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Resumo

As principais vacinas comercializadas atualmente seguem a estratégia da
vacinologia convencional, baseada nos Principios de Pasteur: “Isolar, inativar e
injetar” o microrganismo causador da doenga. Porém essa abordagem ndo se a
patbgenos com grande variabilidade antigénica ou organismos mais
complexos, 0s quais possuem mecanismos de evasdo do sistema imune mais
sofisticados. Novas abordagens e tecnologias incluem o uso de rotas
alternativas de imunizacdo e novos adjuvantes. A esquistossomose ¢é
considerada a mais importante das helmintiases humanas em termos de
morbidade e mortalidade. Um possivel racional para o desenvolvimento de uma
vacina anti-helmintica seria selecionar moléculas secretadas ou expostas na
superficie como candidatos vacinais, com o0 objetivo de interferir com a
migracdo / desenvolvimento do parasita, blogueando ou prejudicando
processos-chave, tais como a penetracdo na pele, a penetracdo dos vasos
sanguineos e a alimentacdo. Objetivo: Construir e explorar o sistema de
apresentacao de multiplos antigenos (MAPS), o qual permite a criacdo de um
complexo macromolecular que imita as propriedades de vacinas de células
inteiras através da integracdo de varios componentes antigénicos em uma
matriz. Este complexo podera incluir, além das proteinas recombinantes,
elementos adjuvantes como vesiculas de membrana externa (OMVS) na
mesma construcdo. Materiais e métodos: MAPS usa uma abordagem de
acoplamento a base de afinidade. A proteina de ligacdo a biotina, Rhizavidin
(Rhavi), é modificada e expressa em fusdo com os diferentes antigenos-alvo
em Escherichia coli. As OMVs serdo posteriormente obtidas a partir de N.
meningitidis do serogrupo B, e ap6s biotinilacdo funcionam como um suporte
para as proteinas recombinantes fusionadas a rizavidina. Resultados: As
proteinas de fusdo com a rizavidina foram obtidas para os antigenos
SmCD59.2, SmVAL4, SmVAL18, SmTSP-2, SmAP, SmAnnexin-2. Embora
tenha sido observada expressdo para todas as construcfes, os rendimentos
foram ndo foram elevados, e formas de aumentar os rendimentos estdo sendo
avaliadas. Os resultados preliminares indicam que as proteinas de fusdo foram
expressas na forma insolavel; purificacdo e processos de renovelamento estédo
em andamento para posteriormente realizar a ligacdo destas com o OMV
biotinilado.
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1. INTRODUCAO
1.1 Esquistossomose, o impacto da doenca e seu agente causador

A esquistossomose € uma doenca parasitaria de grande impacto
mundial, sendo designada a doenca helmintica de maior importancia em
termos de morbidade e mortalidade. E endémica em 78 paises e ja atinge mais
de 240 milhdes de pessoas no mundo; 120 milhdes séo sintomaticos e 20
milhdes sofrem de doencas graves. Esta doenca € causada por um verme do
género Schistosoma, que habita o sistema porta-hepatico e as veias do
mesentério (Boros 1989, McManus and Loukas 2008, WHO 2014). Cinco
espécies de Schistosoma sdo capazes de causar a doenca em humanos,
Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. intercalatum e S.
haematobium. A espécie S. mansoni infecta 7,1 milhdes de pessoas na
América, das quais 95% se encontram no Brasil; a mesma atinge 54 milhdes

de pessoas na Africa Subsaariana (Silva, Marcet-Houben et al. 2012).

Estes vermes sdo trematdédeos que vivem em casais e ligados as
paredes das veias mesentéricas do hospedeiro. Seu ciclo de vida é complexo
alternando entre caramujos aquaticos (hospedeiro intermediario), onde a
reproducdo assexuada ocorre e os seres humanos (hospedeiro definitivo), nos
quais ocorre a reproducao sexuada (Boros 1989). A infec¢cdo humana é€ iniciada
durante a exposi¢cao a agua (plantio, pesca, higienizacdo e natacdo) infestada
por cercarias, larvas de vida livre capazes de penetrar através da pele do
hospedeiro. As cercarias transformam-se em esquistossémulos, migram para o
pulmdo e depois para o sistema porta hepatico, onde desenvolvem-se em
vermes adultos, e apds a maturacdo das fémeas inicia a oviposicao (Figura 1).
Parte desses ovos sdo eliminados através das fezes e urina (S. hematobium),
outra parte fica aderida a parede do sistema porta hepatico, desencadeando os
sintomas classicos da doenca, como dor abdominal, diarreia e sangue nas
fezes. O aumento do figado € comum em casos avancados, e €
frequentemente associada a um acumulo de liquido na cavidade peritoneal e
hipertensdo dos vasos sanguineos abdominais. Em tais casos, pode também
haver alargamento do baco (Boros 1989, McManus and Loukas 2008, WHO
2014). O ciclo de vida deste parasita se completa quando os ovos eliminados
através das fezes ou urina chegam a agua e apdés a eclosédo originam-se

miracidios, larvas capazes de infectar os caramujos, no caso do Schistosoma
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mansoni, estas larvas infectam caramujos da espécie Biomphalaria. No
caramujo, os miracidios transformam-se em esporocistos, 0s quais originardo

as cercarias através da reproducao assexuada (McManus and Loukas 2008).

