BOGAR OMAR ARAUJO MONTOYA

Investigacéo da Carboxipeptidase, Esfingomielinase
e Fosfatase Alcalina de Schistosoma mansoni como

potenciais antigenos

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butantan/IPT, para obtencdo do
Titulo de Doutor em Biotecnologia

Sao Paulo
2011



BOGAR OMAR ARAUJO MONTOYA

Investigacdo da Carboxipeptidase, Esfingomielinase e
Fosfatase Alcalina de Schistosoma mansoni como

potenciais antigenos

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butantan/IPT, para obtencdo do
Titulo de Doutor em Biotecnologia

Area de concentrac&o: Biotecnologia

Orientadora: Luciana Cezar de Cerqueira Leite

VersaoOriginal

Sao Paulo
2011


sbib-sti-scanner
Texto digitado

sbib-sti-scanner
Texto digitado
Versão Original

sbib-sti-scanner
Texto digitado

sbib-sti-scanner
Texto digitado

sbib-sti-scanner
Texto digitado


DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo

© reproducao total

Montoya, Bogar Omar Araujo.
Investigacé@o da Carboxipeptidase, Esfingomielinase e Fosfatase
Alcalina de Schistosoma mansoni como potenciais antigenos. /
Bogar Omar Araujo Montoya. -- S&o Paulo, 2011.

Orientador: Luciana Cézar de Cerqueira Leite.

Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Programa de P6s-Graduacgéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan. Area de concentrag&o:
Biotecnologia. Linha de pesquisa: Vacinas Recombinantes contra S.
mansoni.

Versdo do titulo para o inglés: Investigation of Carboxypeptidase,
Sphingomyelinase and Alkaline Phosphatase from Schistosoma
mansoni as potential vaccine candidates.

Descritores: 1. Vacinas 2. Proteinas Recombinantes 3.
Schistosoma mansoni |. Leite, Luciana Cézar de Cerqueira |l
Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Programa de Pés-Graduacéo Interunidades em Biotecnologia
USP/IPT/Instituto Butantan |IIl. Titulo.

ICB/SBIB0118/2011




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de P4s-Graduacéao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Sao Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

Candidato(a): Bogar Omar Araujo Montoya.

Titulo da Tese: Investigacdo da Carboxipeptidase, Esfingomielinase e Fosfatase
Alcalina de Schistosoma mansoni como potenciais antigenos.

Orientador(a): Luciana Cézar de Cerqueira Leite.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessao

publica realizada a ................. Lo, i, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): F ST [ 0P 11U ] = ST PP PPPPPPPPPPPRR
N[0 1 T PP
1 ES 1] (1 o= T PRSPPI

Examinador(a): ASSINATUIA ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e
NN (0] 1 T TP
1 ES 1] (1 o= T R UPPRRPPRN

Examinador(a): ASSINALUIA ....ciiiiiieeeeie et e e e e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e
NN [0] 1 T TR
T 1S U1 (0 o= T USSR PPUROPPPN

Examinador(a): F TS = LU ] - S
NN (0] 1 T TP
T 1S U1 (0 o= T USSR PPUROPPPN

Presidente: A S S N AU A et e e e e e e e
[N\ [o] 1 4 1SS
1 ES 1] (1 o= T PRSPPI



A Lourdes & Jesus.



AGRADECIMENTOS

A Dra. Luciana Cezar de Cerqueira Leite, minha orientadora, pelas inimeras
oportunidades oferecidas desde 0 momento que eu cheguei ao Brasil e pela paciéncia pra lidar
comigo e as minhas idéias. Pela sua diplomacia e dedicacdo a profissdo de cientista, pelas
puxadas de orelha bem merecidas que tive, vocé é um verdadeiro exemplo de trabalhadora da
qual eu fico orgulhoso de ter seguido durante todo este tempo, muito obrigado!

Ao Dr. Leonardo Paiva Farias sem cuja dica inicial, entre outras muitas, de
trabalhar com a Fosfatase Alcalina, eu ndo teria conseguido a minha primeira publicacéo, e
pela sua critica objetiva de quaisquer eventos que tivessemos a chance de analizar, pelas
conversas, discussdes, saidas, festas, tomadas de porre, etc. ndo seria eu 0 Omar que sou
agora, muito obrigado!

Ao Dr. Ivan Pereira Nascimento, um irmdo que ndo compartilna meu DNA
mas em quem eu posso confiar tanto quanto, esteve comigo nas horas mais dificeis que eu
precisei de alguém, pelas vérias vezes que tomamos porre juntos, por ir “acertar o pH”
inimeras vezes, as historias no “Batata Tlinta” e pelas muitas vezes que reclamamos porque o
nosso salario sempre “tava flaco”... ndo tenho palavras para agradecer irmdo, mas mesmo
assim... é um boka preta meeeeeeeermo!!!

A Dra. Cibele Aparecida Tararam, com o tipico jeitinho “Cibele” de ser, me
ensinou a ser humilde e paciente com tudo mundo, e ainda mais quando me animou para eu
ter “forrrrga Omar, forrrrrca” naqueles momentos dificeis, obrigado por tudo Ci!!!

A doutoranda Rrrrrrafaela Sachetto Fernandes, quem é a verdadeira
definicdo de companheirismo no laboratorio e fora dele, meu brago direito nas horas dos
experimentos mais dificeis; a tua simplicidade para ver e resolver as coisas da vida te levara
muito longe neste acidentado caminho, e com a tua forma de ser no dia a dia eu aprendo
muito, e continuo aprendendo... um “muito obrigado” acaba sendo pouco!!!

Ao doutorando Henrique Krambeck Roffato, sempre disposto a ajudar e
verdadeiro exemplo de equilibrio e objetividade na hora de resolver problemas cientificos,
pela sua ajuda durante todos estes anos, muito obrigado!

Ao Alex-boka-preta, parceiro de festas, saidas e conversas filos6ficas sobre o
que é que se inventou primeiro, a bola ou o futebol? Um “valhieu valhieu valhieu valhieu
valhieu valheiu!!!”

Ao Dr. Gustavo Maia Cerqueira, um verdadeiro exemplo de
profissionalismo, humildade, personalidade e autenticidade, sem medo ao desconhecido e



dono de um incomum alto-astral, estivestes sempre disposto a acompanhar-me nas mais
arriscadas e doidas aventuras dignas de um filme de ciéncia-ficcdo, de ti aprendi grandes
coisas sobre a vida pessoal e profissional... saudades de td galcho, muchas gracias por todo
hermano!!!

Ao pessoal do laboratério, a Cibelly com seu caracteristico bom-humor e
praticidade, sempre bem disposta para o trabalho; a Dunia, sem quem ndo manteriamos o
equilibrio do nosso ja baguncado ambiente de trabalho; a Fernanda, sempre prestativa e
disposta a ajudar no que for; a Halyka quem sempre esta linda-bonita-maravilhosa-hermosa-
preciosa-radiante; a Darlene, sempre disposta a ouvir, conversar e ajudar-nos prioritariamente
sabendo que tem outras tarefas tdo ou mais importantes; a Tereza, sinceramente sem
palavras; a Virginia, quem viajava 3-4 h por trecho/dia s6 pelo belo prazer de trabalhar
conosco; a Priscila, quem passou pouco tempo conosco mas de quem tivemos uma muito boa
impressao pela qualidade de pessoa que é; a Isaura e Talita, companheiras/amigas naqueles
inicios dificeis...

Ao resto das funcionarias do laboratério e do Centro, Dona Sebastiana,
Solange, Fatima, Marisa, Dona Vera (in memoriam), Marlene, e ao Toninho e Maximo.

Ao pessoal antigo do laboratério, a Dri, Eliane, Michelle (voltando do
passado), Daniela, as duas Ana Paula (Varaldo e Christ), Gabi, Marcelo-Boka-Preta,
Sheylla, a todos eles, pela companhia, conversas e criticas ocasionais, obrigado!

Aos técnicos que ja trabalharam no laboratorio, lvone, Nébia, Isabela,
Alessandra, Karina e Jefferson pela ajuda e disposi¢cdo com que trabalharam.

Ao pessoal que trabalha no laboratério do Dr. Paulo Lee Ho, no laboratério da
Beth Martins, no laboratério da Ana Lucia (em especial a M., minha inspiragdo inicial), no
laborat6rio da Martha e ao resto de colegas do Centro de Biotecnologia.

Ao pessoal do laboratdrio de Parasitologia do Instituto Butantan, a carismatica
Profa. Dra. Toshie Kawano (in memoriam); a nossa colega Patricia Aoki, pela esforcada e
nada simples tarefa de manter o ciclo de vida do parasita, pelas perfusdes, infeccbes com
cercérias, etc., muito obrigado! Ao técnico do confocal Alexsander Seixas, pelas imagens,
ajuda e paciéncia para lidar comigo e o Schistosoma, obrigado!

Ao resto de pessoas que conheci no Instituto Butantan, especialmente o
Arthur, a Vivian e a Bianca “amigona master”...

Ao pessoal do laboratério do Prof. Dr. Sérgio Verjovski-Almeida,
agradecimentos as doutoras Katia e Giulliana.



Ao Dr. Julio César Levano Garcia, “Tigrdo”, pelas conversas malucas e
ocasionais puxadas de orelha quando precisava.

Ao Prof. Dr. R. Alan Wilson da Universidade de York, paradigma de cientista
que “toma as armas contra um mar de problemas e por oposi¢do o acaba”.

Aos amigos da pensdo, em especial o Aron, o Carti, a Lauren, o Carlos, a
Antonielle, a Leticia (toda uma figura) e todos outros aqueles que conheci e deixaram nem
que seja uma minima lembranca, os agradecimentos respectivos.

Aos meus melhores amigos Juan Carlos, Carlos Tucto, Jaziel Blanco, Daniel
Zegarra, Jesus Loza, Richard e Paul Sandoval, que sabendo ou ndo, sempre estiveram ai.

A minha mae Lourdes (in memoriam) pela vida e graca concedidas, a0 meu pai
Jesus, quem sem sé-lo, me ensinou o verdadeiro significado da palavra “homem”, as minhas
irmas Brenda e Vanesa, ao meu sobrinho-filho Mariano por achar que sou louco e por ele
ser como é; enfim, a minha familia que sempre esteve incondicionalmente ai para mim e sei
que seguira estando.

Ao resto de familiares que eu tenho pelo apoio incondicional.

Aos meus professores do Colegio La Salle de Lima, especialmente ao Hno.
Alberto e ao Professor Victor Florian, obrigado!

Aos meus professores da Universidad Nacional Mayor de San Marcos, pela
esforcada e muitas vezes ingrata labor de formar os futuros profissionais do nosso pais,
palavras nunca serdo suficientes mas mesmo assim, muchas gracias!!!!

A Deus, por mostrar-me as portas e 0s caminhos,

Obrigado!



Este trabalho foi realizado com o apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo
(Doutorado Direto — Processo n°: 05/04396-0)



“’Goddammit Cookie! Move your ass, | want my twelve! NINE! The navy diver is not a
fighting man, he is a salvage expert... TEN! If it’s lost underwater, he finds it; if it’s sunk, he
brings it up; if it’s in the way, he moooves it!... ELEVEN! If he’s lucky, he will die young two

hundred feet beneath the waves for that is the closest he will ever get to being a hero! Hell |

don’t know why’d anybody wanna be a navy diver??? Now you report to this line Cookie!!”

Master Chief Billy Sunday, no filme “Men of Honor” (2000)

“Don’t let anyone ever make you feel like you don’t deserve what you want... go for it!!!”

Patrick Verona, no filme “Ten Things | Hate About You” (1999)

““N&o tenha medo... tenha fé!”’

Professor Russel David Hammer, aulas de salsa 2011 na Psico.

B.: - Papi, ¢qué cualidades son necesarias para tener éxito en la vida?
J.: - Ser auténtico.

B.: - Hum... ;qué més?

J.: - Ser auténtico, jcarajo!

Conversa com 0 meu pai, algum momento no inicio deste século



RESUMO

ARAUJO-MONTOYA, B.O. Investigacdo da Carboxipeptidase, Esfingomielinase e
Fosfatase Alcalina de Schistosoma mansoni como potenciais antigenos. 2011. 100 f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2011.

A esquistossomose representa um grande problema em saude publica, embora negligenciada
pelas grandes empresas farmacéuticas. Trés genes foram selecionados a partir do
transcriptoma do S. mansoni pela possibilidade de estarem presentes na interface parasita-
hospedeiro e portanto pelo potencial de serem usados como vacinas. Foi feita uma
caracterizacdo molecular destas proteinas no parasita e uma avaliacdo preliminar do potencial
protetor no modelo murino. O gene da Carboxipeptidase apresentou altos niveis de transcri¢ao
relativa no estagio de cercéria, e expressao variavel nos estagios intra-hospedeiros. A proteina
recombinante renaturada em condicdes controladas apresentou baixa atividade e nenhum
efeito protetor em ensaios de desafio. O gene da Esfingomielinase apresentou alto nivel
transcricional relativo em ovos, e a proteina € expressa em baixos niveis em todos os estagios
exceto em esquistossomulo de 7 dias e em fémeas. Provavelmente por estas caracteristicas, a
proteina ndo apresentou potencial protetor em ensaios de desafio. O gene da Fosfatase
Alcalina apresentou elevada transcricdo relativa em cercaria, mas a expressdo da proteina se
eleva somente no estagio seguinte de esquistossdbmulo, tornando-se a primeira evidencia de
“transcricdo antecipada” em um estagio para ser utilizado exclusivamente no seguinte. A
proteina é N-glicosilada em todos os estagios analisados, sendo também hipotéticamente O-
glicosilada Unicamente no estagio de ovos. Experimentos de imunolocalizacdo demonstraram
que a Fosfatase Alcalina esté localizada no tegumento e demais tecidos nos adultos, e mostrou
ser acessivel ao substrato num ensaio de atividade na superficie em parasitas vivos. A
imunizacdo de camundongos com Fosfatase Alcalina recombinante ndo levou a reducéo da
carga parasitéaria apos desafio. Estes resultados demonstram que diversas caracteristicas de um

antigeno sdo importantes para que seja um bom candidato vacinal.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Carboxipeptidase. Esfingomielinase. Fosfatase
Alcalina. Proteinas recombinantes. Caracterizacdo molecular. Vacina. Imunolocalizacéo.



ABSTRACT

ARAUJO-MONTOYA, B.O. Investigation of Carboxypeptidase, Sphingomyelinase and
Alkaline Phosphatase from Schistosoma mansoni as potential vaccine candidates. 2011,
100 p. Ph.D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Séo Paulo, 2011.

Schistosomiasis is an important disease in public health but neglected by most of the
pharmaceutical companies. Three genes were selected from S. mansoni transcriptome to be
investigated at the host-parasite interface with further potential to be used as vaccines. A
biological characterization was performed with these three proteins and a preliminary their
immunoprotective potential. The Carboxypeptidase gene showed high levels of transcriptional
activity in the cercariae stage, and variable expression in the intra-host stages; the
recombinant protein showed very low levels of activity when refolded under controlled
conditions and no protection effect in challenge assays. The Sphingomyelinase gene showed
the highest level of transcriptional activity in the egg stage, and the protein is expressed in all
stages but 7-day old schistosomula and females. Probably due to these characteristics, no
protective potential was observed in challenge assays. The Alkaline Phosphatase gene showed
a high transcriptional activity in cercariae stage, translated into protein as soon as it penetrates
its definitive host. This would be the first evidence of an “anticipated transcription” in one
stage to be readily used up in the next one. This protein is N-glycosylated in all stages
analyzed, presenting an additional hypothetical O-glycosylation exclusively in egg stage. It is
localized in the tegument and other tissues in adults, and showed accessibility to the substrate
when surface activity was assayed. Immunization of mice with the recombinant Alkaline
Phosphatase did not show reduction in worm burden recovery after challenge. These results
demonstrate that several characteristics of an antigen are important for it to be considered a
good vaccine candidate.

Key-words: Schistosoma mansoni. Carboxypeptidase. Sphingomyelinase. Alkaline
Phosphatase. Recombinant proteins. Molecular characterization. Vaccine.
Immunolocalization. Refolding.
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1 INTRODUCAO
1.1 ADOENCA

A esquistossomose € uma doenca parasitaria que afeta mais de 200 milhdes de pessoas
em 74 paises na Africa, Oriente Médio, América do Sul, incluindo o Brasil (Figura 1) e
Sudeste da Asia (BERGQUIST et al., 2002). Existem 600 milhdes de pessoas em area de
risco da doenga (BERGQUIST et al., 2002), 120 milhGes sdo sintométicas e 20 milhdes
sofrem da forma severa da doenca, que causa cerca de 200 000 mortes por ano na regido do
Sahara, na Africa (WHO, 2008). No Brasil acredita-se haver 6 milhdes de pessoas afetadas
pela doenca incluindo os estados do Norte (Pard e Rond6nia), todos os estados do Nordeste,
Sudeste, Estados do Sul (Parand e Santa Catarina) e do Centro-Oeste (Goias e Distrito
Federal) (AMARAL et al., 2006), com aproximadamente 12 500 novos casos positivos da
doenca ocorrendo cerca de 500 mortes no pais por ano (Ministerio da Satde do Brasil, 2008).
Em S&o Paulo, nos ultimos dez anos foram notificados mais de duzentos mil casos. A maioria
desses casos foi classificada como importados, sendo apenas 10% do total classificados como
autoctones (Divisdo de Orientacdo Técnica - DOT — SUCEN, 2002). Ha também evidéncias
recentes de que as infec¢es com o esquistossdmo podem influenciar a etiologia e transmissédo
do HIV/AIDS, tuberculose e malaria, e vice-versa (MCMANUS; LOUKAS, 2008).

S
5 haematobivm
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S jopniioanm
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Mixed § badematobrumss marsani

Cereal rhaers mned Lakes

Figura 1. Distribuicdo da esquistossomose no mundo. As areas coloreadas indicam a presenca de
distintas espécies do género Schistosoma no mundo. Fonte: (GRYSEELS et al., 2006) .
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A doenca em humanos é causada por 6 espécies do género Schistosoma: S. mansoni, S.
japonicum, S. haematobium, S. mekongi, S. intercalatum e S. malayensis, sendo as trés
primeiras espécies aquelas com maior incidéncia em saide puablica. Na América do Sul,
apenas o0 Schistosoma mansoni constitui problema de satde publica (AMARAL et al., 2006).

A\ = esiconreTvo
A= ESTAGIO DE DIAGNOSTICO

CERCARIAS LIBERADAS

ESPOROCISTOS NO F'ELO CARAMUJO
CARAMUJO SUCESSIVAS

GERAGOES hittp:/iwww.dpd.cdc.gov/dpdx
—NAL AS CERCARIAS PERDEM A CAUDA DURANTE
- A PENETRACAOQ E TRANSFORMANM-SE
A EM ESQUISTOSSOMULOS
— - PENET
A_ ” g PELE \
@ @ 0 CIRCULACAO
N

SAFER-HEALTHIE® : PEOPLE "

MIRACIDIOS PENETRAM
NO CARAMUJO
- / .’f ”
-\ — N MIGRAM A VEIA PORTA NO
FIGADO E TRANSFORMAM
" -SEEM ADULTOS
o ' NAS FEZES A NAORINA C 9
“
OVOS ECLODEM Nl =
LIBERANDO MIRACID#OS @
N 4
R s ADULTOS ACASALADOS MIGRAM AS/AO:
VEIAS MESENTERICAS DO COLON/RETO
- ; (A S - (DEPOSITANDO OVOS QUE CIRCULAM ATE O
S. mansoni S. haematobium FIGADO E SAO ELIMINADOS NAS FEZES)
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Figura 2. Ciclos de vida do S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium. Esquema representativo
do ciclo de vida das trés principais espécies do género Schistosoma nos hospedeiros
intermediario (caramujo) e definitivo (homem). Fonte: modificado de (MCMANUS;
LOUKAS, 2008)

O ciclo de vida do Schistosoma consiste em uma fase assexuada de crescimento e
diferenciagdo em um caramujo hospedeiro, seguida pela infeccdo no hospedeiro definitivo, o
homem, no qual a fase sexuada do ciclo ocorre (Figura 2).

Dentro do hospedeiro humano, o esquistossomulo migra do seu ponto de entrada
natural (a pele) para os pulmbes e depois para o figado, onde os jovens esquistossomulos
maturam. Apds atingirem a maturidade sexual, pares de S. mansoni adultos (macho e fémea)
cruzam e produzem ovos dentro das vénulas do mesentério (a fémea chega a produzir

aproximadamente 400 ovos por dia) que sdo excretados nas fezes, caindo finalmente em
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corpos de agua aonde € liberado o miracidio, que ao encontrar o caramujo re-comeca o ciclo
de vida. No entanto, ha alguns ovos que ndo conseguem ser eliminados nas fezes, pois ficam
presos dentro dos 6rgdos viscerais como o figado, o que resulta na formagédo de granulomas,
fibrose extensiva e morte em infecgdes severas (HOTA-MITCHELL et al., 1999). Além
disso, 0s casais sdo capazes de se manter no sistema sangiiineo por décadas, sem serem
eliminados pelo sistema imune (VAN BALKOM et al., 2005). O potencial reprodutivo teérico
de um casal é de 600 bilhdes de ovos (GRYSEELS et al., 2006).

A esquistossomose possui duas fases, a aguda e a crbnica. Durante a fase aguda, a
penetracdo percutanea das cercérias pode provocar uma urticaria temporéria que persiste
varios dias como lesdes papulo-pruriginosas, especialmente ap6s infec¢bes priméarias como
ocorre com turistas e imigrantes. A esquistossomose aguda em si (febre de Katayama) é uma
reacdo de sensibilidade sistémica contra 0s esquistossomulos durante a sua migracao,
ocorrendo de umas semanas a alguns meses ap6s uma infeccdo priméaria. A doenca se
manifesta repentinamente com sintomas como febre, mialgia, mal-estar, tosse, eosinofilia e
regides de infiltracdo em radiografias de térax. A maioria dos pacientes se recupera
espontaneamente entre 2 a 10 semanas, embora alguns desenvolvam uma patologia mais
severa, incluindo perda de peso, dispneia, diarreia, dor abdominal, toxemia,
hepatoesplenomegalia e erupcdo cutdnea generalizada. Por sua vez, na esquistossomose
cronica, as lesdes principais ndo sdo causadas pelos parasitas adultos, mas pelos ovos, que
estdo impossibilitados de atravessar os tecidos durante a migracdo perivesicular ou
periintestinal, ou mesmo depois de embolizacdo no figado, baco, pulmdes ou SNC. Os ovos
secretam enzimas proteoliticas que provocam as tipicas reacdes eosinofilicas, inflamatdrias e
granulomatosas, que sdo progressivamente substituidos por depoésitos fibroticos (Figura 3)
(GRYSEELS et al., 2006). Estes gradualmente blogueiam o sistema porta-hepatico, gerando
hipertensdo portal e, em casos graves, podem chegar a ser fatais. A sintomatologia da fase
cronica é devida, de fato, a propria resposta imune dependente de célula T do hospedeiro, a
qual é direcionada contra 0s ovos presos nos tecidos (MCMANUS; LOUKAS, 2008).

Dada a natureza cronica da esquistossomose, pela qual muitas vezes ndo chega a ser
reconhecida nos estagios iniciais, acaba tornando-se uma verdadeira ameaca para 0
desenvolvimento, incapacitando os individuos na fase mais produtiva das suas vidas
(ENGELS et al., 2002). As criancas sdo especialmente vulneraveis a esquistossomose;
criancas infectadas em etapa escolar sdo freqlientemente afetadas, tanto fisica quanto
intelectualmente, por anemia cronica, ocasionando deficit de atencdo e auséncia escolar

(FENWICK et al., 2003). A esquistossomose ¢ uma das dez doencas tropicais assinaladas
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para controle pelo Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais
(TDR) da ONU/Banco Mundial/lOMS (MOREL, 2000). Na atualidade, a estratégia para o
controle da esquistossomose esta principalmente baseada no tratamento por quimioterapicos
efetivos e seguros (HARDER, 2002). O praziquantel, ativo contra todas as espécies de
esquistossomo, é o farmaco de maior uso. No entanto, entre as suas limitacdes, esta o efeito
nulo em ovos e parasitas imaturos (GRYSEELS et al., 2006); e que apesar de eficiente, ndo
previne a reinfeccdo apos o tratamento (BERGQUIST et al., 2002; MCMANUS; LOUKAS,
2008), uma vez que nas zonas endémicas onde houve um tratamento quimioterapico em
massa, a prevaléncia retorna rapidamente ao seu nivel normal (MCMANUS; LOUKAS,
2008). Existe ainda um risco associado a este tratamento a longo prazo e continuo, qual seja a
selecdo de linhagens resistentes a esta droga (AL-SHERBINY et al., 2003; WILSON;
COULSON, 1999), como ja foi reportada no laboratério por Fallon e Doenhoff (1994), e no
campo pela primeira vez no Brasil por Katz et al. (1973). Ha alguns anos foi reportado o caso
de um viajante infetado com uma potencial cepa resistente a pelo menos trés doses de
praziquantel, o que evidencia ainda mais o possivel desenvolvimento da resisténcia (LAWN;
LUCAS; CHIODINI, 2003). Adicionalmente, como a manifestagdo imediata da
esquistossomose para a maioria das pessoas € indeterminada, os individuos afetados ndo tém
conhecimento algum da carga acumulativa de vermes que causam uma sintomatologia tardia,
evidenciada somente apds varios anos, para a qual o tratamento com praziquantel pouco ou
nada pode fazer (WILSON; COULSON, 1999).

Figura 3. Patologia da esquistossomose. A) Granuloma agudo ao redor de ovo de S. mansoni em
infeccdo experimental de camundongo contendo muitas células, principalmente eosindfilos
e linfécitos, e alguns macrofagos; as grandes células vermelhas sdo hepatocitos murinos
intactos. B) Granuloma cronico ao redor dos restos de um ovo en figado murino com tecido
fibrético dominante (corado em azul). Fonte: (GRYSEELS et al., 2006)
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1.2 IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA

O principal argumento e evidéncia para o desenvolvimento de uma vacina esta na
demonstracédo, de acordo com dados imunoepidemioldgicos coletados nos ultimos 20 anos, de
que humanos adquirem resisténcia a reinfeccdo dependente da idade (AL-SHERBINY et al.,
2003; BUTTERWORTH et al.,, 1985; ROSS et al., 2000; WILKINS et al., 1987). Tal
imunidade adquirida foi demonstrada para S. mansoni no Quénia, Uganda e no Brasil (ROSS
et al., 2000). Esta imunidade protetora parcial, em humanos expostos, tornaria uma vacina um
complemento légico a quimioterapia (BERGQUIST; COLLEY, 1998), uma vez que as
vacinas representam 0s meios mais efetivos para o controle das doengas causadas pelos
agentes infecciosos (WILSON; COULSON, 1999). Adicionalmente, as vacinas desenvolvidas
protegeriam o individuo da infeccdo inicial, reduzindo a patologia associada ao granuloma
causado pela deposicdo de ovos (REYNOLDS; DAHL; HARN, 1994) e prevendo o
desenvolvimento de linhagens resistentes (GRANDI, 2003), pelo qual é importante entender
melhor 0s mecanismos imunes através dos quais esta imunidade torna-se possivel
(MCMANUS; LOUKAS, 2008).

Diversos estudos feitos em animais revelaram a eficAcia protetora da vacina
desenvolvida com o parasita atenuado, a cercéria irradiada, a qual induziu 80% de protecdo
quando utilizada no modelo murino de infeccdo (COULSON; WILSON, 1997; HSU; HSU;
BURMEISTER, 1981), 86% em testes com babuinos (KARIUKI et al., 2004) e 39% na
reducdo na carga de ovos em chimpanzés (EBERL et al., 2001) pelo qual é considerada
atualmente o “gold standard” (HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005). Apesar
disso, 0 uso deste tipo de vacina em humanos teria um risco muito grande associado a
possivel reversdo da condicdo de parasita atenuado uma vez dentro do hospedeiro humano, o
que poderia levar ao desenvolvimento da doenca, além da impossibilidade de produzir esta
vacina em larga escala e a patogenia associada a propria imunizacdo com a vacina atenuada
(HAGAN; SHARAF, 2003). De maneira complementar aos estudos com vacina de cercaria
irradiada em animais, ha evidéncia de autocura baseada na resposta imune em modelos
animais que sdo naturalmente resistentes a infeccdo, como a observada em Macaca mulata,
Rattus norvegicus (WILSON; COULSON, 2009) e Macacus rhesus (WILSON et al., 2008).

