Diante desses fatos, das desvantagens do uso da quimioterapia e da falta de
saneamento basico e educacdo sanitdria em areas endémicas, justifica-se o desenvolvimento
de uma vacina preventiva. No entanto, o principal desafio no desenvolvimento de uma vacina
contra esquistossomose ¢ a identificagdo de antigenos que estimulem uma resposta imune

apropriada e leve o individuo a resisténcia contra uma infec¢do (YANG et al., 2000).

1.3 TRANSCRIPTOMA, GENOMA E PROTEOMA

Em outubro de 2003, houve a publicagdo simultdnea dos transcriptomas do
Schistosoma mansoni (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003) e Schistosoma japonicum (HU
et al., 2003). Um total de 125.000 ESTs foram obtidas a partir dos seis diferentes estagios do
ciclo de vida do S. mansoni pelo método ORESTES (DIAS NETO et al., 1997), estimando-se
que cerca de 92 % dos 14.000 genes preditos para este parasita foram amostrados. Nesse total,
77% representavam novos fragmentos génicos de S. mansoni; sendo 1% novos paralogos;
20% de novos ortdlogos e 55% de fragmentos sem fungdo conhecida (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003).

Esses novos dados forneceram um grande numero de novos genes de Schistosoma
mansoni, ¢ conseqientemente possibilitou novas visdes sobre a biologia do parasita na
sobrevivéncia e interacdo hospedeiro-parasita e abriu a oportunidade de identificar potenciais
candidatos vacinais e alvos para drogas esquistossomicidas (VERJOVSKI-ALMEIDA et al.,
2004; MCMANUS et al., 2004).

Em 2009, foi finalizado o sequenciamento do genoma completo do parasita com 363
megabases que codificam ao menos 11.809 genes. E novamente, possibilitou a descoberta de
novos alvos quimioterapicos, revelando o déficit do parasita no metabolismo de lipidios e
identificando receptores de membrana, canais i6nicos e proteases do verme; também foram
identificados os gargalos metabolicos do parasita sobre os quais drogas ja aprovadas para
outras aplicagdes poderiam ser eficazes (BERRIMAN et al., 2009).

Outra forma de buscar candidatos vacinais foi com a ajuda das técnicas de
microarranjo e proteoma. Microarranjo ¢ uma ferramenta que vem sendo bastante utilizada
para comparar o nivel de expressdo de muitos genes simultaneamente usando RNAm dos

diversos estagios do parasita. Os estudos de proteoma, através de diversas estratégias, t€ém o
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potencial de identificar proteinas secretadas ou expostas nos epitélios superficiais do parasita,
que entram em contato com o sistema imune do hospedeiro.

Entre os diversos trabalhos que usaram a técnica de microarranjo, Dillon et al. (2006)
buscaram genes diferencialmente expressos no estdgio de esquistossomulos, que ¢
considerado o principal alvo do sistema imune. Fitzpatrick et al. (2005) buscaram os genes
com diferenca de expressdo entre machos e fémeas de vermes adultos. Vermeire et al. (2006)
buscaram os genes envolvidos no desenvolvimento do miracidio em esporocistos, dentro do
hospedeiro intermediario. Verjovski et al. (2007), utilizando um “oligoarray” de 44000
sequéncias, explorou o transcriptoma dos vermes adultos.

Entre os estudos protedmicos, Knudesen et al. (2005) identificaram uma série de
proteinas secretadas que podem estar envolvidas no mecanismo de penetragdo através da pele
e evasdo imune. Posteriormente, Curwen et al. (2006) descreveram novas proteases e
imunomoduladores que poderiam facilitar a entrada da cercaria no hospedeiro. Cass et al.
(2007) analisou as secre¢des dos ovos em busca dos antigenos responsaveis pela patologia da
doenca. Mais recentemente, Hansell et al. (2008) também buscou proteinas secretadas no
momento da infecgdo no homem. Além dos antigenos secretados, também se buscou estudar a
composicao do tegumento utilizando diferentes abordagens; assim foram realizados estudos
visando caracterizar as proteinas exclusivas de tegumento, aquelas exclusivas de vermes
desnudos e as comuns as duas “estruturas” do parasita (VAN BALKOM et al., 2005);
analisaram-se as proteinas das membranas do tegumento com respeito a sua solubilidade em
diferentes agentes caotropicos (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006); e também foram
caracterizadas as proteinas de tegumento mais expostas em sua superficie, utilizando para isso
ensaios de biotinilagado (BRASCHI; WILSON, 2006).

Dessa forma, a identificagdo de uma grande quantidade de seqiiéncias gendmicas em
combinagdo com essas novas tecnologias de bioinformatica, microarranjo e protedmica,
forneceu um grande impulso para a pesquisa de novas proteinas que poderiam desempenhar
funcdes relevantes na interface parasita-hospedeiro e constituir antigenos vacinais
promissores. Essa abordagem ficou denominada de Vacinologia Reversa (OLIVEIRA et al.,

2008).

1.4 BUSCA DE CANDIDATOS VACINAIS

Em 1995, a OMS (Organizacdo Mundial da Satde) identificou alguns genes como

candidatos vacinais e organizou testes independentes para avaliar o potencial deles, entre eles
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a enzima glicolitica triose-fostato-isomerase (SmTPI), a glutationa-S-transferase (Sh28GST),
a paramiosina (Sm97), uma proteina homoéloga a miosina humana (IrV-5), uma proteina de
ligacdo a acidos graxos (Sml14) e a proteina integral de membrana (Sm23). Embora alguns
destes antigenos tenham demonstrado potencial (ndo superior a 40%) e progredido para
ensaios clinicos, at¢é o momento ndo existe uma vacina eficiente contra a esquistossomose
(BERGQUIST et al., 2002). A Sh28GST avangou para os ensaios clinicos de fase II, apesar
dos resultados dos testes de fase I nunca terem sido reportados (CAPRON et al., 2001). O
antigeno Sm14 foi recentemente iniciado nos ensaios clinicos tanto em humanos quanto
veterinarios, devido a uma reatividade cruzada com Fasciola hepadtica (TENDLER;
SIMPSON, 2008). Diversos autores concordam que a escolha destas moléculas para os testes
iniciais ndo deve inibir a busca por novos antigenos candidatos (BERGQUIST, 1998;
DOENHOFF, 1998).

Novos antigenos foram identificados e mostraram induzir protecdo em experimentagio
animal, entre 35-50%, mas nenhum deles alcangou os altos niveis de prote¢do como a
imunizacdo por cercarias irradiadas (HAGAN; SHARAF, 2003). Mais recentemente, as
proteinas recombinantes tetraspanina TSP-2 (TRAN et al., 2006) e Sm29 (CARDOSO et al.,
2008) e a vacina de DNA expressando a enzima citosolica superdxido dismutase (CT-SOD)
(SHALABY et al., 2003) foram as que alcangaram niveis de protecdo mais altos, entre 50-
60% (MCMANUS; LOUKAS, 2008).

Trabalhos recentes enfatizam a busca por proteinas de superficie de esquistossdmulos
por estarem mais acessiveis ao sistema imune (MCMANUS; LOUKAS, 2008). Os potenciais
antigenos responsaveis pela inducdo de protecdo estariam presentes no estdgio pulmonar de
esquistossomulos, uma vez que os parasitas ndo conseguem progredir além deste estagio,
quando os camundongos sdo imunizados com cercarias irradiadas. Desta forma, as proteinas
expressas exclusivamente em adultos também poderiam ser desconsideradas como candidatas
vacinais. Adicionalmente, quando esquistossomulos atenuados do estidgio pulmonar sdo
administrados intraderme, estes sdo capazes de elicitar altos niveis de protecdo frente ao
desafio com cercdrias. Assim, os antigenos especificos de cercarias também ndo seriam
necessarios para a indu¢do de imunidade protetora (HARROP; COULSON; WILSON, 1999).
Além disto, proteinas secretadas por esquistossomulos em cultura sdo potentes estimuladores
da secrecdo de IFN-y, quando comparados as proteinas secretadas por outros estagios; e esta
citocina certamente esta ligada aos mecanismos de protecio (MOUNTFORD; HARROP;
WILSON, 1995).
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Quando cercarias invadem o hospedeiro humano, elas encontram um ambiente
diferente, requerendo uma rapida adaptacdo para manter-se no hospedeiro. Genes com
expressdo aumentada nessa transicdo de cercaria a esquistossomulo estdo ligados a ativacdo
de fatores de transcri¢ao e traducdo no processo de diferenciacdo, e podem ser genes proprios
do parasita e estarem ligados a sobrevivéncia dele na circulagdo sanguinea, podendo ser
potenciais candidatos vacinais (OLIVEIRA et al., 2008). Existem vdarias ferramentas de alta
tecnologia que geram esses dados em grande quantidade, como microarranjo, SAGE e ESTs.
O maior desafio ¢ a andlise desses dados, porque essas técnicas possuem diferentes
sensibilidades em detectar a variagdo de expressao especifica de um gene entre os estagios. As
formas de validagdo de uma parcela desses dados sdao por RT-PCR em tempo real e Northen

blot (LI et al., 2004).

1.5 TEGUMENTO

Outra caracteristica importante de um potencial candidato vacinal ¢ a sua localiza¢do
no parasita, preferencialmente exposto ao sistema imune, como proteinas de superficie
(MCMANUS; LOUKAS, 2008) ou secretadas (EL RIDI; TALLIMA, 2009).

Os vermes adultos podem sobreviver por décadas driblando a resposta imune através
do tegumento. A superficie do parasita ¢ recoberta por uma camada sincicial, denominada
tegumento, que ¢ a principal interface do parasita com o hospedeiro. Essa camada ¢ ligada por
estreitas conexdes citoplasmaticas onde esta localizada toda a maquinaria de produgédo e
exportagdo protéica, composta por ribossomos, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi,
que produzem e secretam para o sincicio dois tipos de vesiculas, corpos discoides e vesiculas
multilaminadas (Figura 3).

O tegumento apresenta uma estrutura “heptalaminada”, considerada uma adaptagdo
para a sobrevivéncia na corrente sangiiinea. Esta estrutura é composta por duas bicamadas
lipidicas formando uma membrana plasmatica dupla recoberta por uma camada secretada, o
membranocalice. O membranocalice ¢ formado quando vesiculas multilaminadas, produzidas
nos corpos celulares, se fundem com a dupla membrana plasmatica do tegumento, liberando
seu contetido na sua superficie; o membranocalice ¢ continuamente reposto, com tempo de

meia vida in vivo de cinco dias (VAN HELLEMOND et al., 2006).
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Figura 3. Representacio esquematica do tegumento.
Fonte: adaptado de Skelly e Wilson (2006).

O tegumento ¢ a estrutura mais estudada em busca de candidatos vacinais e esta
relacionado a diversos mecanismos de evasdo ao sistema imune, como proteases que digerem
os fatores do complemento do hospedeiro (FISHELSON, 1995) ¢ a rapida renovagdo ¢ a
aquisi¢do de antigenos do hospedeiro (SKELLY; WILSON, 2006). Essa estrutura também
esta envolvida em diversos processos fisiologicos como nutrigdo, modulagdo da excrecio,
osmoregulacdo, recepgdo sensorial e transdugdo de sinais, ficando evidente sua importancia
para sobrevivéncia e adaptacdo do parasita ao hospedeiro definitivo (LOUKAS; TRAN;
PEARSON, 2007).

Desse modo a composi¢do molecular dessa estrutura tem sido o objeto de estudo de
muitos trabalhos. Existe um grande interesse em identificar e caracterizar as moléculas de
superficie para se obter uma melhor compreensdo bioquimica da interface parasita-
hospedeiro. Embora muitas proteinas do tegumento tenham sido identificadas por abordagens
de bioquimica classica, o conhecimento da composi¢cdo molecular do tegumento até ha pouco
tempo era muito limitado. O seqiienciamento do genoma e do transcriptoma do parasita,
juntamente com o recente desenvolvimento das técnicas de proteoma, permitiu estudos mais
detalhados sobre as proteinas tegumentares (VAN BALKOM et al.,, 2005; BRASCHI;
WILSON, 2006; BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006).
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1.6 DESENVOLVIMENTO DE VACINA - QUAL A RESPOSTA IMUNE PROTETORA?

Um dos principais obstaculos para a obtengdo de uma vacina de sucesso contra a
esquistossomose, além da escolha dos antigenos, ¢ a falta de um consenso relativo ao tipo de
resposta imune desejada (BERGQUIST et al., 2002).

Enquanto ¢ bem aceito que uma resposta de células T CD4+ antigeno especificas ¢
fundamental para adquirir resisténcia ao parasita em camundongos, continua incerto qual
subtipo de resposta seria mais protetora. Essas células sdo divididas em dois subtipos, Thl e
Th2. Células Thl secretam IFN-y, que ¢ importante para a ativacdo de macréfagos e da
imunidade mediada por células, enquanto que células Th2 ativam os mecanismos de
imunidade humoral e produzem uma variedade de citocinas, incluindo IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13.

Resultados de muitos estudos em humanos e ratos sugerem que uma vacina deve
explorar melhor os mecanismos da resposta Th2, enquanto que estudos em camundongos
indicam que uma imunidade celular Thl envolvendo IFN-y e IL-12 seria mais vantajoso. A
decisdo de explorar uma classe de resposta sobre a outra ¢ complicada pelo fato de que
diferentes modelos experimentais ¢ abordagens t€ém sido usados (WYNN; HOFFMANN,
2000).

No modelo da vacina de cercarias irradiadas quando camundongos receberam uma
exposicdo de cercdrias irradiadas foi constatada imunidade parcial com resposta Thl, no
entanto com uma segunda exposicdo, desenvolveram uma mistura de reacdo Thl e Th2 e
anticorpos especificos contra o parasita. Isto sugere que camundongos vacinados multiplas
vezes podem ter protecdo aumentada baseada em respostas Th1 e Th2. Assim, uma estratégia
de imuniza¢do seria um mecanismo de prote¢do operando em ambos os pdlos da resposta
imune (WYNN; HOFFMANN, 2000). No entanto, Wilson & Coulson (1999) discordaram e
propuseram a teoria do “Happy Valley” (vale da felicidade), onde o parasita parece provocar
uma resposta “T helper” ineficiente com um perfil de citocinas mista Th1-Th2 ou ThO.
Quanto maior a polarizacdo para um ou outro pdlo, maior o nivel de protegdo atingido, o que
presumivelmente reflete o aumento de células T responsivas, ou a concentracdo de anticorpos
efetores. Infelizmente, isto mostra que o tipo de resposta imune que acarrete em prote¢ao
ainda ndo estd definida e que pode ser alcancada tanto com resposta Thl, Th2 ou mista,
dependendo do hospedeiro (HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005)

Nas primeiras 3-5 semanas da infeccdo, durante as quais o hospedeiro humano esta

exposto a migracdo de parasitas imaturos, a resposta dominante ¢ Th1l. Quando os parasitas
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maturam, acasalam-se e produzem ovos nas semanas seguintes, Thl diminui e uma forte
resposta Th2 aparece, induzida por antigenos dos ovos. Na fase cronica, a resposta imune ¢
modulada pelo subtipo Th2, essencial para permitir a sobrevivéncia do hospedeiro através da
formacgao de granulomas, do desenvolvimento de anticorpos contra os antigenos dos ovos e da
regulacdo do processo inflamatério. Além disto, individuos resistentes naturalmente a
reinfecg@o apresentam forte resposta Th2 (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Experimentos in vitro com eosinofilos e IgE de humanos infectados sugerem que a
morte dos esquistossomulos envolve a citoxicidade mediada por células dependente de
anticorpos (ADCC). Esta atividade ¢ mediada pela a¢do da IgE em conjunto com células
efetoras como eosindfilos e plaquetas. Sabendo que IL-4 e IL-5 contribuem para o
desenvolvimento de anticorpos IgE e a eosinofilia, induzir uma resposta Th2 parece ser um
bom objetivo para desenvolver uma vacina contra Schistosoma (WYNN; HOFFMANN,
2000). A resposta Th2 prolongada contribui para o desenvolvimento de fibrose hepatica e
morbidade cronica, contribuindo para a sobrevivéncia do hospedeiro, tanto em humanos como
em camundongos. A interleucina IL-13 ¢ a principal responsavel pela fibrose hepatica em
camundongos (PEARCE; MACDONALD, 2002).

A imunizagdo com proteinas recombinantes que geram alta protecdo junto com
adjuvante de Freund em camundongos parece induzir resposta Thl, com inducdo de altos
niveis de IFN-y. Além disso, quando soros de pacientes naturalmente resistentes a infeccao e
resistentes a reinfeccdo sdo analisados, o antigeno ideal parece induzir altos niveis de IgG1 e
IgG3, anticorpos opsonizantes, € baixos niveis de IgA, IgM e IgE. Esses dados foram
descritos para o antigeno Sm29 que atingiu 55% de reducdo da carga parasitaria em
camundongos (CARDOSO et al., 2008).

No entanto, varias vacinas recombinantes em camundongos tém conferido varios
niveis de protecdo com diferentes tipos de resposta imune. [sto pode ser influenciado em parte
pelas propriedades dos adjuvantes usados ou pela imunogenicidade especifica da proteina,

entretanto, um consenso geral ainda néo foi estabelecido (MCMANUS; LOUKAS, 2008).

1.7 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA INVESTIGAR FUNCAO GENICA

Além da importante questdo de procurar candidatos vacinais contra a esquistossomose,
com as caracteristicas desejadas descritas anteriormente, o estudo da funcdo desses novos
genes ¢ proteina que foram descobertos pelo transcriptoma, genoma e proteoma fica ainda

mais interessante. Sao proteinas que estdo na interface-hospedeiro e podem ter alguma fungdo
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essencial na sobrevivéncia e desenvolvimento do parasita dentro do hospedeiro. Dessa forma,
inicia-se a fase da pos-gendmica que busca a funcdo génica.

Diante dos métodos e ferramentas de manipulacdo génica para S. mansoni conhecidos,
muitos ainda ndo estdo bem padronizados devido a complexidade do parasita. Entre as
técnicas conhecidas estdo a transgénesis (integracdo de genes ou mutagénese no genoma)
usando biobalistica (DAVIS et al., 1999), eletroporagdo (YUAN et al., 2005) ou retrovirus
(KINES et al., 2006). No entanto, sdo estudos preliminares porque o maior obstaculo no
estudo da transgénesis em S. mansoni ¢ a permanéncia de linhagens celulares dos estagios do
parasita in vitro e imortalizaveis (BRINDLEY; PEARCE, 2007).

RNA de interferéncia (RNAi) ¢ outra ferramenta molecular usada para silenciar a
expressao de um gene adicionando RNA de fita dupla especifica para o gene de interesse
(dsRNA) e que esta sendo mais utilizada para o estudo de funcdes génicas. Essa ferramenta
foi originalmente caracterizada em Caenorhabditis elegans (FIRE et al., 1998) e tem sido
aplicada em uma ampla variedade de organismos para estudar a fungdo do gene. A técnica foi
relatada pela primeira vez em S. mansoni com a supressdo do gene cathepsina B1 em cultura
de esquistossomulos por Skelly et al. (2003).

O mecanismo de RNAi tém sido amplamento descrito em Homo sapiens,
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster. Praticamente, o dsSRNA ¢ reconhecido
por um complexo de proteina, a Rde-4, um cofator que liga o RNA fita dupla a Dicer, uma
ribonuclease III, que cliva o dsSRNA em pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs). Esses
siRNAs se integram no complexo RISC, composto por uma helicase, Drh-1, ¢ uma
endonuclease, Argonauta, que cliva os siRNAs. Durante a ativacdo do complexo, a fita senso
do siRNA ¢ degradada e a fita antisenso guia o composto RISC a se ligar no RNAm
homologo pelo mecanismo de pareamento de bases. Uma vez ligado, o transcrito alvo ¢

clivado pela proteina Argonauta, resultando em um gene silenciado (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de silenciamento génico por RNA de interferéncia em Caenorhabditis

elegans.
Fonte: modificado de Geldhof (2007).

A partir do transcriptoma foi observada a presenca dos ortdélogos Dicer e Argonauta
indicando a existéncia de uma via intacta de RNAi em S. mansoni (KRAUTZ-PETERSON;
SKELLY, 2008a) e recentemente esse mecanismo com proteinas similares foi esquematizado
(KRAUTZ-PETERSON et al., 2010). Esse mecanismo pode ser observado na pratica, uma
vez que alguns genes ja foram silenciados com sucesso. Entre eles: a catepsina B (SKELLY;;
DA'DARA; HARN, 2003; CORRENTI; BRINDLEY; PEARCE, 2005) e a aquaporina
(FAGHIRI; SKELLY, 2009) em esquistossomulos; a desidrogenase 3-fosfato (BOYLE et al.,
2003) e a CD36 (DINGUIRARD; YOSHINO, 2006) em esporocistos; a HGPRTase
(PEREIRA et al., 2008) e a asparagil endopeptidase (KRAUTZ-PETERSON; SKELLY,
2008b) em vermes adultos. Recentemente, foi realizado um “screening” usando RNAi para

varios genes de S. mansoni em busca de potenciais alvos vacinais (STEFANIC et al., 2010) .
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2 OBJETIVOS

Analisar o transcriptoma do Schistosoma mansoni em busca de genes com expressao

aumentada na transicdo entre cercaria e esquistossomulo através do numero de transcritos,

caracteriza-los e avalia-los como potenciais candidatos vacinais.

Os objetivos especificos sdo:

Selecionar genes diferencialmente expressos no estagio de esquistossomulos através do
numero de transcritos derivados de bibliotecas de cDNA de cercaria e esquistossomulo;

Validar a expressao dos genes diferencialmente expressos por RT-PCR em tempo real;
Clonar, expressar e purificar as proteinas dos genes escolhidos; produzir anticorpos
contra as proteinas obtidas.

Caracterizar os genes selecionados e tentar investigar a funcao de alguns genes;
Determinar a imunolocalizacdo no parasita das proteinas com os respectivos
antisoros obtidos;

Realizar a avaliagdo da resposta imune humoral e celular induzida em
camundongos imunizados com as proteinas recombinantes e desafiados com
cercarias infectantes;

Avaliar a protecdo induzida pela imunizagdo através da andlise da redugdo da

carga parasitaria.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS E PARASITAS

O ciclo do Schistosoma mansoni, linhagem BH foi mantido no laboratério
(Laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan) da Dra. Toshie Kawano (in memoriam) e

Dra. Eliana Nakano, utilizando caramujos Biomphalaria glabrata e hamsters.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS PROTEICOS
3.2.1 Obtengdo dos ovos

Figados de hamsters infectados com 100 cercarias ha aproximadamente 40 dias foram
separados trés a trés e dilacerados com laminas de bisturi. Os figados foram colocados em
tubos Falcon de 50 mL, adicionando 20 mg de colagenase II, 50 pug/mL de gentamicina, 2
pg/mL de ampicilina e 50 mL de tampao fosfato (PBS). Em seguida, a mistura foi incubada
sob agitag@o por 16 h a 37 °C em um agitador a 250 rpm. Apds a mistura ser centrifugada a
400 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 50 mL de
PBS; esse procedimento foi repetido mais duas vezes, sendo que na tltima, o precipitado foi
ressuspendido em apenas 25 mL de PBS. A suspensao foi filtrada, primeiro em peneira de 250
um e em seguida em peneira de 150 um, com auxilio de uma bomba a vacuo. Apos o material
peneirado ser centrifugado a 400 g por 5 min e o sobrenadante ser descartado, o precipitado
foi ressuspendido em 3 mL de PBS. Em um tubo de 50 mL, foi preparado um gradiente de
Percoll (8 mL de Percoll + 32 mL de Sucrose 0,25 M), sobre o qual foram cuidadosamente
aplicados os 3 mL do precipitado peneirado. Esse material foi centrifugado a 800 g por 10
min com desaceleragdo zero; o sobrenadante, que continha as células de figado, foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido em tampao PBS com 2 mM de EDTA, centrifugados e
lavados novamente por mais duas vezes, para inativar a enzima colagenase. Na ultima
lavagem, o precipitado foi aplicado sobre uma segunda coluna de Percoll (2 mL de Percoll + 8
mL de Sucrose 0,25 M), montada em um tubo de 15 mL. A coluna foi centrifugada a 800 g
por 15 min e o sobrenadante descartado, assegurando a auséncia de células do figado. O
precipitado de ovos foi lavado trés vezes com PBS e centrifugado novamente (DALTON et

al., 1997).
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3.2.2 Obtencdo dos miracidios

Ovos purificados foram diluidos em agua destilada e expostos a uma luz artificial para
eclodirem, liberando os miracidios. O sobrenadante, contendo os miracidios, foi coletado,
resfriado em gelo para que os parasitas perdessem mobilidade, e centrifugado a 10.000 g por 2

min a4 °C (DALTON et al., 1997).

3.2.3 Obtencdo das cercarias

As cercarias foram obtidas, expondo os caramujos infectados & luz por uma hora em
béquer com agua destilada. Apds a exposi¢do, a agua contendo as cercarias foi distribuida em

tubos de 50 mL, deixados no gelo por 30 min e centrifugados por 2 min a 2.000 rpm.

3.2.4 Obtengdo dos esquistossomulos

As cercarias obtidas como descrito no protocolo acima foram centrifugadas e
ressuspendidas em 2 mL de meio ELAC (Meio MEM (Gibco) suplementado com
lactoalbumina 0,1%, glicose 0,1%, MEM vitaminas 0,5% e Hepes 10 mM) estéril a 37 °C
para sofrerem o choque térmico. Em seguida, as cercérias sofreram choque mecénico no
vortex em velocidade maxima por 90 segundos para a ruptura das caudas e transformacdo das
cercarias em esquistossomulos. No fluxo laminar, os tubos foram deixados por 5 min para a
sedimentacdo dos esquistossomulos. O sobrenadante contendo as caudas foi descartado e os
esquistossomulos foram ressuspendidos em 5 mL de meio ELAC. Essas lavagens foram feitas
até que o numero de caudas reduzisse quando vistas ao microscopio Optico. No final, os
esquistossomulos foram transferidos para uma garrafa de cultura contendo 20 mL de meio M-
169 (Meio ELAC suplementado com hipoxantina 5x107 M, serotonina 1x10° M,
hidrocortisona 1x10 M, triiodotironina 2x10”" M, meio Schneider 5%, soro bovino fetal 5%,
penicilina/estreptomicina 200 U/mL e gentamicina 50 mg/mL) e deixados na estufa de CO,
por 7 dias. Decorrido o tempo, eles foram centrifugados por 3 min a 200 g, lavados em 5 mL

de PBS e centrifugados novamente.

3.2.5 Obtencdo dos vermes adultos

Os vermes adultos foram obtidos por perfusdo da veia porta, do figado e das veias

mesentéricas de camundongos ou hamsters infectados com S. mansoni utilizando salina e
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heparina (2 U/mL) (anticoagulante). Os vermes foram lavados em PBS e deixados para

decantar.

3.3 SELECAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

A maioria das bibliotecas do projeto Transcriptoma do Schistosoma mansoni foram
obtidas com o método ORESTES. Mini-bibliotecas de ¢cDNA foram geradas, usando
oligonucleotideos ndo-degenerados selecionados arbitrariamente para a transcricdo reversa e
subseqiiente PCR sob condi¢des de baixa estringéncia. Os amplicons gerados foram clonados
e seqiienciados gerando centenas de ESTs para cada mini-biblioteca. Essas mini-bibliotecas
foram geradas para os seis diferentes estagios do parasita. Para a selecdo dos genes
diferencialmente expressos, foram analisadas as seqiiéncias de ESTs obtidas das mini-
bibliotecas de cercaria e esquistossdmulo, usando o mesmo grupo de seis oligonucleotideos.
Como previamente demonstrado, quando o mesmo oligonucleotideo ¢ usado entre os
diferentes estagios do parasita, o nimero de transcritos obtidos em cada estagio para um dado
gene, pode ser usado como uma inferéncia indireta do nivel de expressdo daquele gene
naquele estagio. Sequéncias génicas com um numero aumentado de transcritos vindos de
esquistossomulos quando comparadas aos de cercaria foram identificadas por processamento
automatico. Sequéncias contendo um minimo de 8 transcritos vindos de esquistossomulos
foram categorizados quanto a funcdo génica e selecionados quanto: (i) codifica uma proteina
com funcdo desconhecida; (ii) ter transcritos adcionais da biblioteca de cDNA de vermes
adultos que foram geradas por transcriptase reversa com oligonucleotideos poli-dT, assim
marcando a cauda de poli-A e revelando a direcdo da transcricdo do RNAm original; (iii) ter
um quadro aberto de leitura (ORF) codificando mais de 150 aminoacidos.

