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RESUMO

Esquistossomose é uma importante parasitose mundial, afetando mais de 207
milhdes de pessoas em 76 paises ao redor do mundo e causando aproximadamente
250.000 mortes por ano. Atualmente, a estratégia adotada para o controle da
esquistossomose € a utilizacdo de quimioterapicos, como por exemplo, Praziquantel.
Porém, altas taxas de reinfeccdo apdés o tratamento limitam tal estratégia e
pressupde a necessidade de outras formas de controle como avacinacdo. Sm29 e
tetraspanina-2 sao duas proteinas encontradas no tegumento de vermes adultos e
esquistossdmulos de S. mansoni, e sdo consideradas como potenciais candidatos
vacinais. Neste trabalho objetivamos avaliar em modelo murino vacinas de DNA
contendo tais genes, sozinhas ou conjuntamente. Através de avaliacbes por RT-
PCR e western blot, confirmamos que nossas vacinas de DNA apresentavam a
capacidade de serem transcritas e traduzidas em células BHK-21. Quando avaliado
o perfil da resposta imunolégica, observamos um perfil Thl com a producao das
citocinas TNF-a e IFN-y. Quando avaliada a reducao de vermes e reducao na area
dos granulomas hepéticos, o plasmideo pUMVC3/Chimera foi o mais promissor
(31% e 37%, respectivamente). Devido as caracteristicas quimicas, fisicas e
imunologicas das nanoparticulas, nanocarreadores vem atraindo a atencédo de
diversos pesquisadores. No campo da nanotecnologia, os nanobastdes de ouro
aparecem como candidatos promissores como carreadores vacinais. Neste trabalho,
ligamos a proteina rSm29 de S. mansoni em nanobastfes de ouro, diretamente ou
através da funcionalizagdo com a cisteamina. Quando avaliado o potencial protetor
de nossos candidatos, os animais do grupo AuNRs-NH2-rSm29 apresentaram os
maiores niveis de protecdo (29%), sendo que, tais niveis de protecdo foram

principalmente relacionados a reducdo no numero de vermes fémeas. Os resultados
1



indicam que a resposta imune protetora obtida foi mediada principalmente por uma
resposta de perfil Thl, com producdo de IFN-y e TNF-a. Ademais, o0 grupo
imunizado com AuNRs-NH2-rSm29 foram capazes de induzir a ativagdo de células
dendriticas in vitro, aumentando a expressédo de MHCII e MHCI e a producéo de IL-
18. Em resumo, a estratégia de vacinacao utilizando nanoparticulas como avaliado
nesse estudo, demonstrou ser promissora para a obtencdo de novas formulacdes

vacinais para o controle de doengas infecciosas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is an important parasitic disease worldwide affecting more than 207
million people in 76 countries around the world and causing about 250.000 deaths
per year. Nowadays, the main strategy adopted for the control of schistosomiais is
the use of safe chemotherapy, as the use of praziquantel. However, the high rates of
reinfection after the treatment restrict it as a strategy and assume the need for other
forms of control such as vaccination. Sm29 and tetraspanin-2 are two proteins
localized in S. mansoni tegument of adult worms and schistosomula, and are
considered as powerful vaccine candidates. In this study, we aim to evaluate DNA
vaccines carrying such genes, alone or together in a murine model. By western blot
and RT-PCR analysis, we confirmed that studied DNA vaccines were transcribed and
translated in BHK-21 cells. We evaluated the worm burden and liver granuloma area
reduction, the plasmid pUMVC3/Chimera was the most effective one (31% and 37%,
respectively). When the cytokine profile was evaluated, we found production of Thl
cytokines such TNF-a and IFN-y that correlates with protection.. Because of the
chemical, physical and immunological characteristics of nanoparticles, nanocarriers
got the attention of the researchers. In the field of nanotechnology, the gold nanorods
are considered potential vaccine carriers. Herein, we bounded the S. mansoni rSm29
protein to gold nanorods, by a cisteamine functionalization or directly. When worm
burden was evaluated, the AUNRs-NH2-rSm29 group of immunized mice showed the
best protection levels (29%). Following AuUNRs-NH2-rSm29 immunization, we
determined a Th1l immunological response in mice with production of IFN-y and TNF-
a. Furthermore, the AuNRs-NH2-rSm29 vaccinated mice were able to activate

dendritic cells in vitro, enhancing MHCII and MHCI expression and production of IL-



18. In summary, immunization strategy using nanorods has a potential use in

vaccine development against infectious diseases as demonstrated here.



1-INTRODUCAO

1.1- Distribuicdo global da esquistossomose

A esquistossomose afeta aproximadamente 207 milhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo que destas, 120 milhdes sdo sintométicas e 20 milhdes desenvolvem
a forma severa da doenca (McManus and Loukas, 2008; WHO, 2010). Essa
enfermidade apresenta distribuicdo focal ao redor do mundo, uma vez que a
transmissdo depende de caramujos hospedeiros especificos e atividades humanas
que permitam a contaminacdo da agua e consequente infeccao (Gryseels et al.,

2006; WHO, 2010). A distribuicdo global é representada na Figura 1.
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Figura 1 Distribuicdo da esquistossomose ao redor do mundo no ano de 2014.
Adaptado de (WHO, 2015).



A esquistossomose € endémica em areas tropicais e subtropicais e afeta
aproximadamente 76 paises, sendo a esquistossomose mansofnica encontrada
principalmente em paises subsaarianos, Egito, Libia, Arabia peninsular, ilhas
caribenhas, Venezuela e Brasil (Chitsulo et al., 2004; WHO, 2010). Vérias
estratégias de controle de transmissdo da esquistossomose vem sendo adotadas
por varias agéncias governamentais e atingido resultados satisfatorios, como no
Japao, Tunisia e a Republica Islamica do Irda, porém, em paises como Brasil e
Venezuela, mesmo com esforcos realizados pelos governos locais, o processo de
transmissdo da esquistossomose nao foi ainda eficientemente controlada (WHO,
2010). Epidemiologicamente, S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium, s&o as
espécies mais importantes, nas quais o0s esforcos das pesquisas devem ser
concentrados (Shabaan et al., 2003). A esquistossomose mansonica endémica €&
determinada principalmente pela distribuicdo do hospedeiro intermediario, caramujos
aguaticos pulmonados do género Biomphalaria (Stelma et al., 1993). A
disseminacgdo da esquistossomose no Brasil ocorreu devido as correntes migratorias
que se deslocavam da costa do pais para o seu interior, e a existéncia de
hospedeiros intermediarios, Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e
Biomphalaria tenagophila, susceptiveis a infeccdo por S. mansoni (Coura and
Amaral, 2004). A fixacdo do S. mansoni no Brasil ocorreu entdo, seguramente,
devido ao encontro de bons hospedeiros intermediarios e condigcbes ambientais
semelhantes a sua regido de origem (Despres et al., 1993). No Brasil a transmisséo
da esquistossomose ocorre em uma vasta area endémica, que abrange desde o
estado do Maranhéo até o Espirito Santo e Minas Gerais, além de focos isolados em
outras regides do pais (Coura and Amaral, 2004). A distribuicdo da esquistossomose

no Brasil esta representada na Figura 2.
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Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose no Brasil. Fonte: Sistema de
Informagdo do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose —
SISPCE/SVS/MS. Adaptado de (Brasil, 2011-2015)

A estratégia para o controle nas Uultimas duas décadas tem sido focada no
tratamento dos grupos de alto risco, buscando reduzir a prevaléncia da forma clinica
hepato-esplénica da esquistossomose intestinal (Barbosa and Coimbra Junior, 1992;
Magnussen, 2003). Depois da malaria, a esquistossomose é a segunda doenca
tropical mais importante na area de saude publica, causando cerca de 280.000
mortes anuais (Hotez et al., 2008; King et al., 2006; Steinmann et al., 2006).
Atualmente, a principal forma de tratamento é a quimioterapia, sendo o praziquantel
e a oxaminiquina as principais drogas contra o S. mansoni. Estudos realizados por

(Ferrari et al., 2003), demonstraram que praziquantel foi mais eficiente que a



oxaminiquina no tratamento de pacientes infectados com esquistossomose
mansonica quando examinados por oograma quantitativo da mucosa retal, enquanto
gue nenhuma diferenca significativa foi observada entre os dois tratamentos quando
analises fecais foram realizadas. Apesar de esforcos do governo e anos de
tratamento em massa da populacdo, a esquistossomose ainda nédo foi erradicada
completamente do Brasil, como visto na Figura 3, principalmente devido ao
tratamento ser ineficaz em evitar a reinfeccao e ao surgimento de novas cepas de S.

mansoni resistentes ao tratamento (Gryseels et al., 2006).
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Figura 3. Populacdo avaliada e percentual de pessoas consideradas como
positivas para esquistossomose. Avaliacdo do percentual de pessoas positivas
para esquistossomose em relagcdo ao numero total de pessoas avaliadas desde
1990 até 2010 no Brasil. Fonte: Sistema de Informag&o do Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose — SISPCE/SVS/MS. Adaptado de (Brasil, 2011-2015).