Além disto, existem vacinas recombinantes contra helmintos de uso veterinario que
estdo sendo usadas com relativo sucesso, como a vacina contra Taenia ovis e Echinococcus
granulosus (DALTON; MULCAHY, 2001). E importante destacar que a vacina Na-ASP-2
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contra o nematelminto Necator americanus passou recentemente por ensaios fase 1 de testes
clinicos em humanos (BETHONY et al., 2008).

Com todas estas evidéncias, o verdadeiro desafio na busca por uma vacina é identificar
o0s candidatos vacinais ideais que induzam uma resposta imune no hospedeiro, desenvolvendo
assim um mecanismo de resisténcia eficaz diante da infec¢do natural com o parasita (YANG
et al., 2000). O candidato ideal deve possuir certas caracteristicas béasicas, como ser
importante no ciclo de vida do parasita; estar, dentro do possivel, exposto ao sistema imune
do hospedeiro e ndo causar reacbes cruzadas com proteinas do hospedeiro (HOTA-
MITCHELL et al., 1999).

Em 1994, a OMS selecionou seis antigenos vacinais para testes independentes
(BERGQUIST, 1995). A maioria dos antigenos propostos, no entanto, era constituida por
proteinas de musculo e enzimas (AL-SHERBINY et al., 2003). Estes antigenos incluiam:
glutationa-S-tranferase (Sm28/GST), paramiosina (Sm97), triose fosfato isomerase (TPI), um
antigeno integral de membrana (Sm23), a vacina irradiada N° 5 (IrV5) e uma proteina de
ligacdo a &cidos graxos (Sm14) (BERGQUIST et al., 2002). Como nenhum destes antigenos
atingiu a prote¢do minima estabelecida de 40% em ensaios independentes, a busca de novos
candidatos vacinais deve continuar (BERGQUIST, 1998), sendo muito provavel que uma
futura vacina seja composta por mais que uma proteina do parasita, devido ao fato que o
verme apresenta uma série de antigenos no momento de penetrar a pele e outros durante o

caminho percorrido até chegar aos pulmdes.

1.3 ABORDAGENS ATUAIS NA BUSCA DO CANDIDATO IDEAL
1.3.1 Transcriptoma e genoma funcionais

Em outubro de 2003, as informacgfes génicas disponiveis até aquele momento sobre o
S. mansoni foram incrementadas substancialmente com os dados gerados pelo estudo de seu
transcriptoma (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Esta nova base de dados mudou
totalmente a visdo e conhecimento que anteriormente existia sobre este parasita.
Aproximadamente 125.000 EST’s foram geradas e sua analise revelou que 77%
representavam novos fragmentos do S. mansoni, (1%) novos paralogos, (20%) novos
ortdlogos e (55%) fragmentos sem fungdo conhecida, predizendo uma estimativa de
aproximadamente 14.000 genes no total. Uma média de 7.200 genes seriam expressos no
estagio de verme adulto, sugerindo que cerca de 50% do total de genes seria propriamente

expresso neste estagio.
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Concomitantemente com estes dados, gerou-se uma outra base de dados do parasita
filogeneticamente relacionado, o Schistosoma japonicum, com aproximadamente 43.000
EST’s correspondendo a aproximadamente 13.000 genes, dos quais 37% n&o tinham
similaridade com outros genes conhecidos e 75% n&o haviam sido reportados ainda para este
verme (HU et al.,, 2003). A analise destes transcriptomas permite uma boa base para o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na nutricdo e metabolismo do
esquistossoma, desenvolvimento dependente do hospedeiro (maturacdo), evasdo imune e
evolucao dos invertebrados (HU et al., 2004).

O genoma do S. mansoni, publicado recentemente (BERRIMAN et al., 2009), possui
363 Mb, codificando ao menos 11 809 genes, apresenta caracteristicas tais como uma
distribuicdo inusual no tamanho dos introns e contendo novas familias de genes micro-
exonicos que exibem atividade de “splicing” alternativo. Este trabalho definitivamente
constituiu-se como o primeiro genoma de um trematdide a ser sequienciado.

Paralelamente ao genoma do S. mansoni foi também publicado o genoma do S.
japonicum (ZHOU et al., 2009), o qual possuim 397 Mb, constituido por um total de 13 469
genes codificadores de proteina. O genoma é relativamente grande, com uma baixa densidade
génica em comparacdo com outros invertebrados e foram identificados aproximadamente 557
mil SNPs, com uma densidade media de 1.4 SNPs por kilobase.

Uma caracteristica que chama a atencdo deste trabalho é a observacdo de que o S.
japonicum compartilha muito mais ort6logos com vertebrados como Homo sapiens (4324
pares), que com Ecdysozoarios, como Caenorhabditis elegans (3282), a pesar que 0s
Ecdysozoa e Lophotrocozoa estdo filogenéticamente mais proximas. Isto constituiria uma
clara evidéncia de evolucdo convergente com o hospedeiro, o qual é um fator a tomar em
conta no desenho de vacinas.

A informagéo obtida a partir dos trabalhos de seqtienciamento e decodificacdo dos
genes € utilizada para determinar a estrutura e funcdo das proteinas, as quais levam a um
amplo entendimento das doencas (DALTON et al., 2003), assim como ao melhoramento do
diagndstico e conhecimento das bases que governam as interagdes hospedeiro-parasita (EL-
SAYED et al., 2004). Estes dados em conjunto direcionam a pesquisa de novos alvos de
drogas e candidatos vacinais contra numerosos patégenos (ASHTON; CURWEN; WILSON,
2001; BUTLER, 2005; DALTON et al., 2003; EL-SAYED et al., 2004). Os dados dos
projetos genoma dos parasitas e projetos de ESTs, junto com as analises de bioinformatica
(GRANDI, 2003), ajudam na identificacdo de familias inteiras de genes por meio da
mineracdo de dados, tanto pelas buscas de “Gene Ontology” (Ontogénia de Genes), quanto
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pelas buscas tradicionais de seqiiéncias homdlogas (DALTON et al., 2003). E através desta
analise da seqliéncia gendmica que sdo selecionados candidatos vacinais, como ja foi feita
para Neisseria meningitidis (PIZZA et al., 2000) e Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN
et al., 2001). A metodologia utilizada para estes trabalhos foi obter a seqliéncia completa do
genoma, para em seguida, a partir da analise de bioinformatica, identificar aqueles genes que
potencialmente codificavam proteinas novas exportadas e/ou expostas na superficie do
patégeno. Estas proteinas foram expressas em sistemas heterélogos (E. coli) mediante
técnicas de DNA recombinante, para finalmente ser utilizadas como imundgenos em
camundongos e avaliar a inducao de resposta imune correlacionada com protecao.

A predicdo de candidatos vacinais utilizando ferramentas de bioinforméatica somente
pode ser validada com a andlise funcional de cada gene, identificando assim os candidatos
mais importantes no desenvolvimento de uma vacina (MCMANUS et al., 2004).

1.3.2 Abordagens adicionais: microarranjo, proteoma e glicoma

Existem duas abordagens adicionais na busca por candidatos vacinais, além da
gendmica funcional e vacinologia reversa. Uma delas é o microarranjo de RNA, mediante a
qual os niveis de expressdo de mRNA entre varios estagios sdo medidos usando milhares de
seqliéncias de mRNA Unicas, as quais sao detectadas usando sondas marcadas. Desta maneira,
é possivel saber a expressao relativa de varios genes em um estagio determinado do ciclo de
vida em comparacdo com outros estagios, podendo ter uma nocdo da importancia do gene.
Assim foram identificados genes diferencialmente expressos em estagio de esquistossémulo,
0s quais consideram-se ser bons candidatos vacinais (DILLON et al., 2006), também usado
para estudar o transcriptoma de adultos (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2007).

A seguinte abordagem € o uso da protedbmica, a qual permite identificar com muita
precisdo as proteinas que sao, de fato, expressas em quaisquer estagios e principalmente, na
interface parasita hospedeiro. Assim, ja foram estudadas as secrecfes de cercérias durante a
penetragdo pela pele (CURWEN et al., 2006; DVORAK et al., 2008; HANSELL et al., 2008;
KNUDSEN et al.,, 2005); as proteinas encontradas na interface parasita-hospedeiro,
especificamente proteinas de tegumento (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006; BRASCHI;
WILSON, 2006; VAN BALKOM et al., 2005) e proteinas de ovos para entender melhor a
interacdo do verdadeiro patdgeno com o hospedeiro (CASS et al., 2007; MATHIESON;
WILSON, 2010).
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Recentemente, tem havido uma nova vertente de pesquisa com a finalidade de
identificar importantes epitopes de natureza oligosacaridica presentes em muitas estruturas do
parasita intra-hospedeiro. O glicoma tem sido aplicado especialmente para o estudo de
epitopos sacaridicos em estagio de ovos e cercariais, que estariam hipotéticamente envolvidos
na interacdo com o hospedeiro (JANG-LEE et al., 2007); e no estudo das diferencas de
glicosilacdo entre proteinas de adulto, cercérias e ovos (KHOO; HUANG; LEE, 2001).

Em conjunto, estas distintas abordagens permitem obter informacdes valiosas sobre a
fisiologia do parasita e acima de tudo, ajudam a definir melhor que candidatos deveriam ser
utilizados na inducdo de resposta imune apropriada no hospedeiro. Uma vez que esta
estratégia de desenho vacinal segue um fluxo informacional diferente ao convencional, é que

foi chamada de “Vacinologia reversa”.

1.3.3 O tegumento e gastrodermis como fontes de alvos vacinais

O tegumento € uma estrutura sincicial, propria dos platelmintos, que se extende pela
superficie do parasita e esta presente nos estagios intrahospedeiro. Durante a penetracdo da
cercaria na pele, o tegumento desta passa de uma estrutura “trilaminar” a uma “heptalaminar”,
em referéncia as observacdes iniciais do tegumento feitas com microscopia eletrdnica
(HOCKLEY; MCLAREN, 1973) que indicavam a aparicdo de uma camada bilipidica
adicional que se desenvolve completamente até umas 24 h apdés a transformagdo em
esquistossomulo, 0 membranocalice (Figura 4). Esta estrutura esta em contato continuo com o
sistema imune do hospedeiro e por isso em constante processo de renovagdo [ou comummente
chamado de “turnover”, (KUSEL; MACKENZIE; MCLAREN, 1975; WILSON; BARNES,
1977)]. Este “turnover” representa uma adaptacdo do parasita a vida dentro do hospedeiro,
pois € uma estratégia para evadir o sistema imune do hospedeiro, liberando alguns antigenos
ao meio durante a renovacdo do tegumento. Entre outras estratégias, estdo também a
acquisicdo de moléculas do hospedeiro, ou mimetismo molecular; a variagdo antigénica
(ZHANG et al., 2011) e a imunomodulacdo da resposta imune do hospedeiro, a qual tem sido
amplamente documentada (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL; WOOF, 2000; SALZET;
CAPRON; STEFANO, 2000).
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Figura 4. Representacdo esquematica do tegumento de S. mansoni. Mc, membranocalice; MP,
membrana plasmatica; C, cavidade; VML, vesicula multilamelar; CD, corpo discoide; Mt,
microtubulo; MB, membrana basal; Mi, mitocondria; VS, vesicula secretora; V, vesicula;
N, nacleo; RE, reticulo endoplasmatico; G, complexo de Golgi. Fonte: modificado de
(BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006; WILSON; BARNES, 1974)

Esta estrutura também estd envolvida em diversos processos fisiologicos como
nutricdo, modulacdo da excrecdo, osmoregulacao, recepcéo sensorial e transducdo de sinais,
ficando evidente sua importancia para a sobrevivéncia e adaptacdo do parasita ao hospedeiro
definitivo (LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007).

Outra estrutura importante que esta atualmente sendo cada vez mais estudada é o
intestino ou “gut”, que esta revestido pela gastrodermis. Esta estrutura é de natureza sincicial,
similar ao tegumento, no entanto, tem a funcdo de absorver nutrientes, apontando uma
diferenciacdo tipica digestiva-absortiva para este tecido em particular (Figura 5).

A gastrodermis tem sido extensivamente estudada, principalmente no referente as suas
enzimas digestivas secretadas. A enzima mais conhecida desta estrutura é a cisteino-protease
catepsina B, também conhecida como Sm31. Foi descoberta inicialmente como um potente
imunbgeno e sua localizacdo na gastrodermis foi demonstrada mediante técnicas
histoquimicas (SKELLY; SHOEMAKER, 2001)
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Figura 5. Esquema representativo de uma se¢do da gastrodermis sincicial de S. mansoni.
Fonte: Modificado de (DALTON; SKELLY; HALTON, 2003)

Atualmente existe um grande interesse no estudo destas estruturas no nivel molecular,
pois sdo estas as partes do parasita que sdo “vistas” pelo sistema imune durante a infecgéo, e
um melhor entendimento da organizagdo e funcionamento destes 6rgaos pode levar a ter uma

visdo mais certera na escolha dos candidatos vacinais.

1.4 ARESPOSTA IMUNE IDEAL

Uma das dificuldades na pesquisa de uma vacina contra a esquistossomose € a
caréncia de um consenso sobre qual € o tipo de resposta imune a ser gerada (AL-SHERBINY
et al., 2003). Os estudos em humanos sobre a protecdo contra a infeccdo pelo S. mansoni
evidenciou o envolvimento dos mecanismos de resposta imune humoral e celular
(BERGQUIST et al., 2002; RIBEIRO DE JESUS et al., 2000). A IgE especifica, interagindo
com eosindfilos e células fagociticas demonstrou ser efetiva na eliminacdo do
esquistossdmulo in vitro, 0 que pode ser um importante mecanismo de defesa na pele, onde
estes tipos celulares estdo presentes no momento da penetracdo da cercéria (RIBEIRO DE
JESUS et al., 2000). Estudos posteriores de correlacbes epidemioldgicas em humanos
sugerem sélidamente a IgE como uma das chaves na imunidade protetora (CAPRON;
CAPRON; RIVEAU, 2002), razédo pela qual pacientes com altos niveis de respostas Th2 sdo

menos suscetiveis a se reinfectarem (SECOR, 2005).
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Um estudo com uma populagdo senegalesa exposta recentemente a S. mansoni e
tratada com praziquantel revelou dados interessantes entre respostas de anticorpo especificas e
resisténcia a reinfeccdo. Observou-se que houve um incremento no nivel de anticorpos
especificos contra antigeno sollvel de adulto seis semanas ap0s o tratamento, enquanto as
respostas de anticorpos contra ovos ndo foi alterada. O dado mais impactante do trabalho foi
uma clara associa¢do entre a aparicdo de anticorpos do subtipo IgA contra antigeno soltvel de
adulto e resisténcia a reinfeccdo, a qual por sua vez, estava relacionada com a idade,
sugerindo que o desenvolvimento de respostas imunes protetoras € dependente da idade
(VEREECKEN et al., 2007).

No modelo murino, como ja foi mencionado anteriormente, os estudos com candidatos
vacinais tém como paradigma a imunidade protetora induzida no camundongo pela vacinacéo
com cercdria irradiada, onde o numero de vermes pode ser reduzido em até 90% em
comparagdo com camundongos ndo vacinados, contando com uma ativa participacdo das
células T, e sem causar os sintomas patoldgicos préprios da esquistossomose (RICHTER,;
HARN; MATUSCHKA, 1995). A vacinacdo com cercaria irradiada com uma dose, no
modelo murino, induz a acumulacdo de células T produtoras de IFN-y, tanto na pele quanto
nos nodos linfaticos drenadores da pele (KUMAR; RAMASWAMY, 1999), indicando assim
a participacdo de uma resposta imune tipo Thl. Contudo, a imunizagdo com duas doses de
cercaria irradiada provoca uma resposte imune mixta Thy e Th,, além de gerar anticorpos
especificos contra o parasita (WYNN; HOFFMANN, 2000).

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

Com relagdo aos novos candidatos vacinais, aquele desenvolvido pelo grupo do Alex
Loukas na Australia (TRAN et al., 2006) ganhou destaque por utilizar tetraspaninas (TSP-2
especialmente) de S. mansoni recombinantes administradas como vacinas em camundongos
induzindo niveis de protecdo significativos (57%) e uma forte interacdo com anticorpos
especificos IgG1 e 1gG3 (mas ndo IgE) de individuos humanos naturalmente resistentes, e ndo
ser reconhecida por anticorpos 1gG de individuos com infec¢do crbnica ou ndo expostos.
Outro candidato vacinal testado foi o Sm29, também induzindo niveis significativos de
protecdo (50%) em camundongos, com um perfil imunolégico Th; (CARDOSO et al., 2008),
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reduzindo a incidéncia de granulomas no figado (50%). Apesar da falta de consenso dentro da
comunidade cientifica, duas proteinas dentre os candidatos selecionados pela OMS continuam
avancando como antigenos lideres: a glutationa S transferase e a Sml4. A glutationa-S-
transferase € a vacina melhor caracterizada e a mais promissoria devido aos efeitos
antipatoldgicos (reducdo na deposicdo de ovos de 75-85% em primatas e 94% em touros
jovens), havendo passado pela fase Il de testes clinicos (CAPRON; CAPRON; RIVEAU,
2002). No entanto, os resultados desses testes ndo foram reportados até o momento. O
antigeno Sm14 foi recentemente iniciado nos ensaios clinicos tanto em humanos quanto
veterinarios, devido a uma reatividade cruzada com Fasciola hepéatica (TENDLER;
SIMPSON, 2008).

Dentro deste contexto, as proteinas selecionadas para serem estudadas neste projeto,
sdo a Carboxipeptidase, a Esfingomielinase e posteriormente foi incluida a Fosfatase Alcalina,
trés moléculas potencialmente expostas na superficie do parasita, provavelmente importantes
para o seu ciclo de vida. O estudo destas é importante desde o ponto de vista bioldgico para a
compreensdo da fisiologia do parasita e a forma com que ele se adapta a vida parasitaria. Em
consequéncia, a quantidade de informacdo que se pode obter é imensa, pois ndo existem
muitos estudos prévios destas proteinas do Schistosoma. A Carboxipeptidase poderia ser um
tipo de metalopeptidase dependente de zinco, encarregada de regular as atividades biolégicas
das quininas e anafilotoxinas no plasma humano (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Os
seus alvos enzimaticos podem ser as proteinas do complemento, especialmente aquelas que
sdo as chamadas anafilotoxinas, os peptideos C3a e C5a e agiriam clivando a arginina
carboxi-terminal destas moléculas, diminuindo assim as atividades bioldgicas delas
(MATTHEWS; WETSEL, 2001). As anafilotoxinas estdo também envolvidas no
recrutamento de leucdcitos ao sitio de penetracdo na pele e sdo quimioatraentes para
macrdfagos, neutrofilos, linfocitos ativados, basofilos e mastocitos (ERDEI et al., 2004),
modulando assim a reacdo inflamatoria a qual é importante para eliminacdo do parasita. Em
suma, esta enzima faria parte do mecanismo que o parasita utiliza para driblar a resposta do
sistema imune (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL; WOOF, 2000; SALZET; CAPRON;
STEFANO, 2000; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Ja a Esfingomielinase teria uma
funcdo envolvida na lise de células alvo (LINEHAN; ETIENNE; SHEEHAN, 2003) e sua
atividade foi reportada na superficie do esquistossdmo a pH neutro e estimulada por Mg*?,
podendo ser utilizada na ligacdo e conversdo da molécula de esfingomielina em ceramida para
ser assimilada pelo verme. Este processo estaria envolvido na via de sinalizagdo por segundos

mensageiros (mediado por ceramida) com a finalidade de estimular o crescimento celular e,
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portanto o desenvolvimento e sobrevivéncia do parasita (REDMAN et al., 1997). Por ultimo,
a Fosfatase Alcalina estaria envolvida no metabolismo do parasita (CESARI, 1974), sendo
largamente expressa em muitos tecidos do verme, tanto macho quanto fémea (NDEGWA;
KRAUTZ-PETERSON; SKELLY, 2007), mais em maior propor¢do no tegumento, além de
ter uma potencial atividade antiinflamatéria como catabolizador purinérgico (BHARDWAJ;
SKELLY, 2009).
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2 OBJETIVOS

A tese teve como objetivo a caracterizacdo de trés enzimas identificadas no

transcriptoma do parasita: a Carboxipeptidase, a Esfingomielinase e a Fosfatase Alcalina,

visando a obtencdo de antigenos vacinais que confiram protecdo contra o esquistossoma no

modelo murino. Logo, como objetivos especificos temos:

1.

2
3.
4

A caracterizagcdo molecular dos genes.

A clonagem e expressdo dos genes selecionados como potenciais alvos imunogénicos.
A purificacdo das proteinas recombinantes.

A producdo de anticorpos especificos para realizar a imunolocalizagdo destas
proteinas no parasita.

A avaliacdo da expressdo diferencial dos transcritos e das proteinas em diferentes
estagios do parasita.

A caracterizacao bioguimica das proteinas purificadas e/ou nativas.

A imunizacdo de camundongos com as proteinas recombinantes: avaliacdo do tipo de

resposta imune induzida e potencial protetor.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS E PARASITAS

O ciclo de Schistosoma mansoni, linhagem BH foi mantido no laboratério da Dra.
Toshie Kawano/Eliane Nakano (Departamento de Parasitologia - Instituto Butantan)
utilizando caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos BALBI/c.

3.2 OBTENCAO DE AMOSTRAS DOS ESTAGIOS
3.2.1 Obtencéo dos ovos

Figados de hamsters infectados com 100 cercérias h& aproximadamente 40 dias foram
separados trés a trés e dilacerados com laminas de bisturi. Os figados foram colocados em
tubos Falcon de 50 mL, adicionando 20 mg de colagenase II, 50 pg/mL de gentamicina, 2
ug/mL de ampicilina e 50 mL de tampdo fosfato (PBS). Em seguida, a mistura foi incubada
sob agitagdo por 16 h a 37 °C em um agitador a 250 rpm. Apds a mistura ser centrifugada a
400 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 50 mL de
PBS; esse procedimento foi repetido mais duas vezes, sendo que na ultima, o precipitado foi
ressuspendido em apenas 25 mL de PBS. A suspensao foi filtrada, primeiro em peneira de 250
um e em seguida em peneira de 150 um, com auxilio de uma bomba a vacuo. Apds o material
peneirado ser centrifugado a 400 g por 5 min e 0 sobrenadante ser descartado, o precipitado
foi ressuspendido em 3 mL de PBS. Em um tubo de 50 mL, foi preparado um gradiente de
Percoll (8 mL de Percoll + 32 mL de Sucrose 0,25 M), sobre o qual foram cuidadosamente
aplicados os 3 mL do precipitado peneirado. Esse material foi centrifugado a 800 g por 10
min com desaceleracdo zero; o sobrenadante, que continha as células de figado, foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido em tampdo PBS com 2 mM de EDTA, centrifugados e
lavados novamente por mais duas vezes, para inativar a enzima colagenase. Na ultima
lavagem, o precipitado foi aplicado sobre uma segunda coluna de Percoll (2 mL de Percoll +
8 mL de Sucrose 0,25 M), montada em um tubo de 15 mL. A coluna foi centrifugada a 800 g
por 15 min e o sobrenadante descartado, assegurando a auséncia de células do figado. O
precipitado de ovos foi lavado trés vezes com PBS e centrifugado novamente (DALTON et
al., 1997).
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3.2.2 Obtengdo dos miracidios

Ovos purificados foram diluidos em &gua destilada e expostos a uma luz artificial para
eclodirem, liberando os miracidios. O sobrenadante, contendo os miracidios, foi coletado,
resfriado em gelo para que os parasitas perdessem mobilidade, e centrifugado a 10.000 g por 2
min a4 °C (DALTON et al., 1997).

3.2.3 Obtencdo das cercarias

As cercarias foram obtidas, expondo os caramujos infectados a luz por uma hora em
béquer com agua destilada. Apos a exposicdo, a dgua contendo as cercérias foi distribuida em
tubos de 50 mL, deixados no gelo por 30 min e centrifugados por 2 min a 2.000 rpm.

3.2.4 Obtencéo dos esquistossomulos

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

Os vermes adultos foram obtidos por perfusdo da veia porta, do figado e das veias
mesentéricas de camundongos ou hamsters infectados com S. mansoni utilizando salina e
heparina (2 U/mL) (anticoagulante). Os vermes foram lavados em PBS e deixados para

decantar.

3.3 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

A amplificagéo foi feita a partir de um cDNA sintetizado a partir do RNA total do
estagio adulto do verme. A extracdo do RNA total foi feita com ajuda do reagente Trizol
(Invitrogen). O cDNA foi sintetizado com a enzima SuperScript Il (Invitrogen). Algumas
vezes, foi feita a extracdo de RNA total dos outros estagios usando o reagente Trizol ou Kit

RNAspin mini (GE Healthcare) e tratados com DNAse prépria do Kit.

3.4 REAL TIME PCR
3.4.1 Extracdo de RNA

Esquistossémulos cultivados in vitro e vermes adultos mantidos em RNA Later
(Ambion) a -80 °C foram submetidos a extracdo de RNA total, sequindo o protocolo do
TRIzol®Reagent (Invitrogen) e as cercarias foram submetidas a extracdo de RNA total usando
RNeasy Protect Kit (Qiagen), conforme as recomendac6es do fabricante. Apos a extragdo, as
amostras de RNA foram quantificadas e analisadas quanto a pureza no espectrofotdmetro ND-
1000 (NanoDrop Techonologies) em comprimentos de onda de 220 nm e 750 nm. A
qualidade foi avaliada através da eletroforese por capilaridade das amostras de RNA aplicadas
no RNA LABChip do Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), resultando num gel virtual

representativo.

3.4.2 Sintese do cDNA

O RNA extraido (3 pg) de cada estagio foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1
(Promega) por 30 min a 37 °C para eliminar o DNA gendmico. Posteriormente, o volume da
reacdo de cada estdgio foi dividido em duas fracdes, onde foi adicionada a enzima
transcriptase reversa em uma e na outra ndo. A enzima transcriptase reversa Superscript 111
(Invitrogen) foi usada na reacdo de transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de
cDNA complementar aos mRNAs de cada estagio. A reacdo seguiu as indicacBes do
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fabricante, utilizando oligonucleotideos randémicos para a sintese de cDNA. As amostras
onde ndo foi adicionada a enzima transcriptase reversa foram denominadas controle sem

transcricdo, para observar a presenga ou auséncia de amplificacdo de DNA gendmico.

3.4.3 Montagem da placa de Real Time PCR

Em placas de 96 células revestidas por tiras de tampas épticas (Applied Biosystems)
foram arranjadas as reacdes para 0s genes e 0s controles. Foram realizadas trés reacdes para
um mesmo cDNA de cada estagio, a fim de comparar os resultados e verificar a existéncia de
erros de pipetagem. Os controles foram a amplificagdo dos cDNA'’s a partir das amostras de
RNA ndo transcrito para cada estagio e o outro controle foi a amplificacdo a partir de amostra
sem cDNA, ou seja, com agua DPEC, a fim de observar a amplificacdo de contaminantes ou a
dimerizacdo dos oligonucleotideos. Em cada poco foram adicionados 6 ul de “template”,
contendo 0,15 ul do cDNA ¢ 5,85 ul de agua, para facilitar a pipetagem, 2 ul (10 mM) de cada
oligonucleotideo especifico do gene e 10 ul SYBR Green (Apllied Biosystems). As
quantidades de cDNA e oligonucleoideos foram avaliadas a fim de ndo serem limitantes para
a reacao de amplificacdo. Os oligonucleotideos “forward” e "reverse” foram desenhados pelo
software do aparelho (Primer Express), a fim de parearem na juncdo de éxons contiguos e
evitar a amplificagdo de material gendmico. A placa montada conforme descrito acima, foi
colocada no termociclador GeneAmp®PCR System 9600 e seguiu 10 min a 95 °C e 40 ciclos
de 10 s a 95 °C, seguido de 1 min a 60 °C. O detector GeneAmp®5700 Sequence Detection
System monitorou a amplificacdo do produto em tempo real com a emissdo de fluorescéncia

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

3.4.4 Analise dos dados

As emissdes de fluorescéncia a cada ciclo foram coletadas, analisadas pelo software
do aparelho e os resultados foram apresentados em graficos de fluorescéncia (ARn) vs ciclos.
As curvas de amplificacdo geradas ajudaram a determinar o nimero de ciclos que
atravessaram o limiar “threshold” (Ct). Com esses valores foi empregado o método de
quantificacdo relativo em tempo real, onde foram comparados os resultados obtidos com a
analise do gene de interesse e o controle B-actina (“housekeeping gene”) para 0s estagios
estudados, usando a seguinte formula: Fold change = 2 **°(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001;
PFAFFL, 2001). Os resultados foram apresentados em graficos Fold Change Relativo vs

Estégios, para mostrar quantas vezes um gene foi mais expresso em um estagio em relagdo ao
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outro estagio. Essas diferencas foram analisadas estatisticamente por ANOVA e,

posteriormente, pelo Teste de Tukey.

