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Resumo

Os efeitos de infeccOes parasitarias na responsividade do sistema
imune do hospedeiro tém sido amplamente estudados. Muitos destes
resultados sugerem que esta imunomodulacdo possa ser um dos
mecanismos utilizados para promover a sobrevivéncia do parasita. Neste
sentido, as infec¢cbes crbnicas gastrointestinais por nematdides sé&o
particularmente intrigantes, pois 0s mecanismos que 0s parasitas utilizam
para se evadir da imunidade do hospedeiro séo eficazes e de natureza
diversa. Com relacdo ao Ascaris suum, apesar de produzir proteinas que
sdo potentes alérgenos, tanto a infeccdo experimental como extratos de
vermes adultos suprimem substancialmente a resposta imune do
hospedeiro. Em nosso laboratério isolamos uma proteina denominada PAS-
1(Proteina Ascaris suum), presente no extrato bruto de vermes adultos de
Ascaris suum, que possui uma intensa atividade supressora sobre a
resposta imune humoral e celular. Assim, esta proteina PAS-1 e o0 anticorpo
monoclonal contra ela dirigido (MAIP-1) sédo ferramentas importantes para 0s
estudos sobre a imunomodulacédo induzida por Ascaris suum. Neste trabalho
investigamos a presenca de PAS-1 no sobrenadante de cultura de ovos
embrionados e no fluido pseudoceloméatico de vermes adultos, e
comprovamos que PAS-1 é uma proteina secretada e excretada por larvas
em diferentes estagios precoce do ciclo vital do parasita e também por
vermes adultos. Nossos resultados demonstram que a proteina PAS-1
possui aproximadamente 200 KDa, com N-terminal His-His-Phe-Thr-Leu-
Glu-Ser-Ser-Leu-Asp-Thr, caracterizando uma homologia com uma proteina
de Ascaris lumbricéides (ABA-1). Por outro lado, PAS-1 suprime
intensamente a resposta inflamatéria aguda induzida por LPS, inibindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e estimulando a secrecao de IL-10.
Além disso, a atividade anti-inflamatéria de PAS-1 foi totalmente revertida
pelo tratamento com o anticorpo monoclonal MAIP-1, demonstrando que
esse anticorpo reconhece especificamente o epitopo funcional da proteina
PAS-1.



Abstract

The effects of parasitic infections in the responsiveness of the host
immune system has been widely studied. Many of these results suggest that
immunomodulation may be one of the mechanisms used to promote the
survival of the parasite. In this direction, chronic gastrointestinal nematode
infections are particularly intriguing, because the mechanisms that parasites
use to evade host immunity are effective and varied. In relation to Ascaris
suum, despite producing proteins that are potent allergens, experimental
infection and adult worm extract both substantially suppress the host immune
response. In our laboratory, we isolated a protein named PAS-1 (Protein of
Ascaris suum), present in the extract of adult worms of Ascaris suum, which
has an intense immunosuppressive activity on the humoral and cellular
responses. Thus, this protein PAS-1 as well as the monoclonal antibody
(MAIP-1) directed against it are important tools for studies on the
immunomodulation induced by Ascaris suum. In the present study we
investigated the presence of PAS-1 on the supernatant of embryonated eggs
cultures and adult worms body fluid. We confirm that PAS-1 is secreted and
excreted by worms since earlier larval stages. Our results demonstrate that
the protein PAS-1 has 200 kDa and N-terminal His-His-Phe-Thr-Leu-Glu-Ser-
Ser-Leu-Asp-Thr showing homology with Ascaris lumbricoides protein (ABA-
1). On the other hand, the PAS-1 suppresses the LPS-induced leukocyte
migration and pro-inflammatory cytokines production in air pouches
exudates. Moreover, it stimulates the production of IL-10, indicating that the
modulatory effect of PAS-1 in LPS-induced inflammation is likely due to this
cytokine. Furthermore the anti-inflammatory activity of PAS-1 is abolished by
the treatment with the monoclonal antibody MAIP-1 showing that this

antibody recognizes, specially, the functional epitope of the PAS-1 protein.



Abreviaturas

ABA-1 —
APCs —
BSA -
CD -
CEUAIB —
COBEA -
DMEM -
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g —
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LBP —
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LPS —
LTA -
MAIP-1 —
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MHC —
MIP —
NPA —

Ascaris Body Allergen

Células Apresentadoras de Antigeno

Bovine Serum Albumin

Cluster of Diferetiation

Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Delayed Type Hypersensitivity
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Produto secretado de filarias

Fetal Bovine Serum

Fatores de Inibicdo da Migracdo de Macréfagos
Frigorifico Itapecerica da Serra

Fluido Pseudocelomético

Interferon gama

Imunoglobulina

Interleucina

LPS-Binding Protein

Rat (LO) anti-mice IgM monoclonal antibody
Lipopolyssacaride

Acido Lipoteicoico

Mice anti-Ascaris imunossupressive protein
Minimum Essential Medium

Major Histocompatibility Complex
Macrophage Inflamatory Protein

Nematode Polyprotein Allergens



OPD - O-Phenylenediamine

OVA — Ovalbumina

PAS-1 — Proteina de Ascaris suum

PBS — Phosphate Buffered Saline

RPMI — Roswelt Park Memorial Institute Medium
SB — Sobrenadante da cultura de Ascaris suum

SDS-PAGE-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Eletrophoresis

SP2/0 — Células marinas mielomatosas
TBA-1 - Toxocara Body Allergen

TGFB — Transforming Growth Factor
TLR4 — Toll Like Receptor 4

TNF-a — Tumor Necrosis Factor alfa
TRPs — Tandemly Repetitive Polyproteins
Th- Célula T helper

Treg — Células T reguladoras
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Introducéao

As infec¢des por helmintos, tanto no homem quanto nos animais,
estdo geralmente associadas a efeitos modulatorios sobre o sistema imune
do hospedeiro. Neste sentido, muitos estudos vém demonstrando o potencial
que estes parasitas interferem no sistema imune, ativando, suprimindo ou
desviando a resposta (Barriga e Ingalls, 1984; Finkelman et al., 1997,
Maizels e Yazdanbakhsh, 2003).

Supressao ou polarizacdo da resposta imune mediada por infeccéo
parasitaria ou por componentes derivados de parasitas sdo fenbmenos que
tém sido bastante descritos na literatura nos udltimos anos. Segundo
Terrazas et al. (2001) as infec¢Bes helminticas tém como caracteristicas
marcantes a capacidade de persisténcia no organismo hospedeiro e o ciclo
vital complexo, que estéo frequentemente associados a imunossupressao.

De acordo com Maizels e Yazdanbakhsh (2003), a imunossupresséao
mediada por helmintos pode ser causada pela presenca de determinados
componentes parasitarios capazes de modularem negativamente o sistema
imune, interferindo em diversos mecanismos, por exemplo, bloqueando o
processamento antigénico através da secre¢do de inibidores de proteases;
modulando as células apresentadoras de antigenos (APCs), interferindo
assim na producao de citocinas ou mesmo mimetizando a a¢éo de citocinas
regulatorias.

De um modo geral, os helmintos constituem os principais exemplos
de indutores de uma resposta do tipo Th2, promovendo principalmente a
producdo de altos niveis de anticorpos IgE, citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, além de uma acentuada eosinofilia e também mastocitose. Apesar da
potente resposta tipo Th2, as infeccbes helminticas cronicas ndo induzem
sintomas clinicos de doencas alérgicas, que também estimulam tipicamente
essa resposta. Ao contrario, dados experimentais oriundos de estudos
epidemiologicos mostraram uma correlagdo inversa entre infeccdes

helminticas e atopia. A constatacao de que criancas infectadas por helmintos



apresentam menos doencas alérgicas que criancas ndo-infectadas e que o
tratamento com drogas anti-helminticas resultam num aumento da
sensibilidade a alérgenos ambientais, sugeriu a importancia e os beneficios
conferidos pela modulacdo da resposta imune induzida nas infeccoes
helminticas (Lynch et al., 1997; Van den Biggelaar et al., 2004). Estudos
com varios helmintos indicam que a protecdo contra doencas alérgicas se
deve a uma intensa supressao do sistema imune do hospedeiro através dos
processos regulatérios que incluem células Treg, células B, macréfagos e
células dendriticas. A hiporresponsividade resultante afeta ndo apenas
antigenos préprios do parasita, como mecanismo de escape para a
sobrevida no hospedeiro, mas também antigenos nao-relacionados como

vacinas e outros patogenos (Fallon e Mangan, 2007; Smits et al., 2010)

Estudos com produtos secretados por helmintos tém possibilitado
um avanco na compreensdo dos mecanismos imunomodulatérios induzidos
nas infeccdes cronicas (Falcone et al., 2004; Maizels et al., 2004). Algumas
dessas moléculas incluem metaloproteinase (Culley et al., 2000),
calreticulina (Pritchard et al., 1999), antioxidantes (Brophy et al., 1995) e
fator inibidor de neutréfilos (Moyle et al., 1994). Esses produtos interferem no
processamento e apresentacdo de antigenos (Dainichi et al.,, 2001), na
proliferacdo celular (Allen e MacDonalds, 1998), causa morte celular
(Semnani et al., 2003), diminui a produgéo de anticorpos IgE (Langlet et al.,
1984), reduz a ativacdo de células B (Deehan, Harnett e Harnett, 1997) e
estimula as células T regulatérias (Belkaid, Sun e Bouladoux, 2006). Assim,
os fatores imunomodulatorios podem afetar tanto a resposta indutiva como
efetora do sistema imune do hospedeiro (Macedo-Soares e Araujo, 2008;
Macedo-Soares e Macedo, 2007).