1.2- Ciclo de vida

Os vermes adultos séo didicos, apresentam corpo cilindrico medindo de 7 a 20 mm
em comprimento possuem ventosas ou sugadores ventral e oral, além de um

complexo tegumento com um intestino cego e 6rgaos reprodutores (McManus and

Taea de postividade



Loukas, 2008). O corpo dos vermes machos forma uma caneleta, conhecida como
canal ginecoforo, local onde se aloja a fémea que € mais longa e delgada do que o
macho (Gryseels et al., 2006; Ross et al., 2002). O ciclo de vida do S. mansoni se
caracteriza pela presenca de alternancia de fase sexuada no hospedeiro vertebrado,
principalmente o homem, e fase assexuada no hospedeiro invertebrado. Na
esquistossomose mansonica, 0s ovos sdo liberados na agua e liberam os
miracidios, 0os quais guiados por estimulos quimicos e luminosos penetram em
caramujos, seus hospedeiros intermediarios. Apds penetrar no caramujo, 0 miracidio
se multiplica assexuadamente em esporocistos multicelulares e posteriormente em
cercarias com a caracteristica cauda bifurcada. Um caramujo infectado por um
miracidio pode liberar milhares de cercarias por dia, sendo a luminosidade e
temperatura os estimulos necessarios para tal liberacdo. As cercarias sdo formas
nadantes livres que sobrevivem aproximadamente 72 horas ou até que encontrem o
hospedeiro definitivo, no qual as cercarias penetram ativamente na pele através da
secrecdo de enzimas pelas glandulas acetabulares. Esse processo dura em média
53 horas para a passagem pela epiderme e 18 horas pela derme e apoés tal evento,
as cercéarias perdem a cauda bifurcada e sofrem a substituicdo do tegumento.
Atingindo a corrente sanguinea, 0s esquistossébmulos semi-quiescentes (nao
apresentam consumo significativo de eritrocitos) séo direcionados a vasculatura
pulmonar e posteriormente atingem os leitos capilares para alcancar o sistema porta
hepatico, onde se transformam em vermes jovens com caracteristica capacidade de
se alimentarem de eritrocitos. Estes maturam na veia porta hepatica, entre 4 a 6
semanas, e migram para a regido mesentérica intestinal, onde as fémeas fazem a
postura no nivel da submucosa. Cada fémea pbGe cerca de 400 ovos por dia, na

parede de capilares e vénulas, e cerca de 50% desses ganham o meio externo. Os



ovos colocados nos tecidos levam cerca de uma semana para tornarem-se maduros
(miracidio formado), da submucosa chegam a luz intestinal e posteriormente sao
liberados junto as fezes, comecando assim, o ciclo novamente (Gryseels et al.,
2006; Han et al., 2009; Wilson and Coulson, 2009). O ciclo de vida se encontra

esquematizado na Figura 4.
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Figura 4. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Setas em vermelho
correspondem a parte do ciclo que acontece na agua e no hospedeiro invertebrado.
Setas em azul correspondem a parte do ciclo que ocorre no hospedeiro vertebrado,
no caso o homem. Adaptado de(McManus and Loukas, 2008).

1.3- Formas clinicas da esquistossomose

Duas principais fases de esquistossomose mansonica sao conhecidas em individuos
infectados, a fase aguda e a fase cronica (Caldas et al., 2008; Pearce and

MacDonald, 2002).
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A fase aguda da esquistossomose é caracterizada principalmente por reacdes de
hipersensibilidade contra esquistossémulos migrantes e ovos, 0 que geralmente
ocorre entre 16-90 dias apos infeccao (Lambertucci, 2010). A fase aguda da doenca
geralmente se desenvolve em individuos primariamente infectados, sejam eles
visitantes ou pessoas habitantes de areas endémicas que porventura entrem em
contato primario com o parasita (Caldas et al., 2008). As manifestacdes clinicas mais
comuns sao febre, calafrios, fraqueza, perda de peso, dores de cabeca, anorexia,
nauseas, vomitos, diarréia, tosse seca, hepatomegalia, esplenomegalia e lesbes
cutaneas, e em menores proporcdes ocorrem diarréias sanguinolentas, urticarias,

edema periorbital e chiado (Lambertucci, 2010).

Os individuos portadores da fase cronica geralmente vivem em areas endémicas e
entram em contato constante com a forma infectante do S. mansoni, contudo, sé&o
praticamente assintomaticos, e baseado no critério clinico, sdo classificados como
portadores da forma intestinal ou hepatointestinal (Caldas et al., 2008). Porém, uma
pequena parcela dessa populacdo desenvolve processos fibréticos, principalmente
devido a forte reacdo granulamotosa contra ovos de Schistosoma que se encontram
alocados em pequenos vasos presentes no figado, ocasionando fibrose periportal de
Symmer no figado, consequentemente podendo causar hepatoesplenomegalia,
fibrose periportal hepatica e hipertensdo porta, o que pode levar a formacédo de
varizes esofageais e hematémese, e esses individuos sado classificado como
portadores da forma hepatoesplénica (Caldas et al., 2008; Mwatha et al., 1998). A
principal forma de se tentar melhorar tal quadro € através de procedimento cirargico
para remocao parcial do bagco, o que muita das vezes pode ser utilizada como

material de estudo (Widman et al., 2001).
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Em meados da década de 90, as principais metodologias para o diagnostico das
fases clinicas da esquistossomose baseavam-se principalmente em caracteristicas
fisicas e epidemioldgicas, o que tornava extremamente dificil a distincdo entre
individuos em fase aguda da doenca de individuos portadores da fase cronica
(Rabello, 1995). Estudos realizados por Beck e colaboradores (2008) mostraram que
através de andlises sorologicas por ELISA indireto é possivel discriminar individuos
infectados de forma aguda em relacdo a fase cronica, principalmente através dos
niveis de IgA contra SEA (Antigenos provenientes de ovos de Schistosoma sp.) e
IgM e 1gG contra KLH (Hemocianina) e SWAP, respectivamente. Pode-se ainda
diferenciar individuos infectados de forma aguda de individuos nao infectados,
através de andlises dos niveis de IgG contra SWAP (Antigenos solUveis de vermes
adultos) e SEA, porém, a sensibilidade dos testes sorolégicos podem variar de
acordo os antigenos utilizados e de acordo como os testes séo realizados (Beck et
al., 2008; Jaureguiberry et al., 2010). Para a distincdo entre individuos portadores
das formas cronicas, as avaliacdes sao feitas basicamente de acordo com o critério

clinico (Caldas et al., 2008).

1.4- Respostaimune na esquistossomose

O ciclo de vida do S. mansoni em seu hospedeiro definitivo envolve diferentes
estagios, portanto, a resposta imune desencadeada pela infeccdo € bastante
complexa. O primeiro contato do parasita com o sistema imunoldgico é durante a
penetracdo das cercarias através da pele, as quais se transformam em

esquistossébmulos que caem na corrente sanguinea. Acredita-se que o principal foco

de eliminagdo do parasita no hospedeiro seja o pulméo, onde respostas
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imunologicas efetivas conseguem eliminar esquistossémulos migrantes(Kassim et
al., 1992; Wilson et al., 1996). A resposta imune do hospedeiro contra o verme
adulto é ineficiente, tendo este a capacidade de sobreviver no hospedeiro definitivo
por anos (Pearce and MacDonald, 2002). Com o inicio da ovoposi¢cdo, 0S 0v0S
liberados pela fémea do parasita caem na circulacdo sanguinea e se depositam em
diversos 6rgédos, sendo o figado o mais comum entre eles. Esses ovos orquestram
uma resposta imune local composta de macrégafos, eosinofilos e células T,
ocasionando a formacdo de um granuloma ao redor dos ovos (Pearce and
MacDonald, 2002).No hospedeiro definitivo, os vermes do S. mansoni induzem tanto

uma resposta imune inata quanto uma resposta imune adaptativa.