Esquistossdomulos

N L

.,

Hospedeiro Intermediario
Caramujo

FIGURA 1: Ciclo de vida do Schistossoma mansoni. Retirado e modificado de (Gryseels,
Polman et al. 2006).

1.1.1 A situacédo problema

Existem evidencias que correlacionam as infeccbes emergentes de
esquistossomose a casos de HIV (Virus da imunodeficiéncia humana),
tuberculose e malaria. Acredita-se que a esquistossomose pode impactar na
etiologia e transmissdo desses microrganismos (McManus and Loukas 2008).
Estudos recentes mostram que os casos de poliparasitismo (co-infeccbes

ocasionadas por ancilostomideos, esquistossomos e filarias) ja observado na



Africa, aumentam a suscetibilidade dos individuos a Malaria, HIV/AIDS e
Tuberculose. Alguns dados apontam que o Schistosoma é capaz de modular a
resposta imune do hospedeiro, tornando-o mais susceptivel a Malaria.

Outros estudos demonstram que as infeccbes helminticas crénicas
aumentam o risco de infec¢cdo por HIV através de um processo de ativacéo
imune cronica, o que resulta num aumento da carga viral no plasma por HIV
(Hotez, Molyneux et al. 2006). Sendo assim, a dimenséo que essas interagdes
podem alcancar é preocupante e merece a devida atencdo, visto que, o
combate a essa doenca pode resultar em um benéfico efeito colateral sob o

HIV/AIDS, a malaria e a tuberculose.

O tratamento padrdo da esquistossomose é a quimioterapia com
praziquantel, que é eficaz contra todas as espécies que infestam o homem, nao
apresenta efeitos colaterais severos e atualmente é barato e de facil acesso
(Ribeiro-dos-Santos e col., 2006). Entretanto, a quimioterapia em massa nas
regibes endémicas € pouco efetiva, porque ndo age sobre o estagio de
esquistossémulos e ndo previne a re-infeccdo, dificultando a erradicacdo da
doenca e sendo necessaria a repeticdo do tratamento de tempos em tempos
(Sabah e col., 1986). Além disso, ja foi descrita a baixa eficacia do tratamento
no Egito e Senegal, onde linhagens resistentes a droga foram isoladas (Fallon
e col., 1995; Ismail e col., 1999). Desse modo, fica evidente a necessidade do
desenvolvimento de novas drogas efetivas contra o parasita e de novas

abordagens para erradicar a doenca, como a utilizagédo de vacinas.

Uma vacina eficaz preveniria a evolucdo de linhagens de parasitas
resistentes ao tratamento com drogas e protegeria contra a patologia. Esta
forma de prevencao pode ser considerada ainda mais relevante, pois a pato-
logia n&o é revertida pela quimioterapia e o diagnostico da doenca é dificil nos
estagios iniciais devido a sintomatologia inespecifica (Wilson e Coulson, 1999).
A vacinacdo também acabaria com o circulo vicioso de sucessivas infecgoes,
uma vez que interromperia o ciclo de vida do parasita. Modelos mateméaticos
indicam que a vacina néo precisaria apresentar imunidade esterilizante, e que
uma reducao de pelo menos 40% na carga parasitaria reduziria a morbidade e
as taxas de transmissao significativamente (Chan e Bundy, 1997). Compondo

um tratamento com abordagens complementares: a quimioterapia seria
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responsavel pela reducdo da carga parasitaria em curto prazo, enquanto a

imunizacdo proveria protecdo a populacdo em longo prazo (Bergquist and
Colley 1998, Rofatto, Leite et al. 2011).

Diversos dados apoiam a plausibilidade do desenvolvimento de uma
vacina eficaz contra a esquistossomose: | — pessoas residentes em areas
endémicas desenvolvem naturalmente diferentes niveis de protecdo contra a
infeccédo (Bergquist 2002); Il — diversos modelos animais da esquistossomose
apresentam autocura baseada na resposta imune, como Macaca mulata e
Rattus norvergicus (Wilson and Coulson 2009); Ill — diversos modelos animais,
tanto primatas quanto roedores, apresentaram altos niveis de protecdo quando
imunizados com cercérias atenuadas por irradiacdo (Coulson 1997, Hewitson,
Hamblin et al. 2005). Assim seria necessario apenas caracterizar e mimetizar
essas respostas imunes protetoras, identificando os antigenos por elas
responsaveis. Entretanto, na préatica essa tarefa demonstrou-se mais dificil do
que inicialmente previsto e um dos grandes desafios esta na expressao e
formulacdo desses antigenos vacinais, bem como no desenvolvimento de um

bom sistema de apresentacéo de antigenos (McManus and Loukas 2008).

1.2 Vacinas e 0s potenciais alvos vacinais para Schistosoma mansoni

Atualmente o desenvolvimento de vacinas depende fundamentalmente
do conhecimento dos mecanismos protetores envolvidos na resposta as
infeccbes e dos mecanismos de patogénese. Sendo assim, muitas sado as
dificuldades para a formulacdo de novas vacinas, visto que, em muitos casos 0
patdgeno possui alta variabilidade antigénica ou a resposta disparada pelo
mesmo pode ser sistémica (SCHATZMAYR 2003, Rappuoli, Bagnoli et al.
2011).