3.5 CLONAGEM DOS CANDIDATOS VACINAIS

Uma vez obtido o cDNA, foram feitas as amplificacbes dos insertos por PCR, 0s
mesmos purificados a partir do gel de agarose e digeridos com as respectivas enzimas de
restricdo, para depois serem ligados no vetor (pAE, expressdo em Escherichia coli e
pPICZaA, Invitrogen, para expressao em Pichia pastoris), previamente digerido da mesma

forma.

3.6 EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS CANDIDATOS VACINAIS EM E. COLI

Os plasmideos recombinantes foram introduzidos na linhagem de E. coli BL21-SI, as
quais ja possuem o gene da T7 RNA polimerase sob controle do promotor induzido
osmoticamente proU. Para inducdo, foi feito o protocolo segundo Ramos et al. 2004. Além da
cepa E. coli BL21-SI, também foram testadas as cepas E. coli, BL21 Star (DE3) pLysS e
BL21 (DE3).

No caso da proteina ser expressa na forma de corpulsculos de inclusdo, é feito um
cultivo de 300 mL, cuja fracdo insolivel é lavada com concentracdes crescentes de uréia.
Estas lavagens séo analisadas depois por SDS-PAGE.

Uma vez confirmada a expressdao da proteina recombinante, procedemos a sua
purificacdo através de cromatografia de afinidade em resina “Chelating-Sepharose” com Ni*?
imobilizado segundo as instrugdes do fabricante (GE Healthcare)

3.7 CLONAGEM E EXPRESSAO DAS TRES PROTEINAS EM PICHIA PASTORIS

A expressdo de proteinas neste sistema possui a vantagem de aumentar a possibilidade
de expressdo com uma correta estrutura terciaria, além da possibilidade de obté-las secretadas
no meio de cultura. Para conseguir este objetivo, foram desenhados primers especificos para
cada proteina pois a clonagem requer 0s insertos sem o cddon de terminacdo, a0 mesmo
tempo de inserirmos sitios de restricdo especificos para a clonagem no vetor pPICZaA. A
partir de aqui, seguimos as instru¢fes recomendadas pelo fabricante (Invitrogen) para
clonagem, expressao e purificacdo das proteinas.
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Uma vez que o objetivo inicial ndo foi obtido (expressdo das proteinas no sistema P.
pastoris), estabelecimos uma colaboracdo com o grupo do Prof. R. A. Wilson, da
Universidade deYork, na Inglaterra, para a padronizacao da expressao das trés proteinas. Para
isto, decidimos sintetizar uma sequiéncia com codon otimizado para expressdo em P. pastoris
da Fosfatase Alcalina, a qual ja tinha sido tentada expressar pelo pés doutorando Leonardo

Paiva Farias no trabalho de doutorado dele, sem sucesso.

3.8 PREPARACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

As amostras dos estagios obtidas anteriormente, foram sonicadas no mesmo volume
de tampdo Tris 40 mM pH 7.5 contendo SDS 2% e coquetel de inibidor de proteases (Sigma),
por um periodo de 2 segundos com pulsos de 0,75 s com poténcia de 50 W. As solucbes
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 min a 4 °C, sendo os sobrenadantes coletados e
denominados extratos protéicos totais enquanto os precipitados foram descartados. Os
extratos denominados tegumento e vermes desnudos séo as duas fragcGes obtidas quando o
verme adulto é descongelado em meio RPMI deixando os vermes desnudos decantarem e 0
sobrenadante, contendo o tegumento, sonicado para a sua homogenizagdo. Os vermes
desnudos s@o lavados duas vezes em grande volume de meio RPMI e depois sonicados
conforme os parametros descritos acima. Depois de centrifugado, o sobrenadante é nomeado
de extrato total de vermes desnudos. O tegumento também é separado em fracGes de
membrana (precipitado) e do sincicio (sobrenadante), centrifugando-o a 100 g por 30 min a
4 °C. Para quantificar as proteinas de cada extrato protéico, utilizou-se o kit “DC Protein

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

3.9 PRODUCAO DE ANTISOROS

Ratos fémeas foram imunizadas com 100 pug das proteinas recombinantes purificadas
em adjuvate hidroxido de aluminio de acordo com o seguinte esquema: uma primeira
imunizagéo e trés reforgos posteriores a cada 14 dias, e finalmente uma sangria total duas
semanas depois do terceiro reforco. Estes soros foram depois imunoadsorvidos com um
extrato de E. coli transformada com pAE vazio e 0s respectivos soros obtidos utilizados nos
ensaios de Western blot, ELISA e immunolocalizacéo.
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3.10 PURIFICACAO E IMUNOSELECAO DE ANTICORPOS

O antisoro produzido em rato foi purificado utilizando uma resina “Pierce Protein A/G
Agarose” (Prod. 20421) de acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente, 250 uL de
antisoro foi incubado por 2 h com 250 uL da resina pré-equilibrada com tampdo de
imunoprecipitacdo (Tris pH 7.4 25 mM, NaCl 150 mM) a temperatura ambiente. Apds a
incubacdo, o anticorpo ligado a resina foi lavado extensivamente com tampédo de
imunoprecipitacdo e posteriomente o eluido com tampao de eluicdo (0.1 M glicina pH 3.0),
sendo imediatamente neutralizado com 100 uL/mL de tamp&o Tris 1 M pH 8.0. Em seguida,
este anticorpo purificado foi imunoselecionado para a proteina contra a qual foi gerado
(SAJID et al., 2003). Para isto aproximadamente 800 ug da proteina recombinante expressa
em E. coli e purificada (quando possivel) foi separada por eletroforese e transferida a uma
membrana de PVDF. A membrana foi corada com Ponceau para visibilizar as bandas
correspondentes a proteina recombinante com a finalidade de cortd-las. Uma vez cortadas, as
bandas foram brevemente descoradas com 0.1 M NaOH e lavadas extensivamente com agua
destilada. As bandas foram blogueadas com tampdo de bloquéio contendo leite 5%, e
incubadas com anticorpo purificado em tamp&o de imunoblotting contendo leite 5%, por 15 h
a temperatura ambiente. Apos esse periodo, as bandas foram lavadas com tampéo Tris 10 mM
pH 7.5 e os anticorpos especificos eluidos com tampdo Glicina 0.1M pH 3, sendo

imediatamente neutralizados com 100 uL/mL de Tampé&o Tris 1M pH 8.0.

3.11 IMUNOLOCALIZACAO

Vermes adultos recém perfundidos em meio RPMI ou ovos recém purificados de
figados foram emblocados em liquido de inclusdo O.C.T. (Tissue-Tek Sakura), com o auxilio
de tubos plasticos (3 mm de diametro e 7 mm de comprimento), e congelamento em
isopentano arrefecido em nitrogénio liquido. Os blocos foram armazenados a —80 °C até o
momento de fazer as seccdes. Os cortes histologicos (7 um) foram realizados em um criostato
Leica CM1900 e as seccdes foram aderidas em laminas silanizadas e fixadas com acetona a
-20 °C por 30 min. As secbes foram bloqueadas com PBS, Tween 20 0,1% e o agente
blogueador, soro de coelho 10%, por 16 h a 4 °C. Posteriormente, as sec¢des foram incubadas
em solucdo de bloqueio com anticorpos especificos contra a proteina a ser analisada em
diferentes dilui¢des (1:40 — 1:100), por 4 h a temperatura ambiente. Apos cinco lavagens com
PBS-Tween 20 0,1% (tampédo de lavagem), as seccOes foram incubadas em solucdo de
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blogueio com anticorpos anti-lgG de rato conjugados com o fluorescente Alexa-fluor 488
geralmente na diluicdo 1:200, por 1 h a temperatura ambiente. Apos trés lavagens com
tampao de lavagem, as laminas foram montadas utilizando uma solugéo “antifading” (Dako) e
analisadas em microscopio confocal LSM-510 META (Zeiss). Soros de ratos pré-imunes
foram utilizados como controle.

No entanto, uma vez que o protocolo utilizado anteriormente para este procedimento
era inapropriado para utiliza-lo no parasita inteiro, aproveitamos a colaboracdo previamente
estabelecida com o grupo do Prof. R.A. Wilson da Universidade de York, na Inglaterra,
visando padronizar a imunolocalizacdo, obtendo o seguinte protocolo: os parasitas recém
obtidos séo colocados em paraformaldehido 4% em PBS frio, 18 h. Depois séo lavados em
fluido permeabilizante (PBS com 1% Triton X-100; 0.1% SDS; 10% soro da espécie de onde
vem o anticorpo secundario e 0,1% azida de sddio) por 3 x 30 min, caso de se tratarem de
estagios larvais, ou por 18 h caso se tratasse de estagio adulto, por causa da espesura dos
tecidos, abrindo a possibilidade de que o anticorpo pudesse penetrar mais. Uma vez lavados
neste fluido, os parasitas sdo incubados em anticorpo primario por 96 h a 4 °C diluido em
Diluente de Anticorpo (PBS com 0,5% Triton X-100; 0,1% BSA; 10% soro da espécie de
onde vem o anticorpo secundario e 0,1% azida de sddio) para estagios larvais ou (PBS com
0,1% wi/v Triton X-100; 1% BSA; 0,1% (w/v) azida de sodio e 10% do soro de onde vem o
anticorpo secundario) para estagio adulto. Os parasitas sdo lavados 3-4 vezes, 24 h a 4 °C.
Depois sdo incubados no correspondente Diluente de Anticorpo contendo anticorpo
secundario na diluicdo apropriada por 48 h a 4 °C. Repetir mais uma vez 0s passos de
lavagem, e incubar com faloidina por 24 h a 4 °C. Mais uma série de lavagens, e observar no

microscépio confocal.

3.12 DEGLICOSILACAO

Os experimentos de N-deglicosilagdo foram feitos com a enzima PNGase F (New
England Biolabs) segundo as instrugcdes do fabricante. Dessa forma, 20 pug de cada proteina
ou os extratos foram incubados com 1 pL de tampdo de denaturacdo 10X a 100 °C por 10
min. Em seguida, foi adicionado 2 pL do tampdo de reacdo G7 10X, 2 pL de NP40 10% e 2
ML de enzima PNGaseF nos grupos tratados, e estes incubados por 6 h a 37 °C. Nos controles,
ndo foi adicionada a enzima. Todas as amostras foram analisadas por Western blot.

Os experimentos de O-deglicosilacdo foram feitos com o kit EDEGLY (Sigma) de

acordo com as instrucbes dos fabricantes. Brevemente, apds uma desnaturacdo inicial a
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100 °C por 10 min de 20 pug de extrato em tampédo de desnaturacdo 1X, foi rapidamente
adicionado tampé&o de reacdo 1X e 1 U da enzima PNGase F em conjunto com 1U de todas ao
mesmo tempo ou cada uma das quatro enzimas de O-deglicosilacdo: «-(2—3,6,8,9)-

Neuraminidase, O-Glicosidase, 3-(1—4)-Galactosidase e 3-N-Acetilglucosaminidase.

3.13 TRATAMENTO DOS PARASITAS VIVOS COM FOSFATIDILINOSITOL-
FOSFOLIPASE C (PIPLC)

O total de proteinas ancoradas por GPI foram recuperadas dos parasitas Vivos
mediante incubacdo in vitro com PiPLC. Foram usados parasitas de 40 camundongos, que
foram perfundidos e tratados em dois grupos separados para minimizar o tempo ex vivo, 0S
sobrenadantes foram em seguida misturados. Cada grupo foi incubado a 37 °C por 1 h na
presenca de PiPLC (de Bacillus cereus, Sigma) a 1,25 U/mL. O sobrenadante foi retirado e
concentrado a 4 °C usando um centrifugador com corte de 5000 Da (Vivaspin 6). O controle

foi feito da mesma maneira sem a adigéo de enzima.

3.14 ATIVIDADE ENZIMATICA DA CARBOXIPEPTIDASE

Misturar em um eppendorf: 0,5 mL de tampéo (0,1 M HEPES pH 7,75 contendo 0,5
M NaCl), 0,1 mL de substrato (5 mM FA-Ala-Lys em agua) e suficiente dgua para um
volume final de 1 mL (incluida a amostra de enzima). A mistura é logo aquecida a 37 °C em
banho de &gua, e se adiciona a amostra de enzima misturando com cuidado. A solucéo é
transferida rapidamente a uma cubeta pré-aquecida (10 mm) em uma camara termorregulada
(37 °C) de um espectrofotémetro com registrador. A amostra pode ser lida contra uma cubeta
de referéncia contendo sé substrato e tampdo ou um filtro de densidade neutra para compensar
a absorbancia inicial do substrato. O instrumento € entdo programado para dar uma diferencia
de absorbancia (AA) de 0,1 na escala total, e a mudanca na absorbancia a 336 nm é registrada

continuamente por aproximadamente 2-3 minutos.

3.15 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA FOSFATASE ALCALINA NOS
PARASITAS VIVOS
Foi feita uma experiéncia com parasitas vivos para ver a acessibilidade do substrato a
proteina presente no tegumento do organismo e avaliar assim o seu potencial como alvo
vacinal. Para isto, quantidades equivalentes em superficie, de parasitas nos diferentes estagios

intra hospedeiro (esquistossdomulo de 7 dias, de 21 dias, adultos macho e fémea, e ovos) e
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cercaria, foram incubados diretamente com o substrato utilizado para medicéo de atividade de
Fosfatase Alcalina (p-Nitrophenyl Phosphate (Sigma), ready-to-use solution, pH 9,5) por um
tempo de 30 min, a 37 °C e a absorbéancia medida a 405 nm. Como controle foram incubados
100 pL de substrato em solucéo pronto para uso mais 100 uL de PBS.

Foi considerada a area de superficie da cercéria entre 10.682-20.000 pm?
(CRABTREE; WILSON, 1980; SAMUELSON; CAULFIELD, 1985), a do ovo como 16.304
um?, usando uma formula para calcular a area de superficie de um ovo de galinha
(NARUSHIN, 2005), e a do adulto como 12.000.000 pm?, sem considerar as invaginacées do
tegumento (SMITH; REYNOLDS; VON LICHTENBERG, 1969). Foram entdo usados um
total de 2.000 cercérias, 4.000 ovos, 1.500 esquistossdmulos de cultura de 7 dias, 3 parasitas
adultos machos e fémeas.

3.16 PREPARACAO DAS VACINAS

Os trés candidatos vacinais foram obtidos na forma de proteinas sollveis ou
insolaveis, quantificados e misturados com o adjuvante (Freund’s Adjuvant, completo e

incompleto) de maneira asséptica.

3.17 ESQUEMA DE IMUNIZACAO

Camundongos fémeas, 4 semanas de idade, linhagem C57/BL6, em dois grupos de 5
por cada candidato vacinal e controle negativo foram imunizados com um intervalo de duas
semanas entre cada dose, sendo no total trés doses de 50 microgramas de proteina por animal.
Apobs duas semanas, foi feito o desafio percutaneo dos camundongos com aproximadamente
100 cercérias de S. mansoni. Apos 45 dias do desafio, foi feita a perfusdo nos camundongos
para recuperar os vermes adultos. Sangrias foram feitas nos dias anterioes ao desafio e a

perfusdo (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de imunizagdo, desafio e perfusédo do ensaio com os candidatos vacinais.
Esquema aplicado na avaliagdo dos candidatos vacinais Carboxipeptidase,
Esfingomielinase e Fosfatase Alcalina recombinantes.

3.18 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELAS VACINAS

Um dia antes de cada imunizacdo, os animais eram sangrados, e 0s soros do mesmo
grupo misturados. O pool dos soros € utilizado para avaliar a resposta imune humoral por
ELISA prévio e apds o desafio. Uma vez perfundidos os animais, os bacos de cada um foram
extraidos e os linfdcitos colocados em cultura em meio RPMI, 37 °C, 5% CO,, durante 18 h.
Finalmente foi observada a reatividade deles frente aos antigenos expondo-os aos mesmos e

avaliando a secre¢do de interleucinas, mediante a técnica de ELISPOT (BD Biosciences).

3.19 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Apoés 45 dias ou 7 semanas do desafio, os animais foram eutanasiados e o sangue
perfundido para a contagem total de parasitas recuperados. Este numero foi analisado
estatisticamente por teste ANOVA.
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4 RESULTADOS
4.1 CARBOXIPEPTIDASE
4.1.1 Analise bioinforméatica

A seqliéncia completa do cDNA da Carboxipeptidase (SmMCPN) esta mostrada abaixo,

ressaltando a sequiéncia sinal de exportacdo e o dominio de ligacdo ao zinco (Figura 7):

1 cacgaggcgagtittatgaagaccgtagatgtactgtcttticggattattttttgtccat
HE R S TL = RPNV

61 acagtcttgagctctactatttctatttcatggcagaatcaccactcacaagcagacatt
A s T I S 1 S WQNHHSGQATD
121 gaacgtataatcggaagagttgttgagagatgccctgatatttcttatgcttactattta

181

241 aggcatgctaacgcttctgagagaggtataccagagtttaagtatattgcaaacatgcat
RHANASERGI PEFRKY T AN

301 ggagacgaagttgttggaagagaactgttaatacggttggccgtctacctgtgtgatgag
G D = VvVvGRELLIRLAVY L e D H

361

421 ccgtca aacccggacggttgggaaatcgccgcatctaacaaagattttcacgaattc
P S M N P G W E 1T A A S NK D F H E H
481

541 ttttatcgcaatctacgtaatggtggacccttagaccatttacaacctgatgaaatcgat
601 gtggagaaggcgcaaatagagacaagaatggtaatggaatggttagacaaaatcaatttt
E K A QI ETRMV ME WL D K =

661 gtgctgggtgctaat catggtggtgatttggttgcaaattatccgtttgataagtca
VoL G AN I G G D LV AN Y P F kS

721

781 gaatcctatgctgataaacatccacgaatgaaaaaagggattaaaaagtgctatgactcc
S Y ADKHWPRMKK G I KK Y D
841

901 caagattacaattatctgcacacgaatagtttcgaaataactttggaattgggttgt
L
961 g aaaagttl:cc caacgcttctgaattaccaagatattgg aatgaaaataaa tct ctg
P NA S E L PR Y WNENK M L
1021 ctcaactatattttgcaagtccatagaggtattaaaggcactgtatatggatatgcggaa
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1081 aatacttacattccagtagaaaacgcaatcatcaaagtagctaatataactgatccaact
NTY I PV ENA ATI1 KV ANI TUDPT
1141 actctcactcctatacttcacaatataaatacagatcaatttggtgattattatcgactt
T L TP 1 LHNTITNTD G QFGDY Y R L
1201 cttacaaaaggcaaatacatagttaccgcctcagctgatggttttataccagctatcgct
L T K GKY I VTASADTGTEFI PA 1A
1261 tgtgttgatgtacattacacaccgtctataaatggaccatttcttgaagcacagcaagta
ggv D VHYTPSI1ITNGPTFLEAQQIO QUV
1321 aattttctacttttaccaacaaatttcaaaagatatgatgtattgaacagtattacaatc
NF L LLPTNIFI K RYDVLNJ ST T
1381 cccccecgtttccaagecatttcacatcagcggttatctacatgataaattatgcttaaaa
PPV S KPIFWH 1T S GY L HDKL L K
1441 cagtatagtgaa aat ataccacaaaccacatggatcgatgaggacagttta
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Figura 7. Sequéncia da Carboxipeptidase de S. mansoni (SmCPN). Ressaltado em vermelho,
peptideo sinal; ressaltado em azul, dominio de ligacdo ao zinco; C=cisteina; D=4acido
aspartico; E=&cido glutdmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina;
Y=tyrosina.
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O mensageiro em questdo se traduz em uma proteina de 492 aminoéacidos, apresenta pl
e massa molecular tedricos de 6,06 e 56137,67, possui [Na el N40 POSsui porcao
transmembrana, mas sim um dominio de ligag&o ao zinco sombreado em EYaWl|, caracteristico
de metaloenzimas. De acordo com o software ClustalW, a sequéncia de S. mansoni possui
39% de identidade com a Carboxipeptidase N de Mus musculus, e 38% de identidade ao
precursor da Carboxipeptidase de Homo sapiens. Os aminoécidos responsaveis pela unido do
4tomo de zinco a proteina estéo caracterizados como seqiiéncias do tipo HEE...H, onde os
trés ligantes do zinco sdo: uma histidina, um glutamato localizado dois residuos depois e uma
segunda histidina localizada 108-135 aminoacidos depois da primeira histidina, na direcdo
carboxi terminal (VENDRELL; QUEROL; AVILES, 2000). Uma asparagina e uma arginina
adjacentes uma com a outra (M), juntas com uma tirosina () mais carboxiterminal s&o
aminoacidos posicionalmente conservados que formam o sitio de unido ao substrato, que no
subgrupo estrutural CPN (Carboxipeptidase N) contém também uma arginina (§) e um
aminoacido hidrofébico (valina, leucina ou fenilalanina, neste caso é leucina [l). O
aminoécido que determina a especificidade do peptideo, neste caso é o &cido aspartico (D),
que liga-se a arginina e lisina do substrato. Finalmente, um acido glutdmico (E) que esta
posicionalmente conservado em todas as Carboxipeptidases conhecidas, esta envolvido na
atividade catalitica da enzima (MATTHEWS; MUELLER-ORTIZ; WETSEL, 2004). Foram
preditos 5 possiveis sitios de N-glicosilacdo (segundo padrdo de glicosilacdo de proteinas em
humanos), e nenhum de O-glicosilacdo (segundo padrdo de glicosilacdo de proteinas em
mamiferos).

Comparando esta sequiéncia com as respectivas sequéncias de Homo sapiens e Mus

musculus, verifica-se a conservacdo dos sitio de ligag&o e sitio ativo da enzima (Figura 8).
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CP_Hsapiens MSDLLSVFLHLLLLFKLVAPYALERGIEIAENI VRTLYKVONESPGITRVYSIGR----- 55
CP_Mmusculus MPDLPSAFLPLLLLSKFVTPYALEGIIENI VRTLYKVHNQEPDITRLYNIGR----— 55
CP_XTO MY CLFGLFFVHTVLSSIEBISIUONGIN{OZB 1 ER | I GRVVEREPDISYAYYLTTGRTTTTQS]S
* * . *: :* . - _** *: * - :* :_**_*: * - -
CP_Hsapiens EGRHLYVLEFSDHPGIHEPLEPEVKYVGNMEGNEALGRELMLQLSEFLEEEFRNRNQR I Vilis
CP_Mmusculus KGRYLYVLEFSDYPGIHEPLEPEVKYVGNMEGN=VLGRELLLQLSEFLEEEFRNRNQR I Ljgniks}
CP_XTO NGNRLFV I AFGRHANASERG I PEFKY I ANME/GD=2VVGRELL IRLAVYLEDEF 1 SQNAF | Hiwde]
:*_ *:*: *_ T * **_**:_****:*_:****:::*: :**:** _:* *
CP_Hsapiens QLIQDTRIHILPSMNPDGYEVAAAQGPNKPGYLVGRNNANGVDLNRNFPDLNTY 1YYNEKNES)
CP_Mmusculus RLIQDTRIHILPSMNPDGYEVAAAQGPNMSGYLVGRNNANGVDLNRNFPDLNTYFYYNSKgS
CP_XTO RLVNRTRIHILPSMNPDGWE I AAS---NKDFHEFGRGNSKRVDLNRDFPDLAKKFYRNL Riirard
CP_Hsapiens GGPNHHLPLPDNWKSQVEPETRAV I RWMHSENFVLSANLEIGGAVVANYPY[RKSFEHRVRFAL
CP_Mmusculus NGGPNHHLPLPDNWKSQVEPETRAV 1QWIRSLNFVLSANMEGGAVVANYPY[RKSLEHRF R
CP_XTO NGGPLDHLQPDE I DVEKAQ I ETRMVMEWLDK INFVLGANMEGGDLVANYPFRKS I TG - - — [l
E _** - .. E *:_*: _:****_**:*** :*****:***:
CP_Hsapiens GVRRTASTPTPDDKLFQKLAKVYSYAHGWMFQG—---WNEGDYFPDG I TNGASWY SLSKGaskR
CP_Mmusculus GPHRTSNSPTPDDELFQTLAKVYSYAHGWMHQG—---WNEGDYFPDG I TNGASWY SLSKGaskR
CP_XTO ---NSAES I TPDNPTFVELAESYADKHPRMKKG IKK€YDSDNHFENDG I TNGARWY SLNGGedekn
Lotz ***: * **: *: * * :* ::__::* E R ****_ *
CP_Hsapiens Welol SN VAR RNNICIS=Y RN EE BSCIN (o SISO ANMENNZAL | QFLEQVHQGIKGMVL---D 348
CP_Mmusculus Welol S\ VAR RNNICIS=Y RN EE BSCI (S S NS MOINANMENINZAL | QFLEQVHQGIKGMVL---D 348
CP_XTO MQDYNYLHTNSFE I TLELGEEKFPNASELPRYWNENKMS|MENNE FROMVII3{€} [ (CIAVA NV ancioN
***:******_*******_*:*** _** * * *: :*: - ***:**** * -
CP_Hsapiens ENYNNLANAVISVSGIN----———--- HDVTSGDHGDYFRLLLPGIYTVSATAPGYDPETV 399
CP_Mmusculus ENSNNLTGAVISVTGIN----———--- HDVTSGEHGDYFRLLLPGTYSVTAKAPGYDPKTV 399
CP_XTO NTY IPVENATIKVANITDPTTLTPILHNINTDQFGDYYRLLTKGKY IVTASADGFIPAIA 411
- - _*:*_*:_*_ *::_:_:_***:*** * * *:*_* *: *
CP_Hsapiens TVTIVG--P------ AEPTLVNFHLKRS---———--- IPQVSPVRR----APSRRHGVRAK 438
CP_Mmusculus TVIVG--P------ AGPTVVDFQLKRS---——---- SSQVYPVQR----APGRGQGGRAK 438
CP_XTO EVDVHYTPSINGPFLEAQQVNFLLLPTNFKRYDVLNSITIPPVSKPFHISGYLHDKLELK 471
* * * *

CP_Hsapiens
CP_Mmusculus
CP_XTO

* -k K - N

VQPQARKKEMEMRQLQRGPA- 458
QPRTSRKKDPATKR-HRGPA- 457
QYSEMMNMIPQTTWIDEDSLA 492

Figura 8. Alinhamento das seqiéncias Carboxipeptidase N (CPN) de Homo sapiens, Mus

musculus e Schistosoma mansoni. Ressaltado em vermelho, peptideo sinal; ressaltado
em azul, dominio de ligacdo ao zinco; C=cisteina; D=écido aspartico; E=acido glutamico;

H=histidina;

L=leucina; N=asparagina; R=arginina; Y=tyrosina;

(*)=aminoéacidos

conservados nas trés sequéncias; (:)= aminoacidos conservados nas trés sequéncias;
(.)=aminoacidos semiconservados nas trés seqiiéncias.