1.4.1- Imunidade inata contra esquistossomose

A primeira linha de defesa do sistema imune contra agentes infecciosos compreende
a resposta imune inata. As células envolvidas na resposta inata contra agentes
infecciosos sé@o capazes de reconhecer microorganismos infectantes através de
padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPS) que sdo caracteristicos
destes microorganismos. O reconhecimento dos PAMPs pelo sistema imune € uma
etapa crucial para o estabelecimento de uma resposta imune eficiente, e tal
reconhecimento é mediado por receptores de reconhecimento de padrbes
moleculares associados a patdégenos (PRRs) presentes em células como
macrofagos e células dendriticas. O reconhecimento destes padrbes moleculares
por células da resposta imune inata desencadeia uma cascata de transducédo de

sinais intracitoplasmaticos que resultam na ativagdo de varios genes e expressao de

citocinas como: IL-12 e TNF-a. As citocinas liberadas agem diretamente na
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determinacao do tipo de resposta imune adaptativa desencadeada em resposta ao
agente infeccioso, promovendo uma ligacdo entre a resposta imune inata e
adaptativa (Janeway and Medzhitov, 2002). Entre os receptores da imunidade inata
que reconhecem moléculas do S. mansoni se encontram a lectina ligadora de
manana (MBL - Mannan-Binding Lectin), os receptores scavengers e alguns

receptores do tipo toll.

MBL € uma proteina sérica do sistema imune inato e & constitutivamente expressa
por hepatécitos. Essa proteina € capaz de se ligar a carboidratos presentes na
superficie de cercérias e vermes adultos de S. mansoni, 0 que, em associacdo com
as serino-protesases MASP-1 e MASP-2, apresentam a capacidade de ativar o

sistema do complemento através da via dependente de MBL (Klabunde et al., 2000).

Os receptores scavengers sdo glicoproteinas, presentes principalmente em
macrofagos, que apresentam a capacidade de se ligarem a uma ampla gama de
moléculas como dsRNA, LPS e lipoproteinas de baixo peso molecular (Janeway and
Medzhitov, 2002). Esses receptores sdo capazes de se ligarem e removerem
lipoproteinas de baixo peso molecular que se encontrem incorporadas pelo S.
manoni, possibilitando o reconhecimento do parasita pelo sistema imune (Xu et al.,

1993).

Receptores do tipo “Toll” (TLRs), sao proteinas transmembranares que se
caracterizam pela presenca de repeticdes ricas em leucina flanqueadas por regides
ricas em cisteina em sua porcado extracelular. A porcdo citoplasmatica desses
receptores € caracterizada por um dominio TIR (Toll/IL-1 Receptor), o qual é
fundamental para a sinalizacéo intracelular (Akira et al., 2006). Os diferentes tipos de
TLRs reconhecem diferentes ligantes associados a varios patdogenos. Dentre esses
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receptores, TLR2, TLR3 e TLR4 sdo capazes de reconhecer moléculas do S.

mansoni (Aksoy et al., 2005; Thomas et al., 2003; van der Kleij et al., 2002).

O receptor TLR2 presente em células dendriticas € capaz de reconhecer
lisofosfatidilserina de ovos e vermes adultos do S. mansoni. A ligacdo dessas
moléculas ao TLR2 desencadeia uma cascata de sinalizacdo que promove a
maturacdo de células dendriticas produtoras de IL-10, as quais sao capazes de
promover a diferenciacdo de células T precursoras em células T regulatérias (van

der Kleij et al., 2002).

O RNA de fita dupla derivado do ovo de S. mansoni é reconhecido pelo TLR3 e tem
a capacidade de induzir a producdo das citocinas IL-12p70 e TNF-a, as quais
apresentam a capacidade de diferenciar células precursoras em células de perfil Thl

(Aksoy et al., 2005).

O receptor da imunidade inata TLR4 é capaz de reconhecer o carboidrato lacto-N
fucopentose 11l (LNFPIII) presente em diversos estagios do ciclo de vida do S.
mansoni. Esse carboidrato quando ligado ao receptor TLR4 promove a maturacao e
a diferenciacdo de células dendriticas secretoras de IL-4, as quais induzem a

diferenciacéo de células precursoras em células Th2 (Thomas et al., 2003).

Outra molécula da imunidade inata que parece ser essencial na sinalizacao celular
de reconhecimento do S. mansoni, € a molécula adaptadora MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88), visto que, animais deficientes de tal
molécula, sdo ineficientes na producao das citocinas pro-inflamatoérias IL-12 e TNF-a
por células dendriticas, quando estimuladas pelos antigenos presentes no

tegumento de vermes adultos (Duraes et al., 2009).
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1.4.2- Imunidade adaptativa contra a esquistossomose

Varios estudos vém demonstrando a importancia de uma resposta imune adaptativa
para a protecdo contra esquistossomose mansonica. Em seres humanos, a resposta
imune adaptativa pode variar de acordo com a fase clinica do hospedeiro. Durante o
desenvolvimento da fase aguda é aparente o aumento na producdo das citocinas
TNF-a e IFN-y, as quais caracterizam uma forte resposta imunolégica de perfil Th1,
e também aumento dos niveis dos anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e baixos niveis dos
anticorpos IgM e IgG4 (de Jesus et al., 2002; Jassim et al., 1987). Porém, com o
inicio da ovoposicdo, parece haver uma aparente modificagdo da resposta
imunologica para um perfil Th2, o que se acredita ser basicamente mediado pela
elevada producéo da citocina IL-14, IL-5 e IL-13 (Montenegro et al., 1999). Durante o
desenvolvimento da fase crbnica, ocorre uma modificacdo no perfil dos anticorpos,
com aumento dos niveis de IgG4 e baixa na producédo de IgG1, IgG2 e IgG3 (Jassim

et al., 1987).

A producdo de citocinas Th2 pode também ser importante durante a infec¢éo por S.
mansoni. Estudos realizados em animais deficientes em IL-4 demonstram que,
ocorre um aumento exacerbado na producdo de éxido nitrico (NO) durante a fase
aguda da infeccdo, o que pode levar ao desenvolvimento de caquexia e morte, e
durante a fase cronica, ocorre também o acumulo de ovos na regido intestinal, os
quais geram respostas imunoldgicas que lesam as paredes intestinais, podendo
ocasionar endotoxemia e morte (Brunet et al., 1997; Fallon et al., 2000). Apesar de
uma resposta Th2 aparentemente ser importante para o hospedeiro durante os
estagios iniciais da infeccdo, tal resposta pode também contribuir para o
desenvolvimento da fibrose hepética e morbidade (Pearce and MacDonald, 2002).

Estudos realizados em modelo murino por Fallon e colaboradores, em 2000,
16



demonstraram o efeito pro-fibrético das citocinas IL-4 e principalmente IL-13 no
desenvolvimento da forma severa da doenca (Fallon et al.,, 2000; Pearce and
MacDonald, 2002). A citocina IL-13 em modelo murino vem sendo extensivamente
correlacionada ao desenvolvimento da forma severa da esquistossomose, uma vez
que camundongos deficientes para essa citocina apresentam consideravel
diminuicdo dos principais processos patolégicos relacionados a infeccdo por S.
mansoni (Fallon et al., 2000). Em humanos, ainda n&do existe uma correlagéo entre
desenvolvimento da forma severa da doenca e IL-13, porém, a producdo de
citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-5, parece ser comum quando avaliado a
reposta proliferativa de individuos residentes em areas endémicas (Araujo et al.,
1996). Entretanto, tal resposta parece ser muito controversa, com alguns trabalhos
apresentando resultados contraditorios a tal hipétese, como por exemplo, o trabalho
realizado por Mwatha e colaboradores em 1998, o qual avalia o perfil de citocinas
produzidos por PBMC de pacientes portadores da fase hepatoesplénica, e
encontram aumento na producdo de citocinas TNF-a e IFN-y, redugdo de IL-5 e
aumento na producédo de receptores solluveis para TNF e da quimiocina ICAM-1, o
que aparentemente indicaria a presenca de uma resposta imunolégica de perfil

caracteristico Thl (Mwatha et al., 1998).