A categorizagdo por fun¢do génica foi avaliada baseada nos “hits” do BLASTx (cut off
E < 10”) originados do banco de dados local construidos de sequéncias publicas. “Hits” com

um E value > 10” foram nomeados como proteinas com fun¢des desconhecidas.

3.4 VALIDACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR RT-PCR EM
TEMPO REAL

3.4.1 Extracdo de RNA

Esquistossomulos cultivados in vitro e vermes adultos mantidos em RNA latter
(Ambion) a -80 °C foram submetidos a extracdo de RNA total, seguindo o protocolo do

TRIzol®Reagent (Invitrogen) e as cercarias foram submetidas a extracdo de RNA total usando
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RNeasy Protect Kit (Qiagen), conforme as recomendagdes do fabricante. Nos experimentos
de quantificagdo do RNAm por RT-PCR em tempo real dos genes da familia Ly6, todos os
estagios do parasita foram submetidos a extragdo de RNA total usando o Kit RNAspin mini
(GE Healthcare) e tratados com DNAse propria do kit.

Apods a extragdo, as amostras de RNA foram quantificadas e analisadas quanto a
pureza no espectrofotdometro ND-1000 (NanoDrop Techonologies) em comprimentos de onda
de 220 nm e 750 nm. A qualidade foi avaliada através da eletroforese por capilaridade das
amostras de RNA aplicadas no RNA LABChip do Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies),

resultando num gel virtual representativo.

3.4.2 Sintese da fita simples de cDNA

O RNA extraido (3 pg) de cada estagio foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1
(Promega) por 1 h a 37 °C para eliminar qualquer contaminagdo com DNA genomico. O
volume da reacdo foi dividido em duas fragdes. Em uma fracdo ndo foi adicionada a enzima
transcriptase reversa, como controle, para observar a presenca ou auséncia de amplificagdo de
DNA gendmico. Na outra fragdo, a enzima transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen)
foi usada na reacdo de transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA
complementar aos RNAm de cada estagio (cDNAs). A reacdo seguiu as indicagdes do
fabricante, utilizando oligonucleotideos randomicos ou oligoDT (no caso do estudo dos genes

da familia Ly6) para a sintese de cDNA.

3.4.3 Montagem da placa

Em placas de 96 células revestidas por tiras de tampas oOpticas ou adesivo (Antiga
Applied Biosystems) foram arranjadas as reagdes para os genes e os controles. Foram
realizadas trés reagdes para um mesmo gene de cada estagio, a fim de comparar os resultados
e verificar a existéncia de erros de pipetagem. Os controles foram a amplificacdo dos genes a
partir das amostras de RNA ndo transcrito para cada estagio e outro controle foi a
amplificacdo a partir de amostra sem cDNA, ou seja, com dgua DPEC (dietilpirocarbonato), a
fim de observar a amplificagdo de contaminantes ou a dimerizagdo dos oligonucleotideos. Em
cada pogo foram adicionados 6 pL de “template”, contendo 0,15 pL do cDNA e 5,85 pL de
agua, para facilitar a pipetagem, 2 uL. (10 mM) de cada oligonucleotideo especifico do gene e
10 uL SYBR Green (Applied Biosystems). As quantidades de cDNA e oligonucleoideos

foram avaliadas a fim de nd3o serem limitantes para a reagdo de amplificagdo. Os
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oligonucleotideos “forward” e "reverse” foram desenhados pelo software do aparelho (Primer
Express), a fim de parearem entre regides de éxons e evitar a amplificagdo de material
gendmico. A placa montada conforme descrito acima, foi colocada no termociclador
GeneAmp“PCR System 9600 e seguiu 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 10 s a 95 °C, seguido de
1 min a 60 °C. O detector GeneAmp®5700 Sequence Detection System monitorou a
amplificacdo do produto em tempo real com a emissdo de fluorescéncia do SYBR Green
quando intercalado em fita dupla de DNA apenas. Recentemente, o laboratorio adquiriu o
aparelho 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems) e vem sendo usado para

amplificacdo e quantificacdo dos genes, seguindo o mesmo ciclo do termociclador anterior.

3.4.4 Analise dos dados

O método de analise empregado foi o de quantificagdo relativa, onde foram
comparados os valores Ct do gene de interesse com o controle, os genes actina
(“housekeeping gene” — Numero de acesso: U19945) ou a-tubulina (Numero de acesso:
M80214) entre os estigios estudados, usando a seguinte formula: “Fold change” = 27 A
(PFAFFL, 2001; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Lembrando-se que Ct ¢ namero de ciclos
que atravessaram o limiar “threshold” na curva de amplificacdo. Os resultados foram
apresentados em graficos de “Fold Change” Relativo vs Estagios, para mostrar quantas vezes
um gene foi mais expresso em um estagio em relagdo ao outro estagio, sendo o calibrador o

estagio com menor expressdo. Essas diferencas foram analisadas estatisticamente por

ANOVA e, posteriormente, pelo Teste de Tukey.

3.5 CARACTERIZACAO DOS GENES

Softwares de bionformatica disponiveis em paginas da internet foram utilizados para a
predi¢do de dominios protéicos, peptideos sinal, hélices transmembranas ¢ ancoras de GPI
(Glicosil fosfatidil inositol), como SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) e DGPI
(http://129.194.185.165/dgpi/index_en.html), respectivamente. As seqiiéncias de aminoacidos

foram submetidas a ferramenta Compute pI/Mw (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html)

para analisar o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular da proteina. O alinhamento de
algumas  proteinas foi analisado através do programa de CLUSTALW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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3.6 CLONAGEM DOS GENES NOS VETORES DE EXPRESSAO

Os genes foram amplificados por PCR, utilizando as bibliotecas de cDNA do projeto
Transcriptoma ou a partir do RNA total de verme adulto. As reacdes foram realizadas com a
polimerase de alta fidelidade Platinum Pfx (Invitrogen) e os oligonucleotideos desenhados de
modo a conter os sitios das enzimas de restrigdo especificas para o plasmideo utilizado. Apds
a amplificacdo, os fragmentos foram separados em gel de agarose 1% e purificados com o kit
"GFX PCR DNA and Gel Band purification kit" (Amersham Pharmacia Biotech).

O produto de PCR purificado foi clonado de modo direcionado no vetor pAE-6His
(desenvolvido no Laboratorio do Dr. Paulo Lee Ho — Instituto Butantan), para expressdo em
Escherichia coli. O vetor pAE-6His é um plasmideo pequeno (2.8 Kb), de alta copia (200-
500) e que expressa a proteina em fusdo com uma cauda de 6 His (histidinas) na por¢do N-

terminal (Figura 5).

Noel, | — Hindll

Seal

Figura 5. Desenho do plasmideo pAE-6His usado para clonagem e expressio dos genes em E.
coli. O plasmideo possui gene de resisténcia a ampicilina e promotor T7 para expressdo em
E. coli.

Posteriormente, células competentes de E. coli DH5a foram transformadas com os
plasmideos contendo os insertos, cultivadas e submetidas a purificagdo dos plasmideos com o
Kit “Wizard“Plus Minipreps” (Promega) . Esses plasmideos foram triados quanto a presenga
dos insertos por digestdo com as enzimas de restricdo especificas e quanto a orientacdo da
seqiiéncia por seqiienciamento automatico.

O gene Ly6.5, sintetizado com codons otimizados para expressdo em levedura (pela
empresa DNA2.0), foi inserido no plasmideo pPICZa, que utiliza o sistema de expressdo da
levedura Pichia pastoris e apresenta sequéncia para o sistema secretdrio para a proteina
recombinante ao meio de cultura. O sistema de expressdo eucaridtico possibilita a formacao
de pontes dissulfeto, maiores niveis de expressdo da proteina recombinante e de forma soluvel

e enovelada. As caracteristicas desse plasmideo podem ser vistas na Figura 6.
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Figura 6. Desenho do plasmideo pPICZa usados para a clonagem e expressio do gene Ly6.5 em
Pichia pastoris. O plasmideo possui gene de resisténcia a zeocina e promotor 5’AOX1 para
expressdo em P. pastoris.

3.7 EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES EM ESCHERICHIA COLI

E. coli, das cepas BL21 (SI), BL21 (DE3) ou Star plysS foram transformadas com os
plasmideos contendo os insertos. Para andlise de expressdo das proteinas, colonias de cada
cepa transformada com o plasmideo recombinante foram langadas em meio 2YT ou 2YT Sem
NaCl (para a cepa BL21 (SI)) com penicilina (100 mg/ml) e estas cultivadas sob agitagao (250
rpm) por 16 h a 37 °C ou 30 °C (para a cepa BL21 (SI)). Decorrido o tempo, 1 mL desses pré-
in6culos foram adicionados em 10 mL de meio e cultivados até uma D.O. (densidade otica) de
0,6 — 0,8. Quando os indculos atingiram a D.O. desejada, foi adicionado IPTG (1 mM) ou
NaCl (300 mM para a cepa BL21 (SI)) para induzir a expressdo das proteinas recombinantes
pelas bactérias. As células de E.coli ficaram mantidas na estufa sob agitacdo por 5 h. O
controle ¢ a cepa transformada com o vetor vazio e induzida nas mesmas condicdes que a
cepa transformada com os vetores contendo os insertos clonados. Outro parametro avaliado
foi o escape de expressdo da proteina recombinante antes da inducdo, onde 1 mL de cultivo
foi retirado para andlise antes de adicionar o indutor.

Apo6s a indugdo, o cultivo das células de E. coli transformadas com o plasmideo
recombinante foi centrifugado por 10 min a 10.000 rpm. O precipitado foi ressuspendido em 1
mL de tampao de lise (Tris 20 mM com pH apropriado e NaCl 50 mM) e analisado em gel de
SDS-PAGE. Uma aliquota do extrato total foi misturada com 5 pL. de SDS-PAGE 5X, fervida
por 15 min a 97 °C, agitada no vortex a cada 5 min e aplicada no gel de SDS-PAGE para a
eletroforese das proteinas. As amostras também foram analisadas por Western blot, onde o gel

de SDS-PAGE foi transferido para uma membrana de nitrocelulose PVDF, incubado com o
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anticorpo primario especifico, depois com o anticorpo secundario e revelado com ECL plus
Western Blotting Dectection System (Amersham) em filmes de radiograma ou, mais
recentemente, pelo fotodocumentador ImageQuant LAS4000 (GE).

Os clones de E. coli que expressaram a proteina recombinante foram sonicados com
pulsos de 60 Hz para a ruptura das células e a amostra foi centrifugada, coletando o
sobrenandante e ressuspendendo o precipitado em solugdo (Tris 20 mM com pH apropriado,
NaCl 50 mM e SDS 2%) para serem analisados em gel de SDS-PAGE e verificar onde a

proteina esta se concentrando, no sobrenadante ou nos corpusculos de inclusdo.

3.8 EXPRESSAO DE PROTEINA RECOMBINANTE EM PICHIA PASTORIS

As leveduras (Pichia pastoris cepa GS115) foram transformadas por eletroporagdo
com o vetor pPICZa contendo o gene Ly6.5 otimizado e plaqueadas em meio YPDS (extrato
de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1 M, agar 2%) acrescido de 100 pg/mL de
zeocina. Em seguida, foram selecionados 30 clones, os quais foram testados quanto ao
fendtipo Mut” ou Mut’, isto ¢, capacidade de metabolizar metanol normalmente ou de modo
lento em placas de meio MDH (YNB (Base nitrogenada de levedura) 1,34%, Biotina 4x10
304, dextrose 2%, Histidina 100X 10%, agar 2%) e MMH (YNB 1,34%, Biotina 4x107°%,
metanol 0,5%, Histidina 100X 10%, 4gar 2%. Os clones com o fenétipo Mut™ foram entio
selecionados pela possivel presenca de multiplas copias integradas no genoma da levedura;
para tanto foram plaqueados em concentracdes crescentes de zeocina (200, 500, e 1000
pg/mL). A presenca do gene de interesse integrada ao genoma da levedura foi confirmada por
PCR, utilizando como molde para rea¢do um lisado das colonias de leveduras. Os clones que
apresentaram melhor crescimento nas maiores concentracdes de zeocina foram entdo testados
quanto a capacidade de expressar a proteina recombinante.

Para avaliar a capacidade dos clones selecionados em expressar a proteina Ly6.5
recombinante, uma coldnia isolada de cada clone (16 no total) foi langada em 10 mL de meio
BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6, Biotina
4x10°%, glicerol 1%) em tubos de 50 mL. Ap6s 20 h de cultivo a 28°C e agitacdo a 300 rpm,
as culturas foram centrifugadas (3000 rpm) por 5 min e ressuspendidas em 10 mL de meio de
inducdo BMMY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6,
Biotina 4x107%, metanol 0,5%). A indugdo foi mantida através da adi¢do de metanol 100%
para uma concentracdo final de 0,5% a cada 24 h. Aliquotas de 1 mL da cultura foram

retiradas a cada 24 h, centrifugadas 3 min a 10.000 rpm e o sobrenadante e os corpusculos de
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inclusdo foram mantidos em frezer a -80 °C para posteriores estudos. Esses estudos de
expressdo da proteina recombinante iniciaram-se com clones de 72 h de indugdo. O
sobrenadante das aliquotas foi concentrado através do protocolo de precipitacdo de proteina

por TCA (4cido tricloroacético) e analisado por Western blot.

3.9 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Os clones de E. coli que expressaram as proteinas recombinantes Ly6.5 (DifeS5),
SmVal7 (Dife9), Anel-II ou Anell-IIl foram cultivados em volumes maiores de meio de
cultura (300 mL) sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e concentragdo do indutor. As
bactérias foram centrifugadas, ressuspendidas em 30 mL de tampdo de lise e lisadas no
aparelho French Press (1500 psi — 2 passagens). Em seguida, o lisado foi centrifugado por 30
min a 10.000 rpm, o sobrenadante foi coletado e o precipitado sofreu lavagens com diferentes
concentragdes de uréia (1 M, 2 M e 8 M) ou guanidina 6 M. Posteriormente, todas as amostras
coletadas foram analisadas em géis de SDS-PAGE.

A solugdo contendo os corpusculos de inclusdo solubilizados em concentragdo
previamente determinada de uréia foi submetida diretamente a purificacdo em cromatografia
em resina de Sepharose quelante de metais, carregada com Niquel (Ni-Sepharose HiTrap -
Amersham Biosciences) ou renovelada em tampao de “refolding”, filtrada e depois submetida
a cromatografia. Esta purificagdo se baseia na afinidade do metal a cauda de histidina N-
terminal inserida a proteina pelo plasmideo. Por competicdo, as proteinas desligam da resina
numa determinada concentracdo de imidazol. As amostras do “flowthrough” e as da eluicao
correspondentes ao pico de absorbancia foram coletadas e analisadas em gel de SDS-PAGE.

Para a purificacdo da proteina recombinante Ly6.5 produzida na levedura Pichia
pastoris, o clone selecionado foi cultivado em 1 L de meio BMGY por 20 h a 28°C e agitacao
300 rpm para o crescimento da levedura. Apos atingir D.O. 2.0, a cultura foi centrifugada
(3000 x g) por 5 min e ressuspendida em 1 L de meio de indugdo BMMY, deixando-a com
uma D.O de 1.0 e cultivada a 26 °C sob agitagdo de 300 rpm. A indugdo foi mantida através
da adicdo de metanol 100% para uma concentracdo final de 0,5% a cada 24 h. Apds 96 h, a
cultura foi centrifugada por 5 min a 3.000 g e o sobrenadante foi inserido no aparelho Akta

Prime (Amersham Pharmacia, atual GE) para purificagdo da proteina.
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3.9.1 Purificagdo das proteinas rLy6.5 (Dife 5) de E.coli e rAnel-Il renoveladas

As proteinas rLy6.5 e rAnel-II seguiram o mesmo protocolo de purificacdo, mudando
apenas o pH das solugdes. Na purificacdo da proteina Ly6.5, foi utilizado pH 8.0 e para a
proteina Anel-II foi utilizado pH 8.8.

Assim, os corpusculos de inclusdo contendo a proteina recombinante foram lavados
primeiramente com 10 mL de uma solugdo (Tris 50mM, NaCl 300mM, Triton 2%, uréia 1
M), centrifugados (10.000 rpm, 30 min, 4°C), em seguida, lavados duas vezes com 10 mL de
uma solucdo (Tris 50mM , NaCl 300mM, Triton 2%, uréia 2 M) e finalmente, lavados com 10
mL de uma solugdo (Tris 50mM, NaCl 300mM, Triton 2%, uréia 8 M) e deixados durante a
noite sob um agitador de placas a temperatura ambiente. Posteriormente, foram centrifugados
a 10.000 rpm, 30 min, a 4°C e submetidos ao renovelamento da proteina, gotejando
lentamente os 10 mL em 2 L de tampao (Tris S0mM, NaCl 300mM, Imidazol 10mM) a 4 °C.
A solucdo de “refolding” foi filtrada e submetida diretamente a cromatografia de afinidade em
resina “Chelating-Sepharose” com Ni'? imobilizado. O processo foi realizado com auxilio do
aparelho Akta Prime (Amersham Pharmacia, atual GE), usou coluna HisTrap HP 5 mL
(Amersham Pharmacia), tampao de equilibrio (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM),
tampao de elui¢do (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM) e fluxo a coluna de 2,5
mL/min. As fracdes da elui¢do da cromatografia foram submetidas ao gel de SDS-PAGE e as
fracdes que continham a proteina foram reunidas e dialisadas em uma membrana de dialise
(Snake skin PIERCE) de “cutoff” 3 kDa em meio contendo Tris 20 mM e NaCl 150 mM por
12 h.

3.9.2 Purificagdo da proteina rSmVal7 e rAnell-1lI denaturadas

Os corpusculos de inclusdo contendo as proteinas recombinantes foram lavados
primeiramente com 10 mL de uma solugdo (Tris 50 mM p.H.8.0, NaCl 300 mM, Triton 2%,
uréia 1 M), centrifugados (10.000 rpm, 30 min, 4 °C), em seguida, lavados duas vezes com 10
mL de uma solugdo (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, Triton 2%, uréia 2 M) e finalmente,
lavados com 10 mL de uma solucdo (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, Triton 2%, uréia 8
M) para a proteina rAnell-II e uma solucdo (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, Triton 2%,
guanidina 6 M) para a proteina rfSmVal7 e deixados durante a noite sob um agitador de placas
a temperatura ambiente. Posteriormente, foram centrifugados 10.000 rpm, 30 min, 4 °C e
submetidos diretamente a cromatografia de afinidade em resina “Chelating-Sepharose” com
Ni™? imobilizado. O processo foi realizado com auxilio do aparelho Akta Prime (Amersham
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Pharmacia, atual GE), usou coluna HisTrap HP 5 mL (Amersham Pharmacia), tampao de
equilibrio (rAnell-IIT => Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM e uréia 8 M; rSmVal7
=> Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM e guanidina 6 M; tampao de eluicdo
(rAnell-III => Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM e uréia 8 M; rSmVal7 => Tris
50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM e guanidina 6 M; e fluxo a coluna de 2,5 mL/min.
Apds a cromatografia, as fracdes da eluig@o correspondentes ao pico de absorbancia foram
analisadas em gel de SDS-PAGE e as que apresentaram a banda da proteina recombinante
expressa foram reunidas. Essa amostra combinada foi renovelada em uma membrana de
dialise (SnakeSkin PIERCE) de “cutoff” 3 kDa por dilui¢do na propor¢do 20 mL de amostra
para 2 L de tampdo. Para a proteina SmVal7, o tampao inicial era Tris 50 mM pH 8.0, NaCl
300 mM, DTT 2,5 mM, Glicerol 3% e 5 M guanidina e a cada 12h o tampao foi substituido,
diminuindo em 1 M guanidina a concentragdo do tampao até diluir completamente a
guanidina para a obtencdo da proteina renaturada. Para a proteina rAnell-III, seguiu-se o
mesmo procedimento, comegando com o tampao Tris 20mM pH 8.8, NaCl 150 mM, Glicerol

5% e uréia 6 M.

3.9.3 Purificagdo da proteina rLy6.5 do sobrenadante do cultivo de P. pastoris

O sobrenadante do cultivo do clone de P. pastoris expressando a proteina
recombinante rLy6.5 foi centrifugado 5.000 rpm, 2 min, a 4 °C, filtrado em membranas de
0,45 pm e submetido diretamente a cromatografia de afinidade em resina “Chelating-
Sepharose” com Ni™* imobilizado. O processo foi realizado com auxilio do aparelho Akta
Prime (Amersham Pharmacia, atual GE), usou coluna HisTrap HP 5 mL (Amersham
Pharmacia); tampao de equilibrio (tampao fosfato de s6dio 20 mM p.H. 8.0, NaCl 300 mM e
Imidazol 10mM); tampao de eluicdo (Tampao fosfato de sédio 20 mM p.H. 8.0, NaCl 300
mM e Imidazol 500mM); e fluxo a coluna de 2,5 mL/min.

As fracdes da eluicdo da cromatografia foram submetidas ao gel de SDS-PAGE ¢ as
fracdes que continham a proteina foram reunidas e dialisadas em uma membrana de dialise
(Snake skin PIERCE) de “cutoff” 3 kDa em meio contendo Tampao fosfato de sodio 20 mM
p-H. 8.0 e NaCl 150 mM por 12 h.

3.10 PRODUCAO DE ANTICORPOS/ELISA

Ratas Wistar com seis semanas de idade foram utilizadas para produgdo de anticorpos

policlonais. Foram realizadas quatro imunizagdes por animal em intervalos de 15 dias,
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subcutaneamente, contendo 100 pg de proteina mais o adjuvante. Os adjuvantes utilizados
para algumas ratas foram Titermax (CytRx Corporation) na primeira imunizacdo e apenas
proteina nas outras; também foi utilizado Adjuvante Completo de Freund na primeira
imunizacdo e Adjuvante Incompleto de Freund nas outras trés imunizagdes; e para algumas
ratas foi utilizado Al(OH); nas quatro imunizacdes.

Depois das imunizagdes, o sangue foi coletado por pungdo cardiaca e acondicionado a
4 °C por 16 h para formar um coagulo, o qual foi descartado. Este foi centrifugado a 4000 rpm
por 10 min para separar o soro.

Para titular a quantidade de anticorpos especificos contra as proteinas, foram
realizados ensaios de ELISA. Utilizando a mesma proteina das imunizagdes, placas de fundo
chato foram revestidas com 0,1 pg/pogo de proteina recombinante em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,05 M (pH 9.6) por 16 h a 4 °C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T
(PBS, Tween 0,05%) e bloqueadas com 200 uL. de uma solugdo 1% de leite em p6 em PBS-
T, por 1 h a 37 °C. Depois de serem novamente lavadas com PBS-T, 100 pL de uma dilui¢ao
seriada do soro dos animais imunizados ou controles foram adicionados em cada pogo, sendo
a diluicdo inicial 1:20. As placas foram incubadas a 37 °C durante 1 h e depois lavadas trés
vezes com PBS-T. A seguir, 100 uL. de anticorpos contra IgG de rato conjugado com
peroxidase foram adicionados em uma dilui¢cdo 1:5000 e incubados por 1 ha 37 °C. As placas
foram entdo lavadas trés vezes com PBS-T, apds as lavagens, 100 uL. do tampao citrato (pH
5.0), contendo o substrato OPD (0,5 mg/mL) e 5 puL de peréxido de hidrogénio (a cada 10
mL) foi adicionado em cada pogo. Apds aproximadamente 15 min, a reacdo colorimétrica
com OPD foi encerrada, utilizando uma solug¢do de H,SO4 4 N, e a placa foi lida a 492 nm em

um leitor de ELISA (Labsystem).

3.11 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

Ovos, miracidios, cercarias, esquistossomulos e vermes adultos foram ressuspendidos
em 1 mL de Tris 40 mM acrescido de inibidor de proteases 5X (PIC-Sigma), SDS 2% e
congelados a -20 °C até o uso. Essas fragdes foram sonicadas (5 vezes durante 2 min, a 40 Hz
e com pulsos de 0,75 s), sendo resfriadas em gelo para evitar a degradagdo das proteinas. As
solugdes foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 min a 4 °C, sendo os sobrenadantes
coletados e denominados extratos proté€icos totais enquanto os precipitados foram descartados.
Os extratos denominados tegumento e vermes desnudos sdo as duas fragdes obtidas quando o

verme adulto ¢ descongelado, adicionado em meio RPMI e sonicado para o desprendimento
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do tegumento do parasita. Deixa os vermes decantarem e o sobrenadante ¢ retirado e nomeado
de extrato total de tegumento. O precipitado ¢ lavado duas vezes em meio RPMI e depois
sonicado conforme o protocolo descrito acima. Depois de centrifugado, o sobrenadante €
nomeado de extrato total de vermes desnudos. O tegumento também ¢ separado em fracdes de
membrana (precipitado) e do sincicio (sobrenadante) centrifugando-o a 100 g por 30 min a 4
°C. Para quantificar as proteinas de cada extrato, utilizou-se o kit “DC Protein Assay”

(BioRad), baseado no método de Lowry, seguindo o protocolo do fabricante.

3.12 WESTERN BLOTTING

Foram aplicados 20 pg de cada extrato protéico total fervidos por 5 min com 5 pL de
tampao de eletroforese (5X), contendo SDS 4%, glicerol 10%, Tris-HCI 0,1 M (pH 6.8) e 50
mg/mL de azul de bromofenol em um gel de SDS-PAGE 12% ou 15%. Apds a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Amersham). Para verificar o
sucesso da transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau. Apds descorar a membrana
com diversas lavagens com PBS, ela foi incubada em solugao de leite em p6 5%, Tris 50 mM
(pH 7.5), Tween 20 0,05% para bloqueio, por 16 h a 4 °C. No dia seguinte, incubou-se a
membrana em solucgdo de leite desnatado 5%, Tris 50 mM (pH 7.5), Tween 20 0,05%, NaCl
150 mM (solucdo de incubacdo) com o anticorpo especifico contra a proteina a ser analisada
em dilui¢do de acordo com o titulo do soro para cada proteina (especificado nos resultados),
por 4 h a temperatura ambiente. Apos trés lavagens com PBS, a membrana foi incubada em
solugdo de incubacdo com anticorpos anti-IgG de rato conjugado com peroxidase, diluido
geralmente na proporc¢ao 1:5.000 por 1 h a temperatura ambiente. Apos trés lavagens com
PBS, a detecgdo da proteina foi realizada, utilizando o kit quimioluminescente ECL

(Amersham) em filmes de radiograma.

3.13 IMUNOLOCALIZACAO

Vermes adultos recém perfundidos em meio RPMI ou ovos recém purificados de
figados foram emblocados em liquido de inclusdo O.C.T. (Tissue-Tek Sakura), com o auxilio
de tubos plasticos (3 mm de didmetro e 7 mm de comprimento), e congelamento em
isopentano arrefecido em nitrogénio liquido. Os blocos foram armazenados a — 80 °C até o
momento de fazer as seccdes. Os cortes histologicos (7 um) foram realizados em um criostato
Leica CM1900 e as secc¢des foram aderidas em laminas silanizadas e fixadas com acetona a -

20 °C por 30 min. As sec¢des foram bloqueadas com PBS, Tween 20 0,1% e o agente
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bloqueador, soro de coelho 10%, por 16 h a 4 °C. Posteriormente, as sec¢des foram incubadas
em solucdo de bloqueio com anticorpos especificos contra a proteina a ser analisada em
diferentes dilui¢des (1:40 — 1:100), por 4 h a temperatura ambiente. Apos cinco lavagens com
PBS-Tween 20 0,1% (tampado de lavagem), as secg¢des foram incubadas em solucdo de
bloqueio com anticorpos anti-IgG de rato conjugados com o fluorescente Alexa-fluor 488
geralmente na diluicdo 1:200, por 1 h a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com
tampao de lavagem, as ldminas foram montadas utilizando uma solugdo “antifading” (Dako) e
analisadas em microscopio confocal LSM-510 META (Zeiss). Soros de ratos pré-imunes
foram utilizados como controle.