Duas linhas de pesquisas regem hoje a busca por novas vacinas: (1) uso
de novos métodos para descobrir novos alvos vacinais (conceito de vacinologia
reversa, uso das técnicas de protebmica e transcriptomica); (2)
desenvolvimento de novas tecnologias para expressar, entregar e formular
antigenos (DNA recombinante, vetores bacterianos, vetores virais, particulas
virais [VLPs], vacinas de DNA e vacina de OMVs) (Rappuoli, Bagnoli et al.
2011).
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No caso da esquistossomose, a busca pela vacina tem a intencdo de
prevenir a infecgdo e/ou reduzir a fecundidade do parasita. A redugdo no
numero de vermes é considerada o “padrao de ouro” no desenvolvimento de
vacinas contra esquistossomose, tendo como principal alvo o bloqueio da
migracdo dos esquistossémulos (McManus and Loukas 2008, Pinheiro, Ribeiro
et al. 2014).

O processo de busca por potenciais alvos vacinais e alvos de drogas foi
facilitado com o sequenciamento do transcriptoma do Schistosoma mansoni e
do Schistosoma japonicum (Hu, Yan et al. 2003, Verjovski-Almeida, DeMarco et
al. 2003); e posteriormente pelo sequenciamento do genoma do parasita
(Berriman, Haas et al. 2009) juntamente com dados de estudos de proteomica
(Curwen, Ashton et al. 2004, Braschi, Borges et al. 2006). Através da
classificagcdo funcional por “Gene Ontology”, estudos de bioinformatica e
caracterizagbes funcionais de muitas proteinas foi possivel encontrar um
grande grupo de proteinas que atuam na interface parasita hospedeiro (Farias,
Rodrigues et al. 2012, Farias, Krautz-Peterson et al. 2013, Rofatto, Araujo-
Montoya et al. 2013, El Ridi, Tallima et al. 2014, Pinheiro, Ribeiro et al. 2014,
Ricciardi, Dalton et al. 2015).

Dentre esses potenciais alvos ja estudados, sete candidatos foram
escolhidos para compor o novo sistema de entrega para multiplos antigenos a

ser testado.

1.2.1 Racional para escolha dos antigenos

A resisténcia a infeccdo por helmintos néo € devida a um fenétipo celular
particular ou a um Unico mecanismo molecular de morte, pelo contrario deve-se
a multiplas vias orquestradas que desarmam, degradam e bloqueiam a
migracdo e/ou aquisicdo de nutrientes dos parasitas levando-os morte (Wilson,
Langermans et al. 2008, Maizels, Hewitson et al. 2012). Um helminto & muitas
ordens de magnitude maior que qualquer célula hospedeira, a morte mediada
por macrofagos, por exemplo, pode durar muito tempo, enquanto as células
impdem uma morte lenta através do comprometimento da viabilidade do verme
(Allen and Maizels , Allen and Maizels 2011).
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Diante deste contexto, acreditamos que somente um ataque orquestrado
contra diferentes antigenos, presentes em diferentes estagios e com funcdes
chave na migragcdo e nutricAo dos vermes, possa ter éxito na eliminacdo do
parasita. Com base neste racional, as proteinas selecionadas estdo presentes
em diferentes momentos do processo de invasdo do hospedeiro, muitos desses
alvos estdo presentes no tegumento, principal interface parasita-hospedeiro,

como:

e SMCD59.2, uma proteina localizada na superficie do tegumento e
altamente regulada na transi¢cdo de cercaria para verme adulto. Seu homologo
em humano desenvolve uma funcéo singular, capaz de bloquear o complexo
de atague a membrana (MAC) mediado pelo sistema complemento. Em S.
mansoni, acredita-se que essas proteinas estejam envolvidas em diversos
processos de interagdo molecular, visto que, uma andlise de sequéncia
identificou a presenca de um dominio “Three-fingered” de proteinas, o qual tem
a capacidade de se ligar a diversas moléculas e receptores (Farias, Krautz-
Peterson et al. 2013).

e SmAP (Fosfatase Alcalina), trata-se de uma proteina observada na
superficie de vermes adultos, amplamente distribuida pelos tecidos e que
possui uma traducdo muito rapida durante a transformacao de cercarias para
esquistossébmulos. Esta caracteristica levantou a hipétese de seu envolvimento
no processo de invasdo do hospedeiro. Alguns estudos demonstram que o
tratamento com o praziquantel e a co-administracdo de um anti-soro que inibe
a atividade de fosfatase alcalina aumenta a morte de vermes fémeas “in vivo”.
Estudos mais recentes mostram que anti-soros de macacos Rhesus infectados,
modelo de auto-cura para esquistossomose, reconhecem esta proteina. Com
esses resultados, a fosfatase alcalina foi considerada um candidato vacinal e
recentemente fora testada para tal finalidade. A formulagéo utilizada neste teste
utilizou uma dose subcurativa de Praziquantel aliada a vacina resultando em
41% de reducdo da carga parasitaria (Araujo-Montoya, Rofatto et al. 2011,
Rofatto, Araujo-Montoya et al. 2013).