Varios estudos vém demonstrando a importancia de processos que regulam a
exacerbacéo de uma resposta imune, e acredita-se que IL-10 desempenhe um papel
essencial em tal controle em infecgbes por S. mansoni (Hoffmann et al., 2000;
Vaillant et al., 2001). Experimentos realizados com camundongos duplamente
deficientes para as citocinas IL-4 e IL-10 apresentam uma resposta imune polarizada
Thl, com elevados niveis de producdo de oxido nitrico (NO), aumento significativo

de processos hepatotdxicos e maiores indices de mortalidade quando comparados
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aos animais deficientes somente para IL-4 (Hoffmann et al., 2000). Quando avaliado
o desenvolvimento da patologia em animais duplamente deficientes em IL-10/TNF-a
e IL-10/IFN-y, nota-se um aumento significativo no processo de deposicao fibrotica,
o qual foi caracterizado por uma resposta polarizada Th2, com aumento significativo
na formacdo de granulomas e na mortalidade durante a fase crénica da doenca
(Hoffmann et al., 2000; Vaillant et al., 2001). Portanto, aparentemente a citocina IL-
10 apresenta um papel crucial durante a infecgdo por S. mansoni, evitando que

ocorram patologias severas mediadas por respostas polarizadas do tipo Thl ou Th2.

Em modelo murino, uma resposta imune protetora contra esquistossomose
aparentemente envolve tanto a imunidade celular quanto a humoral (Jankovic et al.,
1999). Acredita-se que essa resposta imune efetiva contra esquistossomose seja
mediada pela produgdo das citocinas IFN-y e TNF-a e aumento dos niveis de
anticorpos IgG2a e 1gG2b (Jankovic et al., 1999; Street et al., 1999). As citocinas
IFN-y e TNF-a podem atuar na imunidade protetora contra esquistossomose através
de mecanismos mediados pelo aumento da producéo de 6xido nitrico (NO), assim
como, atuar na formacdo de uma resposta imunolégica na regido pulmonar, através
mecanismo dependente de linfécitos e macréfagos, contra esquistossdmulos
migrantes (James and Glaven, 1989; Wilson et al., 1996). A atuacdo dos anticorpos
IgG2a e IgG2b na protecéo aparentemente se baseia em uma resposta imunologica
mediada por eosindfilos, opsonizacdo e ativacdo do complemento contra

esquistossémulos migrantes (Grzych et al., 1982; Horta and Ramalho-Pinto, 1984).
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1.5- Desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomoética

Devido a ineficiéncia do tratamento quimioterdpico em evitar a reinfeccdo e ao
surgimento de cepas de S. mansoni resistentes ao tratamento, estratégias de
vacinagdo, em conjunto com a utilizacdo de quimiotergpicos, podem ser a Unica
maneira de se acabar com os principais problemas relacionados a esquistossomose
mansoénica (McManus and Loukas, 2008). Devido a incapacidade do Schistosoma
sp. de se multiplicar dentro do hospedeiro definitivo, uma vacina que confira um nivel
de protecdo de pelo menos 50% e/ou efeito esterilizante nas fémeas do parasita,
seria eficiente na diminuicdo da morbidade e da transmisséao da doenca (Chan et al.,

1997; McManus and Loukas, 2008).

Uma vacina anti esquistossomotica ideal, segundo Bergquist (1998), deve ser capaz
de induzir altos niveis de protecdo e/ou reduzir fecundidade e patologia, ser
facilmente produzida em larga escala, ser segura para a utilizacdo em humanos e

facilmente incorporada a programas de imunizacao (Bergquist, 1998).

Diversas estratégias de vacinacdo ja foram avaliadas contra a esquistossomose
mansonica, porém, a utilizacdo de cercarias irradiadas é a que induz maiores niveis
de protecdo em modelo murino, podendo chegar a 94% de reducdo na contagem de
vermes apos o desafio com cercérias nao irradiadas (Wynn et al., 1996). A resposta
imune protetora gerada pela imunizacdo com cercarias irradiadas parece estar
diretamente relacionada a atuacao das citocinas IFN-y e TNF-a em conjunto a uma
resposta humoral eficiente (Jankovic et al., 1999; Street et al., 1999). Apesar dos
elevados niveis de protecédo alcancados em camundongos, 0 uso dessa estratégia
vacinal ndo se aplicaria em humanos, devido principalmente a possibilidade de o

parasita recuperar sua forma infectante e aos elevados custos de producdo e
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manutencdo das cercarias irradiadas. Portanto, o modelo de imunizacdo utilizando
cercérias irradiadas é utilizado apenas em estudos experimentais dos mecanismos

imunoldgicos responsaveis pela inducdo da imunidade protetora.

Diversos antigenos do S. mansoni ja foram avaliados como candidatos vacinais,
porém, nenhuma resposta imune protetora, com equivalente nivel de prote¢do obtido
pela imunizagdo com cercarias irradiadas, foi alcancada (McManus and Loukas,
2008). Varios pesquisadores acreditam que o0s principais alvos vacinais se
encontram presente no tegumento do S. mansoni (Loukas et al., 2007; Pinheiro et

al., 2011).

1.5.1- Proteinas do tegumento como candidatos vacinais

O tegumento consiste de um sincicio de células que cobrem todo o corpo dos
vermes adultos do Schistosoma sp., e visto que tal estrutura se encontra presente
em basicamente todos os vermes que habitam a circulacdo sanguinea, acredita-se
que tal estrutura seja uma essencial adaptacdo para a sobrevivéncia no hospedeiro
(Van Hellemond et al., 2006). O tegumento parece estar envolvido em processos
como nutricdo, evasao imune e modulagcédo, excrecdo, osmorregulacao, transducao
de sinais e recepcao sensorial e na perspectiva de desenvolvimento de uma vacina,
esse conjunto de moléculas constitui a interface de interacdo entre hospedeiro e 0
parasita (Loukas et al., 2007; Van Hellemond et al., 2006). O desenho esquematico

de tal estrutura se encontra na Figura 5.
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Figura 5. Desenho esquematico do tegumento do Schistosoma mansoni e a
possivel localizacdo de algumas proteinas encontradas em tal estrutura. As
proteinas em azul apresentam uma posicdo mais externa em relacdo as proteinas
em vermelho (Braschi et al., 2006).

Vérias proteinas presentes no tegumento ja foram avaliadas em relacéo ao potencial
protetor contra a esquistossomose mansbdnica em modelo murino, dentre elas
podemos citar a calpaina (Ahmad et al., 2009a; Zhang et al., 2010b), Sm21.7
(Pinheiro et al., 2011), filamina (Cook et al., 2004), Sm21.6 (Lopes et al., 2009),
fimbrina (Mohamed et al., 1998; Romeih et al., 2008), ECL (Nascimento et al., 2007),
glutationa peroxidase (Shalaby et al., 2003)(Shalaby et al., 2003), Sm29 (Cardoso et
al., 2008), TSP-2 (Tran et al., 2006), dentre outras. Entre as proteinas presentes no
tegumento ja testadas, a Sm29 e a TSP-2 se destacam nas suas capacidades de

induzirem proteg¢ao contra a esquistossomose.
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1.5.2- Candidatos vacinais Sm29 e TSP-2

Estudos realizados por Cardoso e colaboradores (2006) demonstraram que a Sm29
€ uma proteina de ponto isoelétrico 8,08 e de massa molecular aproximada a 18,07
KDa (Cardoso et al., 2006a; Cardoso et al., 2006b). Sm29 possui um peptideo sinal
em sua porcdo N-terminal de aproximadamente 26 aminoacidos, uma hélice
transmembrana na regdo C-terminal e 17 cisteinas que provavelmente formam oito
pontes dissulfeto caracteristicas de proteinas de membranas ou secretadas
(Cardoso et al., 2006b). Tal proteina possui trés sitios de O-glicosilacdo e dois de N-
glicosilacdo em sua estrutura, o que explica a massa molecular prevista de 29KDa
(Cardoso et al., 2006b). Resultados de microscopia confocal, confirmam a presenca
de Sm29 no tegumento de vermes adultos e esquistossomulos e também em alguns
tecidos internos de fémeas adultas do S. mansoni (Cardoso et al., 2008; Cardoso et
al., 2006a). A sequéncia de aminoacidos da Sm29 apresentou varios motivos bem
conservados como o0 de toxinas tipo cobra (enovelamento rico em dissulfetos) e
motivos de pequenas proteinas (ligantes de metais, hemes e pontes dissulfeto)

(Cardoso et al., 2006b).