Para os animais inteiros, como miracidios, cercarias e esquistossomulos in vitro de 3 h,
7 e 21 dias, primeiramente, os parasitas vivos foram fixados em paraformaldeido 4% por 1 ha
4 °C; em seguida, foram lavados em PBS por trés vezes e mantidos a 4 °C até serem
utilizados. A marcac¢do seguiu o mesmo protocolo descrito acima com exce¢do da forma de
manipulacdo. Os parasitas mantiveram-se em eppendorfs durante todo o processo e foram
incubados com os anticorpos em um volume de 300 pL e com o tampao de lavagem em 1 mL.
No microscopio, um pequeno volume foi analisado sob laminulas.

Para o ensaio de imunolocalizacdo in vivo, esquistossdmulos de 7 dias vivos foram
incubados com anticorpos anti-Anel-II, anti-Ly6.5, anti-TSP2 ou soro pré-imune na
proporcao 1:100 por 4 h em meio M-169. Apds, o periodo foram lavados 5 vezes com o
mesmo meio e deixados em cultivo. Apds o periodo desejado (4, 24, 48 ou 72 h) foi
adicionado anticorpo secundario (anti-IgG de rato ou camundongo conjugado com o
fluorescente Alexa-fluor 488) por 1 h. Eles foram lavados e fixados em paraformaldeido 4%
como anteriormente descrito para posterior analise no microscopio confocal, fixando o

mesmo ganho de fluorescéncia para todos a fim de compara-los.

3.14 ENSAIO DE DEGLICOSILACAO

As proteinas rLy6.1 e rLy6.5 expressas em P. pastoris ou o extrato total de vermes
adultos foram tratadas com a enzima PNGase F, que cliva as N-glicosilagdes segundo o
protocolo previamente descrito por Plummer e Tarentino (1991). Dessa forma, 20 pug de cada
proteina ou os extratos foram incubados com 1 pL de tampdo de denaturacdo 10X (New
England Bio labs) a 100 °C por 10 min. Em seguida, foi adicionado 2 pL do tampao de
reagdo G7 10X, 2 pL de NP40 10% e 2 pL de enzima PNGaseF nos grupos tratados, e estes
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incubados por 6 h a 37 °C. Nos controles, ndo foi adicionada a enzima. Todas as amostras

foram submetidas a Western blotting.

3.15 COLORACAO DE SCHIFF PARA GLICOPROTEINAS

Gel de poliacrilamida contendo as proteinas rLy6.1, rLy6.5 purificadas de E.coli e P.
pastoris, BSA (controle negativo) e rSmVal4 (controle positivo) foi submetido a coloragao de
Schiff. Inicialmente, o gel foi fixado em tampao etanol 40% e acido acético 7% por 16 h. No
dia seguinte, o gel foi lavado 2 vezes durante 30 min cada com tampao de lavagem (acido
acético 3%) e posteriormente, incubado em solucdo de oxidacdo (acido periddico 1% e acido
acético 3%) a 37 °C por 30 min. Apds dez lavagens de 10 min cada em agua, foi adicionado o
reagente de Schiff no escuro por 30 min. Posteriormente, o corante de Comassie foi

adicionado ao gel para certificar a presenca das bandas de proteina.

3.16 MORTE MEDIADA PELO SISTEMA COMPLEMENTO DOS
ESQUISTOSSOMULOS IN VITRO

Duzentos esquistossomulos in vitro de 3 h foram adicionados a cada pogo em meio
ELAC e incubados com 100 uL de soro anti-Ly6.5 inativado pelo calor nos pogos, 100 uL de
soro de rato com infec¢@o cronica ou 100 uL de soro pré-imune a temperatura ambiente por
30 min. Em seguida, foram adicionados 200 ul de soro humano normal em cada pogo ¢ estes
incubados a noite inteira na estufa de CO, a 37 °C. Como controle, foi usado soro humano
inativado a 56 °C e foram realizadas triplicatas em cada grupo. A mortalidade dos parasitas foi
analisada no microscopio, baseada na falta de motilidade e aparéncia granular e opaca do
parasita. A porcentagem de mortalidade foi calculada a partir da férmula abaixo e foi usado

ANOVA e test T de Student como testes estatisticos.

Porcentagem de mortalidade = [(E-C) x 1000] / (100 — C)

onde C representa a porcentagem de esquistossomulos mortos nas culturas controle ¢ E, nas

culturas experimentais.

3.17 ENSAIO HEMOLITICO

Para avaliar o efeito inibitorio das proteinas rLy6.1, rLy6.5 de E. coli e P. pastoris na

atividade da Via Alternativa do Sistema Complemento, 3,0 mL de suspensdo de hemacias de
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coelho foram lavados 3 vezes em 10,0 mL de AP-CFTD (NaCl 144 mM, sodio barbital 0,96
mM, acido barbiturico 2,48 mM, MgCl, 1,4 mM, EGTA 10 mM), ressuspendido em 2,0 mL e
diluido 100 vezes no mesmo tampao. Para avaliar a atividade da via alternativa, 100 pL das
hemacias diluidas foram adicionados a diferentes dilui¢des de SHN (soro humano normal)
(1:4 a 1:256). Seguiu-se uma incubacdo a 37 °C por 30 min, sendo a reagdo interrompida com
900 uL de VBS'EDTA (NaCl 144 mM, sodio barbital 0,96 mM, acido barbitarico 2,48 mM,
EDTA 20 mM). Apds centrifugacdo a 8.000 g por 10 min a 4 °C foram coletados 350 pL de
cada tubo em duplicata. Para obtengdo do ponto de 100% de lise foram adicionados 900 uL
de agua ao tubo de diluicdo 1:256, apos remocdo prévia do sobrenadante. A leitura das
absorbancias foi efetuada a 405 nm. Uma vez avaliada a atividade da via alternativa do SHN,
foi determinado o volume de SHN correspondente a 50% de lise das hemadcias. Este volume
de SHN foi utilizado no ensaio de inibig¢do descrito a seguir.

As hemécias foram lavadas e diluidas (3,5 x 10° eritrocitos), incubadas com SHN
como fonte de complemento na presenca de diferentes quantidades das proteinas (0, 2, 5 e 10
ng, pré-incubados com SHN por 15 min a 37 °C), por 30 min a 37 °C em tampao AP-CFTD.
A reagdo foi interrompida com 900 pL de VBS'EDTA, e ap6s centrifugacio a 8.000 g por 10
min a 4 °C foram coletados 350 pL de cada tubo em duplicata. A leitura das absorbancias foi
efetuada a 405 nm. A porcentagem de lise foi calculada em relacdo as hemacias

completamente lisadas pela agua.

3.18. ENSAIO DE INIBICAO DE PENETRACAO DAS CERCARIAS PELA PELE

O ensaio de inibicdo de penetracdo foi adaptado de Gould et al. (2005).
Resumidamente, 110 cercérias (em 100 puL) foram incubadas com 50 pL de soro inativado de
camundongos imunizados com a proteina rLy6.5, ou 50 puL de soro inativado de rato pré-
imune. Apdés 1 h de incubacdo a 37 °C, as cercérias juntamente com o anti-soro foram
aplicadas em 850 pL de 4gua declorada para penetracdo pelo método do anel em
camundongos anestesiados que tiveram seus abdomens previamente depilados. As cercarias
foram deixadas penetrar durante 30 min a temperatura ambiente, apos este periodo as larvas
que ndo penetraram foram removidas da superficie dos animais e contadas. Apos 45 dias, os

animais foram perfundidos pelo sistema porta hepatico e contados (Figura 7).
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Figura 7. Representacido do ensaio de inibicio de penetracido pela pele.

A andlise da porcentagem de inibicdo de penetragdo das cercérias pela pele e a
porcentagem de cercarias penetradas que conseguiram se desenvolver a vermes adultos foi

calculada através das formulas:

Porcentagem Numero de cercarias que ndo penetraram

PN = x 100
de inibigao (%) Numero de cercarias total utilizadas

Porcentagem de Numero de vermes que se desenvolveram (tratado)
_ x 100
Numero de vermes que se desenvolveram (controle)

desenvolvimento (%)

Para determinar se houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos foi

realizado o teste T de Student.

3.19 ENSAIOS DE HIBRIDIZACAO I[N SITU (WHOLE MOUNTING IN SITU
HIBRIDIZATION — WISH)

Os experimentos de hibridizacao in situ foram realizados conforme descrito por Dillon
et al., (2007). Inicialmente, os parasitas foram incubados em fixador de Carnoy no gelo por 2
h, lavados em etanol 100% e posteriormente, incubados por 1 h em MEMFA (MOPS 0,1 M,
EGTA 2 mM pH 7.4, MgSO4 1 mM, formaldeido 3,7%). Em seguida, foram novamente
lavados em etanol 100% por 5 min e armazenados a -20 °C. Foram produzidas sondas
marcadas com digoxigenina (DIG) para o gene SmVal7 e como controle negativo foi usado
sonda “sense” contra o gene Chorion (KOSTER et al., 1988). A sequéncia do gene SmVal7
foi clonada no vetor pGEM-T easy (Promega), utilizando oligonucleotideos especificos e

usada como DNA molde para a sintese da sonda marcada com DIG. A reacdo de marcagao foi
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feita contendo 10 pL de tampdo de transcricao 5X; 2,5 pL de mix de marcagdo de RNA-DIG
10X (Roche); 5 uL. de DTT 100 mM; 2 pL de inibidor de RNAse (50 U); 3 uL de SP6/T7/T3
polimerase (50 U/uL); 2,5 pg de DNA e 21,5 uL de agua livre de RNAse, para um volume
total de reagdo de 50 pL. A reagdo foi incubada a 37 °C por 2 h, adicionado 1 pL de
polimerase ¢ novamente, incubagdo por 2 h. Em seguida, 1 uL. de DNAse livre de atividade
de RNAse (Promega) foi adicionada e incubada por 20 min a 37°C. A sonda foi precipitada
pela adig¢do de 50 pL de agua e 50 uL de LiCl 7,5 M e EDTA 50 mM, incubando por 16 h a -
20°C. Em seguida, as sondas foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 15 min, o
sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com etanol 70%. O precipitado foi lavado
mais uma vez por 5 mim e seco ao ar antes de ser ressuspendido em 50 uL de agua livre de
RNAse e armazenado a -80°C. Para as hibridizagdes in situ, os parasitas foram aquecidos a
22-24 °C e reidratados por 5 min em etanol 75% e PBSAT (PBS pH 7,4 e 25% contendo
Tween 20 0,1%) e na segunda lavagem em etanol 50% e PBSAT. Os parasitas foram
transferidos para PBSAT 100% e lavados 3 vezes de 5 min cada, sendo parcialmente
digeridos a temperatura ambiente com Proteinase K (10 pg/mL) (Roche) nas lavagens em
PBSAT. A digestao foi parada com 2 lavagens de 5 min em solug@o aquosa de trietonolamina.
Em seguida, os parasitas foram lavados por 5 min em solucdo de trietonolamina adicionada de
12,5 mL de anidrido acético. Em seguida, mais 2 lavagens em PBSAT, re-fixagdo dos
parasitas em 4% formaldeido-PBSAT por 20 min, seguida de 5 lavagens em PBSAT. Os
parasitas permeabilizados foram depois incubados a 60 °C por 2 h em tampao de hibridiza¢do
(formamida 50%, SSC 5X, 100 pg/mL de heparina, solugdo de Denhardt 1X, Tween 20
0,1%, CHAPS 0,1% e EDTA 5 mM) com 1 mg/mL de RNA total de levedura para bloquear
hibridizacdes ndo especificas. Apos 2 h a solugdo foi substituida por tampao de hibridizacao
de RNA (pré-aquecido e recém preparado) contendo 1 pg/mL da sonda sintetizada marcada
com DIG. A hibridizagdo foi realizada a 60 °C durante a noite. No outro dia, os parasitas
foram lavados na seguinte ordem: tampéo de hibridizagdo a 60 °C, 2 lavagens de 10 min em
SSC 2X e Tween 20 0,1% a 60 °C, 3 lavagens de 20 min em SSC 0,2X e 0,1% Tween a 60 °C
e finalmente, 2 lavagens de 15 min em tampao de acido malé¢ico MAB (acido maléico 0,1 M,
NaCl 0,15 M, Tween 20 0,1%, pH 7,8) a temperatura ambiente. O bloqueio foi realizado
antes da adig¢do do anticorpo anti-DIG em solu¢do de bloqueio (MAB+2% de Reagente de
Bloqueio (Roche) + 20% de soro de carneiro tratado com calor) por 2 h a temperatura
ambiente. As sondas hibridizadas foram detectadas utilizando o anticorpo anti-DIG conjugado
com fosfatase alcalina (Roche). Esse anticorpo foi diluido 1/2000 em solu¢do de bloqueio e

incubado a 4 °C durante a noite. O excesso de anticorpo foi depois removido por lavagens
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extensivas com MAB a temperatura ambiente (3 vezes de 5 min, seguida por 3 vezes de 1 h),
e uma lavagem final com 1 mM de levamisole (Sigma) em tampao de fosfatase alcalina (Tris
100 mM, MgCl, 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0.1%, pH 9.5). As sondas hibridizadas
foram detectadas pela adicdo do substrato BM Purple (Roche), utilizado com 1 mM de
levamisole de acordo com as recomenda¢des do fabricante; a atividade da fosfatase alcalina
resulta na deposicdo de um precipitado azul insoluvel. A revelagdo foi acompanhada
visualmente levando de 30 min até alguns dias, dependendo da abundéncia do transcrito. A
revelagdo foi interrompida pela lavagem dos parasitas 2 vezes em PBSAT por 15 min, seguida
de re-fixacdo e armazenagem em tampao formalina 10%. As imagens foram capturadas com

uma camera 18.2 Color Mosaic (Diagnostic Instruments Inc.).

3.20 ENSAIO DE RNAIi

Essa técnica foi realizada nos Estados Unidos, no laboratorio do professor Patrick

Skelly e todos os itens descritos abaixo se referem a metodologias de rotina realizadas la.

3.20.1 Parasitas

O ciclo de Schistosoma mansoni, linhagem Porto Rico, foi mantido no laboratorio do
pesquisador Dr. Patrick J. Skelly, Massachusetts, EUA, utilizando caramujos Biomphalaria
glabrata que eram fornecidos infectados pelo Dr. Fred Lewis, do Instituto de Pesquisa
Biomédica, Maryland, EUA. Cercarias foram obtidas dos caramujos infectados pela
exposicdo a luz e filtradas em malhas de 20 micron. Em seguida, foram lavadas com solucdo
de penicilina/estreptomicina 2X, coletadas em 10 mL de solugdo, mantidas no gelo por 30
min, centrifugadas e ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI a 37 °C para o choque térmico e
posterior vortexagem por 90 s. Os corpos dos parasitas foram separados das caudas por
centrifugagdo em um gradiente de 35% de Percoll em agua/penicilina/estreptomicina a 1100 g
por 30 min. Em seguida, foram lavados com solu¢do de penicilina/estreptomicina 2X,
centrifugados e mantidos em cultura em meio M-169, como descrito em Lazdins et al. (1982).

Os vermes adultos foram obtidos por perfusdo da veia porta, do figado e das veias
mesentéricas de camundongos infectados com S. mansoni, lavados com solucdo

penicilina/estreptomicina 2X e mantidos em cultura em meio M-169.
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3.20.2 Preparacdo do siRNA

Dois siRNA (small interference RNAs), um para o gene Anexina; e outro, designado
irrelevante, para a seqiiéncia codificando a proteina 4 transportadora de agticar (SGTP4) de S.
mansoni (Nimero de acesso no GeneBank: L25067) foram sintetizados comercialmente pela
Integrated DNA Technologies (IDT, Coraville, IA) com a ajuda da ferramenta on-line de
desenhar RNAi da IDT.

3.20.3 Eletroporagdo

Para a entrega dos siRNAs, esquistossdomulos de 1 dia (aproximadamente 1000 por
grupo) em 100 pL de tampdo de eletroporacdo (Ambion) contendo 5 pg de siRNA foram
eletroporados em uma cubeta de 4 mm, aplicando “square wave” com um pulso unico de 20
ms, a 125 V e temperatura ambiente. Apds a eletroporacdo, os parasitas foram transferidos
para placas contendo 500 uL de meio M-169. Apos 24h, o meio foi substituido por 1 mL de
meio M-169 fresco e mantidos em cultura por 7, 15, 21 ou 30 dias, trocando o meio a cada

dois dias.

3.20.4 Analise da expressdo génica

Para monitorar a expressdo do gene Anexina durante os diferentes tempos de
tratamento com siRNA, RNAs totais dos esquistossdmulos foram extraidos usando Trizol
(Invitrogen) ou o kit PARIS (Protein and RNA Isolation System — Ambion) quando RNA
total e extrato protéico eram necessarios a partir de uma mesma amostra. Apos a extragao,
DNA residual foi removido pela digestdo com a DNAse do Kit TurboDNAse (Ambion); e
cDNA foi sintetizado usando 1 pg de RNA total, iniciadores oligo dT e a enzima transcriptase
reversa Superscript (Invitrogen). RT-PCR em tempo real foi realizada usando sondas TagMan
marcadas com fluoresceina (FAM) e iniciadores especificos obtidos da Applied Biosystems.
As reagdes foram realizadas em triplicata por 40 ciclos no aparelho StepOnePlus™ System
(Applied Biosystems). Para quantificacio relativa, o método 2" foi empregado,

comparando com o controle endoégeno, tubulina.

3.20.5 Quantificagdo dos extratos protéicos

Esquistossomulos foram lisados em 30 pL de tampdo de disrupcdo celular (Kit

PARIS, Ambion) e mantidos em gelo por 30 min. Em seguida, foram feitas curvas padroes
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usando albumina e a concentragdo dos extratos foi estimada usando o kit BCA Protein Assay

(Pierce) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

3.20.6 Viabilidade

Para cada pogo contendo 1 mL de meio de cultura foram adcionados 0,4 pL de corante
Hoetch que marca células mortas. Em seguida, a placa foi agitada manualmente e apos 15 min
foi visualizada no microscopio de fluorescéncia sob luz UV e contados os parasitas vivos e

mortos. Teste T de Student foi usado para avaliar diferencas estatisticas.

3.20.7 Medidas do parasita

Os parasitas tratados foram fotografados usando um microscopio Leica DMIRB e
camera DC500 (Leica, Wetzlar, Germany) e, posteriormente, as areas de parasitas individuais
foram medidas usando o software Image J versdo 1.41. Teste T de Student foi usado para

avaliar diferenca estatistica.

3.20.8 Imunomicroscopia eletronica

Esquistossomulos tratados ou ndo com siRNA foram retirados do meio de cultura,
lavados com PBS 1X e fixados em solugdo de aldeido glutarico 2,5%, paraformaldeido 2% e
tampao cacodilato 0,1 M pH 7,2 durante a noite inteira, girando em rotor de eppendorfs a
temperatura ambiente. No outro dia, os parasitas foram lavados em tampao cacodilato 0,1 M
pH 7,2 por 3 vezes durante 15 min cada lavagem e armazenados para serem trazidos ao
Brasil. Aqui, eles foram fixados em tetréxido de 6smio (OsO4) 1% em tampao cacodilato
0,1M girando durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados 3 vezes durante
15 min cada em tampdo cacodilato 0,1M. Posteriormente, foram fixados em solucdo de
acetato de uranila 0,5% com sacarose 13,3% durante a noite a 4 °C. No dia seguinte, eles
foram lavados em cacodilato de s6dio 0,1M por 15 min. Em seguinte, foram desidratados em
alcool etilico 70% (2 lavagens de 10 min); alcool etilico 95% (2 lavagens de 15 min); alcool
etilico absoluto (3 lavagens de 20 min); 6xido de propileno e alcool etilico absoluto na
proporcao 1:1 (1 lavagem de 15 min); 6xido de propileno (2 lavagens de 10 min) e por ultimo,
os parasitas foram incubados em 6xido de propileno e resina durante a noite a temperatura
ambiente. No dia seguinte, eles foram embebidos em resina pura por 4 h e secados em estufa a
60 °C durante 3 dias. Apds esse tempo, os blocos foram cortados e fixados em redinhas de
ouro para serem analisadas no microscopio eletronico (Instituto Butantan).
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3.21 DICROISMO CIRCULAR

As medidas de dicroismo circular das proteinas rAnel-II e rAnell-III foram realizadas
no espectropolarimero Jasco J-810 a 20 °C equipado com uma unidade Peltier para controle
da temperatura. Espectros de dicroismo circular foram adquiridos usando uma cubeta de 1
mm de comprimento por onde a luz passa entre os comprimentos de onda 190-260 nm. Cinco
varreduras foram obtidas de cada amostra ¢ subtraidas do espectro médio branco (somente o
tampao onde a proteina foi ressuspendida). Foram usados 50 pL de proteina rAnel-II (5
pg/uLl) e rAnell-IIT (3pg/ul) em tampao Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8.8 e o resultado foi

apresentado em grafico da elipticidade vs comprimento de onda.

3.22 INIBICAO DA AGREGACAO PLAQUETARIA

Aproximadamente 40 mL de sangue humano foi coletado de diferentes doadores
saudaveis em solucdo de 3,8% do anticoagulante citrato de sodio. O sangue foi centrifugado a
125 g por 20 min a 25 °C para recuperar o plasma rico em plaquetas (PRP). Um mL desse
plasma foi centrifugado novamente para conseguir o plasma pobre em plaquetas (PPP) e ser o
branco do ensaio no agregdmetro. O tampao da proteina foi usado como controle e 0 ADP (10
pM) (Sigma) foi usado como iniciador da agregacao plaquetaria. O ensaio seguiu-se da adi¢ao
de 500 uL de PPP na cubeta do agregdmetro (Chrono-log) para que absorbancia de outras
substancias do plasma com exce¢do das plaquetas fosse subtraida quando comparada com o
PRP. Em seguida, 400 pL. de PRP e 90 pL de tampao onde a proteina foi ressuspendida foram
adicionados a outra cubeta, e logo apds 3 min, 10 pL de ADP foi adicionado para iniciar a
reacdo de agregacdo plaquetaria. Dessa forma, em uma cubeta paralela, 400 uL de PRP e 90
pnL do tampao contendo as proteinas rAnel-1I e rAnell-III foram adicionados, assim como o
ADP apdés 3 min. Durante o ensaio, a transmissdo de luz foi monitorada através do
agregdmetro, calibrado para 100% da transmitancia com PPP e para 0% de transmitancia com

PRP.

3.23 IMUNIZACAO COM PROTEINAS RECOMBINANTES E DESAFIO

As proteinas recombinantes foram formuladas com Adjuvante Completo de Freund
(Sigma) e administradas subcutaneamente na primeira dose e com Adjuvante Incompleto de
Freund (Sigma) nas outras duas imunizagdes com intervalo de 15 dias, segundo o cronograma

da Figura 8. Foram utilizados 25 ng de proteina para cada camundongo em 100 pL de
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formulagd@o (sendo 1:1 de volume de proteina para volume de adjuvante). No controle foram
administrados 100 pL de adjuvante e salina, na propor¢do 1:1 de volume. Os animais usados
nos experimentos foram camundongos fémeas C57BL/6 de cinco a seis semanas, em nimero
de 10 por grupo. Quinze dias ap6s o ultimo reforco, os animais foram desafiados com 110
cercarias através de penetragdo pela pele durante 30 min com a ajuda de anéis de metal presos
com fita adesiva na barriga dos animais. Quarenta e cinco dias apds a infecg¢do, os animais
foram anestesiados com uretano (150 mg/mL) e perfundidos com salina contendo heparina.
Os vermes adultos foram removidos das veias do mesentério por perfusdo através do sistema
porta hepatico. A contagem dos vermes foi feita com o auxilio de uma lupa. A porcentagem
de reducdo do nimero de vermes em animais imunizados versus o controle foi calculada pela
formula:
Vermes recuperados do grupo controle - Vermes recuperados do grupo tratado

Protec¢do (%) = x 100
Vermes recuperados do grupo controle

Outra abordagem adotada para o gene Ly6.5 foi a avaliacdo da protecdo com vacina de
DNA. Para isso, o gene foi inserido no vetor pTARGET e camundongos fémeas C57BL/6
com 5-6 semanas de idade, receberam 50 uLL em cada musculo tibial anterior, de uma soluc¢do
10 uM de cardiotoxina (Latoxan). Decorridos cinco dias da inje¢do de cardiotoxina, o DNA
plasmidial (50 pg) foi injetado intramuscularmente com uma seringa de 1 mL e agulha com
calibre de 29 g. O volume total injetado foi de 100 pL, com 50 pL sendo injetado em cada
musculo tibial anterior. Os animais receberam um refor¢o 21 dias apds a primeira dose; 20

dias depois foram infectados e 45 dias depois foram perfundidos.
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Figura 8. Delineamento experimental do ensaio de imunizacio com proteina recombinante e
desafio com cercaria de S. mansoni

Os dados do niimero de vermes recuperados pela perfusdo foram analisados quanto a

sua normalidade e homogeneidade de variancia, e comparados através do teste T de Student.

3.23.1 Resposta Imune Humoral

Um dia antes da administracdo da 1* e 3* dose, do desafio e da perfusdo foram
realizadas sangrias por via retro-orbital para obtencdo do soro individualizado dos animais
imunizados. Os soros dos animais do mesmo grupo foram reunidos em “pool” e usados no
ensaio de ELISA para verificar a concentragdo de IgG total, IgG1 e IgG2a especificos para
cada proteina. Placas de 96 pogos foram incubadas com 0,1 pg/pogo de proteina recombinante
e com a curva de concentracgdo para IgG, [gG1 ou IgG2a recombinantes em tampao carbonato
- bicarbonato 0,05 M (pH 9.6), durante 16 h a 4 °C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS
contendo 0,05% de Tween 20, ¢ em seguida, bloqueadas com 100 puL de uma solugdo de SFB
10% (Soro fetal bovino) em PBS, por 1 h a 37 °C. Depois de lavadas com PBS Tween 20
0,05%, 100 pL de uma diluigdo seriada do soro dos animais imunizados ou controles em
tampao PBS contendo SFB 5% foram adicionados em cada pogo, sendo a dilui¢@o inicial
1:20. Na curva de concentragdo, foi adicionado apenas tampao PBS contendo SFB 5%. As
placas foram incubadas a 37 °C durante 1 h e depois lavadas. A seguir, 100 uL de anticorpos
monoclonais anti-IgG, anti-IgGl ou anti-IgG2a (Sigma) na diluicdo 1:10.000, 1:2.000 e

1:1.000 respectivamente foram adicionados a todos os pocos das placas. Depois de lavadas,
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100 pL de anticorpos conjugado com peroxidase foram adicionados as placas. As placas
foram entdo lavadas seis vezes com PBS Tween 20 0,05% e em seguida, 100 puL. do tampao
citrato (pH 5.0) contendo o substrato OPD (0,5mg/ml) e 5 puL de peroxido de hidrogénio (a
cada 10 mL) foram adicionados em cada poco. Apds aproximadamente 15 min, a reacdo
colorimétrica com OPD foi encerrada, utilizando uma solugdo de H;SO4 4 N, e a placa foi lida

a 492 nm em um leitor de ELISA (Labsystem).

3.23.2 Resposta Imune Celular

No dia da perfusdo dos animais que foram imunizados e desafiados, quatro bagos dos
animais do grupo tratado e controle foram removidos. As células foram maceradas com o
auxilio de uma peneira e suspensas em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com SFB
10%, L-glutamina 2 mM (Merck, Darmstad, Germany), 50 pg/mL de sulfato de gentamicina
(Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil), polimixina B 10 pg/mL e tampao HEPES 10 mM
(Sigma).