Dentre os helmintos, as espécies de Ascaris foram inicialmente
descritas por sua notoria capacidade em induzir potentes processos
alérgicos em animais infectados com estes vermes (Jarret,1972; Miller,
1982). Por outro lado, outros estudos demonstraram que a infeccéo
experimental ou o tratamento de animais com extrato bruto de vermes de

Ascaris suum € capaz de promover uma acentuada supresséo na producéo
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de anticorpos contra um antigeno hererdlogo (Crandall e Crandall, 1976;
Macedo e Mota, 1980; Paterson et al., 2002). O efeito supressivo do extrato
de vermes adultos tanto sobre a resposta imune humoral quanto celular, tem
sido bem caracterizado particularmente no que se refere a resposta
heter6loga a ovalbumina (Macedo e Mota, 1980; Macedo e Barbuto, 1988).
Demonstrou-se que a imunizacdo de camundongos com ovalbumina e
extrato de Ascaris suum promove uma supressao na producgéo de anticorpos
anti-OVA, suprime a reacdo de hipersensibilidade tardia em camundongos
desafiados com OVA, inibe a proliferacdo linfocitaria, e suprime a inflamacao
alérgica pulmonar (Soares et al.; 1992; Lima et al.;1992).

Mais recentemente em nosso Laboratério produzimos o anticorpo
monoclonal MAIP-1, que reconhece especificamente uma proteina
denominada PAS-1, presente em vermes adultos de Ascaris suum.
Demonstramos que PAS-1 € responsavel pelos efeitos supressivos
observados com o extrato bruto, suprimindo a resposta imune humoral (timo-
dependente, mas nao timo-independente), celular (DTH) e a inflamacéo
alérgica pulmonar. Ha fortes evidéncias de que a imunossupressao induzida
por PAS-1 seja devido a estimulacdo de células T regulatérias, pois nos
modelos experimentais utilizados h4 uma acentuada producéo de IL-10 e
TGF-B e a transferéncia adotiva de células TCD4"CD25foxp-3* estimuladas
com PAS-1 suprime a inflamacéo alérgica pulmonar de camundongos
imunizados com OVA (Itami et al., 2005; Oshiro et al., 2004 e 2005; Araujo et
al., 2010).

Para aprofundar os estudos sobre a imunomodulagédo induzida por
Ascaris suum, caracterizamos o modelo de infeccdo experimental em
camundongos (Enobe, 2001). Demonstramos que no modelo murino a
infeccdo por Ascaris suum € auto limitante (no estagio pulmonar as larvas
sdo deglutidas e eliminadas pelas fezes) e induz preferencialmente uma
resposta Th2, com a produgdo de anticorpos das classes IgE e IgG1 e
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10. Em camundongos a morfologia das larvas até o
estagio pulmonar é idéntica ao que ocorre no hospedeiro natural (suinos -

ciclo vital do verme anexo 1), sendo um modelo experimental importante
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para o estudo da resposta imunoldgica induzida por Ascaris suum, tendo em
vista a facilidade de manutencdo e de manuseio dos animais. Neste modelo
demonstramos também que a proteina PAS-1 (inicialmente isolada de
vermes adultos) esta presente em diferentes estagios do desenvolvimento
de Ascaris suum e que extratos destas larvas suprimem a resposta imune
humoral heterdloga (Enobe, 2001). Estes resultados sugerem que Ascaris
suum é potencialmente capaz de modular a resposta imune do hospedeiro,
desde fases precoces até a fase adulta. A constatacdo, ndo s6 da presenca
de PAS-1 em diferentes estagios de desenvolvimento do verme, como
também da atividade imunossupressora destas amostras € relevante, na
medida em que indica a possibilidade da acdo direta desta proteina como
responsavel pela imunomodulagcdo induzida durante a infeccdo. Entretanto,
para confirmarmos esta hipétese, € necessario esclarecer alguns pontos, por
exemplo, sobre a sintese desta proteina pelo verme. Inicialmente a proteina
PAS-1 foi obtida a partir do extrato bruto de vermes adultos ou de larvas nos
estagio iniciais, preparados por homogenizacdo, sendo 0 primeiro
sobrenadante descartado. Assim, é possivel que a proteina PAS-1 seja
constitutiva do verme. Essa hipétese € corroborada por estudos com
imunofluorescéncia que mostraram que PAS-1 esta presente no tecido
externo dos vermes integros (resultados nao publicados). Dada a
importancia do ponto de vista fisiolégico, do esclarecimento da origem da
proteina PAS-1, o presente trabalho prop&e investigar a presenca de PAS-1
no fluido pseudocelomético e sobrenadante de cultura, caracterizando ser

esta uma protel'na secretada e excretada, respectivamente.
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Objetivos

O presente trabalho tem como principal objetivo a caracterizacao
bioquimica e funcional de PAS-1, proteina de Ascaris suum, através das

seguintes etapas:

1) Identificacdo da presenga de PAS-1 no fluido
pseudocelomético e sobrenadante de cultura de larvas de A. suum em

estagio precoce de desenvolvimento.

2) Purificacdo da proteina PAS-1 por cromatografia de afinidade
utilizando-se uma coluna de Sepharose 4B acoplada ao anticorpo
monoclonal MAIP-1, a partir do sobrenadante de cultura de A. suum em

estagios larvais, do fluido pseudocelomatico e extrato de vermes adultos.

3) Comparacdo da proteina PAS-1 das diferentes amostras por

eletroforese (SDS-PAGE) e immunoblotting.
4) Determinacao da sequéncia N-terminal de PAS-1.

5) Avaliacdo da atividade imunossupressora de PAS-1 no modelo

experimental de inflamacéo aguda induzida por LPS.
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Material e métodos

1) Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c
machos, pesando entre 20 e 22g. E importante ressaltar que em estudos
anteriores ndo foram observadas diferengas entre os sexos dos animais em
relacdo a infeccdo experimental por Ascaris suum ou a resposta pela
imunizacdo com produtos purificados.

Os animais provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan,
foram mantidos no biotério do préprio Laboratério de Imunopatologia, com
agua e racao (Purina®) fornecida ad libitum.

Os experimentos estdo de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do
Instituto Butantan (CEUAIB) (protocolo n° 551/08).

2) Reagentes

Foram usados 0s seguintes reagentes:

e Aminoacidos ndo essenciais - Gibco BRL, Life Technologies Ltd,

Scotland;

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) - Gibco BRL, Life
Technologies Ltd, Scotland;

e Garamicina - Gibco BRL, Life Technologies Ltd, Scotland;

e Hepes - Gibco BRL, Life Technologies Ltd, Scotland;

14



Kits para IL-1p, IL-6; TNF-a e IL-10 - BD Biosciences, San Diego, EUA;

Leite em p6 desnatado - Molico®, Nestlé Brasil Ltda, Aragatuba, Brasil;

L-glutamina - Gibco BRL, Life Technologies Ltd, Scotland, UK;

LO-MM8 (anticorpo monoclonal anti-cadeia p de imunoglobulina de

camundongo) — gentilmente cedido pelo Prof Dr H. Bazin, UCL, Bélgica;

LPS (E. coli 026:B6) - Sigma-Aldrich Inc., Missouri, EUA;

Padrdo de proteinas: miosina, B-galactosidase, fosforilase B, albumina

bovina, ovalbumina e anidrase carbdnica - Sigma-Aldrich Inc., Missouri,

EUA;

Peréxido de hidrogénio - Synth Ltda, Diadema, SP, Brasil;

Placas de poliestileno — Nalgene Nunc Int. Co, Rochester, NY, EUA,

Piruvato de sédio - Gibco BRL, Life Technologies Ltd, Scotland;

4 cloro-1-naftol - Sigma-Aldrich Inc., Missouri, EUA;

Reagente de Bradford - Sigma-Aldrich Life Science, EUA;

Reagentes de coloragdo HEMA-3® - Biochemical Sciences Inc., NJ,
EUA;

TMB (3,3',5,5’ tetrametilbenzidina) - Sigma-Aldrich Inc., Missouri, EUA;

Tween 20 - Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia.
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3) Obtencéo dos ovos

Vermes adultos de Ascaris suum (anexo 2) foram obtidos de
intestinos de porcos recém abatidos (Frigorifico FISA, Itapecerica da Serra,
SP, Brasil).

As fémeas de Ascaris suum foram separadas para obtencédo de ovos
segundo o protocolo adaptado de Williams e Soulsby (1970). Assim, fémeas
adultas foram dissecadas e o terco distal do utero retirado. Este material foi
homogeneizado por 5 minutos, em solugdo salina e em seguida foi
centrifugado a 450g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo desprezado e
o precipitado ressuspendido em solugcédo de acido sulfurico 0,1 N. Os ovos
recuperados foram armazenados numa concentracdo final de 30.000
ovos/mL, no escuro, a temperatura ambiente, por pelo menos 30 dias antes

de serem utilizados.

4) Obtencédo do fluido pseudocelomatico

A cavidade geral dos nematoides € denominada pseudoceloma, por
nao apresentar revestimento endotelial, e contém um liquido que banha
todos os érgéaos internos sendo denominado fluido pseudoceloméatico (FPC).

O fluido pseudocelomatico de Ascaris suum foi obtido realizando-se
uma pequena incisdo na extremidade terminal do corpo do verme. Com
auxilio das maos, foi feita uma pressao sob o corpo do verme, resultando no
extravasamento do fluido. Este material foi recolhido, acondicionado e

conservado a -20°C até o momento de uso.

5) Cultura de Ascaris suum

Os ovos de Ascaris suum foram cultivados conforme protocolo

descrito por Levine e Silverman (1969).
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Uma suspenséo com 600. 000 ovos foi centrifugada a 400 g por dez
minutos a 10°C, sendo o0 sobrenadante desprezado e o0 precipitado
ressuspendido em solucdo de 50 mL de hipoclorito de sédio (+ 5% de cloro
ativado) com 2 pastilhas de hidréxido de sédio em pH13-14.

Em seguida, os ovos foram submetidos a agitacao por inversao por
aproximadamente 18 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo a
suspensao de ovos foi novamente centrifugada a 400 g por 10 minutos a
10°C. O sobrenadante foi entdo desprezado e o precipitado foi
ressuspendido com &gua destilada estéril e submetido a nova centrifugacao
(400 g por dez minutos a 10°C). Este procedimento foi realizado trés vezes
para lavagem e remocdo da solucdo de hipoclorito de sédio e hidréxido de
sodio.