A avaliacdo da sequéncia peptidica da Sm29 identificou 5 epitopos promiscuos de
ligagdo a MHC-Il (HLA) de seres humanos, e quando avaliado o soro de individuos
resistentes a reinfec¢do, nota-se maiores niveis de anticorpos IgGl e IgG3 anti-

Sm29 do que individuos naturalmente susceptiveis (Cardoso et al., 2006a).

Quando utilizada como vacina recombinante em modelo murino, a proteina Sm29 foi
capaz de gerar uma resposta humoral com altos niveis de IgG, IgG1 e IgG2a anti-
Sm29, uma resposta celular de perfil Thl com niveis elevados de IFN-y e TNF-q,

assim como alcancar niveis de 51%, 60% e 50% na reducdo de vermes, ovos
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presentes no intestino e nimero de granulomas, respectivamente (Cardoso et al.,
2008). Visando avaliar melhor o real potencial de tal proteina recombinante ser
aplicada como vacina, Alves e colaboradores (2015) avaliaram o comportamento de
camundongos previamente infectados e tratados, e posteriormente imunizados com
a proteina rSm29. Os animais previamente tratados e imunizados com a proteina
rSm29 apresentaram percentuais de protecdo a uma nova infec¢cdo equivalentes a
26-48%, significativo aumento nos niveis de IgG, 1gGl, IgG2a e IgGE, niveis
aumentados de IL-2, IL-4, IL-17, IFN-y e TNF-a e aumento na geracao de células T

de memoria (Alves et al., 2015).

Tais resultados indicam que Sm29 é um importante candidato vacinal contra a

esquistossomose mansonica.

Tetraspaninas consistem de uma larga superfamilia de proteinas que provavelmente
se encontram presentes em todos os metazoarios (Cupit et al., 2011; Kovalenko et
al., 2005). Tais proteinas contém quatro dominios transmembranas bem
conservados (TM1-TM4), dominios intracitoplasmaticos N e C-terminais e duas alcas
extracelulares (ECL-1 e ECL-2) separadas por uma curta alca intracelular (ICL)
(Kovalenko et al., 2005). Tetraspaninas tem a capacidade de se ligarem a uma
grande gama de proteinas trasmembranas, como integrinas, receptores e fatores de
crescimento, moléculas de MHC I, proteinas da superfamilia das imunoglobulinas a
também com outras tetraspaninas, 0 que permite que tais moléculas estejam
envolvidas em diversos processos biolégicos, como por exemplo, evasdo imune e

processos estruturais (Cupit et al., 2011; Kovalenko et al., 2005).

TSP-2 € uma proteina da familia das tetraspaninas encontrada basicamente no
tegumento de vermes adultos e esquistossbmulos de S. mansoni e que possui
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homologia a receptores de superficies de células B e células T (Tran et al., 2006).
Trabalhos realizados por Tran e colaboradores (2010) demonstram que quando
vermes adultos de S. mansoni tem sua producdo de TSP-2 inibida pela acédo de
SiRNAs, processos relacionados a renovacdo do tegumento apical se tornam
prejudicados, visto o aumento no nuamero e tamanho de vacuolos da camada
superficial, menor quantidade de inclusdes citoplasmaticas e espessura mais fina de
tal camada, e em esquistossdmulos, o efeito do tratamento com dsRNAs contra
TSP-2, faz com que o tegumento se torne mais fino, com maiores indices de
invaginacdes e compartimentos celulares, e também foi demonstrado que a inibicédo
de TSP-2 pode influenciar na sobrevivéncia de tais parasitas in vivo (Cupit et al.,

2011; Tran et al., 2010).

A proteina Sm-TSP-2 exerce fungdes estruturais e metabdlicas importantes a
sobrevivéncia do S. mansoni, visto a formacdo dos microdominios enriquecidos de
tetraspaninas (TEM — Tetraspanin Enriched Microdomains), que sdo estruturas
moleculares complexas formadas principalmente pela interacdo da alca extracelular-
2 da Sm-TSP-2 com outras proteinas e membranas celulares, possivelmente
exercendo fungdes essenciais na fusdo e reparo de membranas, assim como a
regulacdo do fluxo de Ca?*(Jia et al., 2014). Dentre os principais parceiros da
proteina Sm-TSP-2 na formacgédo dos TEMs, se encontra a proteina Sm29 (Jia et al.,

2014)

TSP-2 é fortemente reconhecida por anticorpos IgGl e IgG3 de individuos
naturalmente resistente a infeccdo, e quando utilizada na forma de vacina
recombinante em modelo murino, tal proteina foi capaz de gerar elevados niveis de

IgG1l e IgG2a anti-TSP-2 e também 57%, 64% e 69% de redugcdo na contagem de
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vermes, ovos presentes no figado e nas fezes, respectivamente, e devido ao fato da
expressdo de tal proteina parecer ndo estar sobre influéncia de muitos
polimorfismos, ao contrario do que ocorre com a tetraspanina-2 de S. japonicum, tal
proteina tem uma grande potencial como candidato vacinal (Cupit et al., 2011; Tran

et al., 2006).

1.6- Vacinas de DNA

Wolff e colaboradores (1990) demonstraram que a administracdo via injecao
intramuscular de plasmideos, sob controle de promotor que permita a expressao
génica em células eucaribticas, era capaz de levar a sintese proteica de genes
repérteres sem a necessidade de maiores sofisticacbes da técnica (Wolff et al.,
1990). Em 1992, De-Chu Tang e colaboradores, através da administracdo de
plasmideos em orelhas de camundongos foram capaz de perceber que a expressao
da proteina heterdloga era capaz de gerar uma resposta humoral contra hormdnio
de crescimento humano (Tang et al.,, 1992). Em 1993, Ulmer e colaboradores
demonstraram que plasmideos contendo a sequéncia de uma nucleoproteina
conservada do virus influenza era capaz de gerar resposta imune protetora
percebida in vivo contra tal virus, dando inicio assim, a metodologia de vacinagao

por DNA (Ulmer et al., 1993).

Vacina de DNA é a designacao relacionada a metodologia de imunizacdo que ao
invés de se utilizar de antigenos como forma de imunizacéo se utiliza de genes que
codifiquem tais antigenos (Donnelly et al., 2005). Normalmente, vacinas de DNA
correspondem a vetores plasmidiais de origem bacteriana, 0os quais contenham

genes heterdlogos de interesse sob o controle de um forte promotor que capacite a
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expressdo génica em ceélulas de mamiferos (Garmory et al., 2003). Devido tal
expressao ocorrer em células de mamiferos, ao contrario de procedimentos de
imunizacdo com proteinas, o processo de sintese intracelular do antigeno codificado
pelo plasmideo permitira que tal proteina sofra normais modificacbes pos-

traducionais e que seja corretamente glicosilado (Shedlock and Weiner, 2000).

A metodologia de vacinagcdo por DNA apresenta como principais vantagens:
versatilidade na construcdo dos plasmideos; producdo relativamente simples e
rapida; facilidade de transporte e distribuicdo; as vacinas sao relativamente seguras,
uma vez que nao existe a necessidade da utilizacdo de organismos patogénicos;
estabilidade em temperatura ambiente e ainda apresenta a capacidade de estimular
tanto a imunidade inata quanto a adaptativa (Fioretti et al., 2010; Liu, 2003, 2011).
Entretanto, mesmo com todas essas vantagens, as vacinas de DNA geralmente
apresentam baixa capacidade de transfeccdo in vivo e baixa imunogenicidade em

animais de grande porte (Fioretti et al., 2010; Liu, 2003, 2011).

Devido aos problemas encontrados relacionados a baixa capacidade transfectante e
a caréncia de fortes respostas imunolégicas em organismos de grande porte e
humanos, grandes esforcos sdo despendidos para aumentar a poténcia de vacinas
de DNA, o que pode ir de tentativas para se aumentar a estabilidade, expressao e

otimizacao de vias de administracdo (Garmory et al., 2003; Liu, 2011).

1.6.1- Otimizacgéo de vacinas de DNA

Mesmo com o grande potencial das vacinas de DNA em induzirem diferentes tipos
de resposta imunoldgica, baixo custo de producao, estabilidade e outras vantagens,

a baixa capacidade de transfeccdo pode limitar a eficiéncia de tal estratégia, o que
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dita a necessidade de técnicas que otimizem o processo de transfeccdo ou
aumentem a eficiéncia da transcricdo génica e producdo protéica do plasmideo,
como por exemplo a insercdo de uma sequéncia de Kozak ou otimizacédo de coédons

(Fioretti et al., 2010; Liu, 2011; Olafsdottir et al., 2008).