Para os ensaios de ELISPOT, as placas com membranas de nitrocelulose (BD) foram
incubadas com anticorpos de captura contra as citocinas de interesse (IFN-y, IL-4 ou IL-5) por
16 h a 4 °C. No outro dia, os sitios ndo ocupados pelos anticorpos foram bloqueados com
meio RPMI contendo SFB 10%. Apés o bloqueio, os linfocitos (2 ou 5x10° células/pogo)
foram adicionados a placa e estimulados com meio contendo 10 pg/mL da proteina
recombinante. As células T estimuladas sobre as membranas foram incubadas por 20 h,
secretando as citocinas que se ligam aos anticorpos de captura. Posteriormente, as células
foram lisadas com 200 pL de dgua por duas vezes e em seguida, lavadas trés vezes com PBS
0,05% Tween 20. Posteriormente, as placas foram incubadas com anticorpo de detecc¢do
biotinilado anti-IFN-y, anti-IL-4 ou anti-IL-5, na propor¢do 1:250, por 2 h a temperatura
ambiente. Depois das placas serem lavadas com tampdo de lavagem, foi adicionado
estreptoavidina conjugada com HRP, na propor¢do 1:100 por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram lavadas quatro vezes com tampdo de lavagem e em seguida,
duas vezes com PBS somente. Finalmente, 100 pL do substrato final foi adicionado para
revelagdo. Depois de um periodo de incubacgdo variavel (5-40 min), a reacdo foi interrompida
com agua, ficando o complexo citocinas-anticorpos pigmentado. Em seguida as manchas ou
pontos foram contados no microscopio estereoscopico.

Para a determinacdo da concentracdo das citocinas no sobrenadante, as mesmas células

(1x10° células/mL) foram cultivadas em placas de cultura com 24 pogos em volume total de
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500 pL. As proteinas recombinantes foram utilizadas em uma concentragdo de 10 pg/mL
como antigeno de estimulo e concavalina A (5 pg/mL; Sigma) como controle positivo para
reatividade celular. Células controle foram incubadas em meio completo, sem antigeno. A
cultura foi incubada em estufa humidificada, 37 °C e atmosfera saturada a 5% de CO; e o
sobrenadante foi recolhido 24 e 72 h apds o estimulo com o antigeno para quantificacdo das
citocinas liberadas no meio e estocado a — 20 °C para posterior quantificagdo de IL-5 por
ELISA, utilizando-se o Kit para a detec¢do desta citocina da BD.

Para o ensaio de ELISA do sobrenadante, anticorpos monoclonais purificados anti-IL-
5 de camundongo (6 pg/mL) foram utilizados como anticorpos de captura na propor¢ao
1:250, aplicados na placa e incubados por 16 h a 4 °C em um volume de 100 pL. de NaHCOs
0,1 M, pH 8,2. As lavagens em cada etapa (3 a 6 vezes) foram feitas com tampao PBS-T
(PBS-Tween 20 0,05%). As placas foram bloqueadas com PBS contendo SFB 10% e
incubadas por 2 h a temperatura ambiente. Apos as lavagens das placas, o sobrenadante da
cultura de linfocitos e a curva padrdo da IL-5 recombinante foram adicionados e incubados
por 2 h a temperatura ambiente. Apos trés lavagens das placas, anticorpos monoclonais
biotinilados anti-IL-5 de camundongo (1 pg/mL) e streptoavidina conjugada a peroxidase,
ambos na propor¢do 1:250 foram misturados em PBS-SFB 10% e incubados por 1 h a
temperatura ambiente. Depois de sete lavagens, foi adicionado 100 pL do tampao citrato (pH
5.0) contendo o substrato OPD (0,5mg/ml) e 5 pL. de peréxido de hidrogénio (a cada 10 mL).
A reagdo ocorreu por 15-30 min e foi bloqueada com H,SO4 4 N. A medida de absorbancia a
492 nm foi feita em leitor de ELISA e a concentragdo das amostras foi obtida através da

regressao linear da curva padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS DADOS DO TRANSCRIPTOMA EM BUSCA DE GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

A busca por genes diferencialmente expressos no estagio de esquistossomulo foi
realizada através da analise da frequéncia de ESTs que formam os “clusters” obtidos do
transcriptoma do parasita. Para isso, um mesmo conjunto de oligonucleotideos foi utilizado
para gerar as bibliotecas de cDNA e fazer a comparaga@o entre o nlimero de transcritos em que
um “cluster” era formado no estagio de cercdria e esquistossdmulo. Essa abordagem
identificou 5052 SmAEs com freqiiéncia de transcritos aumentada no estagio de
esquistossomulo em relagcdo ao de cercaria (Figura 9). Na tentativa de otimizar a escolha de
genes diferencialmente expressos, foram selecionadas sequéncias com no minimo 8
transcristos em esquistossémulo, gerando um grupo de 400 SmAE:s.

Essas 400 seqiiéncias foram categorizadas quanto a funcdo génica em busca de
informagdes interessantes que pudessem caracterizar a fase de esquistossomulo. As
caracteristicas funcionais mais abundantes foram: metabolismo de acidos nucléicos (20,6%),
como fatores de transcricdo e enzimas nucleares; organizagdo celular (13,5%), como as
proteinas caderinas, alfa-espectrina e dineina de cadeia pesada que sdo proteinas estruturais de
citoesqueleto; biossintese de proteinas (7,2%), como as proteinas ribossomais; catabolismo de
proteinas (6%), como catepsinas ¢ proteinas de proteasoma; chaperonas (5%), como a HSP70,
uma proteina de estresse oxidativo. Em menores porcentagens, encontram-se as proteinas
ligadas a transporte, transducdo de sinais e metabolismo de carboidratos. E em destaque,
20,0% das proteinas ndo apresentaram fungdes conhecidas (sem similaridade com proteinas

de outros organismos).
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Figura 9. Analise dos dados do transcriptoma em busca de genes diferencialmente expressos no
estagio de esquistossomulo. Representacdo esquematica do procedimento geral utilizado
para identificar genes diferencialmente expressos na transicdo do estagio de cercaria para o
de esquistossdmulo usando os dados do transcriptoma do Schistosoma mansoni.

Dentre esses 400 genes com frequéncia aumentada de transcritos em esquistossomulo,
encontramos varios candidatos vacinais de Schistosoma mansoni, como a paramiosina Sm97,
(PEARCE et al., 1988), Sm28 (BOULANGER et al., 1995), Sm23 (REYNOLDS;
SHOEMAKER; HARN, 1992), Sm14 (TENDLER et al., 1996), TSP-1 (TRAN et al., 2006),
proteina 14-3-3 (SCHECHTMAN; TARRAB-HAZDAI; ARNON, 2001), Isomerase 3-fosfato
(HARN et al., 1992), GAPDH (ARGIRO et al., 2000) e aldolase bifosfato 1,6 frutose
(MARQUES et al., 2008).

Essa abordagem de buscar genes diferencialmente expressos em esquistossdmulo a
partir dos dados do transcriptoma foi comparada com a do trabalho de Dillon et al. (2006),

que analisou uma microplaca contendo 3088 sequéncias de cDNA de esquistossomulo; entre
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os genes encontrados, 32% deles eram idénticos a alguns dos 400 “clusters” obtidos pela
nossa abordagem.

Genes com fungdes desconhecidas foram investigados porque poderiam ser
importantes pelo potencial de codificar proteinas exclusivas do parasita, as quais poderiam
estar envolvidas na sua adaptacdo e sobrevivéncia. Um total de 93 sequéncias foi encontrado
nessa categoria. Posteriormente, foram selecionados os “clusters” que continham transcritos
vindos da biblioteca de cDNA normalizada para que o “cluster” apresentasse a posicao
correta da cauda poli-A, uma vez que muitos dos transcritos encontrados pelo método de RT-
PCR de baixa estringéncia ndo apresentavam a dire¢ao correta da transcricdo do mRNA. Um
total de 40 SmAEs preencheu esse critério. Dessas sequéncias, 20 foram selecionadas por

possuirem um minimo de 150 aminoacidos e a marcagdo de um STOP cddon no final 3°.

4.2 GENES ESCOLHIDOS

Entre as 20 sequéncias, nove genes foram escolhidos aleatoriamente para serem
estudados como candidatos vacinais (Tabela 1). Consequentemente, eles foram novamente
reanotados usando uma nova versdo do GeneBank e analisados quanto a similaridade com
proteinas de outros organismos e a presenca de dominios protéicos, transmembranas,

peptideos sinais e sitios de clivagem para ancoras de GPI.

Tabela 1 - Genes selecionados com freqiiéncia aumentada de transcritos entre a transiciao de
cercaria para esquistossomulo a serem investigados como candidatos vacinais.

_ Numero de Informacgéo adicional
Gene®  SmAEP g(;?lt;% ]I;? transcritos ¢ sobre o0 gene
CER ESQ Dominio®  Estrutura primz’triaf

Difel C604371.1 Smp 174490 0 8 - Transmembrana
Dife2 C60413.1 Smp 030830.2 0 15 - -

Dife3 C605704.1 Smp 076040.3 0 16 - -

Dife4 C606856.1 Sm01732 0 8 SPFH -

Dife5 C611133.1 Smp_105220 0 57 LY-6 Pgi‘i‘;‘; 2‘1’,?1/
Dife6 (C602523.1 Smp 034420.2 2 77 Cistatina Peptideo sinal
Dife7 C609023.1 Smp 002740.2 5 74 - Transmembrana
Dife§ C609541.1 Sm01331 3 125 - Transmembrana
Dife9 (C604241.1 Smp 070240 0 17 SCP Peptideo sinal
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(a) Nome adotado; (b) Numero de acesso do banco ORESTES Schistosoma mansoni
(http://bioinfo.ig.usp.br/schisto6/); (c) Identificagdo do contig no bando de dados GeneDB de
Schistosoma mansoni (http://www.genedb.org/genedb/smansoni/); (d) Numero de transcritos obtidos
das bibliotecas de cDNA de cercaria (CER) e esquistossdomulo (ESQ) usando o mesmo conjunto de
oligonucleotideos; (¢) Presenca de motivos ou dominios nas seqiiéncias de aminoacidos através da
predicio do SMART e Pfam; (f) Analise da estrutura primaria das sequéncias de aminoacidos em
busca de peptideo sinal, hélice transmembrana e sitio de clivagem para ancora de GPI, usando
SignalP, TMHMN e DGPI, respectivamente.

O gene Difel codifica uma proteina que apresenta um dominio transmebrana. O gene
Dife2 ndo apresenta nenhum dominio na proteina codificada. O gene Dife3 também nao
apresenta nenhum dominio na proteina codificada, mas apresenta 32% de identidade com o
antigeno protetor 4D8, uma endopeptidase, do carrapato Ixodes scpularis. O gene Difed
possui um dominio de SPFH (Stomatin Like-2) (E value =1.7 x 10™*"). O gene Dife5 codifica
uma proteina com o dominio LY-6 (antigeno 6 de linfocito) (E value = 1.80 x 10?) e um sitio
de clivagem para ancora de GPI, além de 30% de identidade com a proteina CD59 humana. O
gene Dife6 codifica uma proteina que apresenta um dominio de cistatina (E value = 2.59 x 10
%) um peptideo sinal e 32% de identidade com a nipocistatina de Nippostrongylus
brasiliensis. Essa proteina tem sido proposta com atividades imunomodulatorias e o papel de
facilitar a evasdo do parasita da resposta imune do hospedeiro (DAINICHI et al., 2001). Os
genes Dife7 e Dife8 codificam proteinas que apresentam apenas um dominio transmembrana.
O gene Dife9 codifica uma proteina com o dominio SCP (Sperm coating protein) (E value =
2.4 x 10'19), um peptideo sinal e 25% de identidade com o candidato vacinal NaASP-2 de

Necator americanus.

4.3 VALIDACAO DOS GENES POR RT-PCR EM TEMPO REAL

Esses nove genes foram validados quanto a diferenga de expressdo por RT-PCR em
tempo real entre os estagios de cercaria, esquistossomulo e verme adulto. Na Figura 10 pode
ser visto o perfil de expressao génica entre os estigios e estes separados em alguns grupos: (i)
a expressdo do gene Dife5 ¢ maior no estagio de esquistossomulo em relacdo a cercaria e
continua a aumentar no estagio de verme adulto quando comparado ao de esquistossémulo;
(i1) os genes Dife3 e Dife8 apresentam expressdo aumentada em esquistossdmulo em relacao
a cercaria ¢ mantém o nivel de expressdo em verme adulto; (iii) os genes Dife4 e Dife9
apresentam expressdo aumentada no estagio de esquistossomulo em relagdo a cercaria e
reducdo de expressdo no estdgio de verme adulto quando comparado ao de esquistossomulo.

Os genes Difel, Dife2, Dife6 e Dife7 apresentam o mesmo perfil de expressdo: sem diferenga
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estatistica entre os estigios de cercaria e esquistossdmulo, mas aumento de expressdo no
estagio de verme adulto quando comparado a esses estagios.

Do total de genes analisados, cinco deles (Dife3, Dife4, Dife5, Dife8 e Dife9)
confirmaram a diferenga de expressdo no estagio de esquistossdmulo quando comparado ao
de cercaria (Figura 10). Portanto, 56% dos genes selecionados pela freqiiéncia de transcritos

sdo de fato diferencialmente expressos na transi¢ao de cercaria para esquistossomulo.
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Figura 10. Analise da expressio dos genes Difel a Dife9 nos estigios de cercaria,
esquistossomulo e verme adulto. RNA total desses estdgios foram transcritos em
cDNA e analisados por RT-PCR em tempo real para quantificar as diferencgas do nivel
de expressdo dos genes entre os estagios, usando a actina como gene normalizador. Os
dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. Legenda: CER: cercaria; ESQ:
esquistossdmulo; AD: verme adulto; * Diferenga estatistica por ANOVA e Tukey; #
Diferenga estatistica por Teste T de Student.

Apesar de alguns genes ndo mostrarem diferenca de expressdo entre o estagio de
cercaria e esquistossdmulo, todos eles apresentam expressdo aumentada em verme adulto em
relagdo a cercdria, indicando que a proteina € importante para o parasita manter-se no
hospedeiro humano. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi clonar esses genes em vetor de

expressao em Escherichia coli, induzir a expressdo das proteinas recombinantes e purifica-las.
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A proteina purificada seria administrada em ratos para a obteng¢do do anticorpo policlonal. O
anticorpo especifico seria usado para analisar o perfil de expressdo e a localizagdo da proteina
nativa no parasita por Western blot e imunolocalizacdo. Quando resultados obtidos
indicassem um interessante candidato vacinal, camundongos seriam imunizados com a
proteina recombinante e seria analisado o perfil da resposta imune e potencial protetor
induzido contra desafio com o parasita.

A seguir estdo as descricdes mais detalhadas de dois genes escolhidos a partir dessa
selecdo, DifeS e Dife9 e a caracterizagdo de um novo gene, a Anexina 2, também
diferencialmente expresso, mas selecionado a partir dos dados de expressdo do microarranjo
analisada por Dillon (2006). Sdo genes interessantes inclusos dentro de familias que chamam

nossa atengao como candidatos vacinais.

4.4 DIFES
4.4.1 Familia Ly6

O gene diferencialmente expresso Dife5 apresenta 30% de identidade com um
importante membro da familia do antigeno 6 de linfocitos (Ly6) em Homo sapiens, a proteina
CD59 humana. A superfamilia Ly6 ¢ composta por proteinas de 15 - 20 kDa que possuem o
dominio UPAR/Ly-6, que estdo associadas a membrana por uma ancora de GPI (glicosil
fosfatidil inositol) e que estdo relacionadas a inibi¢do da formacdo do complexo de ataque a
membrana mediada pelo sistema complemento como a proteina humana CDS59, ou a
transducdo de sinais e maturagdo dos linfocitos, como os antigenos de camundongo Ag E48,
RIG-E e TSA-1.

Em Schistosoma mansoni foram encontrados outros seis membros que possuem
similaridade com os membros da familia Ly-6. Esse achado foi realizado pelo professor Alan
Wilson, da Universidade de York e em colaboragdo, foi iniciado a caracterizagdo da familia.

Os genes foram nomeados de Ly6.1 a Ly6.6, sendo que o gene Dife5 ¢ agora chamado
de Ly6.5 e que o gene Ly6.6 possui duas isorfomas (Ly6.6.1 e Ly6.6.2). Todos os genes
apresentam o dominio UPAR/Ly-6 com excecdo do gene Ly6.3, que apesar de ndo apresentar
o dominio caracteristico da familia, apresenta similaridade com a proteina CD59 de Cannis
familiaris. Os valores dos pesos moleculares e pontos isoelétricos das proteinas e a presenca

de ortélogos também podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos antigenos Ly6 de Schistosoma mansoni.

i Ortilogo
Nomer  Tvumerode  pp g LP.M1 [Organismo]
Acesso? P
essn Identidade (%) ¢
il - Similar to Ly6/neurotoxin-1
Ly6.1 fimp_105230 $.37/14.12 kDa [Qrnithorinmchus anatiris)
36%id

I - Similar to CD5% protein
62 Sp L6630 . $.57/141 kDa la 1o CD9
24%id
) Similar to CD39 antigen
Ly6.3 Smp_166350 ; 2.00/13.2 kDa [Canis familiaris)
27%id

) Similar to CD359 protein
Lyt fimp_0Z1920 AR LG 'l §.64/14.6 kDa [Ornithorinmehus anatins)
28%id
Ly6.s Srp_ 019350 - §.43/14.2 kDa Similar to lvmphocyte antigen 6 complex
AL [Camis familtaris]

30%id

Similar to CD39 protein
Lyb.61 Smp_0£1200.1 . 5.45/12.6 kDa [Gailus gallus]
27%id
o - Similar to CD39 protein
57714,
Lyt.o.2 Smp_ 0819002 ' 8.57/14.1 kDa [(Fallus gailus)

24 %i1d

(a) Nome adotado; (b) Identificagdo do contig no bando de dados GeneDB de Schistosoma mansoni
(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/); (c) Representagdo esquematica da analise das sequéncias
de aminoacidos em busca de peptideo sinal, hélice transmembrana ¢ dominio UPAR/Ly-6 usando
SignalP, TMHMN e SMART, respectivamente. (d) Valores do ponto isoelétrico (pl) e da massa
molecular (P.M) preditos usando o programa Compute pI/Mw. (e) Presenca dos ortologos em
diferentes organismos e a porcentagem de identidade entre eles.

As sequéncias desses antigenos Ly6 de S. mansoni foram alinhadas com as proteinas
CD59 de Homo sapiens, Rattus norvegicus € Mus musculus usando o clustalX, a fim de
mostrar a similaridade entre as sequéncias (Figura 11). Todas as sequéncias com excecdo da
Ly6.3 apresentam o dominio protéico UPAR/Ly6, sendo que nas sequéncias de mamiferos, o
dominio correspondente ¢ um pouco maior. Todas elas possuem um peptideo sinal na por¢ao
N-terminal e somente as sequéncias Ly6.2, Ly6.3, Ly6.4 e Ly6.6 possuem um dominio

transmembrana na por¢do C-terminal. As sequéncias possuem as cisteinas bem conservadas e
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o motivo CCXXXCN que caracteriza os membros da familia Ly6. Quanto aos sitios para a

ancora de GPI, comum a essa familia de proteinas, estes foram encontrados, embora ndo

alinhados com os sitios das sequéncias de mamiferos. As sequéncias, com excecdo de Ly6.1 e

Ly6.5, também apresentam varios sitios de N-glicosilagdo, analisados pelo software

NetNGlyc, além dos sitios de O-B-GlcNAc analisados pelo software YinOYang, com exce¢ao

da Ly6.5 que ndo possui nenhum sitio de glicosilagdo predita. Todas essas caracteristicas

estdo apresentadas na Figura 11 e descritas na respectiva legenda.
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Figura 11. Alinhamento multiplo por ClustalX das seqiiéncias de aminoacidos dos membros da

familia Ly6 de Schistosoma mansoni em relacio aos ortélogos de Homo sapiens, Mus
musculus e Rattus norvegicus. As regides com alta identidade e similaridade entre as
sequéncias estdo apresentadas em colunas pretas e cinzas, de acordo com o algoritmo do
Clustal X. Legenda: i corresponde ao dominio UPAR/Ly6, [] ao peptideo
sinal, {} ao dominio transmembrana, A representa a sequéncia consenso

que caracteriza antigenos da familia Ly6, letras azuis indicam as cisteinas (C), letras
vemelhas representam o sitio da ancora de GPI, letras pretas preenchidas de amarelo
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4.4.2 Analise da expressdo do RNA mensageiro

representam os sitios de N-glicosilagdo ¢ preenchidas de verde os sitios de O-

glicosilagao.

As sequéncias foram analisadas quanto ao nivel de expressdo génica entre os estagios

do parasita a fim de tentar caracterizar os membros e buscar potenciais candidatos vacinais.

A Figura 12 apresenta os valores relativos de “fold change” dos genes Ly6 analisados por RT-

PCR em tempo real entre os estagios do parasita. Pode-se observar que a maioria dos genes

apresenta expressdo aumentada no estagio de esquistossomulos, com excecdo do gene Ly6.3,

que apresenta expressdo mais elevada em ovo e o gene Ly6.4, cuja maior expressdo € em

adulto.
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Figura 12. Analise da expressiao dos genes Ly6.1 a Ly6.6 entre os estagios do parasita. RNA total
desses estagios foram transcritos em cDNA e analisados por RT-PCR em tempo real para
quantificar as diferengas do nivel de expressdo dos genes entre os estagios, usando a
tubulina como gene normalizador. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrio.
Diferenca estatistica por ANOVA e Tukey esta representada por asteriscos.
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4.4.3 Expressdo e purificagdo da proteina rLy6.5 de Escherichia coli e Pichia pastoris

O gene Ly®6.5 foi inicialmente amplificado da biblioteca do transcriptoma e inserido no
vetor de expressdo pAE-6His, com excecdo das porgdes do gene que correspondem ao
peptideo sinal e a porcdo transmembrana. Apds a orientagdo do inserto ser confirmada por
sequenciamento automatico, bactérias da cepa de E.coli BL21 (DE3) foram transformadas
com o plasmideo pAE-Ly6.5 e esta induzida com IPTG. A proteina recombinante rLy6.5 de
13.2 kDa expressa esta representada na Figura 13A.

O clone de E. coli transformado com pAE-Ly6.5 foi cultivado em volumes maiores
(300 ml) de meio de cultura e induzido com IPTG. As bactérias do cultivo foram lisadas no
aparelho French Press e centrifugadas para posterior analise em gel de SDS-PAGE. Como
pode ser visualizada na Figura 13B, a proteina estd sendo expressa e armazenada em
corpusculos de inclusdo. Esses corpusculos foram lavados em diferentes concentragdes de
uréia e a proteina se solubilizou a uma concentracdo de 8 M uréia.

Dessa forma, a proteina foi purificada a partir dos corptisculos solubilizados em uréia
8M. Um volume de 10 mL da solugdo uréia 8M contendo a proteina desnaturada foi aplicada
a uma coluna de Ni-Sepharose e a eluicdo foi feita em 30 mL de um gradiente de
concentragdo com imidazol de 0-500 mM. O cromatograma gerado da purificacdo da proteina
no aparelho AKTA Prime apresenta um pico de absorbincia que corresponde com a elui¢io
da proteina entre 40-80% de imidazol 500 mM (dados ndo mostrados). As amostras
correspondentes ao pico de elui¢do da proteina foram coletadas e analisadas em gel de SDS-
PAGE (Figura 13C). O volume das amostras foi reunido e dialisado em membranas de dialise
de 3 kDa até abaixar a concentracdo da uréia. Nao houve precipitagdo da proteina durante o
renovelamento por didlise. No final, foram recuperados 20 mL da proteina com concentracao
igual a 500 ng/pL.

Em seguida, a proteina purificada foi administrada subcutaneamente em ratas Wistar
para a obtencdo de anticorpos policlonais. Foi utilizado 100 pg da proteina em cada aplicacdo
e o adjuvante Titer Max na primeira inoculagdo. Depois de quatro imunizagdes, o soro foi

coletado e analisado pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), verificando titulos de 1:80.000.

70



A) B) &)

Extrato
Cont. rLy6.5 P.M Total Sob. 1IM 2M 4M 8M P.M. SM 1 2 3 4 5 P.M.
75 4 1 ’s : 116.0
22 50 ﬁ 50 66.2
o 4 37 W 45.0
35.0
. - =
— | 25 25 25.0
20 20
18.4
i 15 : 15 14.4
: .
“ 132 ‘ o - 132 - aaaes 132 kDa

Figura 13. Expressio e purificaciao da proteina rLy6.5 em Escherichia coli. A) Eletroforese em gel
de SDS-PAGE 15% dos extratos totais das cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas
com o vetor pAE vazio (controle) ou o vetor pAE-Ly6.5 e induzidas com IPTG. B)
Fragdes de solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo do lisado da bactéria lavados em
diferentes concentragoes de uréia (1 M, 2 M, 4 M e 8 M). C) Fra¢des de eluicdo obtidas da
cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose da amostra solubilizada em uréia 8
M.

A expressao da proteina recombinante Ly6.5 também foi obtida em Pichia pastoris.
Para isso, foi sintetizado o gene com cddons otimizados para expressao em P. pastoris, o qual
foi clonado no plasmideo pPICZa e este eletroporado na levedura. Clones multicopias foram
selecionados quanto a resisténcia a zeocina e avaliados quanto a expressao da proteina apos a
indugdo com metanol. Somente o sobrenadante dos clones foram avaliados, e entre os
analisados a maioria apresentou a expressdo da proteina recombinante por Western blot
usando o anticorpo anti-Ly6.5 (Figura 14A). O clone que apresentou maior expressdao da
proteina foi selecionado para a obtencdo da mesma em grandes quantidades. Assim, um litro
de meio de cultura foi usado para o crescimento da levedura e o sobrenadante ap6s 72 horas
foi utilizado na purificagdo da proteina por cromatografia de afinidade a Ni-Sepharose. Apos

a elui¢do, as fracdes foram reunidas e dialisadas em tampao fosfato (Figura 14B).
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Figura 14. Expressido e purificacdo da proteina rLy6.5 em Pichia pastoris. A) Western blot do
sobrenadante do cultivo de clones de Pichia pastoris eletroporados com o plasmideo
pPICZa contendo ou ndo o gene otimizado Ly6.5. B) Gel de SDS-PAGE 15% do
sobrenadante do meio de cultura do clone de P. pastoris expressando a proteina rLy6.5 e
das fragdes de eluigdo obtidas da cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose.

4.4.4 Perfil de expressdo da proteina Ly6.5 de S. mansoni nos estdagios do parasita

A expressdo da proteina nativa Ly6.5 foi analisada por Western blot, utilizando
quantidades equivalentes de extratos protéicos de ovo, miracidio, cercaria, esquistossomulo in
vitro de 7 dias e vermes adultos macho e fémea. O soro anti-Ly6.5 gerado reconheceu a
proteina recombinante e as respectivas bandas nos extratos de miracidio, cercaria,
esquistossomulo e vermes adultos macho e fémea, como mostra a Figura 15. A expressao
bastante significativa nos estagios de miracidio e cercaria ¢ maior do que o esperado pelos
resultados de expressdo génica obtidos por RT-PCR em tempo real. Por outro lado, a proteina
Ly6.5 apresentou-se expressa em maior quantidade no estagio de esquistossomulo,
confirmando que o gene seria diferencialmente expresso na transi¢do do estagio de cercaria
para esquistossomulo. Nenhuma expressao foi vista na fragao dos ovos.