ApoOs estas lavagens, a suspensdo de ovos foi submetida a um
processo de borbulhamento com diéxido de carbono proveniente de um
sistema constituido por um kitassato contendo gelo seco (anexo 3). Esse
procedimento foi realizado por duas horas, a temperatura ambiente e em
ambiente estéril (fluxo laminar).

Este material foi entdo centrifugado a 400 g por 10 minutos a 10°C.
O precipitado foi ressupendido em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) sem suplementos e com 1,5 mL de garamicina
(80 mg/mL).

O material foi cultivado em placas de 6 pocos (3 mL, contendo
aproximadamente 10° ovos, em cada poco), por até 15 dias a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO,. O sobrenadante foi recolhido em intervalos
de 1 e 15 dias e ap0s centrifugagdo por 10 minutos a 535 g a 10°C , foi
acondicionado a -4°C até o momento de uso.

Em alguns experimentos utilizamos o meio de cultura DMEM
suplementado com 10 mL de L-glutamina, 20 mL de piruvato de sodio
100mM, 10 mL aminoacidos ndo essenciais, 15mL de Hepes a 26mM e 1,5
mL de garamicina (80 mg/mL) e/ou apenas piruvato de sodio, L-glutamina

ou aminoacidos ndo essenciais. As culturas mantidas a 37°C em atmosfera
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contendo 5% de CO, por até 23 dias. E o sobrenadante foi recolhido em
intervalos de 2 dias.

6) Purificacao do anticorpo monoclonal MAIP-1

O anticorpo monoclonal MAIP-1 foi produzido em nosso laboratorio
por Oshiro (2004). Em linhas gerais, células murinas mielomatosas (SP2/0)
e ndo secretoras foram fundidas com linfocitos de camundongos BALB/c
imunizados com extrato total ou a fragdo imunossupressora de Ascaris suum
(presentes no pico | do perfil cromatografico de eluicdo em Sephadex G200),
de forma a se obter células hibridas secretoras de anticorpos contra
componentes protéicos do verme.

Estes hibridomas foram testados com relacdo a especificidade do
anticorpo produzido e apos a triagem foram expandidos e clonados.

O clone selecionado foi expandido in vitro, pela incubacdo das
células com meio de cultura RPMI suplementado com 20% de soro fetal
bovino em estufa com 5% CO; a 37°C.

O anticorpo MAIP-1 foi entdo purificado por cromatografia de
afinidade, utilizando uma coluna de Sepharose 4B acoplada com LO-MM-8

(anticorpo monoclonal anticadeia p de imunoglobulina de camundongo).

7) Identificacdo da proteina PAS-1 no sobrenadante de cultura e fluido

pseudocelomatico

A presenca de PAS-1 foi identificada pelo reconhecimento do
anticorpo monoclonal MAIP-1, por ELISA direto.

Placas de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizadas com
100pL/poco da amostra de sobrenadante de culturas de A. suum e/ou fluido

pseudocelomatico, e incubadas em camara Umida a 4°C por 18 horas.
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Em seguida, foram realizadas trés lavagens sucessivas com
300puL/pocgo de tampdao de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20 v/v).

As placas foram blogueadas com 200uL/poco de solucdo de
bloqueio [leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em tampao de lavagem]. As
placas foram novamente incubadas a 37°C por 2 horas em camara umida.

Apbés novo ciclo de lavagens, acrescentou-se 100ulL/poco do
anticorpo monoclonal MAIP-1 na concentragdao de 30 pg/mL, preparado em
tampéo PBS/Tween. Apods incubacéo por 1 hora a 37°C em camara Umida e
novo ciclo de lavagem, adicionou-se 100uL/poco do anticorpo monoclonal de
rato contra IgM de camundongo, marcado com peroxidase (LO-MM8-PO), na
concentracdo de 0,5ug/mL, preparado em tampdo PBS/Tween. As placas
foram entdo novamente incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida.

Apos lavagem, as placas foram reveladas pela adicdo de
100puL/poco de solucdo cromdgena (1 mg/mL de OPD) mais o substrato da
enzima (1 uL/mL de perdxido de hidrogénio), diluidos em tampé&o citrato pH
5,0. As placas foram incubadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

A reagdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 ulL/pogo de
acido sulfarico 1M.

A intensidade da coloracao foi medida pela leitura da absorbancia a
492 nm em leitor de ELISA (Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia).

8) Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para analisar o perfil eletroforético da proteina PAS-1 presente nas
diferentes amostras (fluido pseudocelomatico e sobrenadante de cultura de
A.suum), procedeu-se a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida,
conforme descrito por Laemmli (1970).

As amostras foram diluidas em tampdo de amostra (tampéo
TRIS/HCI 125 mM pH 6,8, contendo 2,5% de SDS (p/v), 10% de glicerol
(v/v), 0,05% de azul de bromofenol (p/v), 1 mM de PMSF e 2 mM de EDTA),
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para uma concentragao final de 15ug. Entdo foram aquecidas em banho-
maria por 5 minutos a 90-100°C.

Preparou-se um gel de poliacrilamida a 7,5% e um gel de
empilhamento a 4%, onde foi aplicado 10pL de cada amostra.

Como referéncia de migracdo de proteinas, utilizou-se um padrao
composto por: miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B
(97,4 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa) e anidrase
carbonica (29 kDa).

A eletroforese foi realizada a corrente constante de 40 mA a 150V
por duas horas.

Apos a corrida, o gel de empilhamento foi desprezado e o gel de

corrida foi corado com nitrato de prata (Blum et al., 1987).

9) “Immunoblotting”

A andlise qualitativa do reconhecimento do anticorpo monoclonal
MAIP-1 nas diferentes amostras (fluido pseudocelomatico e sobrenadante
de cultura) foi realizada pela técnica de imunotransferéncia
(“immunoblotting”). Em sintese, ap6s corrida eletroforética em gel de
poliacrilamina (7,5%) as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose. Utilizando-se tampdo TRIS/HCI a corrente constante de 380
mA, a 25V por 90 minutos.

Apos a transferéncia a membrana foi corada com Ponceau 0,5%, a
fim de se evidenciar as bandas protéicas transferidas.

Em seguida a membrana de nitrocelulose foi lavada com tampéao
TRIS/salina (TRIS 10mM em salina).

Depois a membrana foi bloqueada com solugdo de bloqueio (leite
desnatado a 5% (p/v) em tampao TRIS/salina), por 2 horas a temperatura
ambiente, sob constante agitacao.
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ApOs esta etapa, o anticorpo monoclonal MAIP-1, na concentracéo
de 100pg/mL preparado em solugdo de bloqueio, foi adicionado a
membrana, que foi mantida por 18 horas a 4°C sob agitacdo constante.

Foram realizadas na membrana trés lavagens sucessivas com
tampdao TRIS/salina.

Em seguida adicionou-se a membrana o conjugado enzimatico
(anti-lgM  marcado com peroxidase), na concentracdo de 0,5ug/mL,
preparado em solugcdo de bloqueio e mantido por 2 horas a temperatura
ambiente, sob constante agitacao.

A revelacéo foi feita pela da adicdo de solu¢do cromdgena contendo
0,5 mg/mL de 4 cloro-1-naftol, 15% de metanol e 1 uL/mL de peroxido de
hidrogénio 30% (v/v) em tampao TRIS/salina. Mantida sob agitacdo manual
até o aparecimento das bandas.

A reacdo foi interrompida pela lavagem da membrana em agua

corrente.

10) Purificacédo de PAS-1

A PAS-1 foi purificada por cromatografia de afinidade a partir de duas
fontes distintas: sobrenadante de cultura de Ascaris suum e fluido
pseudocelomatico. Para tanto, o anticorpo monoclonal MAIP-1 era ligado a
Sepharose-4B, e esta resina utilizada para a purificacdo da proteina de
interesse.

A coluna MAIP-1-Sepharose foi previamente equilibrada com tampéao
PBS (pH 7,2), e a seguir foram aplicados 2,0 mL da amostra (sobrenadante
de cultura de Ascaris suum ou fluido pseudoceloméatico). Apés a retirada de
todo material ndo retido com PBS, a proteina de interesse foi eluida com
uma solucédo de Glicina 0,2M, contendo NaCl 0,5M, pH 2,8. Este material
teve seu pH imediatamente neutralizado pela adicdo de uma solugéo de Tris
1IM.
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A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente e o perfil
protéico (Anexo 4), foi monitorado pela absorbancia em 280 nm.

As fracdes que haviam ficado retidas a coluna foram reunidas em um
pool, o qual foi dialisado contra tampao PBS pH 7,2. E apds a dialise o
material foi concentrado por ultrafiltragdo (membrana com porosidade 10.000
Da, presséo de nitrogénio 2,0 Kgf/cm? em banho de gelo).

Apoés a concentracdo, o material foi aliquotado e armazenado a -4°C

até o momento do uso.

11) Determinacao da concentracao protéica

A concentracdo protéica das amostras foi estimada pelo método
colorimétrico de Bradford (1976). A concentracdo das amostras foi estimada
através da comparacao com a curva padrao de BSA, plotada e analisada por
regressao linear em um programa de analise de curva Curve Expert 1.4

Microsoft Corporation, USA.

12) Sequenciamento N-terminal

A determinagdo da porcdo N-terminal da PAS-1 foi realizada na
Unidade de Sequenciamento de Peptideos e Proteinas do Instituto Butantan,
através do método de degradacdo de Edman (1956).

Com o objetivo de se obter a PAS-1 em condi¢gbes adequadas para a
determinacdo de seu N-terminal, uma amostra previamente purificada a
partir do fluido pseudocelomético foi submetida a cromatografia de fase
reversa. A cromatografia foi realizada em coluna Vydac C4 (4.6 x 250 mm)
acoplada a um HPLC (LC Solution - Shimadzu). As proteinas foram eluidas
com gradiente de solvente (solvente A: TFA 0,1% e solvente B: TFA 0,1%
em ACN 90%), e, para se obter quantidade de material suficiente, foram

realizadas duas corridas (250ul de amostra em cada). O fluxo da
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cromatografia era constante (1,0 mL/min), o perfil protéico foi monitorado por
absorbancia (214nm) e as fracdes foram coletadas manualmente.