e Anexina 2, identificada no tegumento por estudos protedmicos,
altamente regulada na transicdo de cercarias para esquistossdmulos, possui

um nucleo conservado com quatro dominios repetidos e uma regidao N-terminal
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variavel. Estudos sugerem que ela esteja intimamente associada ao arranjo do
tegumento, em processos como: remodelamento de membrana,
endocitose/exocitose, fusdo de vesiculas e regulacdo do fluxo de ions. Um
estudo desenvolvido para demonstrar a abundancia das proteinas de
tegumento, mostrou que na categoria de proteina associadas a membrana, a
Anexina 2 é uma das mais abundantes (Tararam, Farias et al. 2010, Castro-
Borges, Simpson et al. 2011).

e SMTSP-2, € uma proteina integral de membrana, expressa na
superficie, com um papel fundamental na integridade do tegumento. Estudos
mostram que a reducao de expressao deste gene no estagio imaturo do verme
resulta em uma intensa degradacao do tegumento. Outros estudos com uso de
RNA de interferéncia, mostram que, durante uma infeccdo causada por
esquistossébmulos deficientes para esta proteina, possuem uma carga
parasitaria 83% menor, quando comparada a uma infeccdo com parasitas
normais. Em outro estudo, uma vacina de proteina recombinante foi testada em
camundongos, e ap6s a imunizacao e desafio observou-se reducdes de 57% e
64% para as cargas parasitarias de vermes adultos e de ovos no figado,
respectivamente. Sendo assim, SmTSP-2 parece ser um antigeno vacinal
eficaz contra S. mansoni (Tran, Pearson et al. 2006, Jia, Schulte et al. 2014).

e Calpaina, uma cisteina protease neutra, dependente de calcio,
encontrada na superficie do epitélio sincicial e na musculatura subjacente, ja
teve sua eficacia profilatica e capacidade de impedir a fecundacéo testada. Em
estudos recentes teve sua eficicia terapéutica avaliada por duas estratégias
diferentes e trés formulagdes vacinais testadas em babuinos. As formulacdes
vacinais foram capazes de diminuir vermes adultos estabelecidos em 10 - 36%,
reduzir a retencdo de ovos em tecidos em 10 - 57%, e diminuir a excrecao de
ovos nas fezes de 13 - 33%, em comparacdo com as formula¢des controle.
Sendo assim, seu potencial como antigeno vacinal foi fortalecido (Karmakar,
Zhang et al. 2014).

Além dessas moléculas, temos representantes da familia de proteinas
ortblogas a alérgenos de veneno de vespa (Schistosoma mansoni Venom
Allergen-Like proteins (SmVALS)) que sdo secretadas (Farias, Rodrigues et al.
2012).
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e SmVAL4 esta presente na glandula da cabeca de esquistossdmulos,
possivelmente atuando na invasdo de um vaso sanguineo pelo parasita.
e SmVAL18 possivelmente atua no processo de penetracédo da pele, e

encontra-se nas glandulas pré-acetabulares de cercarias.

Com antigenos presentes em diferentes momentos do processo de
invasdo do hospedeiro, acreditamos que a resposta imune disparada pelo
sistema imune do hospedeiro seja capaz de bloquear/prejudicar a migracao do
parasita. Para tanto, necessitamos de uma estrutura eficiente para montagem e

apresentacao dos antigenos, a qual foi idealizada e seréa apresentada a seguir.

1.3 Sistema multiplo apresentador de antigenos (MAPS)

As vacinas de subunidades raramente sdo tdo eficazes quanto as
vacinas de células inteiras (que utilizam microrganismos atenuados ou mortos
como imundgenos), pois possuem uma baixa cobertura de antigenos e focam
apenas na producdo de anticorpos. Devido a isso, muito tem se investido na
pesquisa por bons adjuvantes, capazes de potencializar a resposta imunoldgica
e, novos mecanismos de apresentacdo de antigenos, assim permitindo o
desenvolvimento de vacinas com composi¢cdes bem caracterizadas e com um
risco reduzido de reacdes adversas (Plotkin and Plotkin 2011, Rappuoli,
Bagnoli et al. 2011).

O sistema apresentador de mudultiplos antigenos (Multiple antigen-
presenting system — MAPS) foi desenvolvido com o intuito de tornar uma
vacina de proteina recombinante tdo eficaz quanto uma vacina celular,
procurando reproduzir os pontos fortes destas vacinas em um sistema acelular
definido.

MAPS usa um suporte purificado e proteinas como imunégenos. Estes
componentes antigénicos séo isolados e posteriormente reagrupados em um
complexo macromolecular integrado, de forma a mimetizar algumas
caracteristicas quimicas e fisicas de uma célula inteira. Tal complexo pode
ativar a protecdo mediada por células B e T, proporcionando a caracteristica de
protecdo multipla, como a observada em vacinas de células inteiras (Zhang, Lu
et al. 2013).
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A construcdo desse complexo macromolecular segue uma abordagem
de acoplamento a base de afinidade, reduzindo os danos ao epitopo e
proporcionando flexibilidade e versatilidade na preparacdo e formulacdo das
construcbes. A rizavidina (Rhavi), uma proteina de ligacdo a biotina, €
modificada e expressa de forma recombinante em Escherichia coli. Esse gene
é entdo geneticamente fundido as proteinas alvo, as quais adquirem a
capacidade de ligacao a biotina. Desta forma, esses antigenos podem se ligar
a uma matriz biotinilada, a qual servira de suporte para formacédo do complexo
(Zhang, Lu et al. 2013).