O tegumento de vermes adultos e o extrato dos vermes adultos desnudos também
foram analisados por Western blot. O anticorpo anti-Ly6.5 reconhece a proteina Ly6.5
fortemente no extrato dos vermes desnudos e fracamente no tegumento. Estes resultados
indicam que a proteina esta distribuida pelos tecidos internos do parasita, mas também se

apresenta na superficie.
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Incubando os mesmos extratos protéicos com soro pré-imune de rato nas mesmas
proporgdes, ndo houve marcagdo, demonstrando que a marcagdo obtida no experimento
anterior era especifica. Adicionalmente, também foi testado se o soro imune de ratos com
infeccdo cronica reconhecia a proteina recombinante rLy6.5 por Western blot. No entanto,

ndo houve marcagdo alguma quando realizado esse ensaio (dados ndo apresentados).

rLy6.5 O M C S7 M F Teg Des

132kDa | W -”- b —

Figura 15. Perfil de expressido da proteina Ly6.5 de S. mansoni nos estagios do parasita. Western
blot contendo a proteina rLy6.5, extratos protéicos totais de ovo, miracidio, cercaria,
esquistossdmulo in vitro de 7 dia, macho, fémea, tegumento de verme adulto e extrato de
verme adulto desnudo incubados com soro anti-Ly6.5. O anticorpo primario (anti-Ly6.5)
foi usado na propor¢do de 1:10.000 e anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado
com peroxidase) na propor¢ao de 1:5.000. Legenda dos extratos protéicos totais: O: ovo;
M: miracidio; C: cercaria; S7: esquistossomulo in vitro de 7 dias; M: macho; F: fémea;
Teg: tegumento; Des: verme adulto desnudo.

4.4.5 Presen¢a da proteina Ly6.5 no tegumento de vermes adultos por dncora de GPI

A proteina Ly6.5 também foi visualizada por Western blot em fragdes de tegumento
de vermes adultos digeridas com fosfolipase C (piPLC), confirmando a presenga da proteina
no tegumento. Essa enzima digere as ancoras de GPI liberando as proteinas presas a superficie
por essa ancora. A

Figura 16 mostra o Western blot contendo as fragdes dos meios de cultura
concentrados onde os parasitas foram tratados ou ndo com a enzima piPLC. Uma leve banda ¢
observada no meio de cultura onde os parasitas foram incubados com a enzima, confirmando
a presenca da proteina no tegumento por ancora de GPI. As bandas de maior massa molecular
da proteina rLy6.5 observadas na primeira linha do Western blot, possivelmente sdao devidos a

agregacdo das proteinas.
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Figura 16. Analise da ligacido da proteina Ly6.5 no tegumento de vermes adultos por dncora de
GPI apos digestao com piPLC. Western blot contendo as fragdes dos meios de cultura
concentrados onde os vermes adultos foram tratados com piPLC (+) ou ndo tratados (-)
por 1 h a 37°C e a proteina rLy6.5. A membrana foi incubada com o soro anti-Ly6.5. na
propor¢do de 1:10.000 e anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado com
peroxidase) na proporg¢do de 1:5.000.

4.4.6 Perfil de expressdo da proteina Ly6.1 entre os estagios do parasita

Foi caracterizado em colaboracdo com os professores Alan Wilson, da Universidade
de York, e Willian Castro Borges, da Universidade Federal de Ouro Preto, outro membro da
familia Ly6 de S. mansoni, a proteina Ly6.1. A proteina recombinante obtida de Pichia
pastoris ¢ o soro anti-Ly6.1 gerado em rato foram gentilmente cedidos (dados ndo
apresentados).

Dessa forma foi possivel analisar o nivel de expressdo da proteina nos estagios do
parasita. Na Figura 17, pode-se observar uma forte banda do tamanho esperado no estagio de
verme adulto macho, ¢ em menor quantidade em esquistossomulo e verme adulto fémea. A
banda da proteina recombinante apresenta um tamanho pouco maior, possivelmente devido as
glicosilagdes vindas do sistema de expressdo de P. pastoris. No estagio de cercaria, ¢
encontrada uma banda muito fraca, confirmando a expressdo diferencial da proteina na
transicdo de cercaria para esquistossomulo, sendo possivelmente uma proteina importante

para a manutencdo do parasita no hospedeiro definitivo.
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Figura 17. Perfil de expressio da proteina Ly6.1 de S. mansoni nos estagios do parasita. Western
blot contendo a proteina rLy6.1, extratos protéicos totais de ovo, miracidio, cercaria,
esquistossomulo in vitro de 7 dia, vermes adultos macho e fémea incubados com soro
anti-Ly6.1. O anticorpo primario (anti-Ly6.1) foi usado na propor¢do de 1:1.000 e
anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase) na propor¢do de
1:5000. Legenda dos extratos protéicos totais: O: ovo; M: miracidio; C: cercaria; S7:
esquistossomulo in vitro de 7 dias; M: macho; F: fémea.

4.4.7 Andlise das glicosilagbes nas proteinas rLy6.1 e rLy6.5

Como as proteinas rLy6.1 e rLy6.5 obtidas em P. pastoris apresentavam no gel um
tamanho superior ao esperado, indicando ser as glicosilagdes feitas pela levedura. Um gel
contendo essas proteinas foi corado com a solucdo de Schiff que marca aglcares para
certificar da presenga ou ndo das glicoproteinas. E possivel observar que ambas as proteinas
rLy6.1 e rLy6.2 apresentam marcacdo de glicoproteinas, assim como o controle positivo
rSmVal4 (uma proteina de S. mansoni, também obtida em P. pastoris), enquanto que nao
houve marcacdo no controle negativo BSA (Figura 18A). O mesmo gel foi corado em

Comassie blue para certificar da presenca das proteinas (Figura 18B).
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Figura 18. Analise das glicosilacdes nas proteinas rLy6.1 e rLy6.5. A) Gel de SDS-PAGE contendo
10 pg das proteinas rLy6.1, rLy6.5 e rfSmVal4 obtidas de Pichia pastoris ¢ do controle
negativo BSA, corado com reagente de Schiff que marca os agucares. B) Mesmo gel
corado com corante Comassie ap6s coloragdo com o reagente de Schiff.
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Diante do fato que essas proteinas rLy6.1 e rLy6.5 possuem acucares, elas e o extrato
total de verme adulto foram tratados com PNGase F, uma enzima que cliva as N-glicosila¢des
na estrutura das proteinas. Ndo foi observada diferenca no tamanho das proteinas

recombinantes e nativas tratadas com a enzima daquelas nao tratadas (Figura 19A e B).
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Figura 19. Analise das proteinas rLy6.1 e rLy6.5 e os extratos de vermes adultos apds ou sem o
tratamento com a enzima PNGase F. A) Western blot contendo a proteina recombinante
rLy6.1 e o extrato protéico total de verme adulto tratado (+) ou ndo (-) com a enzima
PNGase F que cliva N-glicosilagdes. Membrana incubada com soro anti-Ly6.1 (1:1.000) e
anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase. 1:5000). B) Western
blot contendo a proteina recombinante rLy6.5 e o extrato protéico total de verme adulto
tratado (+) ou ndo (-) com a enzima PNGase. Membrana incubada com soro anti-Ly6.5
(1:10.000) e anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase. 1:5.000).

A ndo alteracdo no tamanho das proteinas tratadas com PNGase pode sugerir a

presenca de O-glicosilagdes que ainda precisam ser investigadas.

4.4.8 Imunolocalizacdo da proteina Ly6.1 e Ly6.5

Cercarias, esquistossomulos in vitro de 3 horas, 7 e 21 dias fixados em
paraformaldeido foram incubados com anticorpos policlonais anti-Ly6.5 e revelados com
anticorpo secundario conjugado com marcador fluorescente Alexa fluor 488 para analise no
microscopio confocal (Figura 20). Algumas amostras também foram incubadas com
rodoamina/faloidina para marcacdo de estruturas musculares internas para demonstrar que o
parasita foi bem permeabilizado. A proteina Ly6.5 foi localizada majoritariamente no
tegumento de esquistossdmulos in vitro de 3h, 7 e 21 dias. Em cercarias, pouca fluorescéncia

foi vista.
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Figura 20. Imunolocalizagdo da proteina Ly6.5 de Schistosoma mansoni em parasitas inteiros.
Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia e suas correspondentes imagens em
contraste diferencial de fase (DIC) de parasitas inteiros fixados em paraformaldeido
(cercarias e esquistossdomulos in vitro de 3 h, 7 e 21 dias) para analise da localizagdo da
proteina Ly6.5. Os parasitas foram permeabilizados e bloqueados em tampao (Tris-NaCl
40 mM, Tween 20 0,1% e soro de coelho 10 %), incubados com soro anti-Ly6.5 (1:200) e
anticorpo secundario (anti-IgG de rato conjugado com o fluorescente Alexa fluor 488) na

proporgdo 1:200.

Secoes de vermes adultos (7 pm) incubados em OCT também foram analisadas e
comparadas com as imagens de sec¢des de vermes adultos incubados com soro anti-Ly6.1,
cedidas pelo professor Alan Wilson (Figura 21). Nesses cortes, a proteina Ly6.5 apresentou-se
em grande quantidade no tegumento e também nos tecidos internos do parasita, enquanto a

proteina Ly6.1 encontra-se majoritariamente na superficie do tegumento de verme adulto.
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Figura 21. Imunolocalizagdo das proteinas Ly6.1 e Ly6.5 em sec¢des de vermes adultos. Imagens
de microscopia confocal de fluorescéncia de se¢cdes de vermes adultos (7 um) incubados
em OCT para analise da localizagdo das proteinas Ly6.1 e Ly6.5. Os parasitas foram
seccionados e fixados em laminas com acetona, bloqueados em tampao (Tris-NaCl 40
mM, Tween 20 0,1% e soro de coelho 10 %), incubados com soro anti-Ly6.5 ou anti-

Ly6.1 (1:200) e anticorpo secundario (anti-IlgG de rato conjugado o fluorescente Alexa
fluor 488) na proporcao 1:200.

4.4.9 Ensaio de inibi¢do de penetragdo das cercarias pela pele

Os anticorpos anti-Ly6.5 também foram utilizados no ensaio de inibi¢do da penetragdo
das cercarias pela pele dos camundongos, uma vez que a proteina Ly6.5 encontra-se no
estagio de cercaria e em maior quantidade no estagio seguinte de esquistossdmulo, como visto
por Western blot. O objetivo foi verificar se a proteina tem alguma importancia para o
desenvolvimento do parasita dentro do hospedeiro. Como visto pela Figura 22, os anticorpos
anti-Ly6.5 conseguiram inibir quase 60% a penetragdo das cercarias. Das cercarias que
penetraram, apenas 58% conseguiram se desenvolver em vermes adultos e serem recuperados
na perfusdo. Esses dados apresentam diferenca estatistica com os controles e foram realizados
duas vezes. Estes experimentos indicam que a proteina estd na superficie, acessivel ao
anticorpo, € que ela ¢ importante para facilitar a penetragdo. A ligagdo dos anticorpos na

superficie também comprometem a viabilidade do parasita dentro do hospedeiro.
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Figura 22. Ensaio de inibicdo da penetracdo das cercarias pela pele. Cercarias foram incubadas
com anti-Ly6.5 por 1h a 37 °C e submetidas a penetragdo na pele dos camundongos. A)
Porcentagem de cercérias inibidas durante a penetragdo em relagdo ao total de 110
cercarias. B) Média dos vermes recuperados apos 45 dias de infecgdo com as cercarias
tratadas. Os resultados sdo apresentados em média + desvio padrao. Legenda: * Diferenca
estatistica entre os grupos.

4.4.10 Morte dos esquistossomulos pelo sistema complemento

Uma vez que a proteina Ly6.5 possui similaridade com a proteina CD59 humana, a
qual inibe o complexo de ataque a membrana (MAC), um ensaio preliminar de morte dos
esquistossomulos pelo sistema complemento foi realizado a fim de observar se esta funcdo
estava ativa. O experimento consistiu da incubagdo de esquistossdmulos in vitro de 3 h com
anti-Ly6.5 por 30 minutos e em seguida com uma fonte de complemento (soro humano).
Ap0ds 24 horas, os esquistossdmulos mortos foram contados e comparados com o controle
(incubado com soro de rato com infec¢do cronica). No entanto, ndo foi obtido um aumento na
morte dos esquistossdmulos incubados com soro anti-Ly6.5 em relagdo ao controle (Figura
23). Esse experimento foi realizado apenas uma vez ¢ ndo foi usado complemento humano

com o fator C4 depletado para evitar a cascata da via classica do complemento.
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Figura 23. Ensaio da morte dos esquistossomulos pelo sistema complemento. Esquistossdmulos de
3 h foram incubados com soro inativado anti-Ly6.5 por 30 min e depois com uma fonte de
complemento (soro humano) ativado ou inativado por 24 h a 37°C. Apds o periodo, os
esqistossomulos foram visualizados no microscopio e contados. Foram utilizados 100
esquistossdmulos por pogo e soro anti-Ly6.5 na proporgéo 1:200.

4.4.11 Reconhecimento das proteinas rLy6.1 e rLy6.5 pelo soro anti-CD59

Soro anti-CD59 policlonal (Abnova) foi utilizado com a finalidade de verficar se este
reconheceria as proteinas rLy6.1 e rLy6.5, uma vez que as proteinas possuem similaridade
com a CD59 humana. No entanto, ndo foi visto nenhuma banda no Western blot (Figura 24).
Foi usado a proteina Sm14 como controle negativo e o lisado de eritrocitos humanos como

controle positivo.
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Figura 24. Western blot das proteinas rLy6.1 e rLy6.5 usando soro anti-CD59. Western blot
contendo as proteinas recombinantes rLy6.1, rLy6.5, rSml14 e o lisado de eritrocitos
humanos (RBC). A membrana foi incubada com soro policlonal anti-CD59 (1:500) e
anticorpo secundario (anti-IgG de mouse conjugado com peroxidase, 1:5.000).

4.4.12 Reconhecimento da proteina CD59 pelos anticorpos anti-Ly6.1 e anti-Ly6.5

Anticorpos anti-Ly6.1 e anti-Ly6.5 também foram analisados com a finalidade de
verificar o reconhecimento da proteina CD59 comercial (Abnova). No entanto, ndo foi visto
nenhuma banda no Western blot (Figura 25). Foi usado o soro de rato com infec¢do cronica
como controle positivo, mas também nao foi observado nenhuma marcagdo no Western blot.

A proteina comercial CD59 foi encontrada para comprar apenas na empresa Abnova e
¢ produzida pelo sistema in vitro de transcricdo em células de trigo. Ela deve estar com uma
estrutura diferente e sem a presenca das glicoproteinas, o que pode dificultar o

reconhecimento dos anticorpos.
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Figura 25. Reconhecimento da proteina CD59 pelos anticorpos anti-Ly6.1 e anti-Ly6.5. Western
blot contendo as proteinas recombinantes CD59 (Abnova), rLy6.1, rLy6.5 de P. pastoris,
rLy6.5 de E. coli. As membranas foram incubadas com soro policlonal anti-Ly6.1
(1:1.000), anti-Ly6.5 (1:10.000), soro de rato com infec¢do cronica (1:1.000) e anticorpo
secundario (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase, 1:5.000).

4.4.13 Ensaio hemolitico

Para finalizar a hipotese de que a proteina Ly6.5 estaria envolvida com a inibi¢do do
sistema complemento, o ensaio hemolitico da via alternativa do sistema complemento foi
realizado. Hemacias de carneiro foram sensibilizadas com as proteinas recombinantes Ly6.1 e
Ly6.5 de P. pastoris ou Ly6.5 de E.coli por 10 minutos em diferentes concentragdes e depois
com a fonte de complemento humano por 1 h. A densidade Optica do sobrenadante foi
medida, comparada quanto ao controle positivo (hemolise total das hemacias com a adi¢do de
4gua) e plotada na Figura 26. E possivel observar pela Figura 26, que nio hd uma diminui¢io

da hemolise, mesmo com o aumento da quantidade de proteina analisada.
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Figura 26. Ensaio hemolitico da via alternativa do sistema complemento. Hemacias de carneiro
foram sensibilizadas com as proteinas recombinantes Ly6.1 e Ly6.5 de P. pastoris ¢ a
Ly6.5 de E.coli por 10 minutos em diferentes concentragdes (0, 2, 5 ¢ 10 pg) e depois com
uma quantidade de complemento humano que lisa em 50% as hemacias, por 1h a 37°C. A
densidade oOptica dos sobrenadantes das reagdes centrifugadas foi medida no
espectofotometro e comparada o controle positivo (hemolise total das hemacias com a
adicdo de agua).

Também foi realizado, uma Unica vez, o ensaio para analisar a via classica do sistema
complemento, no qual, primeiro se sensibiliza as heméacias de coelho com anticorpos anti-
hemolisina, e as proteinas ndo induziram inibicdo do sistema complemento (dados nao
apresentados). No entanto, as proteinas rLy6.1 e rLy6.5 foram analisadas por dicroismo
circular, apresentando estruturas randomicas (dados ndo apresentados), o que dificulta a
interpretacdo dos ensaios biologicos. Esses resultados sugerem em conjunto com os demais
ensaios descritos anteriormente, que as proteinas Ly6.1 e Ly6.5 ndo possuem a funcdo de

inibir o sistema complemento.

4.4.14 Imunizagdo com a proteina recombinante rLy6.5

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com a proteina rLy6.5 usando CFA como
adjuvante em 3 doses com 15 dias de intervalo e estes desafiados apds 21 dias com 100
cercarias, conforme o regime de imunizag¢do descrito na metodologia. Foram investigadas as
respostas imunes humoral e celular induzidas nos camundongos contra a proteina apos o

desafio com cercarias infectantes.
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4.4.15 Imunizagdo com a proteina rLy6.5

4.4.15.1 Resposta imune humoral induzida

A concentragdo de anticorpos anti-Ly6.5 nos grupos imunizados com a proteina
rLy6.5 e no controle (imunizado com salina e adjuvante) foram determinadas por ELISA.
Ap0s a terceira imunizacdo, o nivel de anticorpos anti-Ly6.5 aumentou bastante, continuando

a se elevar apos o desafio, chegando a 15 ug/mL (Figura 27).

—B Anti- Ly6.5
—@— CFA

Concentragio (Mg/ mL)

Tempo (dias)

Tl)es afio T Perfusiio

t

Figura 27. Analise da concentragﬁ’o de Ié'(ii“ vesr anti-Ly6.5 durante o regime de imunizacio e
desafio dos animais. Os soros dos animais foram agrupados em “pool” e a concentragdo
foi determinada pela curva de IgG recombinante. CFA é o soro dos animais imunizados
com salina e adjuvante de Freund.

Os niveis de IgG1 e IgG2a também foram analisados a fim de determinar o tipo de
resposta imune que a imunizagdo com a proteina estd gerando. A Tabela 3 apresenta as
concentragdes de IgG1 e IgG2a nas trés sangrias entre os grupos imunizados e controle. A

resposta imune tem um perfil fortemente Th2 e apds o desafio, o carater Th2 se reduz.

Tabela 3 - Andlise da producio de IgG1 e IgG2a anti-Ly6.5 antes e apés o desafio.

Tempo IgG1 (ug/mL) IgG2a (ug/mL) I C?leﬁaoGz
(dias) g guza
rLy6.5 Controle rLy6.5 Controle rLy6.5
29 0,813 0,028 0,133 0,015 6,09
44 15,046 0,038 0,211 0,031 70,99
89 16,030 0,057 1,993 0,025 8,04

(29) representa o soro coletado antes da 3* imunizagdo; (44) o soro coletado antes do desafio e (89) o
soro antes da perfusio.
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4.4.15.2 Resposta imune celular

Os bacos dos animais imunizados e desafiados foram retirados durante a perfusdo e
submetidos aos ensaios de resposta celular ELISPOT e ELISA de sobrenadante das culturas
dos esplendcitos. Pelo ensaio de ELISPOT foi possivel observar uma média de 40 “spots” a
cada 10° células para IFN-y (Figura 28A) e nenhum “spot” para células secretoras de IL-5. No
entanto, uma quantidade de aproximadamente 30 pg/mL de IL-5 foi obtido do sobrenadante
dos esplendcitos em cultura estimulados com rLy6.5 (Figura 28B), indicando um padrdo Thl

ou misto Th1/Th2 de resposta imune.
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Figura 28. Anailise da resposta imune celular para IFN-y por ELISPOT e IL-5 por ELISA.
Controle é o “pool” das células do bago dos animais imunizados com salina e adjuvante de
Freund em relagdo ao imunizado (rLy6.5 + adjuvante de Freund). Os grupos foram
estimulados com a proteina recombinante rLy6.5 e os seus valores foram subtraidos das
células que ndo foram estimuladas.

4.4.15.3 Protecdo

Os animais seguiram o regime de trés imunizagdes a cada 15 dias com a proteina
rLy6.5, usando CFA como adjuvante, desafiados com 110 cercérias e perfundidos apds 45
dias. O numero de vermes recuperados por animal esta representado na Figura 29 para trés
experimentos, sendo o segundo realizado pelo grupo do Dr. Sérgio Costa Oliveira da
Universidade Federal de Minas Gerais. A proteina apresentou uma redugdo de 7-20%, mas

sem diferenca estatistica.
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Figura 29. Grafico de dispersdo do nimero de vermes recuperados em camundongos C57BL/6
imunizados com a proteina recombinante rLy6.5 ou a vacina de DNA pTG-Ly6.5.
CFA: grupo de camundongos imunizados com salina e adjuvante. pTG: grupo de animais
imunizados com o vetor pTARGET vazio. (—) média do nimero de vermes recuperados
em cada grupo.

A proteina Ly6.5 também foi avaliada na forma de vacina de DNA pelo pos-doc
Leonardo Paiva Farias durante o seu doutorado. Foram realizadas duas imunizac¢des com 50
pg do vetor pTARGET expressando a proteina Ly6.5 e desafio com 100 cercérias, gerando
protecdo de 20% com diferenca estatistica, usando o teste T de student. O perfil da resposta
imune obtido foi Th1, apresentando elevado nimero de spots de IFN-y e reduzidos anticorpos

especificos (dados nio apresentados).

4.5 DIFE9 (SmVal7)
4.5.1 Caracterizacdo

A sequéncia de aminoacidos do gene Dife 9 apresenta peptideo sinal e dominio SCP
(Sperm coating protein) que inclui subfamilias Tpx-1, Ag5, PR-1 e Sc7 quando analisada
pelos programas Signal P e SMART, respectivamente (Figura 30). A fungdo bioldgica dos
membros dessa familia ainda ndo esta bem caracterizada. A proteina apresenta 34% de
identidade com o Antigeno 5 (venom allergen 5) de vespa ¢ 25% de identidade com o
candidato vacinal NaASP-2 (da subfamilia PR-1) de Necator americanus. O gene estd entre
os 12 membros da familia SCP de Schistosoma mansoni que possui peptideo sinal e foi

nomeado de SmVal7 (Venon allergen-like) no trabalho de Chalmers et al. (2008). Alguns
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desses membros estdo sendo pesquisados em nosso laboratdrio pelo pdés-doc Leonardo Paiva
Farias para caracterizar melhor esta familia, incluindo a investigagdo de potenciais reacdes
alergénicas provocadas por esses antigenos. Ele tem visto que alguns deles tém a fungédo de
recrutar eosinofilos e macrofagos no pulmao de camundongos sensibilizados e desafiados

com a proteina.
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Figura 30. Caracterizacao do gene Dife9 (SmVal7). A) Representacdo esquematica do dominio
protéico SCP e do peptideo sinal. B) Seqiiéncia de cDNA do gene SmVal7 e de seus
correspondentes aminoacidos. Legenda: (FMSMM@E) corresponde a porgdo de peptideo
sinal da proteina; (RES@E) corresponde ao dominio protéico SCP (“Sperm coating
protein”) e (Letras minusculas em negrito) corresponde a seqiiéncia nucleotidica clonada
no vetor.

4.5.2 Expressdo e purificagdo da vrSmVal7

O gene SmVal7 foi clonado no plasmideo pAE-6His. Bactérias da cepa BL21 (SI)
foram transformadas com o vetor pAE-SmVal7 e induzidas com NaCl. Os extratos totais da
bactéria antes e apds a indugdo foram analisados em gel de SDS-PAGE, como mostra a

Figura 31A. A expressdo da proteina recombinante rSmVal7 apresentou um pouco de escape
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de expressdo antes da indug¢@o, quando comparado ao controle (bactéria transformada com
pAE-6His vazio e induzida sob as mesmas condigdes).

Para a purificacdo da proteina, o clone foi expandido em 300 mL de cultivo. Apods a
lise das células no French Press, os corptsculos de inclusdo foram lavados com diferentes
concentragdes de uréia e por Ultimo com guanidina 6 M. Como mostra a Figura 31B, a
proteina encontra-se em pequena quantidade na forma soltivel (sobrenadante), sendo
solubilizada um pouco em uréia 8M e majoritariamente em guanidina 6 M.

A proteina solubilizada em 10 mL de guanidina 6 M foi purificada por cromatografia
de afinidade em coluna de Ni-sepharose. A eluicdo foi feita em gradiente de concentracdo até
500 mM de imidazol e o pico de absorbancia correspondente a eluicdo da proteina esta entre
50-70 % de imidazol 500 mM (dados ndo apresentados). As fragdes recuperadas na elui¢cdo
foram analisadas em gel de SDS-PAGE (Figura 31C). As fragdes de eluigdo que continham a
proteina foram reunidas em uma membrana de didlise de 3 kDa para o renovelamento da
proteina de forma lenta, ou seja, diluindo a concentracdo da guanidina. No entanto, a proteina
precipitou durante a didlise, mesmo na presenca de glicerol 3% e DTT 2,5 mM (usado para
diminuir a formacao de pontes de sulfeto).

A proteina rSmVal7 purificada e precipitada foi administrada em ratas com diferentes
formulagdes de adjuvante (Adjuvante de Freund ou AlI(OH);) para a obtengdo dos anticorpos
policlonais. O titulo dos anticorpos anti-SmVal7 nos soros dessas ratas apresentou-se muito

baixo, de 1:80 (dados ndo apresentados).
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Figura 31. Expressao e purificacio da proteina rSmVal 7 em Escherichia coli. A) Eletroforese em
gel de SDS-PAGE 15% do extrato total da cepa de E. coli BL21 (SI) transformada com
pAE-SmVal7, antes (-) e apds (+) a indugdo com IPTG. O controle ¢ a cepa de E. coli
transformada com o vetor pAE vazio e induzida com IPTG. B) Gel de SDS-PAGE 15%
do extrato total, sobrenadante e das fragdes de solubiliza¢do dos corptisculos de incluséo
do lisado da cepa de E. coli BL21 (SI), transformada com pAE-SmVal7. Os corpusculos
foram lavados em diferentes concentracdes de uréia (1 M, 2 M e 8 M) e em guanidina
6M. C) Gel de SDS-PAGE 15% das fracdes de eluicdo obtidas da cromatografia de
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afinidade em coluna de Ni-Sepharose dos corpusculos de inclusdo contendo a rfSmVal7 e
solubilizados em guanidina 6 M.

Na tentativa de conseguir a proteina recombinante na forma soluvel, o gene SmVal7
com codons otimizados para expressdo em Pichia pastoris foi adquirido, clonado em pPICZa
e eletroporado na levedura. Varios clones foram analisados quanto a expressdo da proteina
recombinante rSmVal7 por Western blot, tanto o sobrenandante da cultura quanto o
precipitado de levedura, usando anti-His. No entanto, ndo foi visto nenhum clone de levedura

expressando a proteina (dados ndo apresentados).

4.5.3 Andlise do perfil de expressdo da proteina SmVal7

Mesmo com o titulo baixo, o soro anti-SmVal7 reconheceu a proteina recombinante e
a proteina nativa no extrato total de ovo (massa molecular predita de 22.6 kDa) (Figura 32).
Um ponto de marcacdo também foi encontrado no extrato total de miracidio, ainda ndo
definido se especifico.

A proteina ndo foi encontrada nos extratos protéicos de esquistossomulos in vitro de 7
dias como se esperava, uma vez que o gene ¢ diferencialmente expresso nesse estdgio, como
visto por microarray (DILLON et al., 2006) e RT-PCR em tempo real (FARIAS et al., 2010) e
que a proteina foi imunolocalizada no tegumento de esquistossomulos inteiros (dados
apresentados a seguir).