Com a finalidade de conferir se estes residuos teoricamente podiam formar um sitio

ativo, foi feita a andlise de modelagem estrutural para a proteina com ajuda do software
Swiss-PDB Viewer, utilizando um modelo em 3D da Carboxipeptidase N1 de Homo sapiens
(Codigo de Acesso PDB: 2nsm), ressaltando os aminoacidos correspondentes aos diferentes
sitios na Figura 8 mostrando as estruturas secundarias sem cadeias laterais e a superficie

molecular calculada (Figura 9).
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Figura 9. Modelagem estrutural teérica da SmCPN utilizando como molde a estrutura 3D da
Carboxipeptidase N de Homo sapiens (Cédigo PDB: 2nsm) obtida com o programa
Swiss-PDB Viewer. A) Observa-se todos os residuos numerados de aminoacidos que
tedricamente corresponderiam com o sitio de ligacdo ao zinco (verde), ligacdo ao
substrato (violeta), reconhecimento do aminoacido especifico (azul claro) e sitio ativo
(amarelo) os quais além de estarem posicionados quase adjacentes estruturalmente,
estariam expostos na superficie da molécula, como se mostra em B).

Para a construcdo do plasmideo de expressao foi eliminada a porcdo codificante do
peptideo sinal [pois presenca do peptideo sinal e/ou porcdo transmembrana dificultam a
expressao (PIZZA et al., 2000)]. Além disto, o plasmideo coloca o gene em fusdo com uma
seqliéncia de uma cauda de histidina de 6 aminoacidos (RAMOS et al., 2004), para facilitar a
posterior purificacdo da enzima. Analisando detalhadamente os alinhamentos da proteina
madura de S. mansoni (Figura 8), esta comeca antes do que seus respectivos ortélogos murino
e humano. Dentre esses cinco aminoacidos a mais, temos duas isoleucinas que poderiam
interferir diretamente com a solubilidade da proteina durante o enovelamento. A tendéncia do
parasita de expressar proteinas proprias altamente similares as moléculas humanas com a
finalidade de driblar o sistema imune, aumenta a probabilidade de que o verdadeiro inicio do
peptideo maduro seja correspondente com o inicio dos respectivos ortdlogos. Baseados nesta
hipotese, foi feita a construcdo deletando esses cinco aminoacidos amino terminais, gerando
pAE-SmCPN. Estas modificacdes em conjunto fazem com que o pl e tamanho tedricos
originais da proteina mudem de 6,06 e 56,137.67 kDa para 6,14 e 55,072.5 kDa,

respectivamente.
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4.1.2 Avaliagao da transcri¢cdo da SmCPN ao longo dos estagios por RT-PCR
4.1.2.1 Validagao dos genes

As amostras de RNA extraidas a partir dos estagios foram analisadas quanto a
qualidade através da eletroforese por capilaridade no RNA LABChip do BioAnalyzer 2100
(Agilent Technologies). As amostras apresentaram uma banda Unica ribosossomal 18S
(Figura 10), que € um indicativo de que as amostras de mRNA ndo estdo degradadas e
poderiam ser utilizadas no experimento de PCR quantitativo em tempo real.

7
e

— 4000

Bandaribossomal 18S — 3 e s——_ 5 50

= 1,000
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Figura 10. Gel virtual do RNA extraido de vermes adultos. Gel representativo da eletroforose das
amostras de RNA total extraido de vermes adultos, esquistossdmulos e cercarias no RNA
LABChip do BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies).

Em todos os transcritos analisados por Real Time PCR foram observadas as curvas
de dissociacao e de amplificacdo a fim de verificar, respectivamente, se o produto amplificado
era 0 esperado e a regido onde a amplificacdo é exponencial. Exemplos desses resultados
encontram-se representados pelas Figuras 11 e 12. A Figura 11 apresenta a curva de
dissociacdo do produto amplificado de um dos genes em estudo, num determinado estagio do
parasita. A curva de dissociagdo mostra amplificacdo de um Unico produto na reacdo. As
linhas correspondem as triplicatas realizadas no experimento de Real Time PCR e apresentam
uma Unica temperatura de “melting” (Tm), similar a temperatura de dissociacdo calculada,
baseada na composicdo de bases e condicOes de reagdo, pelo programa Primer Express

(Applied Biosciences), mostrando que ha amplificacdo apenas do produto desejado.
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Figura 11. Perfil da Curva de Dissociacdo de um gene amplificado em tempo real num
determinado estagio do parasita.

A Figura 12 apresenta a curva de amplificacdo de um dos genes em estudo num
determinado estagio do parasita. E apresentado o valor ARn de fluorescéncia em relagio ao
namero de ciclos, formando uma curva exponencial. Na fase linear da curva é fixada uma
linha de “threshold”, no caso de 0,003 do ARn.
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Figura 12. Perfil da Curva de Amplificagdo de um gene amplificado em tempo real em um
determinado estagio do parasita.

53



Adulto Esquist Cercaria S/ Transc. S/ cDNA
I 1 | 1 ! 1 1
Pesol 2 3 1 2 3 1 2 3 A E C Peso

500 pb

200pb
150 pb

100 pb
S0pb

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 3% das reacdes de amplificacdo em tempo real de um
gene qualquer em trés estagios. Os controles sdo as amostras de cada estagio
amplificado com RNA ndo transcrito e a amplificacdo de uma reacdo sem “template”.

Para a analise comparativa de expressdo diferencial, o nimero de ciclos usados foram
0s que interceptaram a linha “threshold” e assim, denominados Ct (“Cycle threshold”). As
amostras das reacOes de todos os genes foram analisadas em gel de agarose 3% a fim de
confirmar se houve amplificacdo de um Unico produto com o tamanho correto para cada gene
e a auséncia de produto nos controles. A Figura 13 mostra a eletroforese da amplificacdo de
um dos genes estudados nos trés estagios analisados e 0s controles sem transcricdo e sem
molde de cDNA. Os controles ndo apresentaram produto e as reacdes do gene apresentaram
produtos Unicos com os tamanhos esperados.

Com os valores Ct a partir da curva de amplificacdo foi empregado o método de
quantificacéo relativa, onde foram comparados os resultados obtidos dos genes de interesse e
o controle B-actina, um gene constitutivo no qual alteraces de abundancia durante os estagios
do ciclo de vida do parasita ndo séo esperadas (“housekeeping gene”). Os resultados foram
apresentados em graficos de “fold change” relativo versus estagios para todos os genes
estudados.

4.1.3 Real Time PCR da SmCPN ao longo do ciclo

O gene da SmCPN apresenta transcricdo aumentada no estadgio de cercéria, de
aproximadamente 24 vezes mais em relacdo ao adulto (Figura 14), e cerca de 8 vezes em
relacdo a esquistossdmulo, sendo o estagio de maior expressao relativa. Ja os estagios de ovo
e miracidio também apresentaram expressao aumentada, de 14 e 8 vezes respectivamente. Os
estagios de esquistossdmulo e adulto apresentaram o0s niveis mais baixos de expressdo

relativa. A relacdo entre todos os estagios estudados apresentam diferenca estatistica.
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Figura 14. Andlise comparativa da expressdo diferencial dos transcritos da SmCPN entre os
estagios. Fold Change = 2 ™2 relativo ao estagio de adulto. *, *x, *¥* sk sk
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os valores das amostras
investigadas.

4.1.4 Expressao da rSmCPN em E. coli

E. coli das cepas BL21 (DE3), BL21 Star (DE3) pLysS e BL21-SI foram
transformadas com pAE-SmCPN, as colonias transformadas e selecionadas em ampicilina
foram cultivadas em meio e induzidas com IPTG nas 2 primeiras e com NaCl na terceira.
Pode-se observar na Figura 15, que obteve-se uma maior expressdo com a cepa BL21 Star
(DE3) pLysS, mas esta expressa a proteina antes da indugdo. De acordo com a anélise
densitométrica do gel, a banda correspondente a rSmCPN seria ~28% do total de proteinas no
gel. Ja na cepa BL21-SI a expressdo seria de ~17%, e na BL21 (DE3) a expressdo é minima
(~7%).

55



A) B)

1 23 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
250
150
100
= 78
skl e w5 OB LD 1 11 4 JEael
~ﬂ N PN o =o- o - :
‘e ”
. R.R B.B A. . - .
B | B 50w 28

Figura 15. Analise de SDS-PAGE, da expressdo de rSmCPN em E. coli. A) Cepa E. coli BL21-
Sl: extratos totais: (1) transformada com pAE vazio induzida, (2) transformada com
pAE-SmCPN, clone 1 néo induzido (NI), (3) clone 1, induzido (1), (4) clone 2, NI, (5)
clone 2, 1, (6) clone 3, NI, (7) clone 3, I, (8) marcador de massa molecular, LMW. B)
BL21 (DE3) transformada com pAE vazio, (1) induzida, (2) BL21 (DE3) transformada
com pAE-SmCPN, I, (3) marcador de massa molecular, (4) BL21 (DE3) Star pLysS
transformada com pAE vazio, I, (5) transformada com pAE-SmCPN nova clone 1, NI,
(6) clone 1, 1, (7) clone 2, NI, (8) clone 2, I, (9) clone 3, NI, (10) clone 3, induzido.
Foram colocados 20 pug de proteina total em cada poco do gel.

Analisando as fragcdes sollveis e insollveis dos extratos totais, vemos a rSmCPN na
fracdo insoluvel (Figura 16A) mas ndao na fracdo soluvel (Figura 16B). Portanto, a proteina
esta sendo expressa e desnaturada na bactéria.
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Figura 16. Andlise de SDS-PAGE, gel de 12% da expressao da rSmCPN em E. coli BL21 (DE3)
Star pLysS , fracbes sollveis e insolaveis. A) (1) Fracdo soluvel, bactéria com
plasmideo vazio, (2) fracdo insollvel, bactéria com plasmideo vazio, (3) bactéria
transformada com pAE-SmCPN, clone 1, fracdo soltvel, (4) clone 1, fracdo insolavel, (5)
clone 2, soltvel, (6) clone 2, insoltvel, (7) clone 3, soltvel, (8) clone 3, insoluvel, (9)
marcador de peso molecular, LMW. B) o mesmo gel que A), mas corado com InVision
In-Gel stain para evidenciar proteinas com cauda de histidina.
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Foi entdo realizado um cultivo com 300 mL com um dos clones selecionados, refeita a
extracdo dos corpusculos com uréia 8 M e os corpusculos utilizados para os ensaios de
solubilidade com diferentes concentragBes do agente caotrdpico uréia (Figura 17).

A) B)
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Figura 17. Analise por SDS-PAGE dos testes de solubilidade do corpusculo em concentragdes
crescentes de uréia. A) (1) extrato da E. coli BL21 Star (DE3) pLysS com pAE vazio,
(2) extrato da bactéria transformada com pAE-SmCPN, (3) lavagem com EDTA 50 mM,
(4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) lavagem com Tris HCI 50 mM, (6) lavagem com
uréia 2 M, (7) lavagem com uréia 4 M, (8) lavagem com uréia 6 M, (9) lavagem com
uréia 8 M, (10) lavagem com uréia 8 M, (11) lavagem com guanidina 6 M, (12) lavagem
com guanidina 8 M, (13) padrao de peso molecular 97, 66, 45, 30, 20 e 14 kDa de cima
para baixo. B) Mesmo gel que na esquerda, mas corado com InVision In-Gel stain para
marcar proteinas com cauda de histidina.

Os corpusculos lavados com concentragdes crescentes de uréia foram analisados por
SDS-PAGE (Figura 17A) e InVision In-Gel stain (Figura 17B). Observamos que a maior
quantidade de proteina solubilizada esta presente na lavagem com 8 M uréia (Ver Tabela 1).

Tabela 1. Ensaio de solubilizacdo de corpusculos dos extratos de E. coli BI21 (DE3) pLysS
expressando rSmCPN

Volume original ~ Concentragéo

Amostra (mL) ug /ul Proteina total (mg)

Extrato total 30 3,56 106,9
Lavagem com EDTA 50 mM 10 0,07 0,74
Lavagem com Triton X-100 2% 10 0,68 2,4

Lavagem com Tris 50 mM NaCl 150 mM 10 0,002 0,02
Lavagem com uréia2 M 10 0,02 0,22
Lavagem com uréia4 M 10 0,15 1,47
Lavagem com uréia 6 M 10 0,45 4,5

Lavagem com uréia 8 M 10 1,48 14,83
Lavagem com uréia 8 M 10 0,16 1,58
Lavagem com hidrocloreto de guanidina 6 M 10 0,2 1,97
Lavagem com hidrocloreto de guanidina 8 M 10 0,08 0,78
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Uma vez solubilizada a proteina, investigou-se o enovelamento da proteina por
diluicdo. CondicBes prévias haviam resultado em uma pobre solubilidade da proteina, seja por
concentracdo alta de sais ou por pH, e quando tentou-se fazer a ligacdo da proteina na coluna,
estando ela denaturada, as frac6es eluidas ainda continham contaminantes. Por isto decidimos
testar novamente o enovelamento por diluicdo da proteina sob condi¢es mais controladas. O

primeiro dos testes realizados foi o enovelamento da proteina a diferentes pHs.
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Figura 18. Andlise por SDS-PAGE, dos ensaios de enovelamento da rSmCPN a diferentes pHs.
(1) Corpusculo solubilizado em 8 M uréia; fracdes soltveis dos enovelamentos a: (2) pH
5; (3) pH 6; (4) pH 7; (5) pH 8; (6) pH 8,5; (7) pH 9; (8) marcador de massa molecular.

Pode-se observar que houve uma maior solubilidade da proteina realizando o
enovelamento entre pH 8,0 e 8,5 (Figura 8, pocos 5 e 6). No entanto, a quantidade recuperada
neste primeiro passo ainda foi baixa, como pode-se observar na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise quantitativa do enovelamento da rSmCPN a diferentes pH’s.

Amostra/pH do enovelamento Concentracéo (ug /uL) proteina pH apés enovelamento
Corpusculo solup_ilizado 190 e
em 8 M uréia
pH5 0,24 59
pH 6 0,21 6,2
pH 7 0,35 7,1
pH 8 0,45 8,3
pH 8,5 0,52 8,7
pH9 0,39 9,1

Uma vez estabelecido o pH 8,5 como apropriado para o enovelamento, a seguinte
abordagem foi investigar diferentes concentracdes de sal, visto que este poderia ser um fator
para precipitacdo da proteina no enovelamento. Para isto utilizou-se o corpusculo que havia
sido solubilizado com 8 M uréia a pH 8,5 para ser diluido em tampdo com concentracdes
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crescentes de NaCl e enovelar por diluicdo. Como resultado, vimos que as concentragdes de
NaCl que permitiram maior solubilidade da proteina foram de 100 e 300 mM (Figura 19 e
Tabela 3).

Figura 19. Andlise SDS-PAGE, do ensaio de enovelamento da rSmCPN a diferentes
concentracgdes de NaCl. (1) Corpusculo solubilizado com 8 M uréia; (2) fracdo solavel
do enovelamento a 100 mM de NacCl; (3) com 150 mM NaCl; (4) com 200 mM NacCl,
(5) com 300 mM NacCl; (6) 400 mM NacCl; (7) 500 mM NaCl; (8) marcador.

Tabela 3. Analise quantitativa do enovelamento da rSmCPN
a diferentes concentractes de NacCl

Amostra/concentracdo de NaCl  Concentragéo (ug /uL)

proteina
Corpusculo solup_ilizado 213
em 8 M uréia '
NaCl 100 mM 1,17
NaCl 150 mM 0,71
NaCl 200 mM 0,61
NaCl 300 mM 1,35
NaCl 400 mM 0,28
NaCl 500 mM 0,61

4.1.4.1 Purificagdo da rSmCPN renaturada

E. coli BL21 Star (DE3) pLysS transformada com pAE-SmCPN foi cultivada em meio
2YT e induzida com IPTG; as células induzidas foram lisadas com tampédo a pH 8,5, e as
fracGes soluvel e insoltvel separadas por centrifugacdo (Figura 20, pocos 3 e 4; Tabela 4); o
corpusculo de inclusdo obtido foi posteriormente lavado e por Gltimo solubilizado com uréia 8
M pH 8,5 (Figura 20, poco 7; Tabela 4). Este corplsculo solubilizado (contendo 100% da
proteina alvo) foi enovelado em tampdo nas condicdes previamente estabelecidas de pH e
concentracdo de NaCl (Figura 20, poco 9, Tabela 4), filtrado e passado por uma coluna de Ni
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Sepharose ™ para purificar a proteina por cromatografia de afinidade. Observa-se uma perda

de proteina no enovelamento (~47% de acordo com a Tabela 4):

1 2 J 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
LB 150 150
v 100 100
- .0 75 75
s | WP W ewwe- s
j— 37 37
- - -
» 2
- - 4 15 25
20 20
14 14
—_— - — 10 10

Figura 20. Analise por SDS-PAGE 12% das etapas de purificacdo da rSmCPN. Foram colocadas
20 ug em cada pogo exceto nos dois Gltimos. (1) E. coli transformada com vetor vazio,
(2) extrato total de E. coli expressando rSmCPN, (3) sobrenadante da cultura, (4) fracao
insolavel, (5) primeira lavagem, (6) segunda lavagem, (7) Corpusculo solubilizado com 8
M uréia, (8) marcador de massa molecular, (9) proteina renaturada, (10) precipitado
durante enovelamento; Cromatografia em Ni Sepharose™ (11) Flow-through, (12)
Fracdo eluida, (13) Proteina soltvel ap6s dialise em tampédo glicina-NaOH pH 8,5, (14)
Proteina soltvel apds dialise em PBS pH 8,5, (15) marcador de massa molecular.

Ocorre também perda de proteina na fracdo Flow-through (Figura 20, poco 11; Tabela
4), isto é, uma parte da proteina (aproximadamente um 39%) nao se liga a resina. Esta parte
do processo podera ser corregida nos processos posteriores de purificacdo. Apds a
cromatografia, as fragdes sdo eluidas com um gradiente de imidazol, e dialisadas em tampéo
apropriado para imunizacdo (PBS, Glicina-NaOH) ou para teste de atividade enzimética. Na
Figura 20, pocos 13 e 14, observa-se que é recuperada uma maior quantidade de proteina na
didlise com tampao glicina-NaOH pH 8,5 do que com PBS no mesmo pH, o que pode ser
devido ao alto conteudo de sais que fazem com que a proteina fique menos solivel em agua.
Vemos também que a soma do das fragdes de Flow-through e da Eluicdo (Tabela 4) nédo
atingem o valor total da proteina enovelada soltvel; esta diferenca pode ser devida a perda de
proteina no momento de concentrar as amostras (cutoff 10 kDa, Figura 20, poco 10) e
degradacdo das mesmas. Mesmo assim, obtivemos 10% de rendimento e recuperamos 18,3

mg de proteina por litro de cultura no final do processo.
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Tabela 4. Tabela de rendimentos na purificacdo da rSmCPN obtida em E. coli

" . . Proteina .
Volume  Concentragdo de proteina Proteina - Rendimento
Amostra (mL) (mg/mL) total (mg) recor(nrrt])ér;ante (%)
Extrato total 60 5,7 345 58,7
Fracdo soltvel 60 3,3 195
Corpusculo 60 2,7 164 55,8
Solubilizagdodo 20 6,5 128 66,6 100
corpusculo em 8 M uréia
Proteina enovelada soltvel 54 2 108 31,3 47
Precipitado no 3 0.4 12 0.2
enovelamento
Flow-Through
Ni Sepharose ™ 10 2,3 23 8,1 12
Eluicdo Ni Sepharose ™ 12 1,3 16 8,3 12
Apbs dialise em glicina 12 1,3 16 8,3 12

4.1.4.2 Purificagdo da rSmCPN desnaturada

Visando melhorar o rendimento da purificagdo da rSmCPN, utilizou-se uma
abordagem alternativa. Para tal fim, purificou-se, em pequena escala (volume de amostra e de
resina de 500 ulL) a proteina, usando inicialmente a cromatografia de troca ibnica em
condicdes desnaturantes a pH 8,5. A proteina foi eluida com 80 mM NaCl. Esta elui¢do foi
ajustada para um pH 7,0 e passada finalmente numa coluna de afinidade ao niquel, sendo
eluida com 50 mM imidazol. Para avaliar a reproduzibilidade destes resultados, foi feita uma
purificacdo em grande escala. A partir de um cultivo de 400 mL, obteve-se uma massa celular
de 1,13 g, e 0,32 g de corplsculo de inclusdo. Estes 0,32 g foram solubilizados em uréia e
purificados de acordo com a seqliéncia cromatografica descrita acima, e as amostras

quantificadas (Tabela 5)

Tabela 5. Avaliacdo de rendimentos na purificacdo da rSmCPN desnaturada em 8 M uréia

Amostra Volume Concentracédo de proteina Proteina total
(mL) (mg/mL) (mg)
Extrato total 30 6,86 206,1
Fracdo sollvel 60 2,55 76,57
Corpusculo de inclusdo 30 5,04 151,19
Solubilizacdo do corplsculo em 8 M uréia 20 4,53 90,63
Flow-Through IEC 95 0,08 8,12
Lavagem IEC 60 mM NaCl 190 0,09 17,58
Eluicdo 80 mM NaCl 780 0,06 51,49
Eluicdo 1000 mM NaCl 210 0,09 19,31
Flow-Through IMAC 770 0,03 26,32
Lavagem 10 mM imidazol 140 0,02 3,92
Eluicdo 50 mM imidazol 940 0,02 23,35
Eluicdo 1000 mM imidazol 42 0,07 2,97
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Observamos que o corpulsculo de inclusdo ja lavado possui umas 90 mg de proteina
total, das quais s&o eluidas ~50 mg de proteina total com 80 mM NaCl. E esta eluicdo a que é
passada posteriormente por uma coluna de afinidade ao niquel, e eluida com 50 mM imidazol
(~23 mg proteina total), obtendo-se no final do processo completo, uma pureza de 80%
(Figura 21).

rSmCFN
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Figura 21. Gel SDS-PAGE 12% mostrando a rSmCPN durante os processos de purificacdo por
cromatografia de troca ibnica e cromatografia de afinidade ao niquel. ANT, amostra
antes da cromatografia de troca idnica, TI, eluicdo da troca ibnica, AFI, eluicdo da
afinidade ao niquel.

Os resultados preliminares desta abordagem mostraram uma rSmCPN mais pura
quando comparados com os resultados obtidos na purificacdo da proteina previamente
renaturada. Esta proteina mais pura foi utilizada nos experimentos de renaturacdo para

deteccdo de atividade enzimatica.

4.1.5 Clonagem, expressao e purificacdo da SmCPN em Pichia pastoris

Com o proposito de obter uma preparacdo mais pura da rSmCPN e em sua
conformacdo nativa, foi iniciada a clonagem do cDNA para expressao no sistema eucariotico
P. pastoris. Este sistema apresenta muitas vantagens quando comparado com o sistema de
expressao em E. coli: secrecdo de proteinas, permitindo uma purificacdo relativamente mais
facil e curta do que a feita com corpusculos de inclusdo; producdo de proteinas geralmente
com estrutura terciaria apropriada (o qual possibilitaria a obtencdo de uma molécula
funcional) e a possibilidade de modificacbes pos-traducionais, e.g. glicosilaces, que muitas
vezes sdo importantes no contexto da funcionalidade molecular enzimatica. Partindo desta
premisa, 0 cDNA da SmCPN (~1500 bp) foi clonado (Figura 22) no vetor pPICZaA

(Invitrogen™, ~3600 bp), sem o codon de iniciacdo nem de terminacéo, devido ao fato deste
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vetor ja fornecer esses tipos de codificagdes.

1 2 3

—3600 bp

—1500 bp

Figura 22. Gel de agarose 1% mostrando a analise de restricdo da clonagem do cDNA da
SMCPN no vetor pPICZaA. 1, Marcador de DNA, 2, Vetor vazio; 3, vetor (~3600 bp) e
fragmento do cDNA da SmCPN (~1500 bp) apds digestdo com as enzimas Kpnl e Xbal.

Em uma triagem preliminar por Western blot da expressdo da rSmCPN com anticorpo
anti-His, ndo foi encontrado nivel visivel de expressdo (dados ndo mostrados). A cepa de
levedura utilizada para a expressao foi a GS115, e o método de transformacao escolhido foi a
eletroporagdo. Paralelamente com estes resultados, o grupo do Prof. Alan Wilson, na
Inglaterra, obteve uma boa expressdo (em pureza e quantidade da ordem das microgramas) de
uma proteina clonada do parasita, pelo qual foi decidido realizar um estagio curto no seu
laboratorio (03/2009-05/2009) com a finalidade de aprender as técnicas utilizadas ai. A cepa
de levedura utilizada para a expressdo na Inglaterra foi a X33, e 0 método de transformacao
utilizado foi 0 método de choque térmico. A quantidade de DNA utilizada foi menor (3
microgramas) que quando utilizado o método de eletroporagdo (10 microgramas) e nao houve
necessidade de ver a insercdo de multiplas copias do fragmento no genoma, como é feito no
caso da eletroporagdo da GS115.
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Figura 23. Analise por Western blot da expressdo da rSmCPN em P. pastoris. As amostras
analisadas sdo conjunto de todos os tempos coletados (12, 18, 30, 42, 54, 60 h) dos
sobrenadantes das culturas de leveduras, precipitadas com TCA e separadas em géis de
gradiente de 4-12%. 1-8, clones 1-8; C, controle de expressdo e marcacdo do anti-His; M,
marcador de massa molecular. Anticorpo utilizado: HRP-conjugated anti-His antibody
(Sigma).

Nesta analise por Western blot, se pode observar que hd expressdo na maioria dos
sobrenadantes das culturas das cepas escolhidas para expressar rSmCPN [~55 kDa, sem
glicosilacdes, (Figura 23)], com sinais claros de degradacdo protéica em alguns clones,
quando comparados com o controle positivo da proteina desconhecida de S. mansoni expressa
em P. pastoris (gentileza do Prof. Alan Wilson).

Em seguida, foi realizada a purificacdo desta proteina secretada mediante coluna de
afinidade ao niquel, para o qual, foram escolhidos trés clones de P. pastoris transformada
rSmCPN. Nao foi possivel observar alguma proteina na eluicdo da cromatografia de rSmCPN.
A rSmCPN possivelmente ndo foi expressa e o que foi visto na analise por Western blot era
marcacdo inespecifica, uma vez que utilizou-se um anticorpo anti-His que poderia reagir
cruzadamente com epitopos de outras proteinas ricos em histidina. Este resultado negativo
explicaria o fato de ndo termos conseguido purificar a proteina por afinidade ao niquel.

Os experimentos de expressdo feitos na Inglaterra foram refeitos no Brasil com o
intuito de testarmos mais clones dos que foram inicialmente testados no estagio fora. Para isto
realizamos uma nova transformacdo na cepa X-33 e testamos 50 clones. Estes 50 clones
foram analisados quanto a presenca do inserto ou ndao mediante um PCR simples com

iniciadores proprios da rSmCPN (Figura 24)
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Figura 24. Gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo do cDNA (1474 bp) da rSmCPN
clonada no vetor pPicZaA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da
esquerda a direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle
positivo no ultimo pocgo.

No total, houveram 35 clones positivos quanto a presenca do fragmento da rSmCPN.
Foi com estes clones que comegamos 0s testes de expressdo. No entanto, quando avaliada a
expressao por Western blot, ndo houve expressdo da proteina (dados ndo mostrados).