Até 1981 acreditava-se que o inicio da traducdo de uma proteina em eucariotos
ocorria quando a subunidade ribossémica 40S encontrava o primeiro 5 AUG 3’em
um mRNA, porém, estudos realizados por Marilyn Kozak, no ano de 1981,
demonstraram que nas sequéncias mais expressas, encontravam-se uma purina na
posicdo -3 e uma guanina na posicao +4, e trabalhos de avaliagdo de sequéncias
ndo codificantes de 699 espécies de vertebrados no ano de 1987, também por
Marilyn Kozak, demonstraram que existia uma sequéncia consenso para o inicio da
traducdo na maioria dos RNAs mensageiros, a qual correspondia basicamente a 5’
GCCGCCACCAUGG 3, a qual ficou conhecida como sequéncia consenso de
Kozak. A insergdo de uma sequéncia consenso de Kozak na regido 5’ da sequéncia
a ser produzida e utilizada como imundgeno, provavelmente ser4 capaz de
aumentar os indices de traducdo do mRNA codificado, o que é almejado na
metodologia de imunizacdo por DNA devido aos baixos indices de transfeccéo

(Garmory et al., 2003; Kozak, 1981, 1987; Olafsdottir et al., 2008).

As proporcdes de tRNAs entre as espécies variam, e 0 uso de codons selecionados
geralmente se encontra relacionado com a eficiéncia da expressao génica, de modo
que 0S genes mais expressos evitam a presenca de cdédons correspondentes a
tRNAs de menores frequéncias, portanto, diferencas entre coédons preferenciais

entre um organismo hospedeiro e um gene heterdlogo podem também afetar os
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niveis de expressao de vacinas de DNA (Garmory et al., 2003; Kutzler and Weiner,

2008).

1.6.2- Principais formas de administrag&o de vacinas de DNA

As principais formas de administracdo de vacinas de DNA séo a intramuscular e a
biobalistica ou gene gun, como demonstrado na Figura 6. Outra metodologia
promissora como forma de administracdo de vacina de DNA é a utlizacdo da

eletroporacéo in vivo.
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Figura 6. Principais vias de administracdo de vacinas de DNA. Apos a obtencéo
do plasmideo contendo o gene do antigeno de interesse, ele pode ser administrado
por diversas vias. As duas principais vias de administracdo sdo a intramuscular e
através de biobalistica ou gene gun.

Em 1990, Wolff e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a
administracdo de plasmideos via inje¢do intramuscular era capaz de levar a
expressao proteica sem a necessidade de tecnologias mais elaboradas (Wolff et al.,
1990). A partir de tal observacdo, varios estudos posteriores se utilizaram de tal
técnica como forma de imunizagdo génica. Tal processo de imunizacdo atua
transfectando  principalmente  midécitos, porém, acredita-se que células

apresentadoras de antigenos APCs também sao transfectadas, as quais exercem
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papeis fundamentais na geracdo da resposta imune. O volume geralmente utilizado
para a imunizacdo excede a capacidade volumétrica do musculo anterior tibial de
camundongos, 0 que resulta na dispersdo da vacina em toda a extensdo do

musculo, bainha epimisial e linfonodos circundantes (Dupuis et al., 2000).

Vérias metodologias visam o aperfeicoamento da administracdo e da transfeccéo
celular pela rota intramuscular, como por exemplo, os sistemas Biojector®2000 e
Mini-Ject™ e eletroporagao in vivo. O sistema Biojector®2000 é formado por um
aparato que € capaz de injetar o material desejado, tanto intramuscularmente quanto
subcutaneamente, através de pressdo gerada por gas CO2 em uma maneira
independente de agulhas (Bioject - http://www.bioject.com/biojector2000.html). O
sistema Mini-Ject™ atua inserindo o material intramuscularmente, de maneira
independente de agulhas, através de pressao gasosa gerada por reacdo quimica.
Apesar de menos dolorosas que inje¢cdo muscular por intermédio de agulha, os
sistemas de injecdo Biojector®2000 e Mini-Ject™ aparecem como metodologias
muito mais dispendiosas e ndo apresentam beneficios aparentes no que se

relaciona a potencializacdo imunolégica de vacinas de DNA (Rao et al., 2006).

Eletroporacéo ou Eletropermeabilizacdo vem se mostrando como uma técnica com a
capacidade de aumentar o potencial transfectante, niveis de expresséo protéica e
potencial imunogénico de vacinas de DNA (Babiuk et al., 2004; Dupuis et al., 2000;
Wang et al., 2008). A metodologia se baseia na geracdo de pulsos eletromagnéticos
nos locais da injecdo da vacina de DNA, o qual permite a maior permeabilizacao das
células ao redor e consequentemente aumentando os niveis de transfecgéo celular
(Aihara and Miyazaki, 1998) e com capacidade de gerar prolongada memodria

imunoldgica (Tsang et al., 2007). Apesar de se mostrar como tecnologia altamente
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eficiente no quesito imunogenicidade e potencial transfectante, a eletroporacéo pode
ocasionar altas taxas de integracfes cromossOmicas, 0 que € indesejavel para a
vacinacdo por DNA, além do que, ainda se apresenta como tecnologia altamente
dispendiosa, o que poderia limitar sua utilizacdo em paises menos desenvolvidos

(Liu, 2011; Wang et al., 2004).

Experimentos realizados por Williams e colaboradores, em 1991, demonstraram que
particulas de ouro ou tungsténio cobertas com plasmideos quando expelidas por
pressao gerada por gas hélio eram capaz de transfectar células da pele e figado,
assim como, sintese de proteinas codificadas pelos plasmideos, o que tornou tal
metodologia indicada para procedimentos de imunizacdo com DNA (Williams et al.,
1991). Tal metodologia, atualmente conhecida como gene gun ou biobalistica vem
sendo utilizada em pequenos animais com bons niveis imunogénicos e se mostra
como metodologia promissora para imunizagdo de animais de grande porte (Wang

et al., 2008).

1.7- Vacinas de DNA e a esquistossomose mansoOnica

Muitos pesquisadores acreditam que uma resposta imunoprotetora contra S.
mansoni envolva tanto a imunidade celular quanto humoral, portanto, vacinas de
DNA se tornam metodologia promissora de imunizacéo, devido a sua capacidade de
induzir ambos os componentes do sistema imune (Fonseca et al., 2006; Oliveira et

al., 2008).

A calpaina (Sm-p80) é uma proteina que se encontra relacionada ao processo de
renovacdo da membrana externa do S. mansoni, processo esse utilizado com o

intuito de escapar da resposta imune do hospedeiro (Ahmad et al., 2009a). Em 2009,
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Ahmad e colaboradores, utilizando o vetor pcDNA3 com a sequéncia de Sm-p80
como vacina obtiveram niveis de protecdo equivalentes a 59% na reducdo da
contagem de vermes e 84% na contagem de ovos do figado em camundongos
C57BL/6, além de elevados niveis de anticorpos IgG1l, IgG2a, IgG2b e IgG3 e
aumento significativo na producdo de citocinas IL-2 e IFN-y, o que pode indicar o
direcionamento da resposta imunolégica para o perfil Thl. Zhang e colaboradores
em 2010, utilizaram em imunizacfes o vetor vr1020 contendo o gene da Sm-p80, o
qual tem seu uso aprovado em seres humanos, e conseguiram niveis de
aproximadamente 47% na reducdo da carga parasitaria, o que foi acompanhado por
elevados niveis de anticorpos 1gG2b e citocinas IL-2 e IFN-y, o que mais uma vez
prediz um direcionamento de resposta imunoldgica para o perfil Thl e também um
elevado nivel de transcritos correspondentes as citocinas TGF- e IL-17, 0 que pode
estar relacionado a presenca de uma resposta de perfil imunolégico Th1l7 (Zhang et
al., 2010b). Em 2009, Ahmad e colaboradores, utilizando-se do vetor pcDNAS3,
imunizaram babuinos (Papio anubis) e alcancaram 38% de reducdo na contagem de
vermes recuperados e 32% de reducdo na contagem de ovos do figado + intestino,
altos titulos de anticorpos IgG1l e IgG2 anti-Sm-p80 e altos niveis de IL-2 e IFN-y
gquando comparados com O grupo controle, o que mais uma vez prediz o

direcionamento para uma resposta imunolégica de perfil Thl (Ahmad et al., 2009a).