Nenhuma marcagdo foi encontrada testando o Western blot dos diferentes extratos

protéicos com soro de rato pré-imune e soro de rato com infec¢do cronica (dados ndo

apresentados).
rval7 o M C S7 A
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Figura 32. Perfil de expressdo da proteina SmVal 7 nos estigios do parasita. Western blot
contendo a proteina recombinante rSmVal7, extratos protéicos totais de ovo, miracidio,
cercaria, esquistossomulo in vitro de 7 dias e verme adulto incubado com soro anti-
SmVal7. O anticorpo primario (anti-Val7) foi usado na propor¢do de 1:200 e o anticorpo
secundario (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase) na proporc¢ao de 1:5000. Legenda
dos extratos protéicos totais: O: ovo; M: Miracidio; C: cercaria; S7: Esquistossomulo in
vitro de 7 dias; A: verme adulto.
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Devido ao titulo de anticorpos baixo, outra estratégia de imunizagdo foi utilizada,
camundongos foram imunizados com rSmVal7 e adjuvante Titermax (Sigma) na primeira
dose, e somente a proteina nas outras duas doses com intervalo de 15 dias cada. Dessa forma,
foram alcancados titulos superiores de anticorpos anti-SmVal7, em torno de 1:15.000, e foi
refeito novamente o Western blot analisando o perfil de expressdo da proteina ao longo dos
estagios do parasita (Figura 33). Bandas com tamanho ndo esperado aparecem nos estagios de
ovo e miracidio, possivelmente reatividade cruzada com a SmVal9 (Leonardo Paiva Farias,
comunicagio pessoal)!. Outras bandas com tamanho ainda maior aparecem em

esquistossomulos e vermes adultos, o que poderia ser agregacdo da SmVal7.
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Figura 33. Perfil de expressio da proteina SmVal7 nos estigios do parasita. Western blot
contendo extratos protéicos totais de ovo, miracidio, cercaria, esquistossomulo in vitro de
7 dias, verme adulto, macho, fémea e a proteina recombinante rSmVal7 incubado com
soro anti-SmVal7. O anticorpo primario (anti-SmVal7) foi usado na proporgao de 1:3.000
e o anticorpo secundario (anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase e
adsorvido) na proporcdo de 1:3.000. Legenda dos extratos protéicos totais: O: ovo; M:
miracidio; C: cercaria; S7: esquistossomulo in vitro de 7 dias; A: verme adulto; M: macho;
F: fémea e Teg: tegumento.

Uma vez que a proteina possui peptideo sinal e poderia estar sendo secretada, extrato
protéico das proteinas secretadas no meio de cultura dos esquistossomulos de 3 h foi obtido e
analisado por Western blot. No entanto nenhuma marcagdo foi encontrada. A fracdo de
vOmitos de vermes adultos em meio de cultura por algumas horas foi analisada e também nao

foi encontrada marcagdo (dados ndo apresentados).

4.5.4 Imunolocalizacdo da proteina SmVal7

Seccdes de vermes adultos (7 wm) incubados em OCT, ovos, miracidios, cercarias e

esquistossomulos in vitro de 3 h, 7 e 21 dias fixados em paraformaldeido foram avaliados
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para tentar imunolocalizar essa proteina com fun¢do desconhecida. Como esperado pelos
resultados do Western blot, o ovo ficou marcado na casca e internamente, na regido onde fica
o miracidio. Analisando o miracidio, a proteina estd presente na sua superficie. E
surpreendentemente, a proteina encontra-se no tegumento dos esquistossdmulos, indicando
ser uma proteina exposta e possivel candidato vacinal (Figura 34). Quando cercérias e cortes
de vermes adultos foram analisados, apenas fluorescéncia inespecifica foi observada quando
incubadas com soro anti-SmVal7 ou soro de rato pré-imune (dados ndo apresentados).
Imunolocalizagdo usando o soro anti-SmVal7 gerado recentemente, o qual apresenta titulos

maiores de anticorpos, ndo foi realizada.
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Figura 34. Imunolocalizacdo da proteina SmVal7 em estagios do parasita. Imagens de
microscopia confocal de fluorescéncia e suas correspondentes imagens em contraste
diferencial de fase (DIC) de cortes transversais de ovos e de parasitas inteiros fixados
em paraformaldeido (miracidios e esquistossomulos in vitro de 3 horas, 7 e 21 dias). O
anticorpo primario (anti-Val7) foi utilizado na propor¢do 1:40 e o secundario (anti-IgG
rat Alexa fluor 488) 1:200, com adigdo de foloidina/rodoamina em todos os estagios
analisados, com exce¢do do ovo.
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4.5.5 Ensaios de hibridizacdo in situ

Na tentativa de esclarecer a localizacdo da proteina SmVal7 e evitar ensaios que
possam sugerir reatividade cruzada, o doutorando Henrique Krambeck Roffato em
colaborag@o com o Prof. Alan Wilson, da Universidade de York, realizou os experimentos de
hibridizacdo in situ para investigar a localizacdio do RNAm do gene SmVal7 em cercaria,
esquistossomulo de 10 dias e verme adulto, e assim tentar sugerir uma possivel localiza¢do ou
fungdo da proteina SmVal7. E possivel observar pela Figura 35, que os transcritos do gene
SmVal7 estdo localizados em aglomerados de células na regido da glandula esofagica de
cercarias e esquistossomulos, e nas glandulas esofagicas propriamente ditas de vermes adultos

macho e fémea, fazendo desse gene um importante alvo vacinal.
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Figura 35. Hibridizacio in situ de parasitas inteiros mostrando a expressio do gene SmVal7 nas
glandulas esofagicas. Cercarias, esquistossomulos in vitro de 10 dias e vermes adultos
macho e fémea foram hibridizados com a sonda fluorescente para o gene SmVal7 e o gene
Chorion como controle. A) Cercdria mostrando o transcrito na regido da glandula
esofagica. B) Cercaria hibridizada com o controle negativo. C) Esquistossdomulo
mostrando o transcrito na regido da glandula esofagica. D) Controle negativo em
esquistossomulo. E) Casal de macho e fémea mostrando a marcacdo na glandula esofagica
do macho. F) Marcagdo do transcrito na glandula esofagica da fémea. G) Aumento maior
da extremidade anterior da fémea, mostrando a ventrosa oral, o es6fago e a marcagdo nas
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glandulas esofagicas. H) Controle negativo em verme adulto fémea. Legenda: vo (ventosa
oral), vv (ventosa ventral), es (es6fago), ges (glandulas esofagicas).

4.5.6 Imuniza¢do com a proteina recombinante rSmVal7
4.5.6.1 Resposta imune humoral

A producdo de IgG total anti-SmVal7 foi quantificada por ELISA nas quatro sangrias
realizadas durante o experimento de imunizagdo e desafio do grupo de camundongos
vimunizado com a proteina rSmVal7 e do grupo controle (imunizado com salina e adjuvante
de Freund). A proteina apresentou-se pouco imunogénica, como visto anteriormente quando
administrada em rato. O nivel de IgG total atingiu concentragdes de aproximadamente 280
ng/mL até o final do experimento (Figura 36). Devido as baixas concentra¢des de anticorpos,

a concentracao e a razdo IgG1 e IgGG2a ndo foram analisadas.
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Figura 36. Analise da concentracio de IgG total anti-SmVal7 durante o regime de imunizacio e
desafio dos animais. Os soros dos animais foram agrupados em “pool” e a concentragdo
foi determinada pela curva de IgG recombinante. CFA ¢é o soro dos animais imunizados
com salina e adjuvante de Freund.

4.5.6.2 Resposta imune celular
Os esplendcitos dos animais imunizados e desafiados foram mantidos por 12 h na
placa de ELISPOT e a secre¢do das citocinas IFN-y e IL-5 foram analisadas através da

contagem de “spots”. Como visto nas Figura 37A e B, a quantidade ¢ comparavel para as duas

citocinas, sendo o niumero de “spots” para IL-5 um pouco mais elevado.
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Figura 37. Andlise da resposta imune celular por ELISPOT da cultura de esplenécitos de
camundongos imunizados com rSmVal7. A) Analise da resposta imune celular de IFN-y
por ELISPOT. B) Andlise da resposta imune celular de IL-5 por ELISPOT. Controle ¢ o
“pool” das células do bago dos animais que receberam salina e adjuvante de Freund.
Imunizado ¢ o “pool” de células dos animais que receberam rSmVal7 e adjuvante. As
células foram estimuladas com a proteina rfSmVal7 e os seus valores foram subtraidos das
células que ndo foram estimuladas.

4.5.6.3 Imunizag@o com a proteina rSmVal7

O potencial protetor do antigeno rSmVal7 foi avaliado em dois experimentos. No
entanto, ndo houve redu¢do da carga parasitaria nos camundongos imunizados com a proteina
recombinante em 3 doses na presenga de CFA, apos o desafio com 100 cercarias e

perfundidos apo6s 45 dias (Figura 38).
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Figura 38. Grafico de dispersdo do nimero de vermes recuperados em camundongos C57BL/6
imunizados com a proteina recombinante rSmVal7. CFA: grupo de camundongos
imunizados com salina e adjuvante; (—) média do numero de vermes recuperados em cada
grupo.
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4.6. ANEXINA

4.6.1 Caracteriza¢do de uma nova Anexina de Schistosoma mansoni

Além dos genes diferencialmente expressos escolhidos pelo numero de transcritos
aumentado em esquistossomulo quando comparado a cercaria, outro gene foi escolhido para
ser estudado, usando os dados de microarranjo de Dillon et al. (2006) como técnica para
determinar a expressdo diferencial. Foi selecionada uma nova anexina de Schistosoma
mansoni que também ¢ diferencialmente expressa no estagio de esquistossomulo. O gene
Anexina (SmAE 612391.1) ndo esta entre os 402 genes diferencialmente expressos (Figura 9),
porque foi obtido através da montagem de seis transcritos vindos de bibliotecas de cDNA de
vermes adultos e apenas trés de esquistossomulos, enquanto nenhum de cercarias.

A sequéncia de aminoacidos da Anexina apresenta quatro dominios repetitivos ANX
(anexina) e uma regido N-terminal variavel que confere propriedades especificas para cada
anexina. A Anexina ¢ uma proteina de superficie de membrana, da classe das proteinas que se
ligam a fosfolipideos na presenga de célcio. Esta familia de proteinas tem uma variedade de
subclasses encontradas em diferentes organismos e tem uma ampla diversidade funcional.
Pode estar envolvida nos processos de estabilizacdo da membrana, na regulagdo membrana-
citoesqueleto, em atividades anticoagulantes, antinflamatdrias ou fibrinoliticas, acreditando-se
ter um papel importante na sobrevivéncia do parasita no hospedeiro (GERKE; MOSS, 2002;
ZHANG et al., 2007).

A proteina foi encontrada no tegumento do parasita por proteoma, associada a
membrana plasmatica e ¢ uma das proteinas mais abundantes expostas na superficie do
parasita (BRASCHI; WILSON, 2006; VAN BALKOM et al., 2005), similar a localizagdo das
proteinas Sm29 e TSP-2 que conferiram prote¢ao de 50-60%. Ela também possui similaridade
com um candidato vacinal de Taenia solium, uma anexina de Cysticercus cellulosae (fase
larval de Taenia solium) (HONGLI et al., 2002).

A sequéncia de aminoacidos da nova Anexina foi nomeada de Anexina 2 e alinhada
com anexinas de outros organismos (Figura 39) para a visualizagdo da similaridade entre elas
quanto aos dominios e sitios de ligacdo ao calcio. A Anexina 2 possui um sitio de ligacdo ao
calcio tipo II (caracterizado pelo motivo “MK/RG/RXGT (38 residues) D/E) e tipo III
(motivo GXGTDE) nos dominios 1 e 4 (diferenciados por letras vermelhas e verdes). No
entanto, no dominio 1, o sitio de ligagdo ao célcio tipo II apresenta algumas modificagdes
como perda do aminoacido Gli e um intervalo de 42 residuos. Nos dominios 2 ¢ 3 ndo foi

encontrado nenhum sitio de ligagdo a calcio.
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A perda dos sitios de ligacdo ao célcio também foi identificada no ortdlogo de S.
Jjaponicum (dominio 2 e 3), na anexina humana A2 (dominio 1), na anexina de Arabidopsis
ANXAtl (dominios 2 e 3) e na anexina de M. sebastis (dominio 3). As anexinas de S.
mansoni ¢ S. bovis apresentaram sitios em todos os dominios. Um motivo KGD tem
substituido a perda dos sitios de ligagdo ao calcio, como discute Morgan et al. (2004). Esse
motivo foi encontrado no dominio 3 da Anexina 2 de S. mansoni e seu ortélogo em S.
Jjaponicum.

Outra caracteristica obtida pelo alinhamento foi o sitio de ligacdo a actina
caracterizado pelo motivo C-terminal LLYLCGGDD presente exclusivamente em anexinas de
animais e o motivo IRI presente em anexinas de plantas e animais (MORTIMER et al., 2008).

A anexina humana A2 apresenta os dois motivos e a Anexina 2 de S. mansoni e seu ortdlogo

em S. japonicum contém somente o motivo [RI.
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Figura 39. Alinhamento multiplo por ClustalX da seqiiéncia completa de aminoacidos da

Anexina 2 de Schistosoma mansoni (FJ860253) em relaciao as anexinas humanas A2
(P07355.2) and A13 (P27216.2), os ortologos de Schistosoma japonicum
(AAW24721), Schistosoma bovis (ACC78610.1), Schistosoma mansoni (AAC79802),
Microcotyle sebastis (ACD93001), Taenia solium (AF147955 1) and Arabidopsis
(NP_174810.1). As regides com alta identidade e similaridade entre as sequéncias de
anexina estdo apresentadas em colunas pretas e cinzas, de acordo com o algoritmo do
Clustal X. Legenda: os quarto dominios repetitivos de ANX estdo delimitados pelas
caixas; a seqiiéncia de aminoacidos que representa o sitio de ligagdo a calcio tipo II esta
representada em letras vermelhas; a seqiiéncia de aminodcidos que representa o sitio de
ligacdo a calcio tipo III esta representada em letras verdes e vermelhas; a seqiiéncia de
aminoacidos que representa o motivo de ligagdo a actina estd representada por letras
pretas preenchida por amarelo.
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4.6.2 Estratégia de clonagem e expressdo da Anexina 2

O gene inteiro da Anexina 2 foi clonado no vetor pAE-6His e as cepas de E. coli B121
(SI) e (DE3) foram transformadas com estes plasmideos. No entanto, a proteina recombinante
rAnexina2 foi expressa em pequenas quantidades, detectaveis apenas por Western blot usando
anti-His tag (dados ndo apresentados). Devido aos baixos niveis de expressdo, a purificacdo
da proteina recombinante completa ndo foi possivel. Sendo assim, fragmentos da proteina
foram construidos da seguinte forma:

* Anel-II: a regido N-terminal que da func¢do a proteina e os dominios 1 e 2;

* Anell-III: os dominios 2 € 3;

» Anelll-IV: os dominios 3 € 4;

» Anel-II-III: os dominios 1, 2 e 3.

No entanto, somente as construgoes Anel-II (Figura 40A) e Anell-III (Figura 40B)
mostraram significantes niveis de expressao ap6s a inducdo com NaCl.

A) B)
Anel-II Anell-IIT

Inducio du ao
—
Cont. () (+) P.M Cont. (-) * PM

97.0

66.0

450

! . 300
..

144

Nome Dominios P.M. pI
1111

Anexina total ﬁO—@—O—O 40.2 kDa 7.34
Anel-II —:@-Z@ 19.7kDa 7.34

111
AnellI-III tj@—f@ 20.0 kDa 7.27

Figura 40. Expressiao dos fragmentos de Anexina 2. A) Tabela contendo a nomenclatura e descrigdo
dos fragmentos da proteina. B) Gel de SDS-PAGE (15%) dos extratos celulares de E. coli
BL21 (SI) transformada com pAE-Anel-II antes (-) e depois (+) da indugdo com NaCl. C)
Gel de SDS-PAGE (15%) dos extratos celulares de E. coli BL21 (SI) transformada com
PAE-Anell-1II antes (-) e depois (+) da indugdo com NaCl. Controle ¢ o extrato celular de
E. coli transformada com vetor pAE vazio.

4.6.3 Purificagdo da proteina recombinante rAnel-I1

Os clones expressando as proteinas recombinantes rAnel-Il e rAnell-III foram
expandidos em volumes maiores de meio de cultura e este lisado no French press para separar
nas fracdes de sobrenadante e corpusculos de inclusdo. As proteinas encontraram-se

majoritariamente nos corpusculos de inclusdo e foram solubilizadas em 8M uréia. A Figura 41
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mostra as fragcdes de extrato total e sobrenadante da Anel-II. A Anell-1II mostrou o mesmo
perfil entre as lavagens e solubilizagdo em 8 M uréia (dados ndo apresentados).

A proteina Anel-II solubilizada em 8 M uréia foi renaturada em tampdo de
renovelamento por gotejamento a 4 °C. Esse tampao foi filtrado e transferido para a coluna de
Ni-Sepharose, onde foi realizada a cromatografia de afinidade. A proteina foi eluida em
gradiente de imidazol até 500 mM em um volume de 30 mL. A Figura 41 apresenta as fragdes
obtidas durante a eluigdo, mostra a proteina apds o renovelamento e a filtracdo; o “flow
through” e a solugdo denaturante de 8 M uréia injetada na coluna no final da cromatografia
para verificar se a proteina precipitava. Conforme o gel da figura, pode-se notar que a proteina
foi recuperada durante a cromatografia e ndo houve perda da proteina durante as etapas de
purificacdo. No entanto, quando as fragdes foram reunidas e submetidas a dialise em PBS (pH
7.4), ocorreu uma substancial precipitagdo da proteina. A concentracdo da proteina apds a
purificagdo foi de aproximadamente 800 ng/uL. A proteina rAnell-III foi purificada sob
condi¢des desnaturantes (8 M uréia) por cromatografia de afinidade e as fracdes da eluicdo
foram reunidas e submetidas ao renovelamento por didlise lenta. No entanto, também houve
precipitacdo da proteina e a concentracao final foi de aproximadamente 500 ng/pL (dados nao
mostrados). Anticorpos policlonais foram obtidos com a imunizag@o de ratas com as proteinas
rAnel-II e rAnell-IIl e os adjuvantes de Freund ou Titermax. Os titulos dos dois anticorpos

chegaram a 1:80.000.

Extrato Sol.

Total Sob. 8M Renov. FT 1 2 3 4 5 6 7 8 Denat. P.M.
97.0
66.0
45.0

-E 30.0

N KN BN N e sl 20.1
n!! 14.4

Figura 41. Gel de SDS-PAGE (15%) contendo as fra¢des da purificacio da proteina rAnel-I1
por cromatografia de afinidade. Legenda: 8 M: solubilizagdo dos corpusculos de
inclusdo em 8 M uréia; Renov: solugdo contendo a proteina rAnel-II renovelada e filtrada;
FT: flow-through; Linhas 1-8: fracdes de elui¢do; Sol. Denat: solucdo desnaturante 8M
uréia.

19.7 kDa
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4.6.4 Perfil da expressdo do mRNA e da proteina Anexina 2

A diferenga de expressio do gene Anexina 2 entre os estagios de cercéria,
esquistossomulo e verme adulto foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Os resultados da
Figura 42A confirmam que o nivel de expressio do mRNA ¢ elevado no estagio de
esquistossomulo quando comparado ao de cercaria, sugerindo que o gene tem uma
importancia na transicdo da cercaria de vida livre para o estdgio de parasitismo do
esquistossomulo. Essa elevada expressdo ¢ mantida no estagio de verme adulto quando
comparado a cercéria. A expressdo tem uma aparente diminui¢do no estagio de verme adulto,
mas sem diferenga estatistica significativa.

Quando os extratos protéicos de ovos, miracidios, cercarias, esquistossomulos e
vermes adultos foram analisados por Western blot usando anti-Anel-II, a proteina mostrou-se
ser expressa em todos os estagios do parasita. No entanto, menores niveis de expressao foram
observados em ovos e miracidios, alguma expressdo em cercarias e esquistossomulos, e altos
niveis em vermes adultos. Quando o tegumento de vermes adultos e o corpo dos vermes
adultos desnudos foram isolados pelo método de congelamento/descongelamento para
também serem analisados por Western blot, a proteina pareceu ser mais abundante no
tegumento de vermes adultos do que nos vermes desnudos (Figura 42B).

Quando o tegumento foi separado em fragcdes contendo proteinas soliveis do sincicio
(sobrenadante) e proteinas de membrana (precipitado) e analisadas por Western blot usando
anti-Anel-II, a proteina Anexina 2 foi encontrada principalmente no precipitado, indicando
que a proteina esta ligada ou associada a membrana plasmatica. Quando os vermes adultos
foram incubados com 10 mM Ca'?, a fragio das membranas de superficie (precipitado) parece
estar enriquecido pela proteina, indicando que a proteina tem a capacidade de ligar-se a
membrana aumentada na presenca de célcio. Adicionalmente, na presenca de 10 mM de
EDTA/EGTA, a proteina Anexina 2 mostrou um efeito oposto, estando presente em
quantidades similares na fragdo soluvel (sincicio) e insoluvel (membranas) (Figura 42C).
Essas propriedades sdo melhores observaveis por densitometria Optica das bandas (Grafico da

Figura 42C).
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Figura 42. Perfil da expressio do mRNA e da proteina Anexina 2. A) Analise da expressdo do
gene Anexina 2 nos estagios de cercaria, esquistossomulo e verme adulto. RNA total
desses estagios foram transcritos em cDNA e analisados por RT-PCR em tempo real para
quantificar as diferengas do nivel de expressdo dos genes entre os estagios, usando a
actina como gene normalizador. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo; *
Diferencga estatistica por ANOVA e Tukey. B) Western blot das fragdes do tegumento de
vermes adultos incubados com meio RPMI, RPMI + 10 mM CaCl, ¢ RPMI + 10 mM
EDTA/EGTA. C) Quantificagdo das bandas por densitometria Optica. Legenda: S:
sobrenadante e P: precipitado da centrifugacao (100xg) do tegumento, respectivamente.

4.6.5 Imunolocalizacdo da proteina Anexina 2

Experimentos de imunolocalizagdo demonstraram que a proteina Anexina 2 estd
exclusivamente localizada nos tegumentos de esquistossdmulos de 3 h, 7 e 21 dias e vermes
adultos machos de Schistosoma mansoni (Figura 43). A proteina também foi encontrada na
superficie de fémeas (dados ndo apresentados). A proteina parece altamente expressa nos
tegumentos desses estagios do parasita e ausente nos tecidos internos do corpo do parasita. No

estagio de cercaria, um baixo sinal foi observado.
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Figura 43. Imunolocaliza¢io da proteina Anexina 2 em estigios do parasita. Imagens de
microscopia confocal de fluorescéncia e suas correspondentes imagens em contraste
diferencial de fase (DIC) de cortes transversais de vermes adultos emblocados em OCT e
de parasitas inteiros fixados em paraformaldeido (cercérias e esquistossomulos in vitro de
3 horas, 7 e 21 dias) incubados com anticorpos policlonais anti-Anel-II e o controle com
soro pré-imune. O anticorpo primdario (anti-Anel-II e soro pré-imune) foi utilizado na
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proporgdo 1:40 e o secundario (anti-IgG de rato conjugado com o fluoréforo Alexa fluor
488) 1:200.

4.6.6 Imunizagdo com as proteinas rAnel-11 e rAnell-111

Foram realizados dois experimentos de imunizagdo e desafio com a proteina
recombinante rAnel-II e apenas um experimento, avaliando a proteina rAnell-Ill e em
combinagdo com a rAnel-Il. Todos os experimentos foram realizados sob as mesmas

condigoes.

4.6.6.1 Resposta imune humoral

O perfil da concentracdo de anticorpos IgG totais anti-Anel-II e anti-Anell-1II gerados
contra as proteinas em quatro sangrias durante o experimento foram analisados por ELISA.
As trés formulacdes (rAnel-II, rAnell-IIl e a combinacdo das duas) apresentaram o mesmo
perfil de producdo de IgG, ou seja, ocorrem altas concentracdes de anticorpos apds a terceira
imunizacdo, chegando a 400 - 450 pg/mL; e apds o desafio, a concentracdo diminui

drasticamente para aproximadamente 50 pg/mL (Figura 44).
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Figura 44. Analise da concentracdo de IgG total anti-Anexina das sangrias durante o regime de

imunizacdo e desafio dos animais com as proteinas rAnel-II, rAnell-III e a
combinacio. Os soros dos animais foram agrupados em “pool” e a concentragdo foi
determinada pela curva de IgG recombinante. O “coating” foram as proteinas especificas
do soro e para o soro anti-(Anel-1I+Anell-III), foram realizadas duas quantificagdes, uma
com o “coating” para a proteina rAnel-Il e o outro para a proteina rAnell-III, sendo o
grafico representativo de uma delas. CFA ¢ o soro dos animais imunizados com salina e
adjuvante de Freund. A) Camundongos imunizados com rAnel-II. B) Camundongos
imunizados com rAnell-III. C) Camundogos imunizados com as duas juntas.

Os niveis de IgG1 e IgGG2a foram analisados a fim de determinar o tipo de resposta

imune que esta sendo gerada antes e apds o desafio. A Tabela 4 apresenta as concentragdes de

IgG1 e IgG2a em tré€s sangrias dos grupos imunizados [anti-Anel-II, anti-Anell-III e anti-

(Anel-II + Anell-III)] e do controle (soro de rato imunizado com salina e adjuvante).

Curiosamente, a imunizag¢do com a proteina rAnel-II sozinha induz elevada formacao de IgG1

e IgG2a, que dimuem apos o desafio, mas a propor¢ao de IgG1 é muito maior em relagdo a

IgGG2a apos o desafio, gerando um perfil de resposta imune Th2. A imuniza¢do com a proteina

rAnell-IIl sozinha ou acompanhada de rAnel-Il produz anticorpos IgGl e IgG2a em

propor¢des comparaveis, gerando um perfil de resposta imune misto Th1/Th2 tanto antes

quanto apos o desafio.
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4.6.6.2 Resposta imune celular

Ap6s a perfusdo dos animais imunizados e desafiados, os bagos dos animais foram
retirados para o ensaio de ELISPOT. Como pode ser visto na Figura 45, os animais
imunizados apenas com rAnel-Il apresentaram elevada produgdo de IFN-y e IL-5 apds o
desafio, caracterizando uma resposta Th1/Th2. Por outro lado, os animais imunizados com a
proteina rAnell-IIl ou em combinagdo com rAnel-II apresentaram menor formacdo de

citocinas em geral, um pouco maior para IFN-y, o que caracterizaria uma resposta Th1 ou um

pouco mista Th1/Th2.
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Figura 45. Anailise da resposta imune celular por ELISPOT para IFN-y, IL-4 e IL-5 de
esplendcitos de camundongos imunizados com rAnel-II, rAnell-II ou a combinacio.
Controle ¢ o “pool” das células do baco dos animais imunizados com salina e adjuvante de
Freund em relagdo ao imunizado (Anel-II; Anell-III; Anel-II + Anell-III / Adjuvante de
Freund). Os grupos foram estimulados com a proteina recombinante especifica e os seus
valores foram subtraidos das células que ndo foram estimuladas.

4.6.6.3 Protecao

Os camundongos imunizados com os diferentes grupo rAnel-II, rAnell-III ou a
combinagdo das duas foram desafiados e tiveram os vermes perfundidos e recuperados. O
numero de vermes recuperados nos grupos imunizados foi comparado ao dos grupos controles
que receberam salina e adjuvante, mas nenhuma das formulagdes apresentou protecdo. A
imunizacdo com rAnell-Ill induziu uma redugdo de 7,7% na carga parasitiria, mas sem
diferenca estatistica. Como ¢ possivel ver na Figura 46, rAnel-II ndo induziu prote¢do em
nenhum dos ensaios, assim como a combinagdo das duas ndo foi efetiva em reduzir a carga

parasitaria.
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Figura 46. Grafico de dispersio do numero de vermes recuperados em cada camundongo
C57BL/6 imunizados com as proteinas rAnel-11, rAnell-III ou a combinac¢ao (rAnel-
I1 + rAnell-III). CFA: grupo de camundongos imunizados com salina e adjuvante. (—)
média do numero de vermes recuperados em cada grupo.