s Antigenos
Expressdo  fysionados Complexo MAPS-OMV
E. coli
i 4 - SmVAL18
. (o 00 Mix e SmVAL4
- Incubagéo
— Annexinll

£ O
R ) Marcacdo . .Rig .‘c T
N a < _ St )
s | 3o < Annexinl
(,"-,OMV" s Biotina “-,\O MV
N A o -
~ e --"..»i

OMV-Biotinilado

~

Calpaina SmCD59.2

Figura 2. Esquema representativo da montagem do complexo OMV. A Representacdo do
cassete de expressdo encontra-se no topo da figura, ao lado esquerdo, contendo os antigenos
fusionados a proteina rhavi. Uma sequéncia sinal de secrec¢@o (5-ATGAAAAAGATTTGGCTGGC
GCTGGCTGGTTTAGTTTTAGCGTTTAGCGCATCGGCGGCGCAGGATCCG-3) esta presente na regido N
terminal de rhavi. Um espagador flexivel (5-GGAGGCGGAGGTTCGAGCTCC-3) sera utilizado entre o
motivo rhavi e o antigeno alvo. A representacdo esquematica da producdo dos complexos
multimoleculares MAPS-OMV ocupa o restante da figura, itens da figura fora de escala
(extraido e modificado de (Zhang, Lu et al. 2013)).

No estudo realizado por Zhang, Lu et al. 2013, a matriz utilizada foi um
polissacarideo de S. pneumoniae, ja que o objetivo deles era a producdo de
uma vacina para pneumonia. Para adequar o uso desta plataforma a uma
vacina contra esquistossomose, uma revisédo na literatura foi feita, de modo a
definir uma matriz capaz de suportar as proteinas do Schistosoma mansoni

ancoradas.

Através desta revisdo, foi possivel observar que as vacinas em

desenvolvimento procuram conjugar polissacarideos, particulas semelhantes a
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virus (Virus like particle - VLP) ou vesiculas de membrana externa (Outer
membrane vesicles — OMV), as proteinas recombinantes, buscando obter uma
resposta imunologica mais robusta (Roldao, Mellado et al. 2010, Zhang, Lu et
al. 2013, Tani, Stella et al. 2014). Levando em consideracdo o tamanho da

particula, suas propriedades e vantagens, foi feita a escolha pelas OMVs.

1.4 Vesiculas de membrana externa (OMVs)

As vesiculas de membrana externa, também conhecidas como OMVs
(Outer membrane vesicles), sdo estruturas produzidas por bactérias Gram-
negativas. Essas estruturas esféricas sdo formadas a partir da propria
membrana externa das bactérias Gram-negativas e seu periplasma, associam-
se a proteinas soluveis e insoluveis, e desempenham, diversas funcodes
biolégicas (Kulp and Kuehn 2010).

As OMVs participam da patogénese dessas bactérias e vias de
sinalizacdo, essas vesiculas podem funcionar como potente adjuvantes em
vacinas, dada a presenca de lipopolissacarideos (LPS), proteinas e DNA
bacterianos na sua superficie, e também como um importante carreador. As
vesiculas advindas da bactéria Neisseria meningitidis serogroup B é um
exemplo disso, estudos recentes mostram a propensao em ativar células
dendriticas e macréfagos. A presenca do LPS juntamente com as proteinas de
membrana externa como PorA, induzem a expressdo de moléculas co-
estimuladoras como CD80, CD86 ou CD40, as quais sd0 essenciais para a
producdo de anticorpos, também induzem o aumento da secrecdo de
quimiocinas, ativam neutrdéfilo, células T e células dendriticas imaturas (Kulp
and Kuehn 2010, Moshiri, Dashtbani-Roozbehani et al. 2012). Ja a proteina
PorB, por sua vez, liga-se a TLR-1 e TLR-2, induzindo uma cascata de
sinalizacdo que promove a maturacdo de células dendriticas e o

aprimoramento na apresentacao dos antigenos (Sanders and Feavers 2011).

Para viabilizar o uso dessas estruturas em vacinas humanas é
necessario um tratamento capaz de eliminar parte do LPS presente na
superficie, uma vez que este componente € toxico. Estudos recentes apontam

0 uso da extracdo a base de detergentes como deoxicolato de sodio (DOC),
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que elimina uma boa porcentagem do LPS presente na molécula. A vacina
Bexsero®, recém desenvolvida pela Novartis, € um dos exemplos do uso desta
abordagem. J4 aprovada pelo FDA (Foods and Drugs Administration), essa
vacina utiliza uma combinacdo de quatro proteinas recombinantes, OMVs e
hidroxido de aluminio como adjuvante, o que resultou em uma estrutura estavel
e viavel, aparentemente o hidroxido de aluminio diminui a atividade pirogénica
(Holst, Martin et al. 2009, Acevedo, Fernandez et al. 2014).

2. JUSTIFICATIVA

Dada a amplitude da doenca, bem como a sua interagdo com outras
doencas de grande abrangéncia (HIV, Maléria e Tuberculose) e a limitacdo ja
observada do tratamento quimioterapico, torna desejavel a busca por uma
vacina para esquistossomose. Seguindo neste contexto, vimos que, muitos
candidatos vacinais ja foram testados e caracterizados isoladamente, porém
sempre resultando em baixos niveis de protecao.