4.1.6 Avaliacdo da expressdo da SmMCPN nos estagios do parasita por Western blot

Foi avaliada a expressdéo de SmCPN utilizando o anticorpo anti-rSmCPN numa
diluicdo de 1:10000 nos cinco estagios do parasita por Western blot. Neste ponto € preciso
ressaltar que a SmMCPN nativa tem uma massa molecular de ~55 kDa. Pode-se observar no
WB essa banda de ~55 kDa em todos os estagios do verme (Figura 25). No fraccionamento
dos vermes desnudos em comparacdo com o tegumento, observamos uma banda de massa
molecular um pouco maior, alem da correspondente em tamanho, talvez por uma potencial N-
glicosilacdo, a qual foi predita na analise de sequiéncia, e que também aparece muito ténue nos
estagios de miracidio, cercaria e esquistossbmulo de cultura de 7 dias. Outra caracteristica
importante é a presenca de peptideo sinal na proteina, o que faria com que esta proteina seja
secretada. Partindo desta premisa, foi coletado o meio de cultura de verme adulto e este
concentrado 100 vezes. Foram comparados 0s meios de cultura com e sem verme. Foi
detectada a presenca de uma banda que ndo aparece no meio de cultura sem o parasita (meio
virgem), mas que migra um pouco abaixo daquela observada no verme adulto. Isto poderia ser
consequiéncia da albumina presente também ter sido concentrada, formando uma banda de
tamanho desproporcional que desloca a banda da SmCPN (Figura 25, pogo 10).
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Figura 25. Andalise por Western blot em condicfes redutoras da expressdo da SmCPN em cinco
estadgios do parasita. (rSmCPN) rSmCPN, 30 ng; extrato de (OVO) ovos; (MIR)
miracidio; (CER) cercaria; (S7D) esquistossdmulos de 7 dias; (ADU) adultos; (TEG)
tegumento; (DES) vermes desnudos; (MES) meio de cultura de esquistossdémulo adulto;

(MEV) meio virgem. Foram colocados 20 pug de proteina de todos os estagios e fracdes
exceto nas amostras de meio de cultura.

4.1.7 Deglicosilagdo da SmMCPN

Foi analisada a possibilidade da SmCPN estar glicosilada na sua forma nativa. Para
isto, utilizaram-se amostras recém extraidas de tegumento para serem desnaturadas,
adicionando-se em seguida tampdo de deglicosilacdo, e a enzima especifica para eliminar N-

glicosilagdes, a PNGase F (New England Biolabs). O tratamento enziméatico ndo alterou o
tamanho da proteina (Figura 25).
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Figura 26. Analise da N-glicosilagdo da SmCPN por Western blot. rSmCPN, SmCPN
recombinante obtida em E. coli, 50 ng; TEG (+), amostra de 20 pg de tegumento
tratada com tampdo de deglicosilacdo e enzima; TEG (-), amostra de 20 pg de
tegumento tratada com tampao de deglicosilacdo sem enzima. Anticorpo primario: anti-
rSmCPN 1:1000, anticorpo secundario: HRP conjugated goat anti-rat 1:5000.
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Outro fator que indica que a proteina talvez ndo esteja glicosilada é que a propria
proteina nativa tem um tamanho igual ao da proteina recombinante (amostra ndo tratada com

enzima, poco 2 na (Figura 26).

4.1.8 Imunolocalizagdo da SmCPN nos diferentes estagios

Com a finalidade de estabelecer a localizacdo da proteina nas estruturas teciduais do
verme, foram realizados varios cortes histolégicos em parasita adulto e estes incubados com

anticorpo anti-rSmCPN (Figura 27).

Figura 27. Secbes transversais de parasita adulto macho incubado com anti-rSmCPN. A)
Amostra incubada com soro anti-rSmCPN imunoadsorvido contra extrato de E. coli,
1:500, imagem de contraste de interferéncia diferencial. B) Imagem de fluorescéncia
confocal de A). C) Amostra incubada com soro naive imunoadsorvido contra E. coli
1:500, imagem de contraste de interferéncia diferencial. D) Imagem de fluorescéncia
confocal de C). A fluorescéncia verde indica a presenca da SmCPN, enguanto a
fluorescéncia vermelha indica a presenca de actina. Anticorpo secundario Alexa Fluor
488 Goat anti-Rat 1gG, 1:200.
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Os anticorpos utilizados para esta imunolocalizacdo foram os mesmos utilizados para
0 Western blot (Figura 25). Para as posteriores imunolocalizagdes da proteina no parasita
inteiro, o anticorpo usado foi purificado e imunoselecionado. Este anticorpo nos permitiu
obter marcac¢Ges com menor inespecificidade, embora com menor sensibilidade.

Quando elaborada a imagem tridimensional do esquistossomulo de 3 horas incubado

com o anticorpo, observou-se uma expresséo baixa de SmCPN (Figura 28).

Figura 28. Imagem confocal tridimensional de esquistossomulo de 3 h incubado com anticorpo
anti-rSmCPN. Observa-se uma ténue fluorescéncia verde no interior do parsita. A
fluorescéncia verde indica a presenca da SmCPN. Actina estd marcada com faloidina-
rhodamina, em vermelho. Anticorpo primario: anti-rSmCPN purificado 1:100, anticorpo
secundario: Alexa Fluor 488 Goat anti-Rat 1gG, 1:200.

No esquistossomulo de 7 dias observa-se, similarmente as anteriores
imunolocalizagdes, fluorescéncia no interior do parasita (Figura 29 B) e alguns pontos

fortemente marcados com o anticorpo.
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Figura 29. Imunolocalizagdo da SmMCPN em esquistossdmulo de 7 dias. A) Amostra incubada com
soro anti-rSmCPN imunoselecionado 1:100, imagem de contraste de interferéncia
diferencial mostrando a marca¢do com faloidina destacando o tecido muscular do
parasita. B) imagem de fluorescéncia confocal de A) mostrando a localizacdo da SmMCPN.
C) Amostra incubada com soro naive imunoselecionado 1:100, imagem de contraste de
interferéncia diferencial mostrando a marcacdo com faloidina destacando o tecido
muscular do parasita. D) Imagem de fluorescéncia confocal de C). A fluorescéncia verde
indica a presenca da SmCPN, enquanto a fluorescéncia vermelha indica a presencia de
actina. Anticorpo secundario Alexa Fluor 488 Goat anti-Rat 1gG, 1:200.

As imunolocalizag¢fes aqui mostradas demonstram certo grau de expressao da proteina
nos tecidos dos estagios larvais e adulto intra hospedeiro.

4.1.9 Ensaio de atividade da SmCPN

Um dos objetivos do projeto foi avaliar a atividade enzimatica das proteinas
purificadas, desta maneira poderia ser confirmada a funcdo da molécula no parasita, e
indiretamente confere-se que o processo de enovelamento in vitro realmente funciona. Para
isto, foram realizados ensaios de atividade carboxipeptidasica utilizando como controle a
Carboxipeptidase B (CPB) obtida a partir de pancreas suino (Figura 30).
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Figura 30. Ensaio de atividade enzimatica da rSmCPN. Ensaio feito a temperatura ambiente
utilizando o CPB suino como controle positivo (0,25 U), rSmCPN de E. coli a pH’s 7,79
e 8,5 e meio de cultura de esquistossémo adulto.

A atividade da enzima foi ensaiada usando o substrato FA-Ala Lys, que tem
absorbancia a DO 336 nm e diminui quando o substrato é degradado. A um pH de 7,79 ndo
foi possivel observar atividade da proteina recombinante (Figura 27). No entanto o uso do
controle positivo (CPB) permite-nos ver que pelo menos o protocolo de ensaio esta sendo
realizado da maneira adequada. A presenca de atividade baixa no extrato de ovos (Figura 28)
em comparagdo com o controle positivo nos revela a pouca quantidade de proteina presente

no extrato, ou até mesmo algum tipo de interferéncia no tampéo utilizado para fazer o extrato.

Teste de atividade enzimatica SmCPN

2.8 A
28 —— CPB suino (0.25U)
24 amHepes 0.1M
£ 2.2 4
: 2 Extrato de ovos de S.
@13 mansoni (1mg) em
; 16 4 Tris 40 mM SDS 2%
814 I ——Extralo de S, mansoni
'2 s adulto (1.6 mg) em
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I T 1
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Figura 31. Ensaio de atividade enzimatica da SmCPN. Ensaio feito a temperatura ambiente
utilizando o CPB suino como controle positivo (0,25 U), extrato de ovos e extrato de
adulto de S. mansoni.

Uma vez que foi obtida uma preparacdo aceitavelmente pura da rSmCPN solubilizada
em 8 M uréia, foi testada a renaturacdo da proteina pura em 96 condigdes de enovelamento
diferentes com a ajuda do kit iIFOLD (Pierce). Este kit permite a avaliacdo simultanea de
varias composicOes diferentes de tampOes para a renaturacdo correta de proteinas in vitro

expressas em corpusculos de inclusdo. Para isto, colocam-se 50 pug de proteina purificada e
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solubilizada em 8 M uréia em cada um dos po¢os de uma placa contendo 96 pocos dentro dos
quais estdo os tampdes (Figura 32).
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Figura 32. Representacdo esquematica da distribuicdo dos 96 diferentes tampdes de
enovelamento na placa do sistema iFOLD System 2 (Pierce).
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Apo6s o enovelamento, cada uma das 96 renaturacGes € dializada no tampdo Hepes 50

mM pH 7,75 e a atividade enzimatica avaliada. O resultado pode ser visto na Figura 33, onde

obtemos clara atividade na preparacdo do tampéo B3:
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Figura 33. Atividade enzimatica da rSmCPN renaturada no kit iIFOLD. Representacdo
esquematica dos resultados de atividade enzimatica testada ap6s a renaturacdo em 96

condicdes diferentes de acordo com o esquema da Figura 32.
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Vemos atividade na renaturacdo com os tampdes D1, D7 e D9. No entanto, estes
tampdes ndo possuem metais, 0 que leva a hipotese de que a atividade detectada pode ser
devida a algum erro sistematico, uma vez que a proteina requer zinco como cofator metélico

(Figura 7). O controle positivo mostrou-se eficientemente ativo (Figura 34).

A) B)
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Figura 34. Comparacao das atividades enzimaticas da CPB e rSmCPN no teste com o kit
iIFOLD. A), atividade enzimatica da CPB (5U/mL). B) atividade enzimatica da rSmCPN
purificada (~50 g ), renaturada no tampédo B3 do kit iFOLD. O substrato utilizado para
A) e B) foi a Furyl-Acryloyl-Alanina Lisina, a 37 °C por trés minutos. A diminui¢do da
absorbancia ocorre devido a degradacao do substrato.

Na sequiéncia, o corpusculo solubilizado foi renaturado com o tampdo mencionado
para testar a reprodutibilidade do teste de renaturacdo/atividade enzimatica e poder escolher
as futuras condicbes de renaturacdo da rSmCPN, sem obtermos resultados satisfatorios.
Igualmente foi testada a atividade enzimatica do extrato sollivel de ovos (extrato preparado
com PBS apenas) sem podermos observar atividade.

4.1.10 Resposta humoral e celular na imunizagéo com a rSmCPN

Camundongos fémeas foram imunizados com trés doses da rSmCPN e desafiados com
cercérias aos 46 dias. Foram analisadas as amostras de soro obtidas aos 45 e 90 dias do
experimento por ELISA (Figura 35).
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Figura 35. Grafico da producdo de anticorpos IgG total anti-rSmCPN nos camundongos
imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias.

Observa-se um aumento de 1gG anti-SmCPN, que se mantém no mesmo nivel apés o
desafio, até 0 momento da perfusdo (Figura 35). A seguir, foram avaliados os niveis dos
distintos subtipos de IgG (Figura 36). A razdo de 1gG1/IgG2a aos 45 dias foi de 5,1,
diminuindo para 3,7 aos 90 dias, indicando uma reducdo do carater T2 ap6s o desafio.
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Figura 36. Concentracdes de 1gG1 e 1gG2a aos 45 (pré desafio) e 90 dias (p6s desafio) em
camundongos imunizados com a rSmCPN.

Paralelamente, foi analisada a producdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-5 ap6s o
desafio (Figura 37).
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Figura 37. Resultados da contagem de esplendcitos produtores de citocinas provenientes de
animais imunizados com rSmCPN e desafiados aos 90 dias. A) Secrecdo de IFN-y. B)
Secrecdo de IL-4. C) Secrecdo de IL-5.

A imunizacdo de camundongos com rSmCPN e CFA, induziu elevada producéo de
IFN-y, mas também producéo de IL-4 e IL-5, indicando uma resposta imune mista Ty1/Tx2, 0

qual seria uma resposta imune favoravel ao parasita.

4.1.11 Avaliacéo do potencial protetor da rSmCPN

Os grupos de animais imunizados com as proteinas recombinantes foram entdo
avaliadas quanto a protecdo contra desafio com cercaria de S. mansoni. Os animais foram
submetidos a infeccdo percutanea com 100 cercérias cada um, e apés 45 dias estes foram
recuperados por perfusdo. A contagem dos vermes em relacdo ao grupo controle imunizado
apenas com o adjuvante indicaria a percentagem de protecdo. A analise estatistica da
contagem dos vermes (p<0.05, Figura 38) revelou pouca diferenca estatistica entre a contagem
dos grupos, e em consequéncia uma limitada capacidade do candidato vacinal para induzir

redugdo do nimero de parasitas.
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Figura 38. Ensaio de imunizacdo com a rSmCPN e desafio com cercaria. Grupos de 10
camundongos C57BI6 fémeas imunizadas com rSmCPN e CFA ou CFA como controle
(3 doses), foram desafiadas com cercérias 14 dias ap6s a ultima dose

Os resultados da vacinagdo com a rSmCPN indicam a capacidade do S. mansoni em
manipular a resposta imune em seu beneficio, com a finalidade de sobreviver num ambiente
hostil como a corrente sangliinea do hospedeiro, o qual se vé refletido no baixo nivel de

protecdo observado ap6s imunizacdo com a proteina recombinante.

4.2 ESFINGOMIELINASE
4.2.1 Andlise bioinforméatica

A sequiéncia parcial do cDNA da Esfingomielinase (SmSMase) obtido do Projeto do
Transcriptoma esta mostrada abaixo, ressaltando os aminoacidos envolvidos no sitio ativo,
reconhecimento de substrato, ligagdo ao cofator, regido transmembrana e o dominio

endo/exo/fosfatase (Figura 39):
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Figura 39. Sequéncia da Esfingomielinase de S. mansoni (SmSMase).
Ressaltado em cinza, dominio exo/endo/fosfatase; ressaltado em azul, regido
transmembrana; C=cisteina; D=acido aspartico; E=acido glutdmico; G=glicina;
H=histidina; I=isoleucina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; S=serina; T=treonina,
Y=tyrosina.

Esta seqiiéncia parcial nio possui peptideo sinal, mas sim uma
[a enzima poderia ser uma proteina de membrana e estar exposta no tegumento do verme
(REDMAN et al., 1997)], e dominio SRS R IREERR:. De acordo com o
software ClustalW, a sequéncia de S. mansoni possui 23% de similaridade a seqliéncia
ortéloga de M. musculus, e 24% a seqliéncia ortdloga de H. sapiens. O aminoacido
responsavel pela unido ao &tomo de magnésio é um residuo de acido glutdmico na posicao 48
(E), o reconhecimento do substrato ocorre no acido aspartico na posicdo 110 (B), na tirosina
na posicdo 141 (%) e na asparagina na posicdo 182 () (MIZUTANI et al., 2000), enquanto a
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atividade enzimatica envolve as histidinas (H) nas posicdes 136, 153, 294 e um residuo de
acido aspértico (B) 293 (GONI; ALONSO, 2002). Foram preditos trés sitios possiveis de N-
glicosilacdo (segundo padrdo de glicosilacdo de proteinas em humanos), e nenhum de O-
glicosilacéo.

Comparando esta seqliéncia com os ortdlogos de Homo sapiens e Mus musculus,

verificamos a conservacao dos sitios de ligacdo e sitio ativo da enzima (Figura 40).
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Figura 40. Alinhamento das sequéncias nSmase de Homo sapiens, Mus musculus e Schistosoma

mansoni. Ressaltado em azul, regido transmembrana; C=cisteina; D=4cido aspartico;
E=4cido glutdmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; Y=tyrosina;
(*)=aminoacidos iguais nas trés sequéncias; ()= aminoacidos conservados nas trés
seqliéncias; (.)=aminoacidos semiconservados nas trés sequéncias.
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4.2.2 Real Time PCR

O transcrito da SmSMase apresenta uma expressdo aumentada em ovos de
aproximadamente 9 vezes em relacdo com o estagio de esquistossomulo (Figura 41). Os
valores correspondentes a cada estagio apresentaram diferenca estatistica entre eles, exceto
quando comparados cercéarias e adultos. A expressdo génica aumenta novamente em cercaria,

se reduzindo em esquistossdmulos e aumentando novamente na fase adulta.
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Figura 41. Analise comparativa da expressdo diferencial do transcrito da SmSMase entre os
estagios do parasita. Fold Change = 2 “**™ relativo ao estagio de esquistossémulo. *,
Fk ek okkekk - kkkkx indicam diferencas estatisticamente significativas entre os valores
das amostras analisadas.

4.2.3 Expressdo da rSmSMase em E. coli

Com a finalidade de obter a proteina recombinante, foi avaliada a expressdo de
rSmSMase em diferentes cepas de E. coli. As cepas BL21-SI, BL21 Star (DE3) pLysS e
BL21 (DE3) foram transformadas com o plasmideo de expressdo pAE-SmSMase e as
bactérias transformadas selecionadas em meio com ampicilina. Uma analise por Western blot

confirmou a expressdo da proteina nas 3 cepas (Figura 42).
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Figura 42. Western blot da expressdo da rSmSMase em E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 Star
(DE3) pLysS e BL21-SI. Para A), B) e C): Extratos totais de: (1) bactéria com
plasmideo vazio ndo induzida (NI), (2) bactéria com plasmideo vazio induzida (1), (3)
bactéria transformada com pAE-SmSMase, clone 1 (NI), (4) clone 1, (1), (5) clone 2,
(NI, (6) clone 2, (1), (7) clone 3, (NI), (8) clone 3, (1), (9) marcador de massa molecular.
Foram colocadas 20 ug de proteina em cada pogo, anticorpo primario mouse anti-His
Tag 1:6000, secundario sheep HRP-conjugated anti mouse 1gG 1:1000.

A cepa BL21 Star (DE3) pLysS mostrou o melhor rendimento de expressdo da
SmSMase. Foi analisada para verificar se a expressdo ocorria na fracdo solivel ou na
insolavel, demonstrando-se a sua presenca na fracdo insollvel dos extratos totais. Na anélise
com concentracdes crescentes de uréia, observou-se que a maioria da proteina se solubilizava
entre 4 e 8 M uréia, e a partir dai os corplsculos passaram a ser solubilizados com 8 M uréia
(Figura 43).
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Figura 43. Andlise por SDS-PAGE de amostras de extratos de corpusculos para solubilizacéo da
rSmSMase em concentracdes crescentes de uréia. (1) Fracdo soltvel a partir do extrato
total, (2) fracdo insolivel em tampéo Tris 40 mM pH 8.5, (3) corpusculo total em tampao
Tris 40 mM pH 8.5 e 2% Triton X-100, (4) lavagem com 1 M uréia e 2% Triton X-100,
(5) LMW, (6) 2 M uréia na mesma solucdo, (7) 4 M uréia na mesma solugdo, (8) 6 M
uréia e (9) 8 M uréia.

80



No entanto, devido a presenca de uma banda propria da E. coli com tamanho similar

(Figura 43, poco 6), foi preciso fazer uma nova triagem por Western blot (Figura 44)
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Figura 44. Western blot de amostras dos extratos dos corpusculos de E. coli BL21 Star (DE3)
pLysS expressando rSmSMase. A), Western blot das lavagens dos corpusculos usando
anti-His 1:1000. B), Membrana de PVDF corada com Coomassie para correlagdo com o
Western blot. Para A) e B), (1) sobrenadante da inducdo, (2) corpusculo total, (3)
lavagem com Triton X-100 2%, (4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) EDTA 50 mM,
(6) 1 M uréia, (7) 2 M uréia, (8) 4 M uréia, (9) 6 M uréia, (10) uréia 8 M, (11) Guanidina
6M, (12) Guanidina 6 M, (13) marcador de massa molecular LMW.

De acordo com a Figura 44, a rSmSMase (~41 kDa) esta presente no corpusculo total
e se solubiliza entre 6 e 8 M uréia. A fracdo com 6 M uréia é bastante purificada.

Por outro lado, se a Figura 44B, poco 2, for analisada detalhadamente, observa-se
marcacao na parte superior do WB, o que indicaria um acumulo de proteina cauda de histidina
que ndo consegue entrar no gel de corrida. Isto poderia estar acontecendo porque, de fato, a
proteina esta se agregando e formando complexos de elevada massa molecular, o qual esta
mais concentrado que o gel “stacking”. Isto poderia ser devido a uma pouca quantidade de
agente denaturante (SDS) ou de agente redutor (B-ME). Para testar esta hipoOtese, foram
utilizadas amostras da analise de enovelamento da rSmSMase com diferentes concentracdes
de NaCl para realizar um teste com dois tampdes de amostra (Figura 45), sendo um o tampao
que € utilizado de rotina no laborat6rio e o outro um tampdo com uma concentragdo maior de
SDS e tendo DTT como agente redutor ao invés de 3-mercaptoetanol. As diferencgas entre o
uso de um tampdo e o0 outro sdo evidentes por si mesmas; a maior quantidade de SDS e a
presenca de um agente redutor mais potente no tampao de amostra fazem com que a proteina
fique totalmente dissociada e consiga ser separada como uma banda. A seqiiéncia da
SmSMase clonada e expressa possui 10 cisteinas, o qual poderia explicar a agregacao protéica

vista usando -ME como agente redutor.
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Figura 45. Analise por SDS-PAGE em gel 12% do efeito dos agentes redutores nos tampdes de
amostra contendo rSmSMase e concentracdo de NaCl. A) utilizando 3-mercaptoetanol
e B) utilizando DTT: (1) enovelamento sem NaCl, (2) 100 mM NacCl, (3) 150 mM NaCl,

(4) 200 mM NacCl, (5) 300 mM NacCl, (6) 400 mM NacCl, (7) 500 mM NaCl.

Continuando com as analises iniciais, uma vez determinada que a rSmSMase estava na

fracdo insoluvel e era solubilizada com 8 M uréia, foram analisadas as diferentes condi¢des de

enovelamento quanto a pH (entre pH 7 e 9) e concentracdo de NaCl (entre 0 e 500 mM NacCl)

(Figura 46, Tabela 6 e 7). Os corpusculos foram diluidos 100X em tampdo a baixa

temperatura, e apds 12 h foram filtrados em membrana de 0,8 um para separar o que tivesse

precipitado durante o processo. Os melhores resultados obtidos quanto ao pH e concentragédo

de NaCl foram a pH 8,5, e 0 mM de NaCl, respectivamente. No entanto, mesmo obtendo a

maior solubilidade da proteina nestas condigdes, a proteina total que se recuperava apos filtrar

a solugdo enovelada era metade da proteina inicial.
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Figura 46. Andlise por SDS-PAGE 12% em condic¢Bes redutoras nas diferentes condicdes de
enovelamento (pH e concentracdo de NaCl) da rSmSMase. A) 1, corpulsculo
solubilizado em 8 M uréia; 2, enovelamento a pH 7; 3, apH 8; 4, apH 8,5; 5, a pH 9; 6,
marcador de massa molecular. B) 1, corpusculo solubilizado em 8 M uréia; 2,
enovelamento sem NaCl; 3, 100 mM; 4, 150 mM; 5, 200 mM; 6, 300 mM; 7, 400 mM; 8,
500 mM; 9, marcador de massa molecular.
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Tabela 6. Analise quantitativa do enovelamento da rSmSMase
a diferentes pH’s.

Amostra/pH do enovelamento Concentracéo [ug /uL]
Corpusculo solubilizado em 8 M uréia 16,3
pH 7 0.4
pH 8 3,6
pH 8,5 8,8
pH9 8,8

Tabela 7. Analise quantitativa do enovelamento da rSmSMase
a diferentes concentragdes de NaCl

Amostra/[NaCl] Concentracéo [ug /uL]
Corpusculo solubilizado em 8 M uréia 16,3
NaCl 0 mM 8,7
NaCl 100 mM 3,8
NaCl 150 mM 3,4
NaCl 200 mM 2,1
NaCl 300 mM 11
NaCl 400 mM 0,7
Enovelamento a NaCl 500 mM 0,2

Neste ponto, um novo cultivo de E. coli transformado com pAE-SmSMase foi
realizado e induzido com IPTG. O extrato total contendo ~15 mg de proteina total (Figura 47,
poco 2 e (Tabela 8), e os corplsculos obtidos foram lavados. O corpulsculo lavado foi
solubilizado em 8 M uréia pH 8,5 e enovelado nas condigdes previamente determinadas, e
esta solugéo foi filtrada (membrana de 0,8 um) e passada por uma coluna de afinidade Ni
Sepharose™. Uma aliquota de cada passo no processo de purificacdo foi guardada para
quantificacdo (Tabela 8) e analisada por SDS-PAGE (Figura 47) para determinar a quantidade
e pureza da proteina recombinante (analise de densitometria). Na Tabela observa-se que a
maior parte da proteina total foi recuperada no corpusculo solubilizado com 8 M uréia (Figura
47, pogo 7 e Tabela 8), eliminando uma boa parte das impurezas. A quantificacdo da fracédo
insolavel apresentou uma discordancia com o extrato total e a solubilizacdo do corpusculo,

devido a algum tipo de interferéncia no momento da quantificagdo. O enovelamento (Figura
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47, poco 9) perdeu 30% da proteina recombinante, que foi o total de proteina que entrou na
coluna de afinidade Ni Sepharose™. Ap0s analisar as amostras de cada passo no processo
cromatografico, observa-se que na coluna de Ni Sepharose™ ocorre perda de proteina na
fracdo Flow-Through (Figura 47 poco 12, Tabela 8), ou seja, ha parte de proteina que néo liga
a resina. Isto pode ser em parte devido a ligacdo de contaminantes que possuem uma
afinidade tdo ou mais elevada que aquela da proteina com cauda de histidina. Esta perda vai
ser corrigida passando menos amostra ou utilizando uma coluna de maior capacidade. Apés a
cromatografia, as fraces séo eluidas com um gradiente de imidazol (Figura 47, poco 11) e
sdo dialisadas em tampdo apropriado para imunizacdo (PBS, Glicina-NaOH, Figura 47, pogo
13) ou para teste de atividade enzimatica. Por outro lado, observou-se o mesmo efeito de
insolubilidade que a rSmCPN na dialise com um tampao com alto contetdo de sais (PBS, pH
8,5, dados ndo mostrados), ja que mesmo sendo de pH 8,5, a proteina sé ficou mais soltvel
quando dialisada em tampdo glicina-NaOH (Figura 47, poco 13). A perda de proteina no
enovelamento (aproximadamente um 34%) junto com a perda no Flow-through (13%) fazem
com que o rendimento final da proteina seja de apenas 1 mg por litro de cultura, e por isto
ainda esta em andamento a padronizacdo do processo de purificacdo para melhorar a ligacao

da proteina e excluir o maximo de contaminantes.
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Figura 47. Andlise por SDS-PAGE 12% em condi¢es redutoras das diferentes etapas durante o
processo de purificacdo da rSmSMase. (1), Extrato total de bactéria transformada com
vetor vazio; (2) Extrato total de bactéria transformada com pAE-SmSMase; (3)
Sobrenadante; (4) Fragdo insolavel; (5) primeira lavagem na coluna; (6) segunda
lavagem; (7) Solubilizacdo com 8 M uréia; (8) marcador de massa molecular; (9) Proteina
renaturada; (10) precipitado do enovelamento; Cromatografia em Ni Sepharose™ (11)
Fracdo eluida; (12) Flow-through; (13) Proteina dialisada em tampéo glicina-NaOH pH,
8,5. Foram colocados 20 ug de proteina em cada poco, exceto nos dialisados, onde foi
colocado 0 mesmo volume de 20 ulL.
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Tabela 8. Tabela de rendimentos na purificacdo da rSmSMase obtida em E. coli

Amostra Volume Concentracdo Proteina total Proteina Rendimento
(mL) de proteina (mg) recombinante (%)
(mg/ml) (mg)
Extrato total 20 3,8 75,3 15,1 100%
Fracdo soltvel 20 1,9 39
Fracdo insolGvel 20 2,1 42,6 12,8 84%
Solubilizacdo do corplsculo em 8 M uréia 10 4,7 46,8 14,5 96%
Proteina enovelada soltvel 10 3,4 33,9 9,5 62%
Proteina precipitada no enovelamento 10

Flow Through Ni Sepharose™ 10 2,3 23,4 7,5 49%

Eluicdo Ni Sepharose™ 5,5 0,6 3,1 1,2 8%

Dialisado em glicina 55 0,4 1,9 0,6 4%

4.2.4 Avaliagéo da expressdo da rSmSMase em P. pastoris

O cDNA da SmSMase foi clonado no vetor pPICZaA, gerando pPICZaA-SmSMase.
A digestdo de pPPICZaA-SmSMase com EcoRI e Notl libera um fragmento de ~1100 bp, de

tamanho esperado para a SmSMase (Figura 48).