A amostra presente no pico majoritario (anexo 5), foi seca em “speed-
vac” e submetida ao sequenciador automatico (PPSQ-21 — Shimadzu).
Foram realizados 11 ciclos de sequenciamento, e, a sequéncia obtida foi
analisada atraves de ferramentas disponiveis no “EXPASY - Expert Protein
Analysis System (HTTP://www.expasy.org)”.

13) Inducao de bolsa de ar e coleta de exsudato

Para a avaliacdo do efeito da proteina secretada PAS-1 sobre a
inflamagé&o aguda induzida por LPS, utilizou-se o modelo de bolsas de ar em
tecido subcutaneo de camundongos (anexo 6), conforme técnica descrita
por Ahluwalia e Perreti (1996).

As bolsas de ar foram induzidas com 2,5mL de ar estéril no dorso
previamente depilado de camundongos BALB/c. Com intervalo de trés dias
as bolsas receberam dois reforcos com a mesma quantidade de ar estéril.
Trés dias ap6s o ultimo reforco as bolsas de ar foram estimuladas com
500uL de PBS contendo: 1) 1 pug LPS (E. coli 026:B6), 2) LPS + 300 pg de
fluido pseudocelomético ou sobrenadante de cultura, 3) LPS + 300ug de
PAS-1 isolado do FPC ou do SB, 4) LPS + PAS-1 + 300 pg de MAIP-1.

Trés horas apdés o estimulo os exsudatos foram recolhidos por
lavagem da cavidade com 1mL de PBS contendo heparina (2,5Ul/mL). Uma
amostra foi entdo separada para a contagem do numero total de leucdcitos,
utilizando-se uma solugao de “trypan blue” como corante na diluigcdo 1/2. A
contagem celular foi feita em uma camara de Neubauer, em microscopio
Nikon Eclipse E400, com aumento de 40x.

O restante do exsudato entéo foi centrifugado por 5 minutos a 290g,
sendo o sobrenadante armazenado a -20°C, para posterior dosagem de

citocinas.
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Para contagem diferencial das populacdes celulares, o precipitado foi
ressuspendido em 0,1mL de PBS/heparina (2,5Ul/mL) e as células
sedimentadas em laminas por centrifugacdo em citocentrifuga (Cito-Spin —
Bioresearch, Sdo Paulo, Brasil) por 5 minutos a 250 g. Em seguida, as
laminas foram coradas com reagentes de coloragdo HEMA-3®, segundo
protocolo do fabricante. Procedendo-se a contagem celular diferencial em
varios campos, perfazendo um total de 200 células por lamina, utilizando-se

microscopio Nikon Eclipse E400 com aumento de 100x.

14) Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas

Para a dosagem de citocinas IL-13, IL-6, TNF-a e IL-10, utilizamos
os kits especificos da BD Biosciences, conforme protocolo detalhado pelo
fabricante.

Para a captura dos antigenos, placas de ELISA do tipo Maxisorp,
foram sensibilizadas com 100uL/pogo de anticorpos monoclonais especificos
para cada citocina, quais sejam, anti-IL-1p (4pug/mL), anti-IL-6 (2ug/mL), anti-
TNF-a (0,8ug/mL) e anti-IL-10 (2ug/mL), diluidos em tampé&o carbonato pH
9,5eo0u PBS pH 6,5. As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C.

Foram lavadas 3 vezes com 300uL/po¢co da solugcdo de PBS
contendo 0,05% (v/v) de Tween 20.

A seguir, as placas foram bloqueadas com 200uL/poco de solugéo
de 10% FBS em PBS e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

Apo6s novo ciclo de lavagem como anteriormente citado, adicionou-
se em triplicata 100uL/pogco das amostras (sobrenadantes de cultura e
exsudatos de bolsas de ar). E as respectivas citocinas murinas
recombinantes, diluidas seriadamente a partir de 2.000 até 7,81pg/mL,
conforme protocolo do fabricante. Entdo as placas foram mantidas a
temperatura ambiente por 2 horas.

Em seguida, as placas passaram por novo ciclo de lavagem e depois

adicionou-se 100uL/pogco dos respectivos anticorpos de deteccéo
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biotinilados, especificos para cada citocina: anti-IL-13 (0,1ug/mL), anti-IL-6
(0,2ug/mL), anti-TNF-a (0,3pug/mL) e anti-IL-10 (0,4ug/mL). As placas foram
Incubadas por mais 1 hora a temperatura ambiente.

Apébs novo ciclo de lavagem, a reacao foi revelada; adicionou-se
100uL/poco de reagente TMB (3,3',5,5° tetrametilbenzidina) e as placas
foram mantidas por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

A reacao foi interrompida com 50 ulL/poco de acido sulfarico 30%
(VIV).

A leitura da reacéao foi realizada a absorbancia de 450 nm em leitor
de ELISA (Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia).

As concentracbes das amostras foram calculadas por comparacao
com as curvas-padréo de cada citocina (2.000 até 7,81pg/mL). A analise foi
realizada por regressao linear utilizando-se programa de analise Curve

Expert 1.4, Microsoft Corporation 1993.

15) Analise Estatistica
O método estatistico empregado para a analise foi o test-t pareado

ou o teste de variancia ANOVA, utilizando-se o programa Prisma 5.01 Graph

Pad Software Inc. O nivel de rejeicdo de hipéteses foi fixado em 0,05 ou 5%.
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Resultados

1) PAS-1 é uma proteina secretada e excretada por estagios precoces

do desenvolvimento larval de Ascaris suum

Neste experimento avaliamos a presenca de PAS-1 no
sobrenadante de cultura de ovos embrionados de Ascaris suum. Assim, ovos
embrionados tratados com hipoclorito de sédio / hidréxido de sddio (pH 13-
14) e borbulhamento com CO, foram colocados em cultura em meio DMEM
suplementado, por 23 dias a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO..
Algumas culturas foram realizadas com ovos embrionados sem o tratamento
prévio com hipoclorito de sodio / hidroxido de sodio e borbulhamento com
CO,. Os sobrenadantes foram coletados a cada 2-3 dias e a concentracéo
de PAS-1 foi dosada por ELISA utilizando o anticorpo monoclonal anti-PAS-1
(MAIP-1).

Pelos resultados apresentados na figura 1, observamos que ovos
nao tratados com hipoclorito de sodio / hidroxido de sddio e borbulhamento
com CO,, ndo eclodem e quando colocados em cultura nao liberam PAS-1
no sobrenadante.

Por outro lado, o tratamento com hipoclorito de sédio / hidréxido de
sédio e o borbulhamento com CO, favorece a liberacdo das larvas do
interior dos ovos, que gquando colocados em cultura com meio DMEM
suplementado, observa-se a presenca de PAS-1, no primeiro dia e também
no décimo quinto dia. Entre a terceira e quarta semana em cultura as larvas
apresentam pouca mobilidade, aparentando estarem mortas.

Estes resultados demonstram que larvas de Ascaris suum nos
estagios precoces do desenvolvimento vital produzem e liberam a proteina
PAS-1.
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Fig. 1 - Deteccdo de PAS-1 no sobrenadante de cultura de ovos de
Ascaris suum.

Ovos embrionados néo tratados (grafico A) ou previamente tratados
com hipoclorito de sodio/hidroxido de sddio e borbulhamento com CO; (
grafico B) foram colocados em cultura com meio DMEM suplementado, por
23 dias a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,. A presenca de PAS-1
no sobrenadante foi determinada por ELISA utilizando o anticorpo
monoclonal anti-PAS-1 (MAIP-1). As fotos sdo da cultura no 1° dia,
mostrando ovos inférteis (a); ovos ndo eclodidos (b) e larvas (c). Resultados

representativos de trés experimentos independentes.
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2) Efeito da suplementac&o do meio de cultura na secrecao e excregao
de PAS-1

Neste experimento avaliamos a influéncia dos suplementos
adicionados ao meio de cultura DMEM para a secrecdo e excregcdo da
proteina PAS-1, por larvas de Ascaris suum em cultura. Assim, ovos
embrionados apods lavagem e tratamento com hipoclorito de sédio / hidroxido
de sbédio (pH 13-14) e borbulhamento com CO,, foram cultivados com
diferentes suplementacbes do meio DMEM, em placas com 6 pocos
(aproximadamente 10° ovos por poco). A presenca de PAS-1 nos
sobrenadantes, coletados 1 e 15 dias ap0s, foi avaliada por ELISA utilizando
0 anticorpo monoclonal MAIP-1.

Pelos resultados apresentados na figura 2, nota-se que apés 1 dia
de cultura, a concentracdo da proteina PAS-1 secretada e excretada no
sobrenadante foi semelhante nos diferentes meios de cultura utilizados.
Entretanto, no décimo quinto dia a quantidade de PAS-1 secretada pelas
larvas cultivadas em meio de cultura ndo suplementado (acrescido apenas
de Hepes e garamicina) foi praticamente o dobro, comparado com o cultivo
em meio DMEM completo (Hepes, garamicina, L-glutamina, aminoacidos
nao-essenciais e piruvato de sodio) ou parcialmente suplementado. Em vista
destes resultados passamos a utilizar o meio DMEM né&o suplementado,
acrescido apenas de Hepes e antibidtico (garamicina).
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Fig. 2 - Efeito da suplementacdo do meio de cultura na secrecdo e
excrecao de PAS-1
Ovos embrionados de Ascaris suum, previamente tratados com hipoclorito
de sodio / hidréxido de sédio e borbulhamento com CO2 foram cultivados em
meio (1) DMEM suplementado com L-glutamina + piruvato de sédio + amino
acidos nao-essenciais, (2) DMEM incompleto (sem suplementos) ou (3)
DMEM suplementado apenas com L-glutamina, (4) piruvato de sodio ou (5)
aminoacidos ndo essenciais. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C
em atmosfera Umida saturada com 5% de CO2. Os sobrenadantes
coletados apo6s 1 dia (A) e 15 dias (B) foram testados com relacdo a
presenca de PAS-1 por ELISA utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-