Sendo assim, acreditamos que o desenvolvimento de um sistema de
apresentacao de multiplos antigenos para Schistosoma mansoni, montado em
uma estrutura bem definida, possa ser a solucdo para a formulacdo de uma
vacina eficaz e com altos indices protetores, mimetizando talvez, desta forma,

0 padrao de imunogenicidade da vacina de cercaria irradiada.

3. OBJETIVOS

Munidos do conhecimento sobre o trabalho do Sistema de apresentacao
de mudltiplos antigenos (MAPS) originalmente desenvolvido pelo grupo do Dr.
Richard Malley (Boston Children’s Hospital, Boston, USA) (Zhang, Lu et al.
2013), nosso objetivo € conjugar antigenos recombinantes de Schistosoma
mansoni em um esqueleto de OMV derivado de N. meningitidis serogroup B e

avaliar o tipo de resposta imune induzida.

3.1 Objetivos Especificos

Neste primeiro momento, nosso objetivo é realizar as construcdes
génicas que permitirdo a producdo dos antigenos proteicos em fusdo com a

Rizavidina, expressar e purificar as respectivas proteinas recombinantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Identificacdo e andlise das sequencias para construcdo dos
plasmideos

As sequencias génicas foram retiradas do banco de dados GeneDB
(http://www.genedb.org/) ou do GenBank no NCBI (http://www.ncbi.

nim.nih.gov) e as informacdes obtidas encontram-se resumidamente
apresentadas na tabela 1. As sequencias das proteinas foram avaliadas pelos

programas ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), Web Cutter

(http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/) e SignalP 4.1 server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para identificacdo da regido de fase
aberta de leitura, identificacdo dos sitios de restricdo ideais para as enzimas de
clivagem e a identificacdo da localizacdo ou existéncia de peptideos sinais,

respectivamente.

Tabelal: Caracteristicas dos antigenos selecionados.

Proteinas Estagios Localizacéo Peptideo Expressa Numero de
sinal em E. coli acesso

SmCD59.2 Adulto Tegumento Presente Solavel Smp_105220

SmAP Adulto Tegumento Ausente Solavel HM045783.1

Anexina 2 Esquistossomulo  Tegumento Ausente Solavel Smp_077720
de 7 dias

SmTSP-2 Adulto Tegumento Ausente Solavel Af521091

SmVAL4 Germball / G.da Presente Solavel Smp_002070
cercéria cabeca

SmVAL18 Germball G. Presente Solavel Smp_001890

acetabulares
Calpaina Adulto Tegumento Ausente Solavel M67499.1

A clonagem dos genes ou fragmentos génicos foram realizadas no vetor
pPET21b, entre os sitios de restricdo (Sacl/Xhol) para gerar as proteinas de
fusdo com a sequéncia da Rizavidina (Rhavi). Assim como descrito em (Zhang,
Lu et al. 2013), nesta construcdo de fusdo dos antigenos com a rizavidina,
também encontra-se uma sequéncia de sinal de secrecdo na por¢cao 5 da
Rizavidina, e uma sequéncia espagadora flexivel, na porgdo 3’. Os antigenos

foram inseridos logo apds a sequéncia espagadora.

Concluida as construgdes, trés clones de cada construgdo foram
selecionados para analise da fusdo via PCR, utilizando os oligonucleotideos do

promotor T7 forward e regido 3 de cada gene. A confirmagdo de cada
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sequéncia tambéem foi feita via sequenciamento. Os oligonucleotideos
utilizados para as construgbes e também para a confirmagdo de cada uma

delas, encontram-se listados na Tabela 2.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo das sequencias de interesse e
confirmagé&o das construgoes.

Proteinas Oligonucleotideos
SMCD59.2 FW 5: - TAC CTGTTATCGATGTTCCGATT(:?T -3
REV 5 - TAC ATGTTTAGGTGATGCATT -3
SMAP FW 5" - TAC CAAATCGTCCTTATTGAATGTA- 3
REV 5 - TAC TCGAGATCCATTGTTTCC —3
Anexina 2 (I) * FW 5: - TAC CATGATAAGTCATCAAACT - 3
REV 5 - TAC TGCTTGTAATAATGCTAC-3
Anexina2(ll) FW 5 -TAC CGGATTAAAGAAACCAGAT- 3°
* REV 5 -TAC TGCCATAATCATTGTATT -3
SMTSP-2 FW 5: - TAC CGAAAAGCCCAAGGTCAAA -\3‘
REV 5 - TAC GTGCGCTTTGCTTAGATC- 3
SMVALA4 FW 5: - TAC CAAGTTATCGGAAGGACAA\— 3
REV 5 - TAC TTCTGATTTATTACATTT -3
SMVAL18 FW 5: - TAC CAAAAAATTAAAATTACCTAAA -3
REV 5 - TAC ATATTCTGCATCATCAAC- 3
Calpaina FW 5: - TAC CATGGGACGAATACAAATT- 3\‘
REV 5 - TAC GATATCGACTCGAAATCG -3

* Como a Anexina 2 possui quatro dominios ela foi fragmentada segundo o trabalho j& descrito em
(Tararam, Farias et al. 2010), sendo portanto, Anexina 2 (I) constituida pelos dominios 1 e 2, e a Anexina
2 (I1) constituida pelos dominios 2 e 3.