1 2 3

—3600 bp

—1100 bp

Figura 48. Gel de agarose 1% mostrando a analise de restricdo da clonagem do cDNA da
SmSMase no vetor pPICZaA. 1, Marcador de DNA, 2, Vetor vazio; 3, vetor (~3600 bp)
e inserto do cDNA da SmSMase (~1100 bp).

Esta construcéo foi utilizada para transformar a cepa X33 durante o periodo de estagio
na Inglaterra, pois oferece as mesmas vantagens quando comparada com a cepa GS115. Apds
a transformacao, foram selecionados 7 clones para avaliar a expressdo e secrecdo da proteina,

no entanto, nenhum clone apresentou expressao.
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Uma vez que o nimero de clones no experimento anterior foi limitado, foi feita uma
nova transformacdo, desta vez no Brasil, para testar um maior namero de clones (50 clones,
Figura 49) e ampliar nossa capacidade de poder detectar pelo menos um clone com expressao

positiva.
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Figura 49. Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo do cDNA (1171 bp) da rSmSMase
clonada no vetor pPicZaA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da
esquerda a direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle
positivo no ultimo pogo.

Desta vez foi conferida a presenca do cDNA clonado na transformacéo da levedura,
através de um PCR com iniciadores proprios da SmSMase, obtendo-se 36 clones positivos
para este inserto. Uma vez definidos os clones positivos para a presenca dos fragmentos
clonados, seguiu-se com a inducdo da expressdo em meio de cultura por 4 dias. As amostras
de meio de cultura foram analisadas por Western blot. No entanto, ndo obteve-se resultados

positivos quanto a expressdo da rSmSMase (dados ndo mostrados).
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4.2.5 Avaliacdo da expressdo da SmSMase nos estagios do parasita por Western blot

Uma vez que o soro gerado em rato ndo mostrou reatividade com a rSmSMase, foi
avaliada a expressdo da proteina nos diversos estagios do parasita utilizando anticorpo anti-
rSmSMase gerado em camundongo, (Figura 50).

OVO MIR CER S7D ADU MAC FEM LMW

Figura 50. Analise por Western blot em condigdes redutoras da expressdo da SmSMase em
cinco estagios do parasita. (1) extrato de ovos, (2) miracidio, (3) cercaria, (4)
esquistossémulos de 7 dias, (5) adultos, (6) macho, (7) fémea, (8) verme desnudo. Foram
colocados 20 ug de proteina de todos os estagios e frages. Anticorpo primario: soro de
camundongo anti rSmSMase 1:500, anticorpo secundario: HRP-conjugated rabbit-anti
mouse 1gG 1:5000.

Pode-se observar a expressdo da proteina em ovos e miracidio, 0 que esta de acordo
com o observado no RT-PCR. Em cercéria parece haver degradacdo da proteina e em
esquistossomulo de cultura de 7 dias, ela desaparece. Ela vai reaparecer em adulto, o que
coincide com a sua sintese observada no RT-PCR. Ela parece estar mais pronunciada em
macho e ndo detectavel em fémea (embora isto possa ser uma questdo de sensibilidade). Uma
observacdo interessante € o tamanho observado da proteina, ao redor de 66 kDa, 0 que
concordaria com a sequéncia encontrada no banco de dados do “Schistosoma mansoni

GeneDB, http://www.genedb.org/genedb/smansoni/, a qual revelou a presenca de 7 dominios

transmembrana, e cuja traducdo seria uma proteina de 631 residuos aminoacidicos e possuiria
uma massa de 70 kDa. Outro ponto importante para destacar nesta andlise, é a presenca de
uma banda de tamanho maior, de aproximadamente 100 kDa. Uma analise SDS-PAGE com
menor concentracdo de poliacrilamida permitiria obter mais informacdo sobre um possivel

comportamento dimérico da enzima estudada.
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4.2.6 Resposta humoral e celular na imunizagdo com a rSmSMase

Camundongos fémeas foram imunizados com 3 doses de rSmSMase e desafiados com
cercérias aos 46 dias. Foram analisadas as amostras de soro obtidas aos 45 e 90 dias do
experimento por ELISA (Figura 51).

IgG anti-rSmSM
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0 45 20
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Figura 51. Gréafico da producdo de anticorpos IgG total anti-rSmSMase nos camundongos
imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias.

Observa-se um aumento de IgG anti-rSmSMase, que se mantém no mesmo nivel apos
0 desafio até o0 momento da perfusdo (Figura 51). A seguir, foram avaliados os niveis dos
distintos subtipos de IgG (Figura 52). A razdo de 1gG1/IgG2a aos 45 dias foi de 7.9,
diminuindo para 4.79 aos 90 dias, indicando, como no caso da rSmCPN, também uma
reducédo do carater Tn2 apds o desafio.

:

10000+

[ IgG1 anti rSmSM
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Figura 52. Concentracdes aos 45 (pré desafio) e 90 dias (p6s desafio) de 1gG1l e 1gG2a em
camundongos imunizados com a rSmSMase.
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Paralelamente, foi analisada a producdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-5 ap6s o
desafio (Figura 53).

IFN-y IL-4
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por cada 200 000 esplendécitos

Figura 53. Resultados da contagem de esplendcitos produtores de citocinas provenientes de
animais imunizados com rSmSMase e desafiados aos 90 dias. A) Secregédo de IFN-y.
B) Secrecdo de IL-4. C) Secrecéo de IL-5.

A imunizacdo com a rSmSMase com CFA, induziu elevada producdo de IFN -y, mas
também producdo de IL-4 e IL-5, indicando uma resposta imune mista Tp1/T2. Esta seria

uma resposta imune favoravel ao parasita.

4.2.7 Avaliacéo do potencial protetor da rSmSMase

Os grupos de animais imunizados com as proteinas recombinantes foram entdo
avaliadas quanto a inducédo de protecdo contra desafio com cercéria de S. mansoni. Os animais
foram submetidos a infeccdo percutanea com 100 cercérias cada um, e ap6s 45 dias estes
foram recuperados por perfusdo. A contagem dos vermes em relacdo ao grupo controle
imunizado apenas com o adjuvante indicaria a percentagem de protecdo. A analise estatistica
da contagem dos vermes (Figura 54), revelou uma limitada capacidade do candidato vacinal
para induzir reducdo de parasitas.
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Figura 54. Ensaio de imunizagdo com a rSmSMase e desafio com cercaria. Observa-se que ndo ha
uma reducdo significativa (p<0.05) no nimero de parasitas quando comparado com o
controle onde foi utilizado s6 adjuvante como vacina.

Os resultados indicam a capacidade do S. mansoni em manipular a resposta imune em
seu beneficio, com a finalidade de sobreviver num ambiente hostil como a corrente sangiiinea

do hospedeiro, o qual se vé refletido no baixo nivel de protecdo observado.

4.3 FOSFATASE ALCALINA
4.3.1 Andlise bioinforméatica

Para clonar inicialmente a sequéncia completa do cDNA da Fosfatase Alcalina, foi
realizado um experiment 3° RACE baseado no contig SmAE 607243 (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003) para determinar o extremo 3’ do cDNA. Com esta informagéo se
desenharam iniciadores especificos a fim de amplificar a seqiiéncia completa de SmAP por
RT-PCR a partir de RNA total de parasita adulto. O cDNA resultante (namero de acesso do
GenBank HM045783) mostrou-se 99% idéntico a um cDNA da SmAP reportado previamente
[nimero de acesso do GenBank EU040139, (NDEGWA; KRAUTZ-PETERSON; SKELLY,
2007)] com algumas diferencas, devido possivelmente as diferencas entre as duas cepas de
parasitas comparadas (BH para o presente estudo e Puerto Rico para o trabalho do outro

grupo), ou a erros do sequienciamento (Figura 55).
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Figura 55. Alinhamento multiplo da SmAP completa clonada comparada com as seqiiéncias
previamente reportadas. Sdo comparadas a SmAP HM045783, a SmAP EU040139 e o
gene predito pela montagem do genoma (Smp_155890). As regiGes conservadas estdo
mostradas em preto e cinza; os limites entre os exons, em amarelo. As diferengas com a
EU040139 estdo em vermelho; e as diferencas achadas até o quinto exon da seqtiéncia
genbmica, em azul.
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Quando feita a busca da seqiiéncia gendmica do cDNA correspondente no banco de

dados do genoma (www.schistodb.org/Homepage/Smansoni), foram identificadas duas

Fosfatase Alcalinas preditas (Smp_155890 e Smp_145290). A seqiiéncia identificada como
Smp_155890 resultou ser a SMAP do nosso grupo, embora possuisse um extremo 3’ mais
curto e divergente, causado provavelmente porque o ultimo exon ndo foi corretamente predito
(Figura 55). Um alinhamento feito com estas duas seqiiéncias e a correspondente montagem
(supercontig Smp_scaff000188) mostrou que a causa desta divergéncia era causada por um
potencial erro durante o processo de montagem in silico (dados ndo mostrados). Por outro
lado, Smp_145290 (supercontig Smp_scaff000103; 881397-886893) é 88% similar com
SmMAP, apresentando polimorfismos na seqliéncia inteira e diferindo notavelmente no 5° exon.
Esta proteina ndo pdde ser validada por nenhum EST do banco de dados de S. mansoni (dados
ndo mostrados).

A sequéncia depositada no GenBank (HM045783) e clonada, do cDNA da Fosfatase
Alcalina (SmAP) estd mostrada abaixo, ressaltando a seqiiéncia sinal, o dominio
transmembrana e o dominio Fosfatase Alcalina (Figura 56):
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Figura 56.
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Seqiiéncia da Fosfatase Alcalina de S. mansoni (SmAP). Ressaltado em verde escuro,
dominio Fosfatase Alcalina; ressaltado em azul, regido transmembrana; C=cisteina.
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A analise desta seqliéncia revela a presenca de uma [ERECRIERSNENITERE ololpllglloNeF]

SR EAEREWANENQE! e [offoldle e lIgEY. A proteina original teria 536 aminoécidos com 7 cisteinas,
um pl teérico de 5,92 e massa molecular de 59352,38 Da. De acordo com o software

ClustalW, esta SmAP é 37% idéntica as sequéncias correspondentes dos precursores das
Fosfatases Alcalinas humana e murina. Foram preditos 5 possiveis sitios de N-glicosilacdo
(segundo padrdo de glicosilacdo de proteinas em humanos), e alguns sinais de baixissima
probabilidade de O-glicosilacdo (dados ndo mostrados).
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Figura 57. Alinhamento das seqiiéncias das Fosfatases Alcalinas de Homo sapiens, Mus musculus
e Schistosoma mansoni, obtido com o software ClustalW. C=cisteina; D=4cido
aspartico; E=acido glutdmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina;
Y=tyrosina; (*)=aminoacidos iguais; (:)= substituicdes conservativas; (.)= substitui¢des
semiconservativas.
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Comparando a seqliéncia com o0s ortélogos respectivos de M. musculus (37%
identidade) e H. sapiens (37% identidade), observamos a conservacdo dos sitios de ligacdo a
metais e sitio ativo (Figura 57).

Como a maioria das fosfatases de mamifero, esta fosfatase apresenta os residuos
tipicos para unido de dois atomos de zinco (Znl e Zn2) os quais seriam 0 motivo
DXXXH...H, para o Zincol e D...BJgX[g, para o Zinco 2 (KOZLENKOV et al., 2002), além
daqueles responsaveis pela unido do magnésio D... HXT...E (KOZLENKOV et al., 2002;
MILLAN, 2006). O motivo ndo catalitico de unido ao calcio, encontrado estruturalmente em
enzimas de mamiferos (MILLAN, 2006), é também observado, com certa variacdo, na
sequiéncia do S. mansoni (FA...). O sitio ativo (§) est4 conservado, e outro motivo presente
também em mamiferos para ajudar na formacdo do dimero e como sitio responsavel pela
inibicdo ndo competitiva da enzima, o dominio corda, poderia estar também presente na
seqliéncia (MILLAN, 2006). Uma caracteristica muito notavel da seqliéncia é que ela
apresenta dominio transmembrana, quando os ortdlogos murino e humano nao possuem
regido transmembrana, pois estdo ligados a membrana por ancora de GPI, cujo sinal também

foi detectado na sequiéncia do parasita (http://gpi.unibe.ch/).

Com a finalidade de conferir se estes residuos tedricamente podiam formar um sitio
ativo, foi feita a andlise de modelagem estrutural para a proteina com ajuda do software
Swiss-PDB Viewer, utilizando um modelo em 3D da Fosfatase Alcalina de placenta de Homo
sapiens (Codigo de Acesso PDB: 2glgA), ressaltando os aminoécidos correspondentes aos
diferentes sitios na Figura 57, mostrando as estruturas secundarias sem cadeias laterais e a

superficie molecular calculada (Figura 58).

95



Figura 58. Modelagem estrutural tedrica da SmAP utilizando como molde a estrutura 3D da

Fosfatase Alcalina de Homo sapiens. A) Observa-se todos os residuos de aminoacidos
que tedricamente corresponderiam com o sitio de ligacdo ao zinco (verde, roxo e azul
claro), ligacdo ao magnésio (amarelo), ligacdo ao célcio (dourado), sitios de N-
glicosilacdo (vermelho) e sitio ativo (azul). B) Modelo de superficie molecular calculada
mostrando os residuos de aminoécidos correspondentes aos sitios mostrados em (A)
expostos na superficie da molécula.

Adicionalmente foi feita uma analise preditiva dos potenciais epitopes de células B na

SMAP com o objetivo de avaliarmos a imunogenicidade teorica da estrutura terciaria e sobre

tudo, ver se os sitios envolvidos na interagdo com o substrato e complementares, seriam alvo

de reconhecimento imune.

A)

Figura 59. Predicao tedrica de potenciais epitopes conformacionais de célula B em SmAP. A) e

B) representam imagens opostas da proteina. A serina do sitio ativo esta corada em azul
escuro e os potenciais epitopes conformacionais de células B, em amarelo. Os residuos
aminoacidicos de interacdo predita com zincol estdo em verde, ao zinco2 em roxo, ao
magnésio em vermelho, ao magnésio e zinco2 em azul claro, em laranja o potencial sitio
de ligacdo ao calcio presente s6 em sequéncias de mamiferos.
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Podemos observar a presenca de epitopes conformacionais para células B (em
amarelo) na superficie da molécula, e pelo menos um nas proximidades do sitio ativo (Figura
59A). Esta analise é importante no desenho de vacinas, pois muitos dos anticorpos gerados
poderiam ndo ser neutralizantes, uma vez que estariam sendo direcionados a regifes pouco
relevantes da molécula.

A sequéncia original do cDNA da SmAP foi amplificada sem as regides
correspondentes ao peptideo sinal e a regido transmembrana, com a finalidade de garantir a
solubilidade da proteina. Assim, gerou-se um fragmento de 1474 bp. A construcdo pAE-
SMAP, quando inserida no sistema de expressao passaria de um pl e massa molecular tedricos
de 5,92 e 59352,38 Da a ter um pl de 5,93 e massa molecular de 54549, 98 Da.

4.3.2 Avaliacao da expressao diferencial dos transcritos por RT-PCR

O gene da SmAP apresenta uma alta transcricdo em cercaria, de 54 vezes mais do que
em esquistossdmulo, sendo ovos o segundo estagio com maior expressao do transcrito (Figura
60)
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Figura 60. Andlise comparativa da expressdo diferencial do transcrito da SmAP entre os estagios
intra-hospedeiro. Fold Change = 2 2 relativo ao estagio de esquistossémulo.

Este experimento é representativo de 3 experimentos independentes realizados com o
mesmo nimero de extrato de RNA total diferentes.

Os niveis transcricionais da SmAP foram avaliados em cinco estagios do ciclo de vida
por gRT-PCR. Nossos resultados revelaram que 0 RNAmM da SmAP é expressa em todos 0s
estagios, com a maior atividade transcricional observada em cercaria (~50 vezes em relacdo
ao estagio de esquistossémulo), seguido de ovos (~20 vezes) e adultos (~6 vezes) (Figura 60),
todas as quais tiveram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas entre elas
e com 0s estagios de miracidio e esquistossomulo. Miracidios 7 esquistossdmulo de 7 dias
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foram os menores quando comparados com 0s outros estagios do ciclo de vida. Observou-se
adicionalmente que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os perfis

transcricionais de parasitas machos e fémeas adultos.

4.3.3 Expressao e purificagdo da rSmAP

Para avaliar a expressdo da rSmAP (~55 kDa), foram testadas as cepas BL21-SI, BL21
Star (DE3) pLysS e BL21 (DE3), transformando-as com pAE-AP (Figura 61).
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Figura 61. Analise por SDS-PAGE 12% da expressdo da rSmAP em E. coli BL21 (DE3), E. coli
BL21 Star (DE3) pLysS e BL21-Sl. Para A), B) e C): Extratos totais: (1) bactéria com
plasmideo vazio ndo induzida (NI), (2) bactéria com plasmideo induzida (l), (3) bactéria
transformada com pAE-SmAP, clone 1, NI, (4) clone 1, I, (5) clone 2, NI, (6) clone 2, I,

(7) clone 3, NI, (8) clone 3, I, (9) marcador de massa molecular. Foram colocadas 20 pg
de proteina em cada poco.

A cepa BL21 Star (DE3) pLysS foi aquela que mostrou melhor expressdo quando
comparada quantitativamente com as outras cepas, pois a proteina recombinante,
apresentando um tamanho esperado de ~55 kDa, constituia ~28% do total de proteina (analise
densitométrica), contra ~12% na cepa BL21 Sl e ~24 % na cepa BL21 (DE3).

Foi feita a analise de expressdo nas fracbes sollveis e insollveis para ver em que
fracdo a proteina encontrava-se (Figura 62).
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Figura 62. Analise de SDS-PAGE 12% em condi¢des redutoras das fracGes solavel e insolavel
da E. coli BL21 Star (DE3) pLysS pAE-SmAP. Extratos totais, (1), bactéria
transformada com vetor vazio, fracdo soluvel; (2) fracdo insoltvel; (3) bactéria
transformada com pAE-SmAP clone 1 fragdo soluvel; (4) fracdo insolavel; (5) clone 2
fracdo soluvel; (6) fracdo insoluvel; (7) clone 3 fragdo sollvel; (8) fracdo insolavel; (9)
marcador de massa molecular.

De acordo com a analise da Figura 62, a proteina encontra-se majoritariamente como
corpusculo de inclusdo, e em conseqliéncia, 0 seguinte passo € a analise de solubilidade do

corpusculo em concentracgdes crescentes de uréia.

12 3 4 567 8 91011

w | 66

. L
-

30

S54kDa

[ ksl

ey 14

Figura 63. Andlise por SDS-PAGE do ensaio de solubilizagdo do corpusculo contendo rSmAP
(~55 kDa) em concentracdes crescentes de uréia. (1) Extrato da bactéria transformada
com pAE-SmAP ndo induzida, (2) sobrenadante da bactéria expressando rSmAP, (3)
corpusculo da bactéria expressando rSmAP, (4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) 28
lavagem com Triton X-100 2%, (6) solubilizacdo com uréia 1 M, (7) uréia 2 M, (8) uréia
4 M, (9) uréia 6 M, (10) uréia 8 M, (11) marcador de massa molecular.

De acordo com a Figura 63, observa-se que ja com uréia 2 M elimina-se um
contaminante de >14 kDa (poco 7), e a SmAP comeca a se solubilizar com uréia 4 M (pogo
8), para acabar-se solubilizando completamente com uréia 8 M. Nas indu¢des posteriores,
serdao feitas duas lavagens com uréia 2 M e depois o corplsculo serd solubilizado
completamente com uréia 8 M. N&o foram feitos testes de enovelamento com diferentes pH e
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concentracdes de NaCl, uma vez que esta proteina possui um pl muito préximo daqueles da
rSmCPN e rSmSMase, e foi assumido que o comportamento frente ao pH e NaCl durante o
enovelamento ia ser 0 mesmo.

Com a intencdo de estabelecer as melhores condicGes para a cromatografia por
afinidade, um novo cultivo para expressdo da rSmAP foi realizado, as células coletadas e os
corpusculos obtidos, lavados e solubilizados em 8 M uréia pH 8,5. Este extrato foi enovelado
pelo método de diluicdo a baixa temperatura, e ap6s 12 h, esta solucdo contendo a proteina ja
enovelada foi filtrada e passada pela coluna de afinidade ao niquel Ni Sepharose™. Apos a
cromatografia, a proteina foi eluida com um gradiente de imidazol e esta proteina eluida foi

dialisada com tampéo préprio para imunizacao (PBS pH 8,5 ou glicina-NaOH pH
8,5) ou para testar atividade enzimatica. Foram coletadas amostras dos diferentes passos de
purificacdo para serem quantificadas (Tabela 9) e analisadas por SDS-PAGE (Figura 64) para

determinar a quantidade e pureza da proteina recombinante (analise por densitometria).
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Figura 64. Andlise por SDS-PAGE 12% em condic6es redutoras das diferentes etapas durante o
processo de purificacdo da rSmAP. (1), Extrato total de bactéria transformada com
vetor vazio; (2) extrato total de bactéria transformada com pAE-SmAP; (3)Fracdo
solavel; (4) Fracdo insolavel; (5) lavagem com tris, EDTA 50 mM e triton 2%; (6)
lavagem com Tris 40 mM; (7) lavagem com 4M uréia, (8) solubilizagdo com 8 M uréia;
(9) marcador de massa molecular; (10) precipitado no enovelamento; (11) protena
renaturada; Cromatografia em Ni Sepharose™ (12) Flow-Through; (13) lavagem, (14)
Fracdo 4 da eluicdo, (15) Fracdo 3 da eluicdo, (16) Fracdo 4 dialisada em tampao glicina-
NaOH pH, 8,5; (17) marcador de massa molecular. Foram colocados 20 ug de proteina
em cada poco.
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Tabela 9. Tabela de rendimentos na purificacdo da rSmAP obtida em E. coli

Volume Concentracdo  Proteina Proteina Rendimento
Amostra (ML) de proteina total recombinante (%)
(mg/ml) (mg) (mg)
Extrato total 60 5,7 345 93,2 100%
Fracdo soltvel 60 3,3 195
Fracdo insolGvel 60 2,7 164 75,4 80%
Solubilizacdo do cquusculo 20 6.5 128 65.3 70%
com 8 M uréia
Proteina soltvel no 54 2 108 356 38%
enovelamento
Proteina precipitada no 3 0.4 12
enovelamento
Flow-Through Ni Sepharose™ 10 2,3 23 10,1 11%
Eluicdo Ni Sepharose™ 12 1,3 16 11,4 12%
Dialisado em glicina-NaOH 12 1,3 16 11,4 12%

De acordo com o observado nos geéis e nas quantificagdes, a proteina se liga
parcialmente na coluna, pois esta presente também na fracdo do Flow-Through (Figura 64,
poco 12 e Tabela 9), e aparentemente estd um pouco purificada do que no corpusculo (Figura
64, pocos 11 e 14). Ela também precipita no caso de dialisar em tampdo PBS mesmo no pH
8,5 (dados ndo mostrados). Analisando os dados mostrados na Tabela 9, continua ocorrendo o
problema da perda no enovelamento (~30%) e na fracdo do Flow-Through (~11%).

A quantidade de proteina purificada obtida na cromatografia foi de ~19 mg de rSmAP
por litro de cultura. Esta proteina purificada foi utilizada para a geracdo de anticorpo anti-
rSmAP em rato para posteriores estudos de Western blot em estdgios do parasita e

imunolocalizagéo.

4.3.4 Purificagdo da rSmAP desnaturada

Visando melhorar o rendimento da purificacdo da rSmAP, utilizou-se uma abordagem
alternativa. Para tal fim, purificou-se, em pequena escala (volume de amostra e de resina de
500 uL) a proteina, usando inicialmente a cromatografia de troca ibnica em condicGes
desnaturantes a pH 8.5. A proteina foi lavada com 60 mM NaCL e eluida com 80 mM NaCl.
Esta eluicdo foi ajustada para um pH 7.0 e passada finalmente numa coluna de afinidade ao
niquel, sendo eluida com 50 mM imidazol. Para avaliar a reproduzibilidade destes resultados,
foi feita uma purificagdo em grande escala. A partir de um cultivo de 400 mL, obteve-se uma
massa celular de 1,14 g, e 0,29 g de corpusculo de incluséo. Estes 0,29 g foram solubilizados
em uréia e purificados de acordo com a seqliéncia cromatografica descrita acima, e as

amostras quantificadas (Tabela 10)
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Tabela 10. Avaliacéo de rendimentos do processo de purificacdo da rSmAP desnaturadaem 8 M

uréia
Amostra Volume Concentracédo de proteina Proteina total
_ , (mL) (mg/mL) (mg)
Solubilizacdo do c,qrpusculo em 8 50 2,09 104,63
M ureia

Flow-Through IEC 110 0,09 9,73
Lavagem IEC 60 mM NaCl 145 0,2 28,63
Eluicdo 80 mM NaCl 775 0,08 60,76
Eluicdo 1000 mM NaCl 49 0,216 10,57
Flow-Through IMAC 840 0,051 42,58
Lavagem 10 mM imidazol 340 0,07 23,85
Eluicdo 50 mM imidazol 355 0,07 24,69

Elui¢do 1000 mM imidazol 30 0,08 2,51

Observamos que o corpusculo de inclusdo ja lavado possui umas 100 mg de proteina
total, das quais s&o eluidas ~60 mg de proteina total com 80 mM NaCl. E esta elui¢do a que é
passada posteriormente por uma coluna de afinidade ao niquel, e eluida com 50 mM imidazol
(~24 mg proteina total), obtendo-se no final do processo completo, uma pureza de 80%
(Figura 65).

rSmAP
1
ANT TI AFTI LMW
‘_ 97
S4KDa 66
45

14

Figura 65. Gel SDS-PAGE 12% mostrando a rSmAP durante os processos de purificacdo por
cromatografia de troca ibnica e cromatografia de afinidade ao niquel. ANT, amostra
antes da cromatografia de troca idnica, TI, eluicdo da troca ibnica, AFI, eluicdo da
afinidade ao niquel.

Os resultados preliminares desta abordagem mostraram uma rSmAP mais pura quando

comparados com os resultados obtidos na purificacdo da proteina previamente renaturada.
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4.3.5 Clonagem e expressdo da SmAP em P. pastoris

Com o proposito de obter uma preparacdo mais pura da rSmAP e em sua conformacéo
nativa, foi iniciada a clonagem do cDNA para expressao no sistema eucariético P. pastoris.
Para 0 estagio na Inglaterra, foi obtido um gene sintético da SmAP, sem peptideo sinal nem
porcdo transmembrana, com codon otimizado para expressdo em P. pastoris, pois
anteriormente ja havia sido feita a tentativa de expressaio da SmAP (com regido
transmembrana e peptideo sinal) em P. pastoris sem sucesso no nosso laboratério (L.P.
Farias, comunicacao pessoal).

O cDNA da SmAP (~1400 bp) foi clonado no vetor pPICZaA (~3600 bp), sem o
cddon de iniciacdo nem de terminacdo, devido ao fato deste vetor ja fornecer esses tipos de

codificagdes (Figura 66).

—3600 bp

—1400 bp

Figura 66. Gel de agarose 1% mostrando a analise de restri¢édo da clonagem do cDNA da SmAP
no vetor pPICZaA. 1, Marcador de DNA; 2, Vetor pPICZaA vazio (~3600 bp); 3,
pPICZoA digerido com EcoRlI e Xba | liberando o fragmento da SmAP (~1400 bp).