PAS-1 (MAIP-1). * p<0,001 comparado com os demais grupos.
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3) Presenca de PAS-1 no fluido pseudocelomatico de vermes adultos de
Ascaris suum

Nos experimentos anteriores comprovamos que PAS-1 é uma
proteina secretada e excretada por larvas em estdgios precoces do
desenvolvimento vital do parasita. Com intuito de avaliarmos se vermes
adultos também produzem e secretam PAS-1, utilizamos o fluido
pseudocelomatico extraido de vermes adultos machos ou fémeas. Assim, o
fluido pseudocelomatico de vermes adultos machos e fémeas foram
coletados individualmente e a presenca de PAS-1 foi avaliada por ELISA,
utilizando-se o anticorpo monoclonal MAIP-1. Pelos resultados apresentados
na figura 3, observa-se que efetivamente tanto vermes adultos machos

quanto fémeas secretam a proteina PAS-1, em quantidades semelhantes.
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Fig. 3 - A proteina PAS-1 é também secretada por vemes adultos.
Liquido pseudocelomatico obtido de vermes adultos machos ou
fémeas foram testados com relacdo a presenca da proteina PAS-1 por
ELISA utilizando-se o anticorpo monoclonal MAIP-1. N&o ha diferenca
significativa entre os grupos experimentais. O resultado para as fémeas foi
de 1,014 + 0,039 (n=14) e para os machos foi 0,985 + 0,058 (n=11), sendo

p=0,66 aplicando-se o teste t.
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4) Caracterizacdo da proteina secretada e excretada PAS-1 por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e “imunoblotting”

Com o objetivo de se analisar o perfil eletroforético de PAS-1,
procedeu-se a técnica de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 7,5%,
aplicando-se 15ug de PAS-1 ou do fluido pseudocelomético de Ascaris
suum. Como podemos observar na figura 4, o fluido pseudocelomatico
(posicdo 1) é composto por uma série de proteinas identificadas pelas
diferentes bandas espalhadas ao longo do gel. Por sua vez, a eletroforese
de PAS-1 isolado do fluido pseudocelomatico (posicéo 2) e do sobrenadante
de cultura (posicdo 3) revelou a presenca de uma banda majoritaria,
correspondente a uma proteina, localizada na porcao superior do gel (~200
kDa), que, como era de se esperar, é reconhecida pelo anticorpo MAIP-1,

revelado por “immunoblotting” (posicao 4 e 5, respectivamente).
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Fig 4 — Perfil eletroforético da proteina PAS-1 secretada.

Amostras contendo 15 ug de fluido pseudocelomatico (posigéo 1) ou
PAS-1 purificado do fluido pseudocelomatico (posicdo 2) ou PAS-1
purificado do sobrenadante de cultura (posicdo 3) foram submetidas a
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 7,5% que foi corado com
Nitrato de prata. As posicles 4 e 5 representam o perfil de reconhecimento
do anticorpo monoclonal MAIP-1 frente a proteina PAS-1, em ensaio de
immunoblotting de PAS-1 purificado do liquido pseudocelomatico e
sobrenadante de cultura, respectivamente. A coluna da esquerda representa
a posicao de migracdo dos marcadores de massa molecular. Como
referéncia de migracdo das proteinas, utilizou-se padrdo de proteinas,
composto por: miosina (205,0 kDa), B-galactosidase (116,0 kDa), fosforilase
B (97,4 kDa), albumina bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa) e anidrase
carbonica (29,0 kDa).
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5) Sequenciamento da proteina secretada PAS-1

O N-terminal da proteina analisada apresentou a seguinte sequencia:

His-His-Phe-Thr-Leu-Glu-Ser-Ser-Leu-Asp-Thr, que pode ser visualizada

Leu
Thr

r OH o)
o)

NH

H

N N
</ I Thr
His  HN 7Y ° o) OH
HNJ

Asp

na figura 5:

OH

Iz

Fig. 5 - Imagem obtida com a utilizacdo do programa Chem Draw® 8.0
Cambridge soft Co Cambridge MA USA.

A ABA-1, proteina que também foi purificada do fluido
pseudocelomético, do verme Ascaris suum, é composta por 1.365
aminodacidos, que estdo dispostos em seis unidades repetitivas (Christie et
al.,1990). A figura 6 demonstra estrutura primaria da ABA-1 e as regifes que

apresentam homologia ao N-terminal da PAS-1.:



TMEHYLKTYLSWLTEEQKEKLKEMKEAGKTKAETIQHEVMHYYDOQLHGEEKQQATEKL
KVGCKMLLKGIIGEEKVVELRNMKEAGADIQELQOKVEKMLSEVTDEKQKEKVHEYG
PACKKIFGATTLOHHRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKTKKELE
AKTLHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCGEILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELKA
KVEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIYGVHTSRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQOE
QOKDELLKMKKDGKAKKELEAKILHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCAEILKHVVGEEK
AAELKNLKDSGASKEELKAKVEEALHAVTDEEKKQYIADEFGPACKKIYGVHTSRRRR
HHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKTKKDLOAKILHYYDELEGDAKKEAT
EHLKDGCREILKHVVGEEKEAELKKLKDSGASKEEVKAKVEEALHAVTDEEKKQYTIA
DFGPACKKIFGAAHTSRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKAKKEL
EAKILHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCREILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELK
AKVEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIYGVHTSRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQ
EQKDELLKMKKDGKAKKELEAKILHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCREILKHVVGEE
KAAELKNLKDSGASKEELKAKVEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIYGVHTSRRR
RHHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKAKKELEAKILHYYDELEGDAKKEA
TEHLKGGCREILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELKAKVEEALHAVTDEEKKQYT
ADFGPACKKIYGVHTSRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKAKKEL
EAKILHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCREILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELK
ARKVEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIYGVHTSRRRRHHFTLESSLDTHLKWLSQ
EQKDELLKMKKDGKAKKELEAKILHYYDELEGDAKKEATEHLKGGCRETILKHVVGEE
KAAELKNLKDSGASKEELKAKVEEALHAVTDEEKKQYTIADFGPACKKIYGVHTSRRR
RHHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKAKKELEAKILHYYDELEGDAKKEA
TEHLKGGCREILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELKAKVEEALHAVTDEEKKQY T
ADFGPACKKIYGVHTSRRRRYHAEDGTDDIDGLAQSROQRRSGFFEKLIDVFAFFE

Fig 6 - Estrutura priméaria de ABA-1 (Ascaris Body Allergen)
Estrutura primaria de ABA-1 (Ascaris Body Allergen) e realcado de
amarelo as regides que apresentam homologia ao N-terminal de PAS-1

(Proteina de Ascaris suum).

34



A comparacado da sequencia N-terminal de PAS-1 de Ascaris suum
com o sequenciamento das proteinas Ladder e TBA-1 de Toxocara canis,
indica 90% de similaridade (Fig. 7).

10 20 30
HHF TLEBNSLDT - - - - =« = = = = =« = = o o o o - - .
ABA-1 HHFTLEBSISLDTHLEKWLSQEQKDETLLTEKMKEKD
HHFTLENSLDTHLEKWLSHEQREE
Fig.7 - Comparagéo da sequéncia N-terminal

Comparacdo da porcdo N-terminal das proteinas de Ascaris suum:

PAS-1(Proteina de Ascaris suum) e ABA-1 (Ascaris Body Allergen), e da
proteina de Toxocara canis: TBA-1(Toxocara Body Allergen).
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6) Efeito da proteina PAS-1 sobre a inflamacao aguda induzida por LPS

O efeito de PAS-1 sobre o processo inflamatério agudo induzido por
LPS foi realizado através da injecdo de amostras contendo 300ug de PAS-1
purificado do sobrenadante de cultura de A. suum ou fluido
pseudocelomatico (FPC) e 1ug de LPS (Sigma-Aldrich Inc., Missouri, EUA),
em bolsas de ar previamente induzidas no dorso depilado de camundongos.
O controle do experimento foi realizado em bolsas de ar que receberam
apenas o diluente PBS. Assim, o exsudato inflamatério coletado através da
lavagem da cavidade 3 horas apos o estimulo foi submetido a contagem
celular total e diferencial.

Observa-se que a administracdo de LPS induziu um aumento no
influxo de células inflamatoérias, predominantemente de neutréfilos, em
comparacao ao grupo controle que recebeu somente PBS. Por outro lado,
em animais em que além de LPS foi também administrada a proteina PAS-1
ou o fluido pseudocelomético, observou-se uma significativa diminuicdo do
influxo leucocitario, em relagdo aos animais que receberam somente LPS.
Estes resultados demonstram que a proteina PAS-1 é capaz de suprimir a
migracao de leucdcitos em um modelo de inflamacéo aguda.

O efeito do anticorpo monoclonal MAIP-1 sobre a atividade
supressora (anti-inflamatéria) de PAS-1 foi avaliada inoculando-se 300ug de
MAIP-1 nas bolsas de ar. Os resultados (figura 8) mostram que o influxo
leucocitario dos animais que receberam o anticorpo MAIP-1 foi comparavel
ao grupo controle positivo, composto de camundongos estimulados apenas
com LPS em bolsa de ar. Estes resultados demonstram que o efeito
supressivo do fluido pseudocelomatico € devido a presenca de PAS-1 e que
0 anticorpo monoclonal MAIP-1 reconhece o epitopo funcional da proteina
PAS-1.
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Fig. 8 — Atividade de PAS-1 sobre a inflamacéao induzida por LPS.

Amostras contendo LPS, LPS+fluido pseudocelomético (FPC),
LPS+sobrenadante de cultura (SB) ou LPS+PAS-1 purificado do
sobrenadante de cultura (SB) ou do fluido pseudocelomético (FPC) foram
administradas em bolsas de ar previamente induzidas no dorso de
camundongos. Alguns grupos experimentais receberam também o anticorpo
monoclonal MAIP-1. O grupo controle recebeu somente PBS. A figura
representa a média do numero de células totais (barras pretas) e de
neutréfilos (barras brancas) presentes no exsudato de cada grupo
experimental e os respectivos desvios-padrao (n=5).