A proteina Sm23, da familia das tetraspaninas, possui quatro dominios hidrofobicos
e se encontra ligada ao tegumento de vermes adultos através de uma ancora de GPI
(glicosilfosfatidilinositol) (Koster and Strand, 1994). Quando avaliada como vacina de
DNA, a sequéncia da proteina Sm23 inserida no vetor pcDNA alcangou niveis de
protecdo (reducdo de vermes adultos) de 25-44% e com elevados niveis de IgG, e

IgG2a >IgG1 (Da'dara et al., 2001).
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Enzimas antioxidantes estdo envolvidas na evaséo de vermes adultos do S. mansoni
a respostas imunes do hospedeiro envolvendo espécies oxidantes reativas (Mei and
LoVerde, 1997). Dentre essas enzimas esta a Cu/Zn superéxido dismutase, que se
encontra presente principalmente no tegumento de vermes adultos (Mei and
LoVerde, 1997). Em 2003, Shalaby e colaboradores demonstraram que a
imunizacdo de camundongos C57BL/6 com o plasmideo pcDNA contendo as
sequéncias de Cu/Zn superoxido dismutase (CT-SOD) ou Cu/Zn superéxido
dismutase com peptideo sinal (SP-SOD) foram capazes de alcancar 44-60% e 22-
45% de protecdo, respectivamente, quando comparados aos animais do grupo
controle (Shalaby et al., 2003). Outra proteina importante provavelmente envolvida
na evasao do S. mansoni é a glutationa peroxidase, a qual se encontra presente
também preferencialmente no tegumento de vermes adultos (Mei and LoVerde,
1997). Quando avaliada em forma de vacina de DNA, a enzima nativa gluationa
peroxidase (GPXbb) alcancou niveis de protecao de 23-55%, enquanto que a forma
mutada (GPXm), a qual tinha um aminoacido selenocisteina substituido por uma
cisteina em seu sitio catalitico, induziu apenas 25-35% de protecdo na reducao de
vermes adultos quando comparada ao grupo controle (Shalaby et al., 2003).
Posteriormente a isso, Carvalho-Queiroz e colaboradores demonstraram que a
imunizacdo de primatas ndo humanos com o plasmideo VR1055 contendo as
sequéncias das proteinas Cu/Zn superoxido dismutase e da glutationa peroxidase
de S. mansoni, foram capazes de alcancar niveis variaveis de reducédo na contagem
de vermes (0 a 19%), reducdo significativa dos dias de diarreia e presenca de
sangue nas fezes (63,3 — 76,7% de reducdo), reducdo na excrecdo de ovos
(podendo alcancar até 65% no caso da SmCT-SOD), reducdo da quantidade de

ovos presentes no tecido hepatico e intestino grosso, assim como, aumento no
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indice proliferativo de células do sistema imune, anticorpos IgG especificos para tais
proteinas e a inducdo de um perfil misto de citocinas, como uma tendéncia para o

perfil Th2 (Carvalho-Queiroz et al., 2015).

Outro candidato testado foi a proteina filamina, a qual possui homologia a proteina
ligadora de actina humana e se encontra presente em Varios estdgios do
desenvolvimento de S. mansoni e também no tegumento de vermes adultos (Cook
et al., 2004). Quando administrada na forma de vacina de DNA, a proteina filamina
inserida no vetor pcDNA foi capaz de gerar 50% de reducdo na contagem de
vermes, titulos elevados de 1gG e IgG2a, 1IgG2b e IgG1 e aumento no percentual de
células secretoras de IFNy, IL-4, IL-5 e IL-10, o que é um indicativo de uma resposta

de perfil misto Th1/Th2, quando comparada ao grupo controle (Cook et al., 2004).

A proteina Sm21.7 é encontrada principalmente no tegumento e nas camadas
parenquimais de vermes adultos de S. mansoni e apresenta consideravel potencial
como antigeno para uma vacina anti-esquistossomoética (Pinheiro et al., 2011).
Fimbrina é uma proteina de aproximadamente 651 aminoacidos presente no
tegumento de vermes adultos do S. mansoni com alta homologia a fimbrina de aves
e plastina humana (Romeih et al., 2008). Quando avaliada como vacina de DNA
multivalente em conjunto com a proteina Sm21.7, ambas foram capazes de induzir
56% de reducdo na contagem de vermes, altos niveis de IgG, e 41,5 e 55,6% de
reducdo na contagem de ovos no figado e intestino respectivamente (Romeih et al.,

2008).

A via metabolica de degradacdo de glicose € considerada essencial para a
sobrevivéncia e infeccdo de parasitas (Skelly et al., 1993). Saber e colaboradores

(2013) avaliaram o potencial de uma vacina de DNA contendo a sequéncia da
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proteina frutose-1,6-bifosfato aldolase, uma enzima responsavel pela conversao
reversivel de frutose-1,6-bifosfato em di-hidroxiacetoana e gliceraldeido-3-fosfato,
contra a infec¢do por S. mansoni. A imunizacdo com a SMALDO foi capaz de induzir
a reducao de 46% no numero total de vermes, 41,7% de ovos no figado e 40.2% no
intestino, 29% e 54.7% de reducao no diametro e nimero de granulomas no figado e

elevados niveis de anticorpos IgG anti-SMALDO (Saber et al., 2013).

Outro importante candidato vacinal € a Sm14, a qual apresenta aproximadamente
14,8 KDa e com conhecida homologia a proteinas ligadoras de &cidos graxos, o que
associado a incapacidade de sintese DE NOVO de &cidos graxos por tais vermes,
indicam que tal proteina possa estar envolvida no processo de captacdo de
metabdlitos do hospedeiro (Moser et al., 1991). A proteina Sm14 quando utilizada
como vacina de DNA no vetor pCl, foi capaz de gerar uma resposta imunoldgica
protetora com 40,5% de reducdo na contagem de vermes, altos niveis de IgG anti
Sm14 e elevada producéo de citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 quando comparada ao

grupo controle (Fonseca et al., 2006).

1.8 Nanotecnologia

A palavra nano, € derivada da palavra grega nanos, significa anao e é utilizada para
descrever qualquer material ou caracteristica com dimensdes em escalas
nanometricas (1-100nm) (Dreaden et al., 2012; Jorge Pérez-Juste, 2005).
Nanomateriais podem apresentar enormes diferengas em relagdo ao material bruto
de mesma composicao e algumas vantagens principalmente devido a sua estrutura
Unica, tamanho menor, grande superficie de contato, facilidade de sintese e grande

potencial para modificagcbes, dentre outras (Xu et al., 2012).
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1.8.1 Nanoparticulas e o sistema imune

Atualmente, jA é bem estabelecido que antigenos livres e/ou solluveis séo fracos
ativadores de uma resposta imune protetora, principalmente pela insuficiente
captacdo de tais antigenos por células profissionais apresentadoras de antigenos
(Boraschi and Italiani, 2015). E uma opc¢ao de reverter tal cenério € a adsorcdo ou a
ligacdo covalente de antigenos a superficie de alguns nanocompostos, 0s quais sao
capazes de estimular o sistema imune e induzir respostas muito mais efetivas do
que as moléculas separadas (Moon et al., 2012; Temchura et al., 2014; Xiao et al.,
2013). Nanoparticulas podem ser excelentes carreadores, principalmente devido a
excelente biocompatibilidade e caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, formato e
carga de superficie), as quais podem ser modificadas para obterem diferentes

efeitos imunoldgicos (Boraschi and Italiani, 2015).

Existem varios principios pelos quais nanoparticulas seriam Uteis em aplicacdes
imunologicas, o primeiro deles €é que as nhanoparticulas podem carrear
imunocompostos a um determinado local, célula, tecido ou qualquer lugar exigido,
diminuindo assim, possiveis efeitos adversos de um imunoterapéutico. Outro
principio é que as nanoparticulas podem apresentar efeito adjuvante proprio (anti-
ou pro-inflamatorio) e outra vantagem das nanoparticulas € a habilidade de serem
captadas naturalmente por células do sistema imune, ou conjugadas a anticorpos ou
moléculas que direcionem especificamente a determinados locais ou células (Irvine

et al., 2015).