Os sitios de restricdo presente nos oligonucleotideos tem sua sequéncia
destacada em verde. Em vermelho, esta destacada a base inserida na
sequéncia para o perfeito encaixe da mesma na fase aberta de leitura.

4.2 Expressao das proteinas recombinantes

As construcfes acima descritas foram transformadas em E. coli BL21
(DE3), plagueadas em meio LB amp durante 16 h, e no dia seguinte, uma
colénia de cada transformacéo foi utilizada para inocular 3 mL de meio LB amp.
Apés incubacédo a 37°C overnight, o pré-indculo foi transferido para 300 mL de
meio LB amp e o crescimento das culturas foi acompanhado até atingir D.O.g00
0,6-0,8, quando foram induzidas com 1 mM IPTG durante 4 h a 37°C para
expressdo. Além desta condi¢do, foram testadas mais dois protocolos de
indug&o, como 16°C — 0.2 mM IPTG por 20 h e 16°C — 1 mM IPTG por 20 h.
Sendo que dentre estas, a que melhor apresentou resultados foi a terceira

condic&o descrita.
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Apos o cultivo, as bactérias foram centrifugadas e ressuspendidas em 30
mL de tampé&o de lise (50 mM Tris pH 7,4; 300 mM NacCl), sonicadas (40 Hz, 5
min, pulso de 1 s) e foi retirado 1 mL de cada amostra para avaliagcdo da
expressado. A aliquota foi separada em fracdo solUvel e corpusculos, 0s quais
foram solubilizados em tampéo TRIS-HCI 40mM pH 7.4; SDS-2%. As proteinas
foram enté@o observadas por SDS-PAGE 12%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcao do vetor Rhavi-antigeno
Conforme descrito anteriormente, as constru¢gdes foram realizadas no
vetor pET21b, entre os sitios (Sacl/Xhol) e foram avaliadas por PCR com o0s

oligos do promotor T7 FW e regido 3’ de cada proteina.

Na Figura 3 podemos observar que seis construcdes, entre as oito
proposta, foram bem sucedidas, de modo que, entre os trés clones testados e
avaliados, pelo menos dois de cada uma das constru¢cdes amplificaram as

sequencias alvo nos tamanhos esperados.
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Fosfatase Alcalina

SmCD59.2

SmTSP-2

1971bp

SmVAL4 Anexina | Anexina |l

Figura 3: Analise das constru¢Bes do vetor Rhavi-antigeno por eletroforese em gel agarose
1%. A esquerda de cada imagem encontra-se o tamanho esperado em pares de bases (bp)
para cada construcdo (Marcador de peso molecular, 1kb Plus DNA Ladder — Life

Technologies).

Os clones que amplificaram corretamente a sequéncia de interesse
foram também sequenciados e os cromatogramas foram analisados
cuidadosamente, confirmando desta forma a integridade das sequencias nas

construcoes.

As construcdes nao relatadas acima, SmVAL18 e Calpaina, passaram
por problemas que ainda estdo sendo contornados e, portanto, os dados nao
serao aqui apresentados.

5.2 Expressao das proteinas
5.2.1 Confirmacao da expresséao por gel SDS / PAGE

O ensaio de expressao seguiu as etapas descritas nos Materiais e
métodos e as culturas foram avaliadas primeiramente por gel SDS / PAGE
12%. Aliquotas de culturas ndo induzidas e induzidas, também separadas em

fracdo sollvel e corpusculos (os quais foram devidamente solubilizados em
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solucdo TRIS-HCI 40 mM pH 7.4; SDS-2%) foram aplicadas no gel e

comparadas, para cada uma das seis construc¢des citadas acima.

Os resultados observados em alguns casos ndo foram muito
conclusivos, a resolucao do gel ndo permitiu a perfeita visualizacdo da banda
correspondente a proteina de interesse. Como exemplo encontra-se abaixo

algumas imagens que representam os fatos observados.

Fosfatase Alcalina Anexina |
Nao induzido Induzido Nao induzido Induzido
S | S S | S |

I
<— 80kDa
. 47 kDa
.-
- -
P

l - sidia ‘

Commassie - SDS-page 12% Commassie - SDS-page 12%

Figura 4: Avaliacdo da expressdo das proteinas por SDS-PAGE 12%. Para a devida
comparacao, amostras induzidas e ndo induzidas foram aplicadas lado a lado no gel. S-solavel;
I-insolGvel (corplsculos de inclusdo). As setas indicam a banda correspondente as proteinas
recombinante de acordo com os pesos moleculares preditos destacados ao lado da seta.

O resultado apresentado da Fosfatase Alcalina representa as amostras
que foram claramente identificadas por esta metodologia, visto que, ha uma
banda diferencialmente expressa na altura esperada de 80kDa. Ja o resultado
apresentado da Anexina |, representa as amostras que ndo foram claramente
identificadas por essa analise, visto que, na altura esperada de 47kDa néo é
possivel ver uma banda diferenciada.

Dados os resultados encontrados, foi necessério fazer Western Blot para
certificarmos que de fato eram as proteinas de interesse que estavam sendo
expressas.