* p<0,05 em relacdo ao grupo estimulado com LPS
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7) Efeito de PAS-1 sobre a liberacdo de citocinas induzidas por LPS em
exsudato de bolsa de ar.

Uma vez constatada a atividade anti-inflamatéria de PAS-1 em
modelo de inflamacdo aguda induzida por LPS, analisou-se o efeito de PAS-
1 sobre a producado de citocinas pré-inflamatérias IL-1p3, TNF-a. e IL-6 €
regulatéria IL-10.

Deste modo, exsudato inflamatorio coletado 3 horas ap6s o estimulo
com LPS em bolsas de ar foi analisado através do método de ELISA,
utilizando-se anticorpos dirigidos contra as respectivas citocinas murinas. Os
resultados obtidos neste experimento estao representados pela Figura 9.

Observa-se que animais estimulados com LPS apresentaram
elevados niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a no exsudato inflamatorio. Em
contrapartida, nos animais estimulados com LPS na presenca de
sobrenadante de cultura (SB) ou PAS-1 purificado do sobrenadante de
cultura de ovos embrionados houve uma significativa diminuicdo da
quantidade das citocinas pré-inflamatérias, comparado com o grupo que
recebeu apenas LPS. Efeito contrario foi observado com relagédo a citocina
regulatoria IL-10, uma vez que 0s animais estimulados com o sobrenadante
de cultura (SB ou PAS-1) apresentaram um aumento significativo destas
citocinas comparado com o grupo estimulado apenas com LPS.

Analisando o efeito do anticorpo monoclonal MAIP-1 sobre a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e regulatdriaa, observamos que o
efeito de PAS-1 em suprimir a producdo e/ou secrecdo das citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e estimular a producdo de citocina
regulatoria (IL-10) foi totalmente abolido pela presenca do anticorpo MAIP-1,
uma vez que 0s animais que receberam o0 anticorpo apresentaram
concentracfes dessas citocinas comparaveis ao grupo controle, constituido

de animais estimulados apenas com LPS.
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Fig. 9 - Atividade de PAS-1 sobre a producao de citocinas pro6-
inflamatdrias e regulatoria.

Amostras contendo LPS, LPS+fluido pseudocelomético (FPC),
LPS+sobrenadante de cultura (SB) ou LPS+PAS-1 purificado do
sobrenadante de cultura (SB) ou do fluido pseudocelomatico (FPC) foram
administradas em bolsas de ar previamente induzidas no dorso de
camundongos. Alguns grupos experimentais receberam também o anticorpo
monoclonal MAIP-1. O grupo controle recebeu somente PBS. A figura
representa a média da concentracdo de citocinas presentes no exsudato de
cada grupo experimental e os respectivos desvios-padréo (n=5).

* p<0,05 em relacdo ao grupo estimulado com LPS
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Discussao

Desde a década de 60, com as observacdes de que criangas com
malaria produzem menos anticorpos contra toxoide tetanico que criancas
saudaveis (Barr e MacGregor, 1962), varios estudos tém sido realizados,
com o intuito de investigar os efeitos de infec¢cbes parasitarias na
responsividade do sistema imune. Assim, evidenciou-se que parasitas séo
capazes de inibir, induzir, potenciar, desviar ou encobrir a imunidade do
hospedeiro (Barriga, 1984). A imunomodulacdo ndo é um fenémeno
exclusivo de parasitas animais; bactérias (Schwab, 1975) e virus (Salaman,
1969) também possuem esta capacidade.

Tem-se demonstrado que varias espécies de parasitas protozoarios
e metazoarios possuem a capacidade de causar uma Imunossupressao em
seus hospedeiros (Floersheim et al., 1982; Playfair e Souza, 1982). Muitos
destes resultados sugerem que esta imunossupressdo possa ser um dos
mecanismos utilizados pelos parasitas para promover sua sobrevivéncia
(Van Riet et al., 2007). Neste sentido, as infec¢des cronicas gastrointestinais
por nematéides séo particularmente intrigantes, pois 0s mecanismos que 0S
parasitas utilizam para se evadir da imunidade do hospedeiro sdo eficazes e
de natureza diversa (Ogilvie e Wilson, 1976).

Os mecanismos modulatoérios induzidos por helmintos ndo apenas
regulam a imunidade do hospedeiro contra os parasitas, resultando em um
microambiente benéfico para a sobrevivéncia de ambos, parasita e
hospedeiro, mas também controlam o desenvolvimento de outras doengas,
como alergias, doencgas autoimunes e processos inflamatoérios (Smits et al.,
2010).

Estudos mais recentes tém focalizado a identificacdo de produtos
secretados por helmintos, responsaveis pela modulagéo da resposta imune,
visando o0 seu emprego terapéutico, especialmente em doencas alérgicas e
autoimunes (Maizels et al., 2004; Hewitson et al., 2009; Macedo-Soares e
Macedo, 2007 ; Macedo-Soares e Araujo, 2008).
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Em nosso laboratério, desde a década de 80, investigamos o efeito
imunossupressivo de Ascaris suum (Soares et al., 1985, 1986, 1987, 1988,
1989, 1991, 1992). A partir do extrato bruto de vermes adultos isolamos a
proteina PAS-1, responsavel pela supressdo da resposta imune humoral e
celular a antigenos heterélogos e também pela inibicdo da inflamacédo
alérgica pulmonar (Oshiro et al., 2004; Itami et al., 2005; Aradjo et al.,2008;
Araujo et al., 2010).

O primeiro objetivo do presente trabalho foi investigar se a proteina
PAS-1, inicialmente isolada do extrato bruto de Ascaris suum é excretada
e/ou secretada por vermes adultos e larvas nos estagios precoces do ciclo
vital. Nossos resultados demonstram que PAS-1 € de fato uma proteina
secretada, encontrada no fluido pseudocelomatico de vermes adultos,
machos e fémeas. Por outro lado, a determinagcao da presenca de PAS-1 no
sobrenadante de cultura de ovos embrionados comprova que essa proteina
é também produto excretado por larvas de Ascaris suum, principalmente
guando trocam de estagio larval. Observamos que a maior concentracéo de
PAS-1 no sobrenadante de cultura ocorre no primeiro dia de cultivo in vitro,
quando as larvas saem dos ovos (estagio L2) e excretam PAS-1. E também
no décimo quinto dia quando hipoteticamente passam para o estagio L3,
observamos nova excrecdo de PAS-1 para o meio.

Desde a década de 70 varios estudos definiram a morfologia dos
estagios larvais de Ascaris suum utilizando cultura in vitro, a partir de ovos
embrionados. Assim, definiu-se que em cultura as larvas se desenvolvem
até o estagio L4 e morfologicamente séo idénticas as larvas desenvolvidas
no hospedeiro principal (Stromberg et al., 1977; Sylk et al., 1974; Douvres e
Urban, 1983). Mas pudemos comprovar, através dos nossos resultados que
e fundamental um tratamento quimico com hipoclorito de sodio e hidroxido
de sd6dio em pH 13-14. E também um tratamento fisico de borbulhamento
com COz, para que as larvas in vitro consigam sair dos ovos.

Nossos experimentos de cultura de ovos embrionados foram
baseados no protocolo descrito por Levine e Silverman (1969). Esses

autores demonstraram que larvas de Ascaris suum se desenvolvem em
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MEM (Minimum Essential Medium), entretanto, a suplementacéo proteica do
meio aumenta a sobrevida e desenvolvimento das larvas no terceiro estagio
do ciclo vital. Em nossos experimentos utilizamos o meio de cultura DMEM
acrescentando diversos suplementos a fim verificar a melhor condicdo para
producdo e secrecdo da proteina PAS-1. Observamos que a melhor
condicdo para excrecdo de PAS-1 por larvas no estagio L2-L3 (15° de
cultura) € o meio DMEM sem suplementos.

A constatacdo de que PAS-1 € uma proteina secretada e excretada
por larvas de Ascaris suum em diferentes fases de desenvolvimento tem
uma importancia especial, pois sugere que possa ser a responsavel pelo
efeito imunomodulatério observado durante a infeccdo helmintica. Além
disso, larvas nos estagios precoces de desenvolvimento correspondem a
fase migratoria, quando o parasita penetra no organismo através do ceco e
entra em contato com vasos linfaticos e sanguineos, para atingir o figado e
depois os pulmdes, antes de se alojarem no intestino ja como vermes
adultos (Slotved et al., 1998; Kasuga-Aoki et al., 2000). Assim, a capacidade
de larvas precoces produzir e excretar PAS-1 € relevante, na medida em que
essas larvas entram em contato direto com células e produtos do sistema
imune do hospedeiro.

A proteina PAS-1 apresenta massa molecular de aproximadamente
200 kDa, e, através da metodologia da degradacdo de Edman pudemos
verificar que seu N-terminal € composto pela sequéncia His-His-Phe-Thr-
Leu-Glu-Ser-Ser-Leu-Asp-Thr.

O N-terminal de PAS-1 apresentou similaridade com as proteinas
ABA-1 de Ascaris lumbricoides e Asacris suum e Ladder e TBA-1 de
Toxocara canis. Conforme Christie e colaboradores (1993) e Kennedy e
colaboradores (1989 e 1991) as poliproteinas ABA-1 e TBA-1 apresentam
propriedades alergénicas e sao encontradas no fluido pseudocelomatico de
Ascaris ssp e Toxocara canis, respectivamente.

A sequéncia por nos obtida foi submetida a um banco de dados e
verificou-se esta porcéo esta presente, de forma repetitiva, em poliproteinas

alergénicas ABA-1 de Ascaris lumbricéides e Ascaris suum.
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Poliproteinas repetitivas TRPs (Tandemly Repetitive Polyproteins)
sdo produzidas como um grande precursor polipeptidico, compreendendo
repetidas unidades de sequéncia de aminoacidos, idénticas ou similares,
que sado clivadas apds a translacdo em varias copias de proteinas
funcionalmente similares. Os nematoides produzem um tipo caracteristico de
poliproteina repetitiva alergénica, chamadas NPAs (Nematode Polyprotein
Allergens), que se ligam a pequenos lipideos como acidos graxos e retinol
(vitamina A), provavelmente transportando esses componentes insolUveis
entre os diferentes tecidos dos vermes. Como os nematoides ndo sintetizam
esses lipidios, € possivel que as NPAs sejam importantes na extracao
desses nutrientes do hospedeiro (Kennedy MW. 2000; Spence et al., 1993;
Xia et al., 2000; Meenan et al., 2011).