A cepa de levedura X33 foi transformada com o vetor pPICZaA-SmAP por choque
osmético, e apo6s selecdo em meio com o antibidtico apropriado 8 clones para avaliar a

expressdo da proteina e sua secrecdo ao meio de cultivo (Figura 67).
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Figura 67. Analise por Western blot da expressdo da rSmAP com cédon otimizado em P.
pastoris. As amostras analisadas sdo conjunto de todos os tempos coletados (12, 18, 30,
42, 54, 60 h) dos sobrenadantes das culturas de leveduras, precipitadas com TCA e
separadas em géis de gradiente de 4-12%. 1-6, clones 1-6; C, controle de expressdo; M,
marcador de massa molecular. Anticorpo utilizado: HRP-conjugated anti-His antibody
(Sigma).

Pode-se observar uma expressdo fraca na maioria dos sobrenadantes das culturas das
cepas escolhidas para expressar rSmAP, com a particularidade de estar potencialmente
glicosilada (uma vez que a maquinaria biossintética da levedura pode estar reconhecendo os
sinais de N-glicosilacdo presentes na sequéncia protéica). Ha sinais claros de degradacdo
protéica em alguns clones, quando comparados com o controle positivo da proteina
desconhecida de S. mansoni expressa em P. pastoris (gentileza do Prof. Alan Wilson).
Seguidamente, foi feita uma purificacdo da proteina no meio de cultivo por cromatografia de
afinidade ao niquel (Figura 68).
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Figura 68. Analise por SDS-PAGE 4-12% das fragdes eluidas na purificacdo de cada
sobrenadante de cultivo de trés clones da rSmAP. 1, purificacdo do clone 1 rSmAP;
2, purificagdo do clone 2; 4, purificacdo do clone 4; M, marcador de massa molecular.

Pode-se observar que aparentemente tem a eluicdo de uma proteina com o tamanho
esperado para a proteina recombinante e a0 mesmo tempo mostra um tamanho similar ao
mostrado pela molécula nativa (~65kDa) talvez devido & glicosilacio por parte da levedura. E

possivel também ver uma banda muito ténue, de aproximadamente uns 150 kDa. Isto
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concordaria com a observacao e propriedade da SmAP nativa formar dimero (~130 kDa) em
condicdes ndo redutoras (CESARI, 1974; PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984), o qual
seria 0 visto neste caso, mesmo utilizando um tampdo de denaturacdo com DTT. Para
confirmar o resultado, foi feita uma andlise por espectrometria de massa da banda que seria
correspondente a rSmAP purificada por niquel. O resultado inesperado obtido caracterizou a
poteina como sendo albumina.

Os experimentos de expressdo feitos na Inglaterra foram refeitos no Brasil com o
intuito de testarmos mais clones. Para isto realizamos uma nova transformacéo na cepa X-33 e
testamos 50 clones. Estes 50 clones foram analisados quanto a presencga do inserto por PCR

com iniciadores proprios da rSmAP (Figura 69).
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Figura 69. Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo do cDNA (1441 bp) da rSmAP clonada
no vetor pPicZaA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da esquerda a
direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle positivo no

altimo pogo.
Houveram 8 clones positivos. Uma vez definidos os clones positivos quanto a
presenca dos fragmentos clonados, seguiu-se com a inducdo da expressdao em meio de cultura

por 4 dias. Uma vez que a expressao protéica podia ser minima, as amostras de meio de
cultura foram analisadas por Western blot. Observou-se expressdao em um unico clone da

rSmAP (Figura 70)
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Figura 70. Western blot da analise da expressédo dos 8 clones da rSmAP em P. pastoris cepa X-
33. 1-8, clones da X-33 analisados. Anticorpo primario: soro anti-rSmAP 1:1000,
secundario: HRP-conjugated goat anti-rat 1:6000.

Esta proteina mostrou um tamanho maior que o esperado, produto de provaveis
glicosilagdes proprias do sistema de expressdo em P. pastoris. A quantidade de proteina é
baixa (~5mg/L cultivo). Nao foi possivel detectar atividade enzimética alguma quando testada

com susbtrato para Fosfatase Alcalina.

4.3.6 Avaliacdo da expressdo da SmAP nos estagios do parasita por Western blot

Os anticorpos gerados em rato e imunoadsorvidos foram utilizados para avaliar a
expressao da proteina em sete estagios do ciclo de vida do parasita mediante Western blot
(Figura 71)
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Figura 71. Analise por Western blot em condic¢fes redutoras da expressdo da SmAP em cinco
estagios do parasita. A) Analise por Western blot da expressao da SmAP nos estagios.
rSmAP, 25 ng de SmAP recombinante; (OVO) extrato de ovos; (MIR) miracidios; (CER)
cercarias; (S3H) esquistossdmulos de 3 horas; (S12H) esquistossdmulos de 12 horas;
(S7H) esquistossémulos de 7 dias; (MAC) adultos machos; (FEM) adultos fémeas. Foram
colocados 5 pg de proteina de todos os estagios. B) Gel corado com Coomassie como
controle da mesma quantidade de proteina colocada em cada pogo. Anticorpo primario:
soro de rato anti rSmAP 1:5000 adsorvido, secundario: HRP conjugated goat anti rat 1gG
1:6000
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Observando a Figura 71A e B, vemos que a SmAP ¢ expressa em todos 0s estagios,
com algumas particularidades. O nivel mais baixo desta proteina foi encontrado em cercérias,
observando-se um incremento até as 12 h ap6s a transformacdo em esquistossdmulo. Os
esquistossomulos de 7 dias apresentam um nivel comparavel aquele visto em cercérias. A
analise entre os adultos machos e fémeas revelou maior expressdo protéica nestas ultimas
(Figura 71). Uma banda ténue presente em fémeas e miracidios talvez seja um produto de
degradacdo durante o processamento da amostra. A expressdao em extrato de ovos chama a
atencdo por ter uma banda maior (apenas alguns daltons a mais, seta vermelha na Figura 71A)
que sO aparece nesse estagio, enquanto nos outros estagios essa banda esta ausente.
Comparou-se as fracdes de tegumento e verme desnudo (Figura 72A), observando-se que as
quantidades de SmAP em cada fracdo séo similares. Em condi¢des ndo redutoras (Figura
72B), aparece como um dimero ativo de ~130 kD, o que ja tinha sido previamente descrito
(PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984).
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Figura 72. Andlise por Western blot das fracfes de tegumento e verme desnudo incubadas com
anti-rSmAP. A), Analise da expressdo da SmAP nas fracOes de tegumento e verme
desnudo, 20 pug de proteina em cada poco. B), Analise da expressdo da SmAP em
tegumento sob condi¢Bes ndo redutoras, 20 ug de proteina. Anticorpo primario, rat anti-
rSmAP 1:5000; anticorpo secundario goat anti-rat conjugado com HRP, 1:6000.

107



4.3.7 N-glicosilagdo da SmAP

A SmAP nativa migra no SDS-PAGE com uma massa aproximada de 65 kDa, maior
que a predita de ~56 kDa para a proteina matura. Com a finalidade de ver se esta banda maior
era produto da glicosilacdo da proteina, foi feita uma deglicosilacéo in vitro, utilizando uma
PNGase (N-glicosidase), tratando ou ndo amostras de tegumento com a enzima.
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Figura 73. Andlise por Western blot de tegumento do parasita e extrato de ovos tratados com
glicosidase. A) e B), (1) rSmAP 100 ng, (2) amostra de ovo ou tegumento tratada com
tampédo de deglicosilacdo sem deglicosidase, (3) amostra de ovo ou tegumento tratada
com PNGase (N-glicosidase). Foram colocadas 20 ug de cada amostra de tegumento.

Observou-se que apds a digestdo com PNGase F, a banda migra com um tamanho
menor (Figura 73A), indicando que no tegumento SmAP é N-glicosilada, como havia sido
predito pela analise bioinformatica da sequéncia. Adicionalmente, a deglicosilacdo dos ovos
(B) mostrou duas bandas, uma menor com o tamanho esperado da SmAP e uma segunda
banda com tamanho maior que o esperado, que ndo pode ser deglicosilada quando tratada com
enzimas especificas para O-deglicosilacao.

4.3.8 Presenca da SmAP no tegumento de vermes adultos por ancora de GPI

A SmAP foi visualizada por Western blot em fracGes de tegumento de vermes adultos
digeridas com Fosfolipase C (PiPLC), confirmando a presenca da proteina no tegumento e a
presenca do sitio para &ncora de GPI na seqliéncia protéica. Essa enzima digere as ancoras de
GPI liberando as proteinas presas a membrana de superficie por essa ancora. A Figura 74
mostra o Western blot contendo as fracdes dos meios de cultura concentrados onde os
parasitas foram tratados ou ndo com a enzima PiPLC. Uma banda é fortemente reconhecida
no meio de cultura onde os parasitas foram incubados com a enzima, confirmando a presenca

da proteina no tegumento por ancora de GPI.
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PiPLC

Figura 74. Anélise da ligacdo da SmAP no tegumento de vermes adultos por ancora de GPI
apos digestdo com PiPLC. Western blot contendo as fragcbes dos meios de cultura
concentrados onde os vermes adultos foram tratados com piPLC (+) ou ndo (-) por 1 h a
37 °C. A membrana foi incubada com o soro anti-SmAP na proporgdo de 1:1000 e
anticorpo secundario (anti-lgG de rato conjugado com peroxidase) numa diluicdo de
1:6000.

4.3.9 Imunolocalizagdo da SmAP em cortes do estagio adulto

Visando localizar a proteina nas estruturas teciduais no parasita, foram realizados
varios cortes histoldgicos e estes incubados com anticorpo anti-rSmAP. De acordo com a
Figura 75, podemos observar expressdo da proteina em quase todos os tecidos dos vermes
adultos (no tegumento, parénquima e glandula vitelina), observando-se também uma
marcagdo muito forte na fémea, talvez por ser uma enzima associada ao metabolismo de
nucleotideos, o qual confirmaria resultados anteriores onde foi detectada atividade de SmAP
nos tecidos internos do Utero e glandula vitelina na fémea (CESARI, 1974). Nos requadros de
aumento observamos com maior detalhe algumas estruturas reconhecidas pelo anticorpo, além
do tegumento (TEG) observa-se a projecao citoplasmatica (PC) e o corpo celular (CC). A
camada muscular (CM) foi marcada com faloidina a fim de destacar melhor as estruturas
subtegumentares. Para um melhor entendimento do descrito anteriormente, pode-se tomar

como referéncia 0 modelo de tegumento descrito na Figura 4.
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Figura 75. Imunolocalizagdo da SmAP em sec¢Oes transversais de adultos. A) Amostra incubada
com soro anti rSmAP imunoadsorvido contra extrato de E. coli, 1:200, imagem de
fluorescéncia confocal. B) Correspondente imagem de contraste de interferéncia
diferencial. C) regido aumentada do macho em A) mostrando a marcacdo da SmAP no
tegumento (TEG), projecao citoplasmatica (PC), corpo celular (CC) e parénquima (PAR),
além da marcacdo da camada muscular (vermelho). D) regido aumentada da fémea em A)
mostrando a marcagéo da glandula vitelina (GV). A fluorescéncia verde indica a presenca
da SmAP; a vermelha, a presenca de actina. Anticorpo secundario Alexa Flior 488 Goat
anti-Rat 1gG, 1:200; Faloidina-rhodamina 1:200.

Para a imunolocalizacdo da proteina no parasita inteiro, o anticorpo usado nos
anteriores experimentos de Western blot e imunolocalizacdo de secdo teve que ser
previamente purificado de acordo com o método descrito no item 3.11, uma vez que testes
previos resultaram numa alta inespecifidade nos controles negativos. Como resultado desta
purificacdo, obtivemos um anticorpo que reconhecia especificamente a proteina nos tecidos

do parasita, como mostrado na Figura 76.
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No esquistossdbmulo de 7 dias ha expressdo aumentada de uma maneira geral nos
tecidos do verme, sendo maior na regido adjacente ao intestino e mantendo ainda o padrédo
pontual de expressdo em algumas areas (flechas azuis, Figura 76C)
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Figura 76. Imunolocalizacdo da SmAP em esquistossdmulo de 7 dias. A), Imagem de interferéncia
de contraste diferencial de amostra incubada com soro anti-rSmAP imunoselecionado
1:100. B), imagem bidimensional de fluorescéncia confocal de A). C) imagem
tridimensional de B). D) amostra incubada com soro naive imunoselecionado 1:100,
marcacdo com faloidina destacando o tecido muscular do parasita na imagem
bidimensional. A fluorescéncia verde indica a presenca da SmAP, enquanto a
fluorescéncia vermelha indica a presencia de actina. As flechas azuis indicam a presencga
de SmAP nos tecidos do parasita. Anticorpo secundario Alexa Fluor 488 Goat anti-Rat
1gG, 1:200.

Se analisarmos detalhadamente a imagem tridimensional (Figura 76C), essa expresséo

aumentada fica mais evidente enquanto a distribuicdo da SmAP no parasita.
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A expressdo da SmAP no esquistossbmulo de 21 dias (Figura 77) mostra uma

distribuicdo mais homogénea da SmAP no verme, sendo muito aparente na forma de pontos
de expressao.

Figura 77. Imunolocalizacdo da SmAP em esquistossdmulo de 21 dias. A) imagem de
fluorescéncia confocal de amostra incubada com soro naive imunoselecionado 1:100,
marcacdo com faloidina destacando o tecido muscular do parasita. B) imagem de
fluorescéncia confocal de amostra incubada com soro anti-rSmAP imunoselecionado
1:100. A fluorescéncia verde indica a presenca da SmAP, enquanto a fluorescéncia
vermelha indica a presencia de actina. Anticorpo secundario Alexa Flor 488 Goat anti-
Rat IgG, 1:200; faloidina-rhodamina 1:200.

E perceptivel a diferenca de marcagdo no proprio tecido do verme onde se vé também
expressdao em torno do nucleo das células, evidenciando a localizagdo citoplasmatica da
SmAP, como foi vista também nos corpos celulares do tegumento de adultos (Figura 75). N&o

foi observada expressdo no tegumento, como pode ser visto pelo contorno definido pela
marcacdo com actina (Figura 77B).
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Para a imunolocalizagdo de ovos foi feito um tratamento especial de desparafinizagdo

e recuperacdo antigénica para poder expor mais 0s antigenos relevantes, com resultados
encorajadores.

Figura 78. SecOes transversais de figado contendo ovos de S. mansoni incubadas com anti-
rSmAP. A) Amostra incubada com anticorpos anti-rSmAP purificados e
imunoselecionados, imagem de contraste de interferéncia diferencial. B) Imagem
tridimensional de fluorescéncia confocal de A). C) Amostra incubada com soro naive
purificado e imunoselecionado, imagem de contraste de interferéncia diferencial. D)
Imagem de fluorescéncia confocal de C). A fluorescéncia verde indica a presenca da
SmCPN. Anticorpo secundario Alexa Flior 488 Goat anti-Rat 1gG, 1:200.
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4.3.10 Avaliacao da atividade enziméatica da SmAP em parasitas vivos

Com a finalidade de demonstrar a acessibilidade do substrato a enzima nativa presente
no tegumento do parasita vivo em condi¢des naturais, os diferentes estagios deste foram
incubados com o substrato p-Nitro Phenyl Phosphate (pNPP, Sigma), usado para medir a
atividade de Fosfatase Alcalina, como mostrada na Figura 79A e B. A atividade enzimatica na
superficie dos parasitas vivos em diferentes estagios e géneros evidencia uma clara diferenca

na presenca da enzima e sua quantidade por area de superficie.
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Figura 79. Atividade enzimatica da SmAP em parasitas vivos de S. mansoni. A) Comparacao
entre estagios, normalizada pela mesma area de superficie para cada estagio. B)
Comparacao entre géneros, normalizada pelo nimero de individuos (trés de cada um). A
atividade foi avaliada por incubacéo direta de parasitas vivos com o substrato por 30 min
a 37 °C e lido a 405 nm. As barras representam a média £ D.E. de um experimento
representativo de trés experimentos independentes. OVO, ovos; CER, cercarias; S7D,
esquistossdomulos de 7 dias; MAC, machos; FEM, fémeas. *, **, *** representam
valores com diferencas estatisticamente significativas, valor de p <0.05.

As cercérias apresentam uma certa atividade na sua superficie, embora sejam estagios
de vida livre, o que indica que o parasita inicia a produgédo da enzima antes da penetracdo no
hospedeiro e antes da formacéo do tegumento. A atividade € minima em esquistossémulos de
cultura de 7 dias (Figura 79A), comparativamente com 0s outros estagios. A atividade de
superficie € maior na fase adulta. O S. mansoni sintetiza muitas proteinas a serem utilizadas
em um estagio especifico, no estdgio anterior (VALLE et al., 1999). Neste ponto,
comparamos 0 observado no ensaio da atividade enzimatica na superficie do parasita em
diferentes estagios, com a avaliacdo do nivel de transcritos (Figura 60) e a analise por
Western blot da expressdo ao longo dos estagios (Figura 71). Vemos que tanto o nivel de
transcritos (Figura 60), quanto a expressao da proteina (Figura 71) e a atividade enzimatica na
superficie do verme no esquistossdmulo de cultura de 7 dias (Figura 79A), sdo minimas e
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concordam uma com outra. A expressdo também é baixa em cercéria (exceto no RT-PCR).
Isto explicaria porque a resposta imune anti-SmAP na esquistossomose murina aparece s6 50
dias apds a infecgdo com o parasita (PUJOL; CESARI, 1990) e no antes. E bem sabido que 0
estdgio mais vulnerdvel para eliminacdo do parasita no modelo de vacina com cercéria
irradiada € o de esquistossomulo, portanto, seguindo a l6gica de supervivéncia parasitica, ndo
€ muito conveniente nestes termos ter a proteina muito expressa nem altamente exposta na
superficie deste estdgio. Na comparacdo de atividade na superficie entre géneros, que foi
normalizado pelo nimero de parasitas, as fémeas mostraram maiores niveis de atividade,
quase duas vezes a atividade dos machos adultos (Figura 79B). Isto é muito interessante, se
considera-se que as fémeas possuem uma menor area de superficie.

Anticorpos induzidos em ratos contra a proteina recombinante foram usados para
investigar a possivel inibicdo da atividade da enzima nativa. Parasitas adultos vivos foram
incubados com anticorpos anti-rSmAP e a atividade de Fosfatase Alcalina foi medida. N&o foi
observada inibicdo da atividade de Fosfatase Alcalina quando comparada com parasitas

incubados com soro naive (Figura 80).
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Figura 80. Atividade enziméatica de SmAP em parasitas vivos incubados com anti-rSmAP. Os
parasitas adultos vivos foram incubados por 60 min a 37 °C com 50 uL de anti-rSmAP
(complemento inativado) e depois incubados com o substrato pNPP por 30 mina 37 °C, e
a absorbéancia lida a 405 nm. As barras representam a média + D.E. de um experimento
representativo de trés experimentos independientes. Nenhum dos pontos deu uma
diferenca estatisticamente significativa.
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4.3.11 Resposta humoral e celular na imunizagéo com a rSmAP

Camundongos C57BI6 foram imunizadas com 3 doses de rSmAP usando CFA como
adjuvante, com intervalo de 15 dias, entre cada, e apds 15 dias foram desafiados com 100
cercarias, e 0s vermes adultos recuperados apds 7 semanas. Foram obtidas amostras de soro
antes de cada imunizagéo, desafio e perfusdo, que foram analisadas por ELISA. Obteve-se um
alto titulo de anticorpos IgG ao longo do experimento até antes da perfusdo (1/320000, Figura
81).

IgG anti-rSmAP
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Figura 81. Grafico da producdo de anticorpos IgG total anti-rSmAP nos camundongos
imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias.

Foi analisado o padrdo de is6tipos IgG1 e 1gG2a, observandose que ha um incremento
na concentracdo de IgG2a circulante de maneira simultdnea com a diminuicdo na
concentracdo de IgG1 circulante apds o desafio (Figura 82).
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Figura 82. Concentracdes de 1gG1 e 1gG2a aos 45 (pré desafio) e 90 dias (p6s desafio) contra a
rSmAP em camundongos imunizados com a proteina purificada de E. coli.

116



De acordo com este perfil observado, pode se concluir que a resposta imune envolve
caracteristicas de transicdo de uma resposta T2 em direcdo a uma resposta Ty1, uma vez que
a razéo entre as 1gG1/IgG2a aos 45 dias, diminui ao longo do tempo (aprox. 18.7 para 4.8
aos 90 dias) antes e apds o desafio, 0 que poderia propiciar ao parasita a uma situacao
intermediaria entre Tyl e Tn2, que poderia se aproximar da hipotese do “Vale Feliz”
(WILSON; COULSON, 1999).

Também foi avaliada a resposta imune celular, aos 45 e 90 dias do experimento, sendo
que neste caso foram imunizados com a rSmAP (aos 45 dias) alguns camundongos a mais,
com a finalidade de obter os dados de resposta celular. Observando a secre¢do de citocinas
por parte dos animais imunizados com rSmAP, podemos observar a producdo de IFN-y aos 45
dias (Figura 68), que é reduzida aos 90 dias; a presenca da IL-10 depois do desafio e ndo
antes, indica que o parasita esta induzindo a secrecdo desta citocina reguladora (desregulando
0 pélo Txl1), o que decorre na diminuicdo de IFN-y (Figura 83), e que em conjunto poderia
ajudar na sua supervivéncia no hospedeiro (WYNN; HOFFMANN, 2000).
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Figura 83. Resultados da contagem de esplendcitos produtores de citocinas provenientes de
animais imunizados com rSmSMase e desafiados aos 90 dias. A) Secrecédo de IFN-y.
B) Secrecdo de IL-4. C) Secrecéo de IL-5.
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A secrecdo de IL-5 aumenta de quase nula aos 45 dias, é notdria aos 90 dias, estimula
a proliferacdo de eosindfilos, os quais participam na tentativa de defesa do hospedeiro contra
0 patdgeno. Estes tipos celulares também participam na formacdo dos granulomas induzidos
pelos ovos. Com tudo isto, a transi¢do de T2 a Tl somada ao desregulamento simultaneo de
Thl, evidencia a capacidade do parasita para regular e manejar o sistema imune a propria

supervivéncia.

4.3.12 Avaliacéo do potencial protetor da rSmAP

Os grupos de animais imunizados com as proteinas recombinantes foram entdo
avaliadas quanto a protecdo contra desafio com cercaria de S. mansoni. Os animais foram
submetidos a infeccdo percutdnea com 100 cercérias cada um, e apds 45 dias, 0s vermes
adultos foram recuperados por perfusdo. A contagem dos vermes recuperados dos animais
imunizados em relacdo ao grupo controle imunizado apenas com o adjuvante, indicaria a
percentagem de protecdo. A analise estatistica da contagem dos vermes revelou uma limitada

capacidade do candidato vacinal para induzir reducéo de parasitas (Figura 84).
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Figura 84. Ensaio de imunizacdo com a rSmAP e desafio com cercéaria. Observa-se que nao ha
uma reducao significativa (p<0.05) no nimero de parasitas quando comparado com o
controle aonde foi utilizado s6 adjuvante como vacina.

Os resultados indicam a capacidade do S. mansoni em manipular a resposta imune em
seu beneficio, com a finalidade de sobreviver num ambiente hostil como a corrente sanguinea

do hospedeiro, o qual se vé refletido no baixo nivel de protecdo observado.
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5 DISCUSAO
5.1 OS CANDIDATOS

Um antigeno hipotético considerado ideal deve codificar uma proteina imunogeénica
em infecgbes naturais e experimentais, ndo causar reacdes cruzadas com proteinas do
hospedeiro, e ser importante para a penetracdo e sobrevivéncia do parasita dentro do
hospedeiro humano (HOTA-MITCHELL et al., 1999). Por outro lado, os potenciais
candidatos vacinais devem incluir proteinas que estejam preferencialmente expostas na
superficie ou exportadas e que sejam expressas no estagio parasitario no mamifero
(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). As proteinas de superficie e secretadas sdo
importantes para exercer as funcdes basicas de uma vida parasitaria (VAN BALKOM et al.,
2005), um exemplo disto seria a ingestdo de nutrientes. Uma vez que estas proteinas estdo
com frequéncia expostas aos tecidos do hospedeiro durante a penetracdo, migragéo,
alimentacdo e evasdo imune, sdo alvos ideais para as estratégias de controle (SMYTH et al.,
2003). Através da andlise do transcriptoma do S. mansoni, se identificou uma série de
proteinas com potencial como candidatos vacinais, algumas das quais foram avaliadas sob a
forma de vacina de DNA (FARIAS et al., 2010). Estas compreenderam toxinas, moléculas de
adesdo, receptores, proteinas de membrana expostas na superficie, receptores para fatores do
hospedeiro e enzimas expostas de superficie, perfazendo um total de 28 genes. E apartir
destes candidatos que escolhemos trés antigenos para serem estudados como candidatos
vacinais.

O primeiro deles é um ortélogo da Carboxipeptidase N de Mus musculus, com 43% de
identidade. Esta Carboxipeptidase é um tipo de metalopeptidase dependente de Zinco,
encarregada de regular as atividades bioldgicas das quininas e anafilotoxinas no plasma
humano (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Os seus alvos enzimaticos podem ser as
proteinas do complemento, especialmente aquelas que sdo as chamadas anafilotoxinas, os
peptideos C3a e Cbha e agiriam clivando a arginina carboxi-terminal destas moléculas,
diminuindo assim as atividades bioldgicas delas (MATTHEWS; WETSEL, 2001). As
anafilotoxinas estdo também envolvidas no recrutamento de leucdcitos ao sitio de penetragdo
na pele e sdo quimioatraentes para macrofagos, neutrofilos, linfocitos ativados, basofilos e
mastécitos (ERDEI et al., 2004), modulando assim a reagdo inflamatoria a qual é importante
para eliminacdo do parasita. Em suma, esta enzima faria parte do mecanismo que o parasita
utiliza para driblar a resposta do sistema imune (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL,;
WOOF, 2000; SALZET; CAPRON; STEFANO, 2000).
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O segundo candidato vacinal é uma putativa enzima do verme cuja proteina ortloga é
a Esfingomielina fosfodiesterase, de Mus musculus, com uma similaridade de 23%. A
proteina do parasita poderia ter uma funcdo envolvida na lise de células alvo (LINEHAN;
ETIENNE; SHEEHAN, 2003). Por outro lado, ja foi reportada atividade Esfingomielinase a
pH neutro e estimulada por Mg*? na superficie do verme, podendo ser utilizada na ligag&o e
conversdo da molécula de esfingomielina em ceramida para ser assimilada pelo verme. Este
processo estaria envolvido na via de sinalizagcdo por segundos mensageiros (mediado por
ceramida) com a finalidade de estimular o crescimento celular e, portanto o desenvolvimento
e sobrevivéncia do parasita (Redman et al. 1997). O estudo desta proteina mostra-se
interessante pelo fato dela ser uma potencial enzima envolvida em um aspecto importante da
fisiologia do parasita, e porque também uma das proteinas mais pesquisadas como antigeno
vacinal contra a esquistossomose, a Sml14, possui uma participacdo bioquimica similar, uma
vez que esta é uma proteina citosélica envolvida na captura de acidos graxos (FONSECA et
al., 2005).

O ultimo candidato vacinal é a Fosfatase Alcalina, a qual, além de ser potencialmente
exposta ao sistema imune do hospedeiro por diversos trabalhos cartcterizando a composi¢édo
do tegumento (BRASCHI; WILSON, 2006; CASTRO-BORGES et al., 2011), poderia estar
envolvida tanto em mecanismos de metabolismo quanto na geracdo de sinais de alerta de
invasdo de patdgenos por parte do hospedeiro (BHARDWAJ; SKELLY, 2009). E uma das
enzimas mais estudadas até agora, havendo diversos estudos ao seu respeito (BALLEN et al.,
2002; CESARI, 1974; CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981; DUSANIC, 1959; PAYARES;
SMITHERS; EVANS, 1984).

Estes foram os genes inicialmente selecionados para estudo prioritariamente como
candidatos vacinais e caracterizados biolégicamente quando possivel. Os genes da Fosfatase
Alcalina e Carboxipeptidase foram os melhor caracterizados, e seus estudos serdo discutidos a

sequir.