4.7 INVESTIGANDO UMA FUNCAO PARA A ANEXINA 2
4.7.1 Desenvolvimento do tegumento

Pelo fato do gene Anexina 2 apresentar: i) expressdo aumentada em esquistossdmulos
(DILLON et al., 2006; TARARAM et al., 2010); ii) sua proteina ter sido encontrada no
tegumento por proteoma, associada & membrana plasmatica; iii) ser uma das proteinas mais
abundantes expostas na superficie (BRASCHI; WILSON, 2006; VAN BALKOM et al.,
2005); iv) e também ter sido identificada em experimentos enriquecidos com
membranocélice, faz dela uma candidata ideal para funcionar como cimento celular entre o
membranocélice e a membrana plasmatica (BRASCHI et al., 2006). Assim, o silenciamento
desse gene pela técnica de RNAi poderia acarretar um desenvolvimento alterado do
tegumento do parasita, sendo prejudicial ao seu desenvolvimento.

Esses experimentos foram realizados em colaboragdo com o professor Patrick Skelly

da Univerdidade de TUFTS, Estados Unidos.

4.7.1.1 Mecanismo do RNAi

Uma série de genes tem sido descritos por estarem envolvidos no mecanismo de RNA
de interferéncia em Caenorhabditis elegans, Homo sapiens ¢ Drosophila melanogaster e,
usando ferramentas de bioinformaética e o banco de dados geneDB do Schistosoma mansoni

(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/), Gomes et al. (2009) identificou alguns desses

genes em S. mansoni. Dessa forma, uma andlise de bioinformatica complementar foi feita,
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sugerindo um primeiro esbogo do mecanismo de RNA de interferéncia em S. mansoni,
representado pela Figura 47.

Primeiramente, RNAs de fita dupla (dsRNA) enddgenos ou exdgenos sdo capturados
pela SmDicer, que juntamente com o cofator Partner Dicer, cliva o RNA de fita dupla em
pequenos fragmentos de RNA, chamados siRNA (short interfering RNA). Esses siRNAs sdo
capturados pelo complexo de silenciamento siRISC (short interfering RNA induced silencing
complex) que é composto pela proteina SmAgo (Argonauta), o fator de ligacdo a RNA Fmrl,
e a nuclease Tudor SN. O siRNA associado ao complexo RISC ¢ aberto e uma das fitas
simples é capturada pela endonuclease Argonauta (SmAgo) que, carregando o fragmento de
RNA fita simples, busca no transcriptoma o RNA mensageiro alvo a fim de se
complementarem. Uma vez pareados, a SmAgo cliva o RNA mensageiro, silenciando a
expressao do gene alvo.

No caso do processamento dos miRNA (microRNAs gerados no nucleo por
processamento errdneo), eles sdo primeiramente clivados dentro do nucleo pela SmDrosha em
associacdo com o fator de ligacdo a RNA, Partner Drosha, gerando os pre-miRNAs que sdo
enviados para o citoplasma através da Exportina-5. Fora do nucleo, eles sdo capturados pela
SmDicer e a Partner Dicer e processados como o mecanismo dos dsRNA descrito acima, com

excegdo do silenciamento génico que ocorre por inativagdo da transdugao.
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Figura 47. Mecanismo de RNA de interferéncia proposto em Schistosoma mansoni. Lado
esquerdo, processamento de RNA fita dupla (dsRNA) e lado direito, processamento de
microRNA (miRNA).

4.7.1.2 Supressao da expressdo do gene Anexina

Esquistossomulos de 1 dia foram eletroporados com siRNAs cujos alvos eram o
silenciamento do gene Anexina ou um gene irrelevante (SGTP4) de S. mansoni como
controle. Outro controle negativo foi a eletroporacdo dos parasitas sem adicdo de qualquer
siRNA. A supressdo da expressdo do gene Anexina foi analisada por RT-PCR em tempo real,
Western blot e imunofluorescéncia.

A andlise por RT-PCR em tempo real demonstrou que a técnica de silenciamento
génico por eletroporagdo de siRNA do gene Anexina induziu em esquistossomulos apos 15
dias uma redugdo de em torno de 80% na expressdo do gene Anexina, quando comparado a
esquistossomulos sem tratamento ou ao controle tratado com siRNA irrelevante (Figura 48A).
Esse perfil de expressdo foi similar nos outros trés pontos analisados, ou seja, em parasitas

mantidos em cultura por 7, 21 ou 30 dias (dados ndo apresentados).
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Parte dos esquistossomulos tratados com siRNA apoés 15 dias foram separados para a
obtencdo do extrato protéico. A mesma quantidade de proteina dos trés tratamentos foi
aplicada no gel e transferida para uma membrana de PVDF para a realizacdo do Western blot,
utilizando soros anti-Anel-II ¢ anti-Permease como controle. E importante lembrar que a
mesma membrana foi utilizada para a revelagdo com os dois soros, separadamente, apos a
limpeza da membrana com tampao “stripping” (Pierce). Neste experimento ¢ possivel
observar uma reducdo consideravel na quantidade da proteina Anexina nos parasitas tratados
com siRNA para Anexina, quando comparado com o controle tratado com siRNA para um
gene irrelevante ou o controle que ndo foi tratado com siRNA. O controle positivo usou soro
anti-Permease e apresentou bandas com marcagdo uniforme, indicando que o tratamento com
siRNA ¢ alvo-especifico, no caso, contra a Anexina (Figura 48B). No entanto, para os
extratos de esquistossomulos de 7, 21 e 30 dias, os resultados foram de dificil interpretagao
uma vez que os controles utilizando o anticorpo anti-Permease nao foram satisfatorios, nao
indicaram uniformidade na transferéncia da mesma quantidade de extratos protéicos nos trés
tratamentos (dados ndo apresentados).

Os experimentos de RNA de interferéncia também foram validados por
immunofluorescéncia de parasitas in vitro vivos de 15 dias. Na Figura 48C, pode-se notar que
os esquistossdmulos tratados com siRNA para o gene Anexina ndo apresentaram a proteina na
superficie do parasita, ou seja, houve a supressdo da expressdo do gene alvo, a Anexina,
enquanto que os controles apresentaram marcacdo da proteina na superficie e corpo do
parasita. Esse ensaio também foi realizado em parasitas fixados de 7 dias e apresentou o

mesmo resultado (dados ndo apresentados).
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Figura 48. Supressio da expressio do gene Anexina e validacio da técnica de RNAi. A)
Quantificacdo da expressdo do gene Anexina por RT-PCR em tempo real apds tratamento
com siRNA. Os controles sdo parasitas eletroporados com siRNA de um gene irrelevante
de S. mansoni e outros eletroporados com nenhum siRNA. A RT-PCR em tempo real
utilizou sondas para o gene alvo Anexina e o controle endoégeno (Tubulina). A expressao
génica relativa foi calculada a partir da formula 2 ™*“". B) Western blot de extratos
protéicos de esquistossomulos apos 15 dias tratados com siRNA para o gene Anexina
(siAne), para um gene irrelevante de Schistosoma mansoni (silrrel) e ndo tratados com
siRNA (Nenhum), usando anticorpos policlonais anti-Anel-II e anti-permease (controle)
como anticorpos primario. C) Imunofluorescéncia de esquistossomulos eletroporados com
siRNA para o gene Anexina, para um gene irrelevante e sem tratamento. Foram utilizados
esquistossdmulos de 15 dias vivos em meio de cultura. Soro anti-Anel-II foi utilizado
como anticorpo primario na propor¢do 1:100 e o FITC como anticorpo secundario na
proprogao 1:200.

4.7.1.3 Analise do fenotipo

Apos a validagdo da técnica de RNA de interferéncia para o alvo Anexina em S.
mansoni, foi feita a andlise para verificacdo se havia ocorrido alguma alteracdo no fenotipo
dos parasitas. Embora nenhum papel fisiologico tenha sido determinado até o momento, tem
sido sugerido que a Anexina poderia estar associada em varios fendmenos relacionados a

membrana, incluindo organizacdo da membrana, trafico entre as membranas, fusdo e
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formagdo de canais de ions (GERKE; MOSS, 2002). Como a Anexina em estudo ¢ uma
proteina abundante no tegumento do parasita (TARARAM et al., 2010), ela poderia estar
relacionada ao desenvolvimento do tegumento. Diante disso, foi verificado se ocorria um
aumento na morte dos parasitas, uma diminui¢do no tamanho deles ou alguma alteracdo

morfoldgica no tegumento apds o gene Anexina ser suprimido por RNAi comparado aos

controles.

4.7.1.3.1. VIABILIDADE

A viabilidade dos esquistossdmulos em cultura foi avaliada apos 7, 15, 21 e 30 dias do
tratamento. Eles foram quantificados na presenca do corante de Hoetch e através do
microscopio de fluorescéncia avaliados quanto & sobrevivéncia ou morte. Pode-se observar
pela Figura 49 que a partir dos 21 dias, a porcentagem de esquistossomulos vivos no grupo
tratado com siRNA para o gene Anexina foi menor em relagdo aos tratamentos controle; no
entanto, sem diferenca significativa. Outra observagdo ¢ que com o passar do tempo, a
quantidade de esquistossomulos vivos diminui naturalmente, devido a dificuldade deles se
manterem vivos em um habitat artificial, mesmo em um meio de cultura rico em nutrientes e

hormonios.

100

Esquistossdmulos vivos (%)

Dia 7 Dia 15 Dia 21 Dia 30

EsiAnexina Esilrrelevante ESem tratamento

Figura 49. Grafico representando a porcentagem de esquistossomulos vivos durante 7, 15, 21 e
30 dias apo6s o tratamento com siRNA. Apds o periodo, os esquistossomulos mortos
foram contados com o auxilio do corante de Hoetch e do microscopio de fluorescéncia.
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4.7.1.3.2 TAMANHO

Esquistossomulos apds 7 e 15 dias de tratamento com siRNA para Anexina e os
respectivos contrloes foram fotografados e o tamanho de seus corpos foram medidos pelo
software ImageJ. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre o tamanho dos

parasitas tratados e controles (Figura 50).
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Figura 50. Grafico representativo da area dos parasitas apos 7 e 15 dias de tratamento com
siRNA para Anexina. Esquistossomulos tratados foram fotografados e o tamanho de seus
corpos foram medidos pelo software Imagel.

4.7.1.3.3 ALTERACAO MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA

Esquistossomulos apos 15 dias de tratamento com RNAi para Anexina 2 foram
fixados e trazidos ao Brasil para serem analisados por microscopia eletronica pela Dra. Silvia
Carneiro, do laboratorio de morfologia e microscopia eletronica do Instituto Butantan.

Esquistossomulos tratados com RNAi para Anexina apresentam a espessura do
tegumento e o nimero de vesiculas aparentemente menor em relagdo aos controles (Figura
51A, B e C). No entanto, ndo sdo em todas as fotos que podemos ver essas diferencas, porque
0 tegumento na por¢do anterior e posterior nos esquistossomulos muda e fica dificil de

comparar as mesmas posi¢des em diferentes parasitas.
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Figura 51. Microscopia eletronica de esquistossomulos tratados com siRNA para o gene
Anexina 2. (A e B) sdo fotos de cortes de esquistossomulo tratados com RNAi para o
gene Anexina 2 de S. mansoni ; (C) é de esquistossdmulo tratados com RNAi para um
gene irrelevante de S. mansoni ; e (D) € de parasitas tratados sem siRNA.

Apesar da técnica de RNA de interferéncia para o alvo Anexina ter sido validada, as
alteracdes fenotipicas in vitro ndo foram consistentes. Além disso, ainda ndo foi analisada a
infeccdo de camudongos com esquistossomulos tratados apresentando supressdo do gene
Anexina para verificar a importancia da proteina no desenvolvimento do parasita in vivo.
Quando os camundongos fossem perfundidos, analisar-se-ia o nimero de vermes recuperados
e o tamanho deles. Dessa forma, ainda nao € possivel concluir sobre a importancia da Anexina
no desenvolvimento do tegumento do parasita.

Vermes adultos também foram tratados com RNAi de Anexina e apresentaram o
mesmo nivel de reducdo da expressdao do gene Anexina visto em esquistossdmulos. No
entanto, nenhuma diferenca na expressdo da proteina analisada por Western blot foi observada
(dados ndo apresentados). E possivel que ja houvesse proteina expressa em quantidade antes

de inibir a aexpressao.
115



4.7.2 Inibi¢do da agregacdo plaquetaria

Entre as funcdes ja descritas para as Anexinas humanas estd a capacidade da proteina
de inibir a coagulacdo sanguinea. Para verificar esta possibilidade, realizamos um ensaio de
inibicdo de agregacdo plaquetdrio simples e bem estabelecido no laboratério de
Imunopatologia do Instituto Butantan, com o auxilio da Dra Maisa Splendore Della Casa.

Antes de iniciar esses ensaios, tentamos conseguir a proteina Anexina de forma
soluvel, dialisando as proteinas rAnel-II e rAnell-Ill em tampdo de dialise com um pH
superior ao utilizado nas purificacdes anteriores, em torno de pH 8.8. A proteina manteve-se
soluvel a 4 °C por um periodo maior e conseguimos fazer os ensaios de dicroismo circular ¢ o

de inibicdo de agregacao plaquetaria.

4.7.2.1 Analise de dicroismo circular das proteinas rAnel-II e rAnell-III

As andlises de dicroismo circular indicam que as proteinas rAnel-II e rAnell-II1
apresentam estrutura terciaria regular (Figura 52), possivelmente, formado pelas a-hélices
conectadas por pequenos “loops”. Tém-se descrito que cada dominio é composto por 5 a-
hélices conectadas por “loops”, formando um disco, cujo lado convexo fica ligado as
membranas, enquanto o lado concavo fica disponivel para interagir com outros fatores ou
ligantes (RESCHER; GERKE, 2004). O contetido estrutural dessas proteinas ainda precisa ser

estimado utilizando um algoritmo como o K2D2 (http://www.ogic.ca/projects/k2d2/).

116



15000

10000

5000 \‘x\
—— rAnel-IT
—— rAnell-INT
-5000

-10000

Elipticidade Molar {deg . cm’ . dmol ™)

-15000

Comprimento de onda (nm)

Figura 52. Espectro de dicroismo circular das proteinas rAnel-I1 e rAnell-III. As medidas de
dicroismo circular foram realizadas no espectropolimero Jasco J-810 a 20°C ¢ os espectros
de CD foram adquiridos usando uma cubeta de 1 mm de comprimento. Cinco “scans”
foram medidos de cada amostra e subtraidos do espectro médio branco (somente o tampao
Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8.8).

4.7.2.2 Inibi¢do da agregagdo plaquetaria

Sangue humano com anticoagulante foi centrifugado para recuperar o plasma rico em
plaquetas (PRP) e uma parte desse plasma foi centrifugada novamente para conseguir o
plasma pobre em plaquetas (PPP) e ser o branco do ensaio no agregometro. O tampao da
proteina foi usado como controle e 0 ADP foi usado como iniciador da agregacdo plaquetaria.
A adi¢do de ADP inicia a agregac¢do das plaquetas atingindo um platd proximo de 80%
(Figura 53). Quando o ADP ¢ adicionado na presenca da proteina rAnel-II concentrada (5
ug/ul), a agregagdo plaquetdria diminui em aproximadamente 47%. O ensaio apresentado ¢
representativo de trés experimentos. A proteina rAnell-III (3pug/puL) também foi testada, uma

unica vez e inibiu em torno de 23% (dados ndo apresentados).
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Figura 53. Ensaio de inibicdo de agregacio plaquetaria. A proteina Anel-II (S5pg/uL) foi avaliada
quanto ao potencial de inibir a agregacdo plaquetaria em plasma humano rico em
plaquetas, o tampao (Tris-NaCl 20mM, 150 mM NaCl, pH 8.8) foi usado como controle, o
ADP como iniciador da agregagdo plaquetiria e o plasma pobre em plaquetas como
branco. Essas amostras foram adicionadas em cubetas no aparelho agregdmetro
(Chrono-log) que 1€ a absorbancia durante o tempo.
Novos ensaios usando a Anexina completa precisam ser investigados antes de afirmar
que a proteina pode apresentar alguma fun¢ao de inibir a agregacao plaquetaria, mesmo que

parcial.

4.7.3 Endocitose de particulas

Devido a queda brusca da quantidade de anticorpos IgG anti-Anel-II e anti-Anell-III
apos o desafio dos camundongos com cercarias infectantes descrita anteriormente, resolvemos
investigar a possibilidade desses anticorpos estarem se ligando a Anexina na superficie do
parasita e esta ter endocitado esses anticorpos com a formacao de vesiculas. Tem-se descrito
que a Anexina A2 humana teria a fungdo de se ligar a actina e formar vesiculas de endocitose
(GERKE; MOSS, 2002). Além disso, Kenis et al. (2004) descreveu essa nova via de

endocitose para a Anexina humana AS.
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4.7.3.1 ELISA individual dos soros dos animais imunizados com rAnel-1I e desafiados com
cercarias infectantes

Diante disso, foi reanalisado o experimento descrito anteriormente, medindo os soros
de todos os animais imunizados e desafiados individualmente. Todos apresentaram o mesmo
perfil de queda, com diferenga significativa. A Figura 54 apresenta a média da concentragdo
de IgG anti-Anel-II nos soros de cada animal analisado. Essa analise também foi feita para os
soros dos animais imunizados com anti-Anell-II e foi obtido o mesmo resultado (dados nao

apresentados).
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Figura 54. Anilise da concentracio de IgG total das sangrias durante o regime de imunizacio e
desafio dos animais com a proteina Anel-II. O soro de cada animal foi analisado
individualmente e a concentragdo foi determinada pela curva de IgG recombinante. O
“coating” foi a proteina rAnel-Il ¢ CFA ¢ o soro dos animais imunizados com salina e
adjuvante de Freund. * Diferenca estatistica usando ANOVA e Tukey, p<0,05.

4.7.3.2 Novo experimento de ELISA individual dos soros dos animais imunizados com Anel-

II e desafiados com cercarias infectantes

Diante disso, para avaliarmos se a queda dos anticorpos ndo era natural, repetimos esse
ensaio usando o mesmo esquema de imunizagdo com a proteina rAnel-II e o controle em que
os animais ndo foram desafiados. Foram usados os seguintes grupos:

Grupo 1: camundongos imunizados com a proteina rAnel-II mas ndo desafiados;

Grupo 2: camundongos imunizados com a proteina rAnel-Il e desafiados com
cercarias;

As sangrias foram realizadas nos mesmos dias e analisadas por ELISA. Na Figura 55A

¢ possivel observar que no grupo 1 controle o nivel de anticorpo IgG anti-Anel-II aumentou
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durante as imunizagdes e manteve-se elevado apos o desafio, sem diferenca significativa entre
os dias analisados. Ja no grupo 2 houve novamente uma queda brusca da quantidade de IgG
anti-Anel-II ap6s o desafio; no entanto, ndo foi observado diferenga significativa entre os
grupos devido ao elevado desvio padrdo porque trés animais do grupo (sendo um total de

cinco animais) ndo produziram anticorpos anti-Anel-II (Figura 55B).
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Figura 55. Analise da concentracio de IgG total antiAnel-II durante o regime de imunizacio
com rAnel-II com (grupo 2) e sem (grupo 1) desafio. O soro de cada animal foi
analisado individualmente e a concentragdo foi determinada pela curva de IgG
recombinante. O “coating” foi a proteina especifica contra o soro, rAnel-II; ¢ CFA ¢ o
soro dos animais imunizados com salina e adjuvante de Freund.

Quando analisamos os dados entre os grupos 1 e 2 no ponto de 93 dias, observamos
diferenca estatistica entre eles, usando teste T-Student. Isso indica que o desafio € importante
para a queda de anticorpos anti-Anel-II, mas um novo experimento com um maior numero de

animais nos grupos ainda precisa ser realizado.

4.7.3.3 Imunofluorescéncia da Anexina durante o tempo

Com a finalidade de verificar se a queda de anticorpos observada poderia ser causada
por um processo de endocitose ja citado para outras Anexinas, foi investigado por
microscopia confocal se a marcacdo por imunofluorescéncia da Anexina na superficie do
parasita permanecia em relacdo aos controles. Por imunolfluorescéncia confocal, pode-se
observar a marcacdo da Anexina na superficie de esquistossomulos a 4h, que apos 24h,

encontra-se bem reduzida, e praticamente inexistente a 48h. Nos controles, a marcacdo de
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Ly6.5 e TSP-2 mantiveram a mesma ou diminuiram muito pouco (Figura 56). Estes resultados

indicam que parece que esta acontecendo um efeito além do “turnover” do parasita.

Soro pré-imune Soro pré-imune
Anti-Anel-I1 Anti-Ly6.5 derato Anti-Tsp2 de camundongo

Figura 56. Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia ou em contraste diferencial de fase
(DIC) com a fluorescéncia dos controles para as proteinas Anexina 2, Ly6.5 e TSP-2.
Esquistossomulos in vitro de 7 dias vivos incubados com antiAnel-II, anti-Ly6.5 ou anti-TSP-2 por 4
h e avaliados apods 4, 24 ou 48 h. Os anticorpos primarios (anti-Anel-II , anti-Ly®6.5, anti-TSP-2 e soro
pré-imune) foram utilizados na propor¢do 1:100 e o secundario (anti-IgG de rato ou camundongo
conjugado com o fluor6foro Alexa fluor 488) na proporgéo 1:200.

O envolvimento da anexina no processo de endocitose ainda precisa ser melhor
investigado com outros experimentos. Inicialmente, precisamos avaliar se ndo esta ocorrendo
uma inibi¢do das células B dos camundongos em produzir anti-Anel-II por algum motivo
desconhecido e ndo especifico, analisando as células do baco desses camundongos por
ELISPOT. Posteriormente, sera ainda necessario investigar com um ensaio mais especifico

com células e marcadores para confirmar melhor a fun¢do da proteina na endocitose.
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5 DISCUSSAO
5.1 TRANSCRIPTOMA

A idéia de procurar antigenos que pudessem estar envolvidos na adaptagdo e
sobrevivéncia do parasita dentro do hospedeiro humano levou a busca por genes proprio do
parasita, isto é, com fungdes desconhecidas e com expressdo aumentada no estagio de
esquitossdomulo. O fato de ndo ter fungdo conhecida indica que provavelmente seria uma
funcdo que outros organismos ndo teriam, sendo possivelmente um mecanismo mais
especifico do parasita. A escolha do estagio de esquistossomulo se baseia no fato de que esse
estagio ¢ o principal alvo de ataque do sistema imune em camundongos imunizados (uma
unica vez) com cercarias irradiadas (COULSON, 1997) que apresentaram elevada protegdo.
Além disto, proteinas secretadas nesse estagio induzem secrecao de elevados niveis de IFN-y
em experimentos in vitro (MOUNTFORD; HARROP; WILSON, 1995).

O ntimero de transcritos (ESTs) vindos das bibliotecas de esquistossdmulos e cercérias
foram comparados e os genes que apresentavam nimero de transcritos em esquistossdmulos
maior que em cercaria foram selecionados como diferencialmente expressos nesse estagio.
Seria uma forma simples e economica de selecionar expressao diferencial a partir dos dados
do transcriptoma antes de fazer ensaios de microarranjo ¢ SAGE. Quando a abordagem foi
validada por RT-PCR em tempo real, o ensaio confirmou a expressdo diferencial aumentada
em esquistossomulos em aproximadamente 56% dos genes selecionados. Esta porcentagem ¢
comparavel ao trabalho de Li et al. (2004), que confirmou a expressdo diferencial por RT-
PCR em tempo real para 47% dos transcritos identificados por seleg@o eletronica baseado nas
diferengas de ESTs entre macho e fémea de Brugia malayi.

Analisando os 400 genes diferencialmente expressos quanto a fungdo génica, de uma
maneira geral, muitos genes estavam envolvidos na adaptacdo do parasita a corrente
sanguinea. Ou seja, haviam genes envolvidos na contragdo e extensdo do esquistossomulo,
como fimbrina e diferentes isoformas de caderina, porque o esquistossomulo esta crescendo e
necessita reorganizar suas estruturas internas. Genes envolvidos na digestdo da hemoglobina,
como as catepsinas, e a expressdo de lactato desidrogenase também foram encontrados, uma
vez que sdo genes necessarios para a mudanca do metabolismo aerdbico para o anaerodbico.
Enquanto as chaperonas podem indicar que o esquistossdmulo esta sendo exposto a fatores de
estresse com a mudanga de ambiente, como calor e privagdo de alimento. No entanto, genes

com func¢do desconhecida em relagdo a proteinas de outros organismos foram escolhidos para
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serem estudados como potenciais candidatos vacinais por serem ptencialmente genes proprios
do parasita e sugerirem uma importancia na transi¢cao de cercarias para esquistossomulos.
Entre os genes selecionados, os genes Dife5 (Ly6.5) e Dife9 (SmVal7) foram melhor
caracterizados e seus estudos serdo discutidos a seguir. O gene Dife4 foi caracterizado por
nosso grupo como sendo uma proteina de tegumento capaz de reduzir a carga parasitiria em
30-32% apods imunizacdo e desafio experimental (FARIAS et al., 2010). Os genes Difel,
Dife2, Dife6 e Dife7 nao foram estudados por ndo apresentarem expressdo diferencial na
transicdo de cercaria para esquistossdmulo, enquanto os genes Dife3 e Dife§, apesar de
mostrar expressao diferencial em esquistossomulos, at¢ o0 momento ndo apresentaram dados

conclusivos quanto a expressdo da proteina no parasita e poderdo ainda ser investigados.

5.2 FAMILIA Ly6

A familia do antigeno 6 de linfocitos (Ly6) em Schistosoma mansoni esta representada
por seis genes. Eles apresentam o motivo CCxxXxCN (sendo D no lugar de X para 85% das
proteinas) bem conservado, o que caracteriza o dominio uPAR/Ly®6, presente nos membros da
superfamilia Ly6. Eles também possuem sitios preditos para as ancoras de GPI, comprovado
para os genes Ly6.5 e Ly6.1 através da incubacao de vermes adultos com a enzima piPLC que
digere essa ancora liberando as proteinas no meio (Castro-Borges, 2010) (comunicacdo
pessoal)z. Isso sugere que essas proteinas estdo realmente expostas na superficie do parasita e
poderia ter algum papel importante na defesa do parasita, assim que a cercaria penetra no
hospedeiro definitivo e se transforma em esquistossomulo.

Essas Ly6 de S. mansoni possuem similaridade com a proteina CD59 humana, uma
proteina importante na inibicdo da lise de células do hospedeiro pelo sistema complemento;
ela inibe a formagdo do MAC através da ligagdo aos fatores C8 e C9, prevenindo o
recrutamento de novos fatores C9 necessarios para a formagdo do poro (BODIAN et al.,
1997). A CD59 humana ¢ uma proteina ligada & membrana por ancora de GPI, presente em
varios tipos celulares, de aproximadamente 20 kDa e pertencente a superfamilia Lyo6.
Antigenos Ly6 foram identificados pela primeira vez em soro de camundongos e a fungdo
dessas moléculas é pouco compreendida, com excegdo das proteinas CD59 e o receptor do
ativador do plasminogénio tipo-uroquinase (BODIAN et al., 1997).

Em §. mansoni ja foi descrito uma proteina inibidora da formagdo do MAC com
parcial identidade com a CD59 humana, a SCIP-1, a qual é reconhecida por anticorpos anti-

CD59 humanos. Essa proteina tem tamanho muito superior a CD59, de 94 kDa, apresenta um
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ancora de GPI e se liga aos componentes C8 ¢ C9 do complemento. Quando esta proteina ¢
inativada na superficie do verme, deixa o esquistossomulo susceptivel a morte pelo
complemento (PARIZADE et al., 1994). Posteriormente, essa proteina foi identificada por
espectrometria de massa como sendo uma forma exposta na superficie da proteina muscular
paramiosina (DENG et al., 2003). Lembrando-se que a paramiosina ¢ considerado um
candidato vacinal e uma proteina bastante imunogénica durante a infeccdo pelo parasita
(LANAR et al., 1986; RIBEIRO DE JESUS et al., 2000).