5.2.2 Confirmagéao por Western-Blot

O Western-Blot foi realizado com as fracdes sollUveis e insolluveis de
cada proteina expressa. A identificacdo de cada uma delas foi feita através do
anticorpo Anti-HIS, o qual se liga a calda de histidina presente na porcdo C-

terminal de cada sequéncia proteica, assim nos permitindo constatar a
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integridade da sequéncia e a producdo da proteina de fusdo. Em alguns
cultivos foi possivel verificar que a expressdo ocorre antes da indug¢do (dado
nao mostrado). Esse primeiro perfil avaliado segue da primeira condicdo de

inducao testada, ou seja, foram 4 h de inducdo com 1 mM de IPTG a 37°C.

Anexinal Anexinall SmVAL4  SmCD59.2 SMmTSP-2 F. Alcalina
woa_ S | s | s | s [ S [ S |
180 - ‘ L
115 /%
82 B
64 -

4 4 -

49 “'c m— - /

= - v -
37 ' ~ -’
26 —
19
15 -

47.4 kD 47.6 kD 47 kD 34 kD 34.1 kD 80 kD

Figura 5: Identificagdo das proteinas recombinantes expressas por Western-Blot utilizando
anticorpo Anti-his. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas expressas e
identificadas. Pode-se observar que a maior parte das proteinas encontram-se na forma de
corpusculo. O peso molecular predito para cada proteina encontra-se na parte inferior da
figura. A esquerda encontra-se representado o padrdo de peso molecular utilizado (BenchMark
Pre-stained Protein Standard). S-solavel; I- InsolGvel (corplsculo de inclusdo).

A mesma membrana, foi utilizada para deteccdo das proteinas com
anticorpos especificos contra cada uma delas. Neste caso, foi possivel
observar que algumas proteinas aparentemente estavam degradando, fato
observado na Figura 6, para as proteinas Anexina Il e SmVALA4.
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Figura 6: Confirmacéo da producao das proteinas de interesse por Western-Blot utilizando os
anticorpos especificos contra cada uma delas. As setas indicam as bandas correspondentes as
proteinas expressas e identificadas. Pode-se observar que a maior parte das proteinas
encontram-se na forma de corpusculo. O peso molecular predito para cada proteina encontra-
se na parte inferior da figura. A esquerda encontra-se representado o padrdo de peso
molecular utilizado (BenchMark Pre-stained Protein Standard). S-sollvel; |- InsolGvel
(corpusculo de incluséo).

Tendo em vista os resultados acima apresentados, foi que partimos para
o teste de novas condi¢Bes de producdo dessas proteinas, esperando eliminar
o problema de degradacéo e buscando melhores rendimentos.

ApOs varios testes, chegamos a condicao ideal de indugcédo para maioria
das proteinas, inducdo overnight a 16°C com 1mM de IPTG. Essa condicédo foi
analisada por Western Blot realizado apenas com anticorpos especificos contra
cada uma das proteinas. Esse resultado é observado na figura 7, onde
podemos perceber que a maioria das bandas inespecificas sumiram, com

excecdo da Anexina Il.

Anexina | Anexina ll SmVAL4 SmCD59.2 SmTSP-2 F. Alcalina
kDa S | S | S | S | S | S |
180
115 '

82 "’ - v
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49 .‘/ v -‘/
37 . pra 4
4
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26
19

47.4 kD 47.6 kD 47 kD 34 kD 34.1 kD 80 kD

Figura 7: Confirmacéo da producéo das proteinas de interesse por Western-Blot utilizando os
anticorpos especificos contra cada uma delas. As setas indicam as bandas correspondentes as
proteinas expressas e identificadas. Pode-se observar que a maior parte das proteinas
encontram-se na forma de corpusculo. O peso molecular predito para cada proteina encontra-
se na parte inferior da figura. A esquerda encontra-se representado o padrdo de peso
molecular utilizado (BenchMark Pre-stained Protein Standard). S-soltvel; |- Insolavel
(corpusculo de incluséo).

6. CONCLUSAO

Com a utlizagdo dos MAPS-OMV, podemos fazer formulagdes que
contenham um grande numero de antigenos, visto que, na construcdo

desenvolvida pelo grupo do Dr. Richard Malley, cinco proteinas recombinantes
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de pneumococos foram ancoradas com sucesso ha matriz de polissacarideo.
Essa proposta de utilizar diversos antigenos recombinantes buscando interferir
com o0s processos de migracdo das cercarias e esquistossomulos, além de

atingir proteinas de superficie, & promissora.

Os resultados obtidos até 0 momento permitem dizer que as construgées
dos antigenos conjugados a Rizavidina sdo possiveis, porém, o rendimento
dessas proteinas cairam bastante em comparacdo aos dados ja publicados de
algumas delas. Uma forma de transpor esse problema seria apostar no uso de
outras cepas bacterianas ou de um outro vetor, iSSoO seria necessario porque 0
baixo rendimento pode ser um fator limitante para as etapas seguintes do

processo.

Outra barreira a ser transposta é o fato da fusdo com a Rizavidina tornar
essas proteinas insollveis, 0 que talvez possa ser revertido por processos
denaturantes, seguidos pelo re-enovelamento. Uma outra alternativa seria a
utilizacdo da técnica de re-enovelamento sob pressao hidrostética, a qual tem
sido eficiente para solubilizacdo de algumas proteinas, como a Sm29 (Chura-
Chambi, Nakajima et al. 2013). Desta forma acreditamos que com obtencao

das proteinas soluveis, a conjugacédo delas ao esqueleto biotinilado sera viavel.
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