Considerando a similaridade com essas proteinas alergénicas, €
possivel que PAS-1 seja também uma poliproteina repetitiva, mas
certamente difere de ABA-1 e TBA-1, em relacdo ao seu peso molecular,
(PAS-1 ~200kDa e ABA-1 ~15kDa) e também por sua atividade biolégica
uma vez que PAS-1 ndo induz uma resposta alérgica (Soares et al., 1992) e
apresenta acentuada atividade supressora.

A atividade imunossupressora da proteina secretada e excretada
PAS-1 foi avaliada em modelo de inflamac¢do aguda induzida por LPS em
bolsa de ar. Neste modelo foi observado que tanto o fluido pseudocelomatico
e 0 sobrenadante de cultura quanto a proteina PAS-1 purificada promoveu
uma acentuada supresséao do influxo leucocitario, demonstrando a atividade
anti-inflamatéria desta proteina. Por outro lado, o fato de o anticorpo
monoclonal MAIP-1 ter neutralizado totalmente a inibicAdo do fluxo
neutrofilico observado tanto pelo fluido pseudocelomatico quanto pelo
sobrenadante de cultura indica que em ambos o0s casos a proteina PAS-1 é
a responsavel pelo efeito supressivo.

Vérios trabalhos tém demonstrado que nematdides intestinais sao
capazes de produzir uma variedade de moléculas que apresentam potencial
atividade anti-inflamatéria. Moyle e colobaradores (1994) demonstraram que

uma glicoproteina presente em vermes de Ancylostoma caninum possui a
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capacidade de se ligar a integrina CD11b/CD18 e bloquear a adesédo de
neutréfilos humanos ao endotélio vascular. Goodridge e colaboradores
(2001) observaram que um produto secretado pelo nematdide filarial
Acanthocheilonema viteae inibe a sintese das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a e IL-6 por macrofagos peritoneais. Além disso, Terrazas et al. (2001)
estudando trematddeo do género Schistosoma demonstraram que
oligossacarideos derivados deste parasita promovem a rapida expansao de
uma populacao celular capaz de secretar citocinas anti-inflamatorias e inibir
a proliferacao de células TCD4+ naive.

Com relacdo ao modelo de bolsa de ar utilizado em nossos
experimentos, de acordo com Sedgwick et al., (1983), seis dias apés a
inducdo da bolsa de ar ja existe uma complexa formacdo tecidual na
cavidade, com vasos neoformados e fibras de colageno laminadas
densamente arranjadas com fibroblastos. Também estdo presentes
macréfagos e uma camada superficial proxima a cavidade, composta por
células alongadas. Tais caracteristicas conferem uma barreira mecéanica
efetiva para reter o agente irritante e os produtos da resposta inflamatoria,
constituindo assim um modelo adequado ao estudo proposto.

Para a inducdo de uma resposta inflamatéria aguda neste modelo,
utilizou-se LPS. O reconhecimento do LPS por fagécitos € iniciado pela
interacdo entre LBP (LPS-Binding Protein), CD14 na forma soltvel ou ligado
a membrana celular e o complexo TLR4 (Toll Like Receptor 4). A interacao
entre LPS e estas moléculas leva a uma rapida ativacdo da sinalizacéo
intracelular nos fagocitos, a qual resulta na liberacdo de mediadores proé-
inflamatorios (Heumann e Roger, 2002).

Harmsen e Havell (1990), utilizando o mesmo modelo de bolsas de
ar, demonstraram que a migracdo de neutrofilos para a cavidade da bolsa
em resposta ao estimulo com LPS é dependente tanto da presenca de
macrofagos quanto da sintese de TNF pelos macréfagos.

TNF-a. € uma citocina produzida por diferentes tipos celulares,
principalmente fagécitos mononucleare e possui um papel importante na

regulacdo da resposta inflamatéria, seja induzindo a expressédo de moléculas
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de adesdo endotelial, estimulando a producdo de outras moléculas
inflamatdrias tais como IL-1, IL-6 e metabdlitos de acido aracdbnico ou
estimulando a producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos
leucécitos. Assim, a inducdo precoce de TNF-a numa reacgdo inflamatoria
tem a capacidade de iniciar a cascata de reacdes, contribuindo deste modo
para o recrutamento e ativacdo das células inflamatoérias (Driscoll, 2000).

Com base nestes fatos, pesquisou-se o efeito de PAS-1 sobre a
producéo de TNF- a, IL-1B e IL-6 em exsudato proveniente de bolsas de ar
estimuladas com LPS. Os resultados obtidos neste experimento
demonstraram que a presenca de PAS-1 reduz significativamente a
producdo destas citocinas pro-inflamatérias.

Tomados em conjunto estes resultados sugerem que PAS-1
secretada e excretada atua sobre fagocitos mononucleares reduzindo a
producdo e secrecao de citocinas pro-inflamatdrias e como consequéncia
promove uma inibicAo no recrutamento de células polimorfonucleares,
especialmente neutrdfilos.

Na literatura tem sido descrito que os helmintos ou produtos deles
derivados sdo também potentes moduladores de reacfes inflamatérias. A
administracdo de ovos viaveis ou vermes de Trichuris suis em humanos
mostrou uma melhora clinica consideravel em pacientes com doenca
inflatéria de Bowel e esclerose multipla (Summers et al., 2005; Benzel et al.,
2011). Entretanto para que esses beneficios sejam sustentaveis sao
necessarias administracdes repetidas, o que aumenta o risco de efeitos
colaterais indesejaveis (Van Kruininegen e West, 2005). Mclnnes e
colaboradores (2003) demonstraram que produtos de nematoides filariais
podem reduzir a inflamacéao articular. Utilizando estratégia de terapia génica,
Rao e colaboradores (2002) observaram que a administracdo intradérmica
do produto de expressdo de um gene clonado de Schistosoma mansoni é
capaz de suprimir a inflamacdo cutdnea. Em relacdo ao Ascaris suum,
Rocha e colaboradores (2008) demonstraram que o extrato bruto de vermes
adultos promove uma significante melhora clinica e estrutural em modelo de

artrite murina experimental, quando administrado tanto por via oral como
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parenteral. Além disso, foi também descrito que extrato de vermes adultos
ou proteinas isoladas de Ascaris suum possui a capacidade de inibir a
inflamac&o pulmonar e a hiperresponsividade das vias aéreas em modelo
murino de asma (Lima et al., 2002; Araujo et al., 2010).

Os macrofagos constituem uma populagdo celular primordial na
resposta imune inata desempenhando importante papel no processo
inflamatorio, uma vez que além de participarem ativamente da eliminacéo do
antigeno através do processo de fagocitose e liberacdo de enzimas
oxidativas, também sdo responséaveis pela producdo local de citocinas e
quimiocinas, as quais irdo regular a extensdo da resposta inflamatoria
(Nathan, 1987; Cavaillon, 1994).

Dentre as citocinas envolvidas na imunidade inata, as pro-
inflamatorias, TNF-a, IL-1p e IL-6 s&o consideradas os principais mediadores
inflamatorios endogenos, sendo sintetizados preponderantemente por
macréfagos ativados.

A sintese de TNF-a por fagocitos mononucleares é estimulada
principalmente pela presenga de endotoxina, 0 que faz desta citocina o
principal mediador na resposta do hospedeiro a bactérias gram-negativas.
TNF-a possui um papel fundamental em regular a resposta inflamatoria,
estimulando a sintese de moléculas de adeséo tanto no endotélio vascular
guanto em neutréfilos, promovendo desta forma maior acimulo de leucdcitos
no sitio inflamatorio. Além disso, estimula fagécitos mononucleares e outros
tipos celulares a produzirem IL-1, IL-6, o proprio TNF e também quimiocinas.
Além de macrofagos ativados por LPS, linfocitos T estimulados por antigeno,
células NK ativadas ou mesmo mastdcitos ativados podem secretar esta
citocina. Por sua vez, IFN-y produzido por linfocitos T leva a um aumento na
sintese de TNF pelos macréfagos. Deste modo, TNF atua como um
mediador tanto da imunidade inata quanto da adquirida, constituindo um
importante elo entre as respostas imunes especificas e a inflamacdo aguda
(Driscoll, 2000).

Outra citocina importante para a regulacédo da resposta inflamatoria

na imunidade inata € a IL-1, sintetizada sob duas isoformas, IL-1a e IL-1f,
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gue possuem essencialmente a mesma atividade biologica. A IL-1 € uma
citocina multifuncional que desempenha um papel critico na resposta
inflamatoria e antiviral. A IL-1B liga-se a receptores de alta finidade na
superficie celular e desempenha efeitos pleiotrépicos como coestimulacao
de linfécitos T, proliferacdo de linfécitos B e crescimento de fibroblastos.
Sobre a atividade inflamatéria, as funcbes da IL-1 sdo bastante similares
aguelas desempenhadas pelo TNF. Além disso, IL-1 também estimula a
producdo de IL-6 (outra citocina pré-inflamatéria), uma vez que o aumento
de IL-6 circulante é significativamente inibido pela neutralizacdo de IL-1p
(LeMay et al., 1990).

Deste modo, as citocinas possuem um papel fundamental na reacao
inflamatoria, uma vez que atuam em sintonia, no sentido de modular a
ativacdo e o trafego de leucdcitos, por exemplo, durante o extravasamento
de células inflamatérias para um tecido injuriado. As citocinas modulam a
expressdo das moléculas de adeséo tanto em células endoteliais quanto em
leucdcitos, levando a adesao sequencial primeiro de neutréfilos e entdo de
mondacitos e linfocitos.