5.2 CARBOXIPEPTIDASE

As proteases sdo uma classe importante de enzimas envolvidas em uma ampla gama
de processos fisioldgicos. As Carboxipeptidases (um tipo de metaloproteases), estdo
envolvidas na imunomodulacdo dos sinais originados durante a inflamacgdo, agindo como
inibidores de agentes quimioatraentes, por exemplo, as anafilotoxinas (MATTHEWS;
MUELLER-ORTIZ; WETSEL, 2004; MATTHEWS; WETSEL, 2001). De acordo com 0s
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dados do genoma do S. mansoni, existem 3 Carboxipeptidases no genoma pertencendo a duas
familias: 2 prolil-Carboxipeptidases (familia de metaloproteases S28) e 1 Carboxipeptidase N
(familia M14), a qual foi a Carboxipeptidase escolhida para o presente trabalho. Devido a sua
putativa localizacdo extracelular (ela possui peptideo sinal predito) e potencial envolvimento
na imunomodulagdo no hospedeiro por parte do parasita, tornou-se uma alternativa
interessante para 0s experimentos de imunizacdo. A sequiéncia possui um dominio de ligacdo
ao zinco, tipico da familia das metaloproteases, o qual estd bem conservado quando
comparado com sequéncias de ortdlogos em mamiferos e foi possivel obter um modelo
tridimensional teérico mostrando a posi¢do dos residuos envolvidos na ligacdo ao zinco e
interacdo com o substrato, assim como o sitio ativo. Esta Carboxipeptidase ndo tem sido
reportada previamente em algum estudo relacionado ao S. mansoni, o que torna o seu estudo
inédito. Esta proteina mostrou-se transcrita em todos os estagios, observando-se um alto nivel
de transcritos em cercéria e ovos, e baixo nivel em adultos e esquistossdmulo de 7 dias. A
cercaria pode ter a capacidade de acumular transcritos que vao ser utilizados para tradugédo
imediata a proteina uma vez que penetra na pele do hospedeiro, como forma de adaptacéo a
esse novo ambiente. Esta estratégia ja foi fugerida num estudo prévio para outra proteina do S.
mansoni (OLIVEIRA et al., 2009). A presenga da SmCPN foi confirmada para todos 0s
estagios analisados, obsevando-se a proteina no tamanho esperado de 55 kDa e secretada ao
meio de parasitas adultos. A proteina secretada neste estagio teria, portanto, a funcéo
antiinflamatdria predita, embora ndo tenha sido demonstrada diretamente. Tentativas iniciais
de imunolocalizar a proteina nos parasitas inteiros com o anticorpo originalmente gerado em
rato, deram alguns resultados suspicaces, que foram confirmados quando utilizada uma
preparacdo purificada do anticorpo. As imunolocalizagGes feitas com esta preparacdo de
anticorpo mostraram uma fluorescéncia baixa nos tecidos dos estagios intrahospedeiros.
Levando em consideracdo que o anticorpo usado € especifico, a proteina esta presente nos
estagios e que foram detectados os niveis de transcritos nos estagios, pode-se deduzir que o
anticorpo purificado e imunoselecionado ndo foi sensivel o suficiente para esta técnica,
sugerindo o uso de maiores concentragdes de anticorpo em futuras experiéncias.

A expressdo da proteina foi obtida na fracdo insolivel de E. coli e foram testados a
purificacdo da proteina por afinidade ao niquel ap6s a renaturacdo ou uma sequéncia de troca
idnica e afinidade ao niquel, na qual se obteve uma proteina mais purificada. Estabeleceu-se
que o procedimento de purificagdo na cromatografia de afinidade ao niquel seria realizado em
condi¢cdes de pH basico, ao redor de 8,5 e com baixa forca idnica, até 100 mM NaCl no
tampdo, para aumentar o rendimento de renaturacdo. Aperfeicoar a purificacdo da proteina
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para eliminar os contaminantes e obter uma proteina com atividade foi um dos objetivos do
projeto, uma vez que para fins de ensaio enzimatico e imunizacdo, descartaria-se a
possibilidade de influéncia de possiveis contaminantes no resultado observado, especialmente
para 0s ensaios de imunizacdo, uma vez que E. coli e S. mansoni possuem epitopes comuns
para células B e T (BAHGAT; GABER; MAGHRABY, 2009; MAGHRABY; SHAKER,;
GABER, 2009). Na busca por estratégias alternativas, foi feita uma tentativa por expressar a
rSmCPN no sistema de Pichia pastoris, utilizando duas cepas diferentes; no entanto, ndo foi
possivel obter a expressdo. A rSmCPN mais purificada foi utilizada para o teste de
renaturacdo nos diferentes tampbes do kit iFOLD, visando obter uma proteina com
conformacdo nativa. Foi assim que conseguiu-se detectar atividade num dos tampdes
avaliados. Contudo, posteriores experimentos visando reproduzir a renaturacdo no mesmo
tampdo ndo confirmaram o resultado, portanto, sera necessario uma melhor investigacdo das
condicdes de renaturacdo. Um dos principais inconvenientes durante o enovelamento foi a
degradacdo da proteina alvo em comparacdo com a quantidade inicialmente renaturada. Um
hip6tese que surgiu é que durante o processo de renaturacao e dialise haja algum tipo de
degradacdo inespecifica acontecendo o que d& como resultado a auséncia de atividade
enzimatica. A atividade ndo detectada em ovos pode-se dever a esta natureza instavel vista na
proteina recombinante, que faz com que ela degrade em pouco tempo.

Quando camundongos foram imunizados com a rSmCPN, observou-se 0 mesmo titulo
de anticorpos anti-SmCPN antes e apds o desafio e a perfusdo. Observou-se adicionalmente,
que apds o desafio, o perfil de is6tipos IgG reduz o seu carater Th, e que as citocinas
secretadas mostravam um perfil misto Thy/Th,. Estas evidéncias indicam que ocorre
imunomodulacdo da resposta imune induzida contra este antigeno por parte do parasita, 0 que
poderia contribuir para a sobrevivéncia deste dentro do hospedeiro, o qual ja tem sido
reportado (WILSON; COULSON, 2009). Além disto, a fraca expressdo do antigeno na
superficie do parasita contribui para a limitada capacidade do candidato vacinal em induzir a
reducdo significativa do nimero de parasitas.

De uma forma geral, a Carboxipeptidase é uma enzima pouco estudada em outros
organismos e seria interessante obter a proteina de Schistosoma na forma nativa e com
atividade para poder caracterizar melhor a atividade e realizar os experimentos de imunizagao

e desafio com a proteina na conformagéo correta.
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5.3 ESFINGOMIELINASE

As Esfingomielinases sdo enzimas que catalizam a hidrélise de esfingomielina em
ceramida e fosforil-colina, e estdo envolvidas na via de transducéo de sinais da esfingomielina
(GONI; ALONSO, 2002). O genoma do S. mansoni revela a presenca de apenas uma
isoforma desta enzima, a esfingomielinase neutra. Esta enzima ja tem sido reportada em
diversos trabalhos. Um deles detectou atividade, nos adultos machos, dependente de cloreto
de magnésio e estimulada por &cido araquidénico (REDMAN et al., 1997). Outros estudos
demonstraram que a atividade da enzima estd envolvida na fluidez da superficie tegumentar
do adulto, o que favorece o mascaramento de antigenos em sitios ricos em lipideos na
membrana (EL RIDI; TALLIMA, 2006; TALLIMA; SALAH; EL-RIDI, 2005).
Recentemente foi publicado um estudo onde foi confirmada a existéncia da isoforma neutra
da enzima no tegumento e a atividade detectada em membrana de superficie (TALLIMA; AL-
HALBOSIY; EL RIDI, 2011).

A Esfingomielinase foi clonada diretamente do RNA total do S. mansoni, usando
iniciadores desenhados com base na sequéncia obtida dos dados do transcriptoma
(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). A seqiiéncia possui 0 dominio de exo/endo/fosfatase
e 0s principais aminoacidos de ligacdo a metais e sitio ativo, conservados, quando
comparados com o0s ortélogos murino e humano. Possui 11 cisteinas e uma regido
transmembrana, o que concorda com a localizacdo na membrana recentemente reportada
(TALLIMA; AL-HALBOSIY; EL RIDI, 2011). De acordo com o genoma, a proteina
possuiria 631 aminoacidos, 7 regides transmembrana e teria uma massa de ~70 kDa. Isto ndo
pode ser confirmado até o momento com os experimentos RACE 3’ realizados.

Os dados de transcricdo revelam que ela é transcrita em todos os estagios do ciclo de
vida estudado, sendo muito transcrita em cercéria, adultos e ovos. A alta transcricdo detectada
em ovos pode indicar que a enzima estaria envolvida também com o desenvolvimento do
miracidio no ovo. A alta trasncricdo em adultos e cercéria pode ter mais a ver com a
renovacao e manutencao da estrutura tegumentar, como ja foi sugerido (TALLIMA; SALAH,;
EL-RIDI, 2005).

A enzima foi clonada em E. coli e expressa como corpusculo de incluséo,
apresentando, no entanto, certas particularidades. O fato da SmSMase reduzir pobremente as
pontes dissulfeto com B-mercaptoetanol, mas ndo com DTT, sugere que seja uma proteina
cujo enovelamento requer condi¢des muito especiais para permitir o enovelamento da

proteina. Determinou-se que a proteina renatura melhor em condi¢des de pH muito basico
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(8,5-9,0) e sem NaCl no tamp&do de renaturacdo. O procedimento de purificacdo na
cromatografia de afinidade ao niquel rendeu menos de 1 mg de proteina recombinante no final
do processo completo, a partir de 15 mg de proteina recombinante no inicio. Foi por isso que
tentou-se, como feito com a rSmCPN, uma estratégia alternativa de purificacdo em condicdes
desnaturadas: no entanto, ndo foi possivel estabelecer uma estratégia que pudesse melhorar o
rendimento na purificacdo por afinidade ao niquel com a proteina renaturada. Na nossa
tentativa por conseguir a proteina soltvel, foi avaliada a expressdao no sistema de Pichia
pastoris, utilizando duas cepas diferentes No entanto, ndo foi possivel obter expressdo da
Esfingomielinase no sistema P. pastoris. Por outro lado, quando gerado o antisoro em rato
com a proteina obtida em E. coli, o titulo de anticorpos obtido ndo foi o suficiente para obter
uma boa avaliacdo da expressao da proteina nos extratos do parasita. Isto poderia ser devido a
uma baixa antigenicidade da proteina. O soro de camundongo imunizado com a proteina foi
relativamente Gtil quando avaliada a expressdo das proteinas por Western blot, as quais foram
detectadas com uma baixa diluicdo do anticorpo (1:500). Esta analise de expressao proteica
revelou a presenca da proteina em todos os estagios estudados e migrando com um tamanho
esperado de acordo as predicdes do genoma. E intrigante a auséncia da proteina em
esquistossomulo de 7 dias e na fémea adulta. No caso do esquistossémulo de 7 dias, por ser
um estagio obtido in vitro, existe a hipotese que a enzima nao seja muito ativa uma vez que
ela faz parte da superficie de interacdo parasita-hospedeiro, e essa condicdo ndo existe num
cultivo de esquistossdmulos. A hip6tese da auséncia da SmSMase na fémea estaria explicada
porque nesta fase adulta do esquistossoma, a fémea acasalada com 0 macho mantém a maior
parte da sua superficie coberta pelo corpo do macho, com o qual a atividade da
esfingomielinase ndo seria tdo necessaria, considerando-se que esta enzima faz parte da
superficie de interacdo parasita-hospedeiro.

A imunizacdo com a forma recombinante da proteina, gerou anticorpos com titulos
similares antes e ap6s o desafio. A avaliagdo dos subtipos de 1gG1 e 1gG2a demonstrou uma
reducdo no carater Th, da resposta imune ao longo do experimento, e a secrecdo de
interleucinas foi caracteristica de um perfil misto Thy/Th,. Estas observacdes demonstram a
capacidade do S. mansoni de modular a resposta imune ao seu favor, como visto com a
imunizacdo com rSmCPN. A contagem de vermes recuperados na perfusdo, mostrou a
limitada capacidade da rSmSMase de induzir protecdo no modelo murino. A baixa
antigenicidade observada em rato e camundongo pode ser uma das provaveis causas do
resultado observado.
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5.4 FOSFATASE ALCALINA

A Fosfatase Alcalina tem sido estudada desde ha muito tempo como uma proteina
marcadora do tegumento. Neste trabalho, descrevemos a clonagem da seqiiéncia completa do
cDNA da Fosfatase Alcalina do parasita. Baseados nas comparagdes de seqiiéncia com uma
Fosfatase Alcalina previamente reportada (NDEGWA,; KRAUTZ-PETERSON; SKELLY,
2007) e a predicdo da sequéncia do Genoma (Smp_155890), podemos afirmar que 0 cDNA
estudado pelo nosso grupo representa melhor a SmAP. A isoforma Smp_145290 encontrada
no Genoma pode-se tratar de um gene ndo transcrito, desde que ndo foi amplificado nos
experimentos RACE 3’ nem 5’, abrindo espaco para questionar a existéncia desta proteina
putativa da mesma familia da Fosfatase Alcalina.

A sequiéncia da Fosfatase alcalina possui um dominio de Fosfatase alcalina conservado
com outros ortélogos mamiferos, expressando 7 cisteinas, um peptideo sinal e uma regido
transmembrana. A SmAP foi clonada e expressa em E. coli, obtendo-se-a em corpusculos de
inclusdo. Foi tentada a renaturacdo primeiro, € a purificagdo por cromatografia de afinidade ao
niquel posteriormente. Uma vez que o rendimento foi baixo, e a purificacdo nesta abordagem
muito limitado, foram tentadas outras estratégias alternativas de expressao sollvel e
purificacdo mais eficiente. Uma delas foi a clonagem e expressdo no sistema de expressao
eucaridtica P. pastoris, utilizando gene sintético com cddon otimizado, obtendo-se poucas
quantidades da proteina soltvel, porém sem atividade, potencialmente glicosilada e secretada
ao meio. Uma opcéo escolhida em paralelo com a expressédo em P. pastoris, foi a purificacdo
da proteina renaturada em uréia, na qual aplicou-se a seqiiéncia de cromatografia de troca
ibnica (pH 8,5) seguida de cromatografia de afinidade ao niquel (pH 7,0). Esta estratégia
mostrou-se vantajosa quando comparada com a cromatografia de afinidade ao niquel com a
proteina renaturada.

A sequéncia da SmAP possui, além da regido transmembrana putativa mencionada
anteriormente, um sinal para ancora de GPI. Isto foi confirmado no experimento de digestdo
do tegumento com fosfolipase C. Os ort6logos da enzima de humano e outros mamiferos
comparados, também possuem sinal para ancora de GPI, o qual revela que a estrutura esta
conservada. O tamanho predito de ~65 kDa do monomero glicosilado (BALLEN et al., 2002;
CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981; PUJOL; CESARI, 1990) foi também confirmado pelos
resultados, assim como o dimero formando uma banda de 130 kDa. Os experimentos com
PNGase F mostraram que a SmAP é N-glicosilada, o qual também concorda com observacoes
prévias (PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984). A identificacdo de uma banda extra em
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ovos por Western blot deve ser ainda mais investigada, uma vez que poderia ser resultado de
uma modificacdo pos-traducional. Esta banda maior € reconhecida especificamente pelo soro
anti-SmAP e é também N-glicosilada. O soro anti SmAP foi gerado usando uma proteina
recombinante produzida em E. coli, razdo pela qual é descartada a possibilidade de uma
reacdo cruzada com outros epitopes polissacaridicos. Adicionalmente, a analise do genoma
revelou a presenca de uma outra isoforma (Smp_145290), a qual ndo pdde ser amplificada
mediante RACE 3’ nem 5’ a partir de ovos, nem validada nos estudos de transcriptoma;
portanto, ndo ha evidéncia suficiente para afirmar que esta isoforma esteja presente neste
estagio. Contudo, existe a hipotese que SmAP seja O-glicosilada, no entanto, a digestdo com
enzimas de O-deglicosilacdo especificas para proteinas de mamiferos ndo foi bem sucedida.
H& a possibilidade que estas enzimas ndo tenham a capacidade de reconhecer
apropriadamente as O-glicosilagcdes que possam estar presente em S. mansoni.

E interessante, a0 mesmo tempo, notar que tem uma alta atividade transcricional no
estagio de cercaria, a qual ndo é imediatamente traduzida a proteina uma vez que 0s niveis
proteicos sdo minimos neste estagio. Entretanto, estes niveis aumentam rapidamente logo
apés a penetracdo pela pele do hospedeiro nas primeiras 12 h. No dia sete 0s niveis protéicos
diminuem até niveis comparaveis a cercaria, assim como a atividade transcricional. Um perfil
transcricional diferente foi recentemente reportado para esta mesma SmAP nos estagios do
ciclo de vida (BHARDWAJ; SKELLY, 2011). A este respeito, é preciso destacar que um
gRT-PCR adicional foi feito com trés diferentes bibliotecas de cDNA de cada um dos estagios
e foi observado que as trés revelaram perfis idénticos de niveis transcricionais entre os
estagios do ciclo de vida, com especial destaque para cercarias e esquistossomulos de 7 dias,
onde teve marcadas diferencas com relacdo ao trabalho recentemente reportado
(BHARDWAJ; SKELLY, 2011). Estas diferengas podem ser devidas ao uso de diferentes
controles normalizadores e/ou ao uso de diferentes bibliotecas de cDNA. Os nossos resultados
suportam a hipo6tese de que, logo ap6s a transformacdo da cercéria, os esquistossdmulos
precisam traduzir todo o RNAm acumulado durante esse estagio a proteina como adaptacao
ao um novo ambiente intra-hopsedeiro muito hostil. Coincidentemente, um perfil de similar
de expressdo foi observado para o receptor de SmTNF-alfa, que é altamente expresso em
cercarias e acredita-se que represente uma estratégia do parasita para responder ao ligando to
TNF-alfa humano quando cercérias recentemente transformadas penetram a pele do
hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2009).

Outra observacao interessante € que apesar de que 0s niveis transcricionais da SmAP

entre macho e fémea sdo similares, estas expressam maiores niveis protéicos de SmAP e tem
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uma elevada atividade enzimatica na superficie tegumentar. A falta de correlacdo entre os
niveis de mRNA e seu produto protéico esta relacionada a uma série de eventos metabdlicos e
regulatorios (HOKKE; FITZPATRICK; HOFFMANN, 2007). Mesmo que pareca estranho, o
fato dos ovos expressarem altos niveis de proteina e mostrarem pouca atividade enzimatica na
superficie seria devido provavelmente ao fato da maioria da atividade estar localizada dentro
dos ovos (DUSANIC, 1959).

A imunolocalizagdo da SmAP em secGes de macho e fémea adultos confirmaram sua
ampla distribuigdo nos tecidos. O soro anti-rSmAP reconheceu, com particular intensidade, as
glandulas vitelinas na secdo de fémea, sugerindo uma funcéo importante da SmAP em alguns
dos processos associados com a producdo dos ovos, tais como sintese de proteinas e acidos
nucléicos (DUSANIC, 1959). As imunolocalizacbes da SmAP nos parasitas inteiros,
revelaram um padrdo de expressdo difuso no estagio de esquistossomulo de 7 dias, torna-se
muito homogénea no esquistossdomulo de 21 dias.

A SmAP ¢é considerada como um potencial alvo de vacinacdo, uma vez que é uma
proteina de tegumento a qual esta supostamente envolvida na eliminacdo de parasitas no
modelo de auto-cura do macaco Rhesus (WILSON et al., 2008). Além disso, o tratamento
com praziquantel aumenta a exposicdo da SmAP na superficie do parasita e nesta condicdo, o
antisoro foi capaz de eliminar fémeas (FALLON et al., 1994). Baseados nesta informacéo,
trabalhamos com a hipdtese de que se o antisoro anti-rSmAP pudesse bloquear/dificultar a
atividade enzimatica do parasita, poderia proteger camundongos contra o parasita num ensaio
de imunizagdo. No entanto, o soro anti-rSmAP ndo foi capaz de bloquear a atividade
enzimatica de superficie como foi predito. Esta ndo é a primeira descricdo da ineficiéncia do
antisoro para inibir a atividade enzimatica. Um estudo prévio (PUJOL et al., 1990) sugeriu a
presenca de duas populacbes de anticorpos contra a SmAP: uma inibitoria e outra ndo
inibitoria. Apds analizar o modelo 3D ndo glicosilado, podem ser vistos ao menos dos
epitopes discontinuos de células B nas proximidades do sitio ativo, e muitos outros ao redor
da molécula. Os anticorpos direcionados contra estes sitios seriam incapaces de neutralizar os
sitios ativos ou de ligacdo ao metal, entrando no grupo dos néo inibitdrios. Atualmente existe
a hipétese de que a inducéo de altos titulos de anticorpos neutralizantes seja importante para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz (WILSON et al., 2008).

A imunizagdo com a forma recombinante da proteina obtida em E. coli, gerou
anticorpos com titulos menores no desafio que na perfusdo. A avaliagcdo dos subtipos de 1gG1
e 1gG2a demonstrou uma transicdo no carater Th, a Th; da resposta imune, ao longo do

experimento, e a secre¢do de interleucinas indicou um desregulamento do perfil Th;. Estas
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observacbes demonstram a capacidade do S. mansoni de modular a resposta imune ao seu
favor, como visto com a imunizacdo com as proteinas anteriores deste trabalho. A contagem
de vermes recuperados na perfusdo, mostrou a limitada capacidade da rSmAP de induzir
protecdo no modelo murino. A diversidade de populacdes de anticorpos nédo inibitérios que
potencialmente poderiam surgir contra a molécula pode ser uma explicacdo plausivel do
efeito observado. Outra hip6tese seria o fato de imunizar com proteinas recombinantes obtidas
em E. coli, as quais, sem estar devidamente purificadas, “ensinam” ao sistema imune do
hospedeiro a montar uma resposta contra a bactéria e ndo contra metazoario. O fato da
proteina recombinante ndo estar na conformacdo correta pode estar contribuindo para a
produco de anticorpos sem atividade inibitoria. E possivel que de conseguir-se a expressao
de uma proteina com conformacdo e atividade, seja possivel a indugdo de anticorpos

funcionais e, portanto, uma vacina mais efetiva.

128



6 CONCLUSOES

O transcriptoma do Schistosoma mansoni revelou alguns genes/proteinas com
caracteristicas que poderiam indicar um potencial como candidatos vacinais. Estas
caracteristicas seriam suas potenciais fungdes, localizacBes e exposicdo a interacdo com o
sistema imune do hospedeiro. Trés destes antigenos foram selecionados para serem melhor
investigados. SMCPN € transcrita em todos os estagios do ciclo de vida, principalmente
cercaria e ovos, com elevados niveis de proteina em miracidios e ovos. A imunolocalizacdo
mostrou expressdao de SmMCPN em adultos e niveis baixos nas estruturas internas dos estagios
intra-hospedeiro. A rSmCPN ¢é expressa na fracdo insoltvel de E. coli.. A combinacéo de duas
técnicas cromatograficas, cromatografia de troca iénica e de afinidade ao niquel, resultou
numa melhor purificacdo com maior rendimento da rSmCPN desnaturada do que quando feita
com a proteina renaturada apds cromatogafia de afinidade. Nao foi possivel obter a expressao
de rSmCPN no sistema Pichia pastoris. Usando a proteina recombinante produzida em E.
coli, foi possivel obter a proteina purificada e renaturada através do Kit iFOLD, que mostrou
alguma atividade enzimatica. No entanto, a experiéncia ndo se reproduziu em experimentos
posteriores, sendo necessario investigar melhor o sistema. A imunizacdo com a rSmCPN
mostrou limitada capacidade de induzir protecdo frente ao desafio com cercarias de S.
mansoni no modelo murino.

A SmSMase é transcrita em todos 0s estagios do ciclo de vida do parasita, e de
maneira mais elevada em cercaria, adultos, e ovos como visto por gqRT-PCR. O Western blot
confirma a expressao protéica de uma proteina em torno dos 70 kDa em todos 0s estagios,
exceto esquistossdmulo de 7 dias e fémea adulta. A rSmSMase ndo expressa de forma soltvel
nem secretada no sistema de expressdo P. pastoris, mas sim em E. coli na forma de
corpusculo de inclusdo, e a quantidade de cisteinas que apresenta requer 0 uso de agentes
redutores mais fortes que o 3-mercaptoetanol, como o DTT. A cromatografia de afinidade ao
niquel da proteina renaturada resultou em baixos rendimento e eficacia de purificacdo. A
rSmSMase ndo é antigénica em rato e € pouco antigénica em camundongo. A imunizacgdo de
camundongos com a rSmSMase foi insuficiente para reduzir a carga parasitaria na perfusao
nos experimentos de avaliagdo como antigeno protetor.

A SmAP ¢ transcrita em todos os estagios do ciclo de vida analisados, sendo alto o seu
nivel no estagio de cercéria, como visto por gRT-PCR. A SmAP é: N-glicosilada, ancorada
por GPI na membrana e forma dimero em condi¢des ndo redutoras, como visto por Western

blot ap6s digestdo com as respectivas enzimas. SmAP apresenta uma potencial isoforma O-
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glicosilada apenas em ovos, a qual ndo é sensivel ao tratamento com O-glicosidases
convencionais. A distribuicdo da SmAP nas estruturas do parasita € homogénea nos estagios
larvais e adultos, estando presente de maneira elevada nas glandulas vitelinas da fémea, como
visto por imunolocalizacdo. A proteina é expressa em todos 0s estagios: muito expressa em
ovos, fémeas, miracidio e pouco expressa em cercaria e esquistossdmulo de 7 dias, como visto
por Western blot. Foi comprovado que a cercéaria acumula grandes quantidades de RNAm
para sua imediata traducdo logo ap0s a penetracdo pela pele do hospedeiro humano, como
visto quando analisados o0 qRT-PCR e o Western blot. A SmAP esta presente na superficie de
adultos e os outros estagios, apresentando atividade enzimatica elevada em adulto, como visto
nos experimentos de atividade enzimética. O soro anti-rSmAP gerado em ratos ndo induz
anticorpos neutralizantes contra a proteina, como evidenciado pela ndo inibicdo da atividade
de superficie quando adultos sdo incubados com este antisoro. A rSmAP pode ser expressa em
E. coli, sob a forma de corpusculos de inclusdo, e em Pichia pastoris, secretada e sollvel,
embora ndo tenha atividade enzimatica detectavel. A combinacdo de duas técnicas
cromatogréficas, cromatografia de troca idnica e de afinidade ao niquel, resultou numa melhor
purificacdo e rendimento da rSmAP desnaturada do que quando feita com a proteina
renaturada por cromatogafia de afinidade. A imunizagdo com a rSmAP obtida em E. coli
mostrou baixa capacidade imunogénica nos ensaios de protecdo contra o desafio de S.
mansoni. Os resultados da investigacdo da SmAP foram recentemente aceitos para publicagédo
na revista Experimental Parasitology.

Ao longo de todo este periodo de pesquisa foi possivel obter informagdes importantes
sobre a biologia do parasita a través da imunolocalizacdo, qRT-PCR e avancar de maneira
significativa na obtencdo das proteinas puras por meio da cromatografia de troca ibnica e
afinidade. A tentativa de expressao das proteinas no sistema Pichia pastoris, como visto, s
resultou positiva no caso da rSmAP, ao parecer o fato de ser uma seqiiéncia com cddon
otimizado para o sistema de expressdo constitui uma vantagem na hora de induzir a expressao
da proteina, pois nenhuma das outras duas sequéncias pdde ser expressa satisfatriamente. Foi
possivel também o teste da atividade de uma das proteinas enoveladas em condicbes
controladas com a ajuda do kit iFOLD (Pierce). Os experimentos de imunizacdo com as
proteinas recombinantes resultou em limitada protecdo, e observou-se uma clara manipulacdo
do sistema imune do hospedeiro por parte do S. mansoni. Estes resultados preliminares
desfavoraveis ndo devem deter a tentativa de avaliar as proteinas de uma maneira mais
controlada uma vez que ndo foi possivel testa-las nas suas formas nativas nem livres de

contaminantes que poderiam estar induzindo ao sistema imune a responder inespecificamente.
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