Em relacdo aos genes Ly6 de S. mansoni, a maioria deles sdo diferencialmente
expressos na transicdo de cercaria para esquistossomulo, comparavel com os dados de
microarranjo do Prof. Alan Wilson, 2010 (comunicacio pessoal)’, sugerindo que esses genes
tenham alguma funcdo importante de sobrevivéncia dentro do hospedeiro. Em especial,
Ly6.4, que apresenta expressdo muito aumentada em adulto, cerca de 7000 vezes e pode ter
alguma fun¢do importante nesse estagio, como no desenvolvimento do tegumento ou a
manuten¢do do sincicio.

Quando extratos protéicos dos estagios do parasita foram analisados por Western blot,
a proteina Ly6.1 foi encontrada em esquistossdmulos e vermes adultos e a Ly6.5 em todos os
estagios com exce¢do de ovo e em maior quantidade em esquistossomulos. Nos ensaios de
imunolocalizacdo, as proteinas também foram encontradas no tegumento dos estagios intra-
hospedeiro, confirmando novamente que elas estdo realmente presentes na superficie do
parasita na transicao de cercaria para esquistossdmulo. Isso nos revela que os genes podem ser
potenciais candidatos vacinais, com excecdo da Ly6.3 que apesar de a sequéncia de
aminoacidos apresentar o motivo, os sitios preditos de GPI e as glicosilacdes, a proteina nao
apresenta o dominio uPAR/Ly6, quando analisada pelo programa SMART. Além disto, ¢ o
unico gene que apresenta expressdo diferencial aumentada em estdgios do hospedeiro
intermediario, ovo e miracidio.

Outra caracteristica investigada foi a presenga das glicosilagdes, uma vez que o
tamanho molecular observado nas proteinas rLy6.1 e rLy6.5 originadas de Pichia pastoris era
superior ao esperado. Quando o gel de SDS-PAGE contendo essas proteinas foi corado com
reagente de Schiff, que cora agucares, as bandas ficaram marcadas. No entanto, essas
glicoproteinas ndo sdo ligadas por N-glicosilagdes, j4 que no ensaio onde as proteinas
recombinantes e os extratos de vermes adultos foram tratados com a enzima PNGase que
cliva as N-glicosilagdes, o tamanho delas ndo muda, confirmando a analise dos softwares que
ndo encontraram sitios de N-glicosilacdo para essas duas proteinas. Isso sugere que as

proteinas Ly6.1 e Ly6.5 podem ter O-glicosilagdes, apesar da analise de bioinformatica ter
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predito apenas um sitio para a Ly6.1 e de ser dificil de comprovar ja que as enzimas que
clivam O-glicozilagdes sdo especificas de mamiferos.

Na tentativa de comprovar a fungdo de inibicdo do sistema complemento dessas
proteinas, devido a similaridade com a proteina CDS59, ensaios de Western blot foram
realizados para ver se os anticorpos reconheciam a proteina CD59 humana comercial ou se
anticorpos anti-CD59 reconheciam as proteinas rLy6.1 e rLy6.5, como visto para a proteina
paramiosina (PARIZADE et al., 1994). No entanto, ndo foi observado o reconhecimento
talvez devido a baixa similaridade (em torno de 30%) entre as proteinas e a CD59 humana.
Adicionalmente, quando experimentos de inibi¢do do sistema complemento pela via classica e
alternativa foram realizados, ndo foi observado diferencga na porcentagem de inibigdo entre as
proteinas rLy6.1, tLy6.5 (P. pastoris), tLy6.5 (E. coli) e o controle negativo (BSA), assim
como em experimentos in vivo, morte dos esquistossdmulos pelo sistema complemento
quando incubados com anticorpos anti- Ly6.5 ¢ depois com uma fonte de complemento.

Analisando melhor a sequéncia de aminoacidos dos antigenos Ly6 com o trabalho de
Bodian et al. (1997), que caracteriza os principais sitios ativos da CD59 humana, muitos
aminoacidos essenciais que ddo funcdo a proteina ndo sdo encontrados no alinhamento
multiplo dos antigenos Ly6 de S. mansoni, como Trp40, Arg53 e Glu56. Dessa forma, diante
da baixa similaridade desses antigenos com a CD59 humana, o ndo reconhecimento das
proteinas pelo anticorpo anti-CD59 e os resultados afastando o envolvimento desta proteina
como inibidor do sistema complemento, acreditamos que esta familia protéica apresente
alguma outra fun¢do na interface parasita-hospedeiro.

Recentemente, foram descritas quatro novas proteinas da familia Ly6 de Drosophila,
essenciais na formacdo de jungdes celulares, funcionando como uma barreira paracelular
(HIJAZI et al., 2009; NILTON et al., 2010). Em células musculares, também tém sido
descrito a fungdo de proteinas Ly6 em remodelar a matriz extracelular durante a regeneracao
do musculo esquelético (KAFADAR et al., 2009). A presenca de ancoras de GPI nos
antigenos Ly6 sugere que a proteina pode agregar pontes de lipidios para alterar a atividade de
proteinas associadas (BAMEZALI, 2004; HALOVA; DRABEROVA; DRABER, 2002).

Outros trabalhos descrevem os antigenos Ly6 como genes de susceptibilidade a virus
porque suas proteinas sdo expressas na superficie de linfocitos e células mieldides, com a
proposta de estarem envolvidas na adesdo e sinalizacao celular e na propria entrada do virus
no linfécito, como no caso do HIV (LOEUILLET et al., 2008). Até mesmo a proteina CD59
humana apresenta outras fungdes além da inibicdo do sistema complemento, como

participagdo em eventos de transdugdo de sinais, promovendo a ativagdo de células T,
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timoécitos e neutrdfilos; como receptor para a intermedilisina, uma toxina de Streptococcus
intermedius; € como um adaptador de membrana para a ligacdo de calreticulina (proteina
ligadora de calcio) (KIMBERLEY; SIVASANKAR; PAUL MORGAN, 2007). Dessa forma,
como as proteinas Ly6.1 e Ly6.5 ndo apresentaram o potencial de inibidoras do sistema
complemento e pertencem a uma superfamilia com diversas fungdes bioldgicos, o potencial
dessas proteina na formacao ou liga¢do de proteinas do parasita ou do proprio hospedeiro no

tegumento do parasita ainda precisam ser melhor investigados.

Foi realizado o ensaio de inibicdo de penetracdo das cercarias, onde quase 60% das
cercarias ndo conseguiram penetrar devido a ligacdo dos anticorpos anti-rLy6.5 e das 40%
que penetraram, apenas 60% desenvolveram-se a verme adulto. Novamente, sugere-se que a
proteina Ly6.5 pode ter alguma fungdo na penetracdo e no desenvolvimento e sobrevivéncia
do parasita dentro do hospedeiro. O bloqueio da proteina Ly6.5 pode fazer com que outras
proteinas ndo se liguem na superficie, proteinas proprias do parasita ou do proprio hospedeiro,
essenciais para a defesa e sobrevivéncia do parasita no hospedeiro.

Quando avaliada nos ensaios de imunizacdo e desafio a proteina recombinante rLy6.5
induziu uma resposta imune Th2 e apods o desafio ocorreu um “shift” em dire¢do a Thl; no
entanto, ndo houve redu¢do da carga parasitaria. Por outro lado, quando camundongos foram
imunizados com vacina de DNA, expressando esse antigeno, induziu-se um perfil de resposta
imune Thl e obteve-se 20% de redugdo na carga parasitatia. Dessa forma, a indugdo de uma
resposta imune celular predominantemente Thl contra este antigeno parece gerar melhores
niveis de prote¢do. Portanto, serd importante investigar outros adjuvantes ou formas de

apresentacdo que induzam a esse tipo de resposta imune.

5.3 DIFE9

O gene Dife9 também foi selecionado a partir dos dados do transcriptoma, foi
identificado como SmVal7 por Chalmers et al. (2008) por pertencer a familia VAL (Venom
Alergen Like proteins). A proteina apresenta um peptideo sinal ¢ um dominio SCP (Sperm
Coating Protein) que inclui subfamilias Tpx-1, Ag5, PR-1 e Sc7. A funcdo bioldgica dos
membros da familia SCP ainda ndo estd bem caracterizada. A proteina SmVal7 apresenta
maior similaridade com membros da subfamilia Ag5 e PR-1. Apesar da fungdo do Antigeno 5
ser desconhecida, € postulado ser uma neurotoxina de invertebrados com a funcao de paralisar
a presa (HOFFMAN, 1993). Proteinas secretorias de Necator americanus, ASP-1 e ASP-2, da
subfamilia das proteinas PR-1, também ndo tém fun¢do conhecida, mas podem ter um papel
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importante na interagcdo parasita-hospedeiro. Camundongos imunizados com essas proteinas
recombinantes (ASP-1 e ASP-2) resultaram em altos titulos de anticorpos, reducdo da carga
parasitaria apos desafio, diminuicdo da fecundidade das fémeas e inibicdo in vitro da
migracdo larval pela pele (ASOJO et al., 2005). O candidato vacinal mais bem caracterizado
até o momento ¢ a proteina ASP-2 (“Ancylostoma secreted protein-2”).

Apesar da distdncia evolutiva entre o Schistosoma mansoni (Platelminto) e Necator
americanus (Nematelminto), existem algumas similaridades entre estes helmintos, quando
seus ciclos de vida sdo comparados. A liberacdo da proteina (ASP-2) em N. americanus
acontece durante a mudanca do estagio de vida livre para o parasitario (L3), sugerindo que a
ASP-2 tenha alguma fung¢do no processo infeccioso e desta maneira tenha um papel chave no
estabelecimento do parasitismo.

O Schistosoma mansoni possui mais de 30 proteinas com dominio SCP e doze dessas
apresentam peptideo sinal e podem ser secretadas (dados do trabalho de pds-doutorado do
pesquisador Leonardo Paiva Farias). Algumas delas estdo sendo estudadas quanto ao
potencial alergénico e tem-se visto que alguns desses antigenos tém a propriedade de recrutar
eosinodfilos e macréfagos no pulmio de camundongos sensibilizados e desafiados com a
proteina. Chalmers et al. (2008) sugerem funcdes ligadas a penetracdo da cercaria, e também a
modulagdo da resposta imune e o desenvolvimento do verme adulto.

Em S. mansoni, o gene SmVal7 apresenta expressdo aumentada em esquistossomulos,
sugerindo que a proteina seria importante na transi¢ao de cercéria para esquistossomulo. Esses
dados estdo de acordo com os do trabalho de microarranjo de Dillon et al. (2006), no qual
classificou o gene como diferencialmente expresso em esquistossdmulo. No entanto, estdo em
desacordo com os dados de Chalmers et al. (2008), no qual o gene SmVal7 apresentou maior
expressdo em cercaria em relagdo aos outros estagios. Essa diferenca de resultados pode ser
devido ao uso de diferentes normalizadores ¢ a abordagem de analise dos resultados.
Lembrando-se que nesse trabalho (CHALMERS et al., 2008) o gene SmVal7 foi apresentado
como 0 mais expresso no estagio de esquistossdomulo em relacdo aos outros genes da familia
SmVal.

No entanto, a localizagdo da proteina ainda ndo estd definida. Inicialmente, usando
anticorpo de rato, a proteina foi reconhecida apenas no estagio de ovo no tamanho esperado.
Posteriormente, usando soro anti-SmVal7 obtido de camundongos e que apresentava titulos
maiores de anticorpos, apareceram bandas em esquistossomulos e vermes adultos com
tamanho muito superior e outras duas menores com tamanho um pouco maior ao esperado em
ovos e miracidio. A proteina pode estar agregando, dificultando a sua corrida pelo gel, o que
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justificaria ela estar com um tamanho elevado e confirmaria a expressdo diferencial em
esquistossomulos. Ja as bandas marcadas em ovo e miracidio poderiam ser alguma reatividade
cruzada com outro membro da familia SmVal, j4 que o Dr. Leonardo Paiva Farias tem
explorado essas carcteristicas muito comum entre as SmVals (comunicagao pessoal)4.

Por imunolocalizacdo, a proteina foi encontrada na casca e interior do ovo, na
superficie dos miracidios e no tegumento dos esquistossomulos. Lembrando-se que a proteina
nao foi encontrada entre as proteinas secretadas pelo ovo, obtidas pelos estudos protedmicos
de Cass et al. (2007), que identificou quatro proteinas com dominio SCP nas secrecdes de
ovos. Outro fato, ¢ que apesar de a proteina SmVal7 possuir um peptideo sinal, o que indica
ser secretada, a proteina também ndo foi detectada nos ensaios de proteoma de secrecdes das
glandulas acetabulares de cercarias, durante a penetragdo na pele (CURWEN et al., 2006;
HANSELL et al., 2008). Secrecdes de esquistossomulos cultivados in vitro por 3 h também
foram analisados por Western blot e a proteina ndo foi encontrada.

Como o gene SmVal7 ¢ altamente expresso em esquistossomulo (DILLON et al.,
2006; CHALMERS et al., 2008; FARIAS et al., 2010), acreditamos que sua proteina seja
encontrada em esquistossomulo e verme adulto e que as marcagdes vistas em ovo e miracidio
por Western blot e imunolocalizacdo sejam reatividade cruzada com outras SmVals de S.
mansoni. Com a finalidade de esclarecer estas questdes, ensaios de hibridizag@o in sifu nos
estagios de cercaria, esquistossomulos e vermes adultos foram realizados. Os resultados
preliminares indicaram a presenga do transcrito nas glandulas esofagicas, o que reforga esse
antigeno como um bom candidato vacinal. Proteinas encontradas nas glandulas esofagicas
seriam essenciais na defesa do parasita dentro do hospedeiro, ou seja, seriam liberadas por
essas glandulas para interferirem contra os anticorpos do hospedeiro que entram no parasita
através do tubo digestivo (WILSON; COULSON, 2009). Além disto, uma vacina contra essas
proteinas seria capaz de matar vermes adultos através do bloqueio de sua alimenta¢do, como
reportado por Wilson et al. (2008) para o modelo de macaco rhesus.

No entanto, em nossos experimentos de imunizagdo com a proteina recombinante
SmVal7, a proteina se demonstrou pouco imunogénica, induzindo niveis muito baixos de
anticorpos IgG. O perfil de resposta imune gerada foi misto e apds o desafio com cercarias,
ndo apresentou prote¢do. Talvez seja necessario a utilizacdo de um sistema adjuvante mais

potente ou mais polarizado.

* FARIAS, Leonardo Paiva. Sio Paulo, 2009.
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5.4 ANEXINA

Uma nova anexina foi caracterizada no tegumento de Schistosoma mansoni. Ela
possui quatro dominios repetitivos de anexina, uma regido N-terminal variavel e foi nomeada
Anexina 2. Ela se liga as fracdes de membrana de maneira dependente de calcio e estd
localizada principalmente no tegumento de esquistossdomulos e vermes adultos.

O gene Anexina foi escolhido como candidato vacinal porque apresentou expressao
diferencial no estagio de esquistossémulo (DILLON et al., 2006) e a proteina foi encontrada
como uma das proteinas mais abundantes e expostas na superficie do tegumento,
possivelmente sendo acessivel ao sistema imune (BRASCHI; WILSON, 2006; VAN
BALKOM et al., 2005), de forma semelhantes as proteinas Sm29 e TSP-2 que conferiram 50-
55% de protecdo (CARDOSO et al.,, 2008; TRAN et al., 2006). Além disto, possui
similaridade com o candidato vacinal Anexina B1 de Taenia solium. Esse antigeno cC1 foi
identificado a partir de uma biblioteca de expressdo de cisticerco, usando soro de suinos e
humanos infectados com cisticercos (HONGLI et al., 2002). A identificacdo de novas
proteinas de tegumento é o foco da pesquisa contemporanea em alcancar o entendimento da
interagdo parasita-hospedeiro e fornecer novos potenciais candidatos vacinais contra a
esquistossomose (CARDOSO et al., 2006)

Embora nenhum papel fisioldgico tenha sido determinado para essa familia, tem sido
sugerido que elas estdo associadas com varios fendmenos relacionados a membrana, incluindo
a sua organizacao, trafico entre as membranas, fusdo e formacdo de canais de ions (GERKE;
MOSS, 2002). In vitro tem apresentado fungdes como: atividade anti-coagulante, anti-
inflamatoria, transducdo de sinais, endo e exocitose, mas pouco se sabe sobre seu papel in
vivo (TURNAY et al., 2005).

Em relacdo aos sitios de ligacdo a Ca" tipo II e III presentes em cada dominio
repetitivo de anexina, a Anexina humana A2, Anexina de S. japonicum e de M. sebastis, bem
como a Anexina2 de S. mansoni revelaram a perda desses sitios em alguns dominios, assim
como em muitas anexinas que tem sido descritas em alguns trabalhos (KONOPKA-
POSTUPOLSKA, 2007; MORGAN et al., 2004). Além da perda, os sitios foram substituidos
pelo motivo KGD no dominio III. Essa substituicdo também esta de acordo com a analise
molecular feita por Morgan et al. (2004), no qual mostra que muitos dominios de anexina
contém mudangas de amino4cidos consistentes com a perda dos sitios de ligagdo a Ca™ tipo II

em que 11% dos dominios analisados perderam o sitio e continham o novo motivo K/H/RGD.
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A identificacdo da anexina em experimentos enriquecidos com membranocélice faz
dessa proteina uma candidata ideal para funcionar como cimento celular entre o
membranocalice e a membrana plasmatica (BRASCHI; WILSON, 2006). Assim, o
silenciamento desse gene foi realizado em colaboracdo com o Prof. Patrick Skelly, através de
um estagio de 6 meses em seu laboratorio, na Universidade de Tufts, Massachussetts, a fim de
observar algum fendtipo alterado no tegumento, que resultasse no ndo desenvolvimento do
corpo do parasita.

Em paralelo, o genoma do parasita foi investigado novamente, procurando no banco
de dados por proteinas que possuissem os mesmos dominios daquelas envolvidas no
mecanismo de RNAi em Homo sapiens, Caenorhabditis elegans ou Drosophila
melanogaster, ou fazendo alinhamentos das sequéncias de aminoacidos através das
ferramentas de bioinformatica com a finalidade de buscar ortdlogos em S. mansoni. Gomes et
al. (2009) descreveu a maioria desses genes, enquanto o gene SID-1, foi encontrado e
adicionado ao mecanismo de RNAi em S. mansoni, o qual estd relacionado a captura de RNA
fita dupla exogeno em C. elegans. Com esses genes, foi feito o primeiro esboco do
mecanismo de RNAi em S. mansoni (KRAUTZ-PETERSON et al., 2010). H4 algumas
diferencas entre os mecanismos de RNAi entre os organismos citados, como diferentes
proteinas argonautas e diferentes cofatores (JINEK; DOUDNA, 2009; TIJSTERMAN et al.,
2004; HANNON, 2002). Por exemplo, em C. elegans had o cofator Rrf-1, uma RNA-
polimerase dependente de RNA, o qual tem a fungdo de gerar um segundo siRNA,
amplificando o silenciamento génico (AOKI et al., 2007), talvez justificando porque a
supressdo do gene em S. mansoni ndo € tao estavel quanto em C. elegans e ¢ mantida somente
até 40 dias de tratamento em esquistossomulos (KRAUTZ-PETERSON; SKELLY, 2008a).

Ja em relag@o aos ensaios de RNAI, resultados confirmaram a supressdo da expressao
do gene Anexina apds 15 dias em esquistossdomulos eletroporados por RT-PCR em tempo
real, da proteina por Western blot e por imunofluorescéncia. No entanto, esta supressdo nao
foi suficiente para induzir uma alteracdo fenotipica significativa quanto a viabilidade e
tamanho. Por microscopia eletronica foram observadas algumas altera¢des na organizagdo do
tegumento, como a espessura ¢ numero de vesiculas no tegumento, semelhante as observadas
pelo grupo do pesquisador Alex Loukas com a supressdo do gene TSP-2 (TRAN et al., 2010),
cuja proteina também ¢ estrutural e tem a mesma localizacdo que a Anexina 2. No entanto,
devido a variabilidade e o baixo numero de cortes dos esquistossomulos com o gene Anexina
2 supremido, estas alteracdes ndo podem ser consideradas significativas, sendo necessario

observar um maior nimero de cortes. Uma avaliagdo mais definitiva do papel da Anexina no
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desenvolvimento do tegumento podera ser obtida verificando o efeito dessa supressdo na
sobrevivéncia e desenvolvimento dos parasitas in vivo.

No Western blot da supressdo da proteina Anexina 2 é possivel observar uma reducgéo
consideravel da proteina nos esquistossomulos tratados com siRNA para Anexina em relagdo
ao controle, mas ainda existe uma leve marcacdo. Isso pode ser justificado pelo fato que os
esquistossomulos tratados eram de 1 dia, lembrando-se que a expressdo do gene aumenta em
grande quantidade do estdgio de cercaria para o de esquisossomulo e que a proteina ja esta
presente em grande quantidade no tegumento de esquistossomulos de 3 h por
imunolocalizacdo (TARARAM et al., 2010). No entanto, também esta marcagdo pode ser
fruto de alguma reatividade cruzada com outras Anexinas de Schistosoma mansoni € isso
ainda deve ser investigado, uma vez que o parasita apresenta outras 10 anexinas com peso
molecular similares.

Tem sido descrito que a Anexina A5 humana teria a fungdo de inibir a agregagéo
plaquetaria (RAND, 2000). Dessa forma, os fragmentos rAnel-II e rAnell-III foram avaliados
quanto a esse potencial e apresentaram em torno de 50 e 30% de inibi¢ao da agregagdo
plaquetaria. Como as Anexinas possuem varios dominios repetitivos e muito similares entre
si, esse resultado pode ser relativo a apenas um dominio em comum e que apresente essas
caracteristicas; ou seja, usar a proteina completa no ensaio ndo seria garantia de obter um
resultado melhor. Portanto, a propriedade de inibir a agregacao plaquetaria usando a Anexina
2 completa ainda precisa ser melhor investigada.

Uma hipotese que estd sendo avaliada seria uma possivel fung¢do da proteina de se
ligar a fosfatidilserina e endocitar anticorpos ligados a Anexina que estdo presentes na
superficie, para justificar a queda acentuada de anticorpos anti-Anexina em soro de
camundongos apos a infec¢cdo com cercarias. Kenis et al. (2004) descreveram essa nova via de
endocitose também para a Anexina humana AS5, sugerindo-a como um alvo para drogas, pois
quando induziu celulas Jubart a apoptose para expressar fosfatidilserina na superficie e
incubou com a proteina Anexina A5, a proteina se ligou nos lipidios da superficie da célula e
ocorreu endocitose, ou seja, as fosfatidilserinas foram eliminadas da superficie,
consequentemente, inibindo a apoptose. Esse desaparecimento de anticorpos também pode ser
visto nos ensaios de imunolocalizagdo in vivo, onde a fluorescéncia da Anexina na superficie
diminui apés 24 h e 48 h de incubagdo com o anticorpo primario, enquanto 0s outros
esquistossomulos tratados com soro anti-TSP-2 mantiveram a fluorescéncia.

Foram realizados ensaios de imunizagdo e desafio com o fragmento rAnel-1I, uma vez

que este possui a regido N-terminal que confere fung¢do a anexina e o primeiro ¢ segundo
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dominios repetitivos; com o fragmento rAnell-III (contendo o segundo e terceiro dominios
repetitivos) € com as duas proteinas juntas. A imunizacdo de camundongos com a proteina
rAnel-II apresentou um perfil mais Th2, enquanto a rAnell-III ou as duas juntas apresentaram
um perfil mais Thl. A andlise dos resultados do ensaio de ELISPOT dos esplenocitos dos
animais ap6s o desafio indicou indugdo do mesmo tipo de resposta imune. No entanto, ndo foi
induzido prote¢do em nenhum dos grupos imunizados. Seria ainda prematuro especular sobre
um possivel papel da Anexina em endocitar os anticorpos pelo “turnover” na membrana,
reduzindo a protecdo induzida pela imunizacdo com a Anexina.

Ainda ndo foi possivel concluir sobre uma fungdo para a Anexina 2, porque outras
fungdes ainda tem que ser investigadas. Por ser uma proteina de membrana e abundantemente
exposta na superficie, acreditamos que ela tenha alguma fun¢do importante no tegumento.
Mas se a funcdo de endocitar moléculas na superficie, como os proprios anticorpos anti-
Anexina, ou remodelar o tegumento, com alguma fungdo no “turnover” e no desenvolvimento
do tegumento fossem confirmadas, poderia justificar a falta de protecdo obtida em

camundongos imunizados com as proteinas recombinantes rAnel-II e rAnell-III.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a abordagem de selecionar genes diferencialmente expressos
através da freqiiéncia aumentada de transcritos no estagio de esquistossomulo quando
comparado ao de cercaria foi satisfatoria porque a expressdo diferencial foi confirmada para
56% dos genes, quando validados por RT-PCR em tempo real (FARIAS et al., 2010).

Entre os genes diferencialmente expressos, foi confirmada a presenga das proteinas
Ly6.1 e Ly6.5 no tegumento associada a uma ancora de GPI. Apesar de nao ter sido possivel
confirmar seu envolvimento em mecanismos de inibi¢do da lise celular pelo sistema
complemento, estas parecem ser importante para a sobrevivéncia e desenvolvimento do
parasita dentro do hospedeiro.

O gene SmVal7 foi confirmado ser diferencialmente expresso no estagio de
esquistossomulos e seus transcritos foram revelados em glandulas esofagicas de vermes
adultos pela técnica de hibridizacdo in situ, o que caracterizaria esse como um potencial
candidato vacinal. No entanto, a localizagdo da proteina ainda n3o foi concluida. Ela foi
encontrada no tegumento de esquistossomulos por imunolocalizagdo, mas novos
experimentos precisam ser realizados para confirmar a presenca da proteina nesse estagio e a
caracterizar a reatividade cruzada com os estagios de ovo e miracidio.

Outro potencial candidato vacinal ¢ a Anexina; experimentos de RT-PCR em tempo
real, Western blot e imunolocalizacdo confirmaram que o gene ¢ diferencialmente expresso
em esquistossomulo e a proteina ¢ encontrada majoritariamente no tegumento de
esquisossomulos e vermes adultos, associada as membranas por um mecanismo dependente
de calcio (TARARAM et al., 2010). Dados preliminares sobre a fungdo da proteina puderam
caracterizar uma inibigdo da coagulacdo. A supressio do gene por RNAi ndo provocou
alteracdo significativa no desenvolvimento do parasita in vitro, mas necessita ser investigado
in vivo. A queda dos anticorpos anti-Anexina ap6s o desafio indicam potencial atividade de
endocitose de anticorpos ligados a superficie do parasita.

A imunizagdo de camundongos com as proteinas recombinantes rLy6.5, rfSmVal7,
rAnel-II ou rAnell-III ndo induziu redug@o de carga paristaria significativa ap6s desafio. Para
algumas delas talvez seja necessario obter a proteina com estrutura. Por outro lado, novos
vetores de DNA, melhores sistemas de apresentagdo, novos adjuvantes que induzam citocinas
imunodulatérias poderiam permitir significante aumento da resposta imune para estes
antigenos e inducdo de mecanismos protetores especificos (WYNN; HOFFMANN, 2000),
uma vez que estes antigenos apresentam importantes caracteristicas que fazem deles ainda
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serem potenciais candidatos vacinais. No entanto, ndo ha ainda um consenso sobre o tipo de
resposta imune desejada para se obter uma melhor protecao.

De uma forma geral, estes estudos permitiram caracterizar 3 membros de importantes
familias de proteinas de superficie de Schistosoma mansoni que permitira estabelecer melhor

como ocorre a interacdo parasita-hospedeiro.
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