Além disso, num processo inflamatério também €& importante
destacar o papel de citocinas anti-inflamatdrias. Sob condic¢des fisiologicas,
estes inibidores funcionam como elementos moduladores que limitam os
efeitos potencialmente danosos de uma reacdo inflamatoria excessiva.
Dentre estas citocinas vale destacar IL-10 e TGF- (Opal e DePalo, 2000).

No nosso modelo experimental de inflamagdo aguda induzida por
LPS pudemos demonstrar que PAS-1 presente no fluido pseudocelomatico
ou no sobrenadante de cultura estimula a producdo e secrecéo de IL-10.
Esses resultados sugerem que a atividade anti-inflamatéria da proteina
secretada e excretada PAS-1 é provavelmente devido a inducdo de IL-10,
que age inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias pelos
macrofagos.

Corroborando com esses achados, em trabalhos anteriores
demonstramos que PAS-1 inibe a migracdo eosinofilica em modelo murino

de asma alérgica em animais selvagens, mas ndo em animais deficientes
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para IL-10 (IL-107), indicando que o efeito imunossupressivo de PAS-1 se
deve a essa citocina regulatéria (Araujo et al., 2008).

Véarios autores tém demonstrado que o0s helmintos secretam
guantidades consideraveis de proteinas e glicoproteinas, que sdo capazes
de modular a resposta imune (Falcone et al., 2004; Maizels et al., 2004).
Estas moléculas interferem no sistema imune do hospedeiro em estagios
cruciais do desenvolvimento dos parasitas, como no bloqueio das selectinas
endoteliais por lectinas e glicanas do parasita, impedindo o extravasamento
celular; liberacdo de proteases capazes de degradar eotaxina; inibicdo de
proteases do hospedeiro por serpinas dos parasitas; inibicdo dos
intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio por proteinas antioxidantes
dos helmintos, como glutationa-S-transferase.

Os helmintos também tém desenvolvido mecanismos capazes de
interferir com as fun¢des das citocinas. B. malayi expressa duas moléculas
semelhante ao TGF-B (Gomes-Escobar et al., 1998), uma das quais (Bm-
TGF2) é expressa no estagio de microfilaria, sendo secretada por parasitas
cultivados e se liga ao receptor de TGF-f humano (Gomes-Escobar et al.,
2000).

Outros tipos de moléculas que mimetizam as citocinas do
hospedeiro compreendem fatores de inibicdo da migracdo de macréfagos
(FIMMs), que séo produzidos por varios nematdides (Pastrana et al., 1998;
Pennock et al., 1998). Estes fatores sdo proteinas pequenas, sintetizadas
por células ndo-hematopoéticas, que agem como citocinas pré-inflamatérias,
induzindo a producdo de TNF por macrofagos (Calandra e Bucala, 1997). B.
malayi secreta FIMMs que apresenta estrutura homoéloga e o mesmo efeito
nos monacitos humanos que os FIMMs de mamiferos (Zang et al., 2002),
gue parece ser inconsistente com o fenotipo anti-inflamatério do parasita.

Além destes fatores imunomodulatorios, também foi descrita uma
proteina semelhante ao IFN-y secretada por T. muris (Grencis e Entwistle,
1997). Esta proteina prolonga a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro,

uma vez que o parasita € normalmente expelido via IL-4.
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Varios mecanismos de defesa dos helmintos contra o ataque do
sistema imune do hospedeiro, bloqueando os mecanismos efetores, também
tém sido descritos. Por exemplo, PAF do hospedeiro € alvo da PAF hidrolase
codificada por N. brasiliensis (Blackburn e Selkirk, 1992). A quimiocina
eotaxina é degradada por proteases de helmintos (Culley et al., 2000),
inibindo o recrutamento de eosindéfilos. As proteases elastase de neutrdfilo e
catepsina G sao inibidas por serpinas, que sao produzidas por microfilarias
de B. malayi presentes na corrente sangiinea (Zang et al., 1999). Anticorpos
sdo ligados a moléculas receptoras de Fc na superficie de Schistosoma
(Loukas et al., 2001), impedindo a ativacdo do sistema complemento.

A sobrevivéncia dos helmintos em seu hospedeiro é facilitada pela
manutencdo de um estado de homeostasia, que deve ser induzido por
fatores secretados pelo verme. Este estado requer um ambiente rico em
mecanismos regulatorios, que envolve células T regulatérias e células
acessorias regulatérias, como as células dendriticas e os macréfagos.

Células supressivas aderentes (macréfagos) foram identificadas em
humanos (Piessens et al., 1980) e em animais (Lammie e Katz, 1983)
infectados com B. malayi. O mecanismo que explica o efeito supressor
destas células aderentes € a producao de IL-10 (Osborne e Devaney, 1999;
Flores-Villanueva et al., 1994). Um importante avanco foi a descoberta de
um tipo de macrofago que é recrutado durante a infecgdo por nematoides e
age como um mecanismo independente de IL-10. Estas células foram
primeiramente encontradas no peritbnio de camundongos infectados com B.
malayi, mas também ocorrem em animais infectados com outros nematoides
ou seus produtos (MacDonald et al., 1998). Estes macréfagos sao maiores,
apresentam o citoplasma mais vasculizados e tém perfil de expresséo
génica diferente de outros macrofagos (Loke et al., 2002). Além disso, eles
possuem aumento da expressdao de YMI, que atua como um fator
guimiotatico de eosindfilos, explicando a razdo do infiltrado eosinofilico
guando os macréfagos sdo recrutados (Nair et al., 2003); sdo citostaticos,
impedindo a proliferagdo de células néo-linféides e de linfocitos T por

mecanismos dependentes de contato celular, mas independentes de Oxido
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nitrico, prostaglandina e citocinas como IL-10 e TGF-B (Loke et al., 2000) e
induzem a diferenciacdo de células naive de camundongos em células Th2
(Gordon, 2003).

Outro tipo celular que possui efeitos supressivos € a célula
dendritica. As células dendriticas encontram com o parasita e elaboram
uma resposta especifica ou liberam sinais para polarizar a resposta de célula
T (Reis e Sousa, 2001). Células dendriticas derivadas da medula 6ssea e
estimuladas por helmintos mostram uma diminuicdo da expresséo de CD80,
CD86 e MHC de classe Il em comparacdo aquelas induzidas por produtos
bacterianos (MacDonald et al., 2001). As células dendriticas, sob certas
condi¢cbes, se diferenciam em fortes indutores de células T regulatorias
(McGuirk et al., 2002). Por exemplo, se fracGes lipidicas de S. mansoni
estiverem presentes durante a maturacdo de células dendriticas humanas,
estas induzem atividade regulatéria, tais como a producdo de IL-10, por
populacdes de células T (Van der Kleij et al., 2002). Silva e colaboradores
(2006) demonstraram que componentes do extrato bruto de vermes adultos
de Ascaris suum inibem tanto a expressédo de moléculas coestimulatérias de
células dendriticas CD11c(+), como a inducdo da proliferacdo de células T,
cujo mecanismo é mediado por IL-10.

Baseado no exposto, os helmintos persistem no hospedeiro por
mecanismos imunomodulatorios, estimulando a producdo de citocinas anti-
inflamatorias e ativando células T reguladoras naturais ou induzidas,
diretamente ou pela ativacéo de células apresentadoras de antigenos.

Em nossos experimentos, utilizando um modelo in vivo
demonstramos que PAS-1 estimula macrofagos a secretarem a citocina
regulatoria IL-10, e esta IL-10 enddgena tem um efeito autécrino por sua
atividade autorregulatéria, inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias
e consequentemente o influxo leucocitario.

Em conclusdo, o conjunto de nossos resultados demonstra que
PAS-1 é uma proteina secretada e excretada por diferentes estagios do ciclo
vital de Ascaris suum, desde larvas infectantes a vermes adultos. PAS-1

tem aproximadamente 200 kDa e possui uma sequéncia de aminoacidos
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terminais que determina forte homologia com proteinas de Ascaris
lumbricoides e Toxocara canis. A proteina secretada PAS-1 tem potente

efeito anti-inflamatério, sendo que a citocina regulatéria IL-10 desempenha
papel relevante neste processo.
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Conclusao

Analisando conjuntamente os resultados obtidos em nossos estudos,

podemos concluir que:

- PAS-1 é uma proteina secretada e excretada por larvas em

estagio precoce de desenvolvimento e vermes adultos;

- PAS-1 possui aproximadamente 200 kDa e apresenta uma
sequéncia de aminoacidos terminal homéloga a proteinas de Ascaris

lumbricoides e Toxocara canis;

- PAS-1 é responsavel pelo efeito supressivo do fluido
pseudocelomatico e do sobrenadante de cultura de Ascaris suum;

- PAS-1 secretada suprime acentuadamente o0s efeitos
inflamatérios induzidos por LPS. A atividade anti-inflamatéria da proteina
PAS-1 é decorrente da diminuicdo da producdo e/ou secrecdo de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) provavelmente devido a acao

regulatoria de IL-10.
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Anexos

Anexo 1- Ciclo vital do verme Ascaris suum.

Ciclo vital do verme — trajeto dos ovos e larvas de Ascaris suum no

principal hospedeiro, o porco.



Anexo 2 - Vermes adultos de Ascaris suum.

De cima para baixo: vermes adultos de Ascaris suum macho e fémea.



Anexo 3 - Sistema para quebra de ovos de Ascaris suum.

Sistema constituido por um kitassato contendo gelo seco que

injeta diéxido de carbono por meio de uma mangueira conectada a um

tubo de vidro.



Anexo 4 — Perfil cromatogréfico de elui¢cdo proteica
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Perfil cromatografico ap6s passagem da amostra pela coluna de
afinidade MAIP-1-Sepharose. O Pico Il corresponde as proteinas aderidas,
ou seja, reconhecidas por MAIP-1 (PAS-1), que foram eluidas com tampao
pH 2,8 e corresponde a aproximadamente 18,5% do total de proteinas

aplicadas a coluna.



Anexo 5 — Perfil cromatografico C-18-RP
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Perfil cromatografico da proteina PAS-1 em HPLC.



Anexo 6 — Bolsa de ar

Inflamacdo aguda induzida por LPS em bolsas de ar em tecido

subcutaneo de camundongo.