Em relagdo as caracteristicas imunolégicas de nanoparticulas in vitro e in vivo,

varios pesquisadores alcancaram diferentes resultados, onde algumas

36



nanoparticulas apresentaram efeitos pro-inflamatorios e algumas anti-inflamatérias

(Frohlich, 2015).

Existem varios fatores que podem influenciar a migracdo de nanoparticulas no
sistema imune, mas em geral, particulas maiores do que 9nm de didmetro tendem a
migrar para os linfonodos, permanecerem no local e serem captadas e apresentadas
eficientemente, enquanto que, particulas menores que 6nm, ndo séo retidas no
sistema linfatico, o que por sua vez, impede que sejam captadas eficientemente por
células do sistema linfatico. Particulas de 50-100nm geralmente ficam presas na
matriz extracelular e ndo séo livremente drenadas para os linfonodos, porém,
nanoparticulas deste tamanho podem ser fagocitadas por células dendriticas ou
mondcitos que emigram do sangue, carreando assim, as nanoparticulas para o
sistema linféatico (Irvine et al., 2015; Liu and Irvine, 2015; Manolova et al., 2008).
Vérios fatores influenciam na captacdo das nanoparticulas, como por exemplo,
tamanho, carga, hidrofobicidade e composicéo (Irvine et al., 2015). O trabalho
realizado por Stano e colaboradores (2012) demonstrou que a administracdo de
particulas de 200nm foi mais eficiente direcionado as vias de apresentacdo MHCI e
MHCII, aumento na resposta dependente de células CD4*, assim como, o aumento
na resposta humoral sistémica, quando comparadas a nanoparticulas de mesma
composicdo e com 30nm de diametro (Stano et al.,, 2012). Outro trabalho
semelhante foi desenvolvido por Wang e colaboradores (2011), o que demonstrou
que particulas de carbono mesoporosas de 470nm foram capazes de induzir uma
resposta imune ao antigeno BSA semelhante a uma resposta induzida atraves da

coadministracdo do antigeno com adjuvante de Freund (Wang et al., 2011).

37



Diferentes tipos de nanoparticulas sdo fagocitadas por diferentes tipos celulares,
geralmente dependendo das caracteristicas e do lugar que as nanoparticulas se
encontram. Mas geralmente, particulas com grupamentos aminicos na superficie
formam uma corona em volta da nanoparticulas mais fina e sdo captadas mais

facilmente, provavelmente por receptores scavengers (Frohlich, 2015).

Em relacdo as células profissionais apresentadoras de antigenos, as nanoparticulas
podem interagir de diversas maneiras, principalmente através da ativacao de
receptores especificos (PAMPs e DAMPs) que promoverdo a ativacdo de células
dendriticas e a inducdo do reconhecimento das nanoparticulas com consequente
processamento de antigeno (Irvine et al., 2015). As nanoparticulas podem possuir
efeito adjuvante préprio, como por exemplo, nanocompostos feitos de &cido poli-
lacto-glicolico (PLGA) e ouro, que em células dendriticas (BMDC), podem induzir a
formacdo do complexo inflamassoma e consequente liberacdo de IL-1B (Niikura et
al., 2013; Sharp et al., 2009). Outra possibilidade é o carreamento de adjuvantes em
nanoparticulas para locais especificos, evitando assim a disseminagdo
indiscriminada de imunoestimulantes pelo organismo com consequente reducéo de
possiveis efeitos colaterais (Kasturi et al., 2011). O carreamento por nanocompostos
pode também concentrar a quantidade de adjuvantes em determinados oOrgaos
linfoides, formando depdsitos intranodais e prolongando a exposicdo de
imunoestimulantes nesses importantes locais de acéo (Jewell et al., 2011). A Figura

7 demonstra as principais vias de interagdo com as APCs do sistema imune.
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Figura 7 Visdo esquemética dos principais mecanismos de captacdo e
apresentacao de nanoparticulas por APCs. As nanoparticulas sao captadas por
células profissionais do sistema imune, geralmente por fagocitose. Os antigenos
presentes nas nanoparticulas sdo entdo degradados por proteases especificas
presentes nos endosomos e sdo entdo ligados a moléculas de MHCII,
posteriormente sendo apresentados a células TCD4*, sendo estas, as células
auxiliares na geragao de uma resposta imune humoral e celular. As nanoparticulas
podem carrear 0s antigenos para serem produzidos na propria célula, os quais serao
degradados via proteassoma e enviados ao reticulo endoplasmatico, onde serao
ligados a molécula de MHCI. Existe ainda a possibilidade de ocorrer a apresentagéo
cruzada, onde as nanoparticulas podem levar ao escape dos antigenos dos
endossomos tardios, via mecanismos especificos, e posteriormente levando a
degradacéo dos antigenos via MHCI. Uma vez carregados nas moléculas de MHCI,
0s antigenos serdo apresentados a linfécitos TCD8* correspondentes, com
consequente indugdo de uma resposta imune citotoxica. Outros mecanismos de
inducdo do sistema imune também podem ocorrer, como por exemplo, a
apresentacao de antigenos a células iNKT (invariant natural killer T cell), abrindo a
possibilidade de geracéo de respostas imunes a diferentes tipos de antigenos, como
lipideos. Adaptado de (Irvine et al., 2015).
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A utilizacdo de nanoparticulas como carreadoras pode aumentar a captacdo de
antigenos por APCs do sistema imune, como por exemplo, Foged e colaboradores
(2004) demonstraram que lipossomos catidnicos sdo rapidamente internalizados por
células dendriticas, enquanto que lipossomos anibnicos necessitam de alguns
motivos especificos que direcionem para uma eficiente internalizacao (Foged et al.,
2004). Outro exemplo importante, € o trabalho realizado por Niikura e colaboradores
(2013), no qual eles avaliam a capacidade de captacdo de diversos nanomateriais
de ouro por células Raw 264.7 e percebem que, 0s nanobastdes de ouro sdo 0s
mais eficientemente internalizados quando comparados com as outras

nanoparticulas (Niikura et al., 2013).

Além dos antigenos classicos, as nanoparticulas podem carrear antigenos de
natureza lipidica, carboidratos ou outros metabdlitos antigénicos. Uma de tais
estratégias é a utilizagcdo de nanoparticulas funcionalizadas com o a-Gal-Cer, os
quais irdo direcionar as nanoparticulas e antigenos lipidicos para o MHC néao
convencional Cd1D, os quais apresentam a capacidade de apresentar e estimular a
geracdo de uma resposta imune mediada por células invariantes NKT (Irvine et al.,

2015).

Mesmo com alguns conceitos bem estabelecidos, deve-se notar que, a extensdo do
direcionamento a células APCs do sistema imune, captacdo de particulas e
subsequente ativacéo do sistema imune depende das caracteristicas fisico-quimicas
do nanocarreador, assim como o tipo de adjuvante empregado na formulacao
vacinal. Portanto, a eficiéncia na geracdo de uma resposta imune adaptativa por
nanovacinas deve ser otimizada no contexto de cada nanocarreador e adjuvante

(Fan and Moon, 2015).
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1.8.1 Nanotecnologia e o ouro

O ouro € um elemento nobre quintesséncial e vem sendo utilizado a milhares de
anos pela humanidade, principalmente na fabricacao de jéias, cunhagem de moedas
e em pecas eletronicas (Dreaden et al., 2012). O uso do ouro na medicina data de
2500 A.C. por egipcios e chineses, passando pela idade média durante os séculos
17 e 19 na fabricagéo de elixires e na medicina moderna para o tratamento de artrite

reumatoide, artrite psoriatica e ltpus eritematoso discoide (Thakor et al., 2011).

Nanoparticulas de ouro apresentam diversas caracteristicas diferentes do ouro
bruto ou em escala molecular, 0 que tem extensamente atraido a atencdo de
quimicos, fisicos e biomédicos (Dreaden et al.,, 2012). Nanoparticulas de ouro
podem ser produzidas em uma grande variedade de formatos, como nanoesferas,
nanobastdes, nanogaiolas, nanoprismas, nanoestrelas dentre outros (Thakor et al.,

2011).

Nanomateriais de ouro podem ser utilizados nas mais diversas aplicacdes
biologicas, como por exemplo, biosensoriamento, carreamento de genes e farmacos,
fototerapia, bioimagem e carreamento de vacinas (Dreaden et al., 2012; Jorge

Pérez-Juste, 2005; Liopo et al., 2012).

Dentre as nanoparticulas de ouro, 0s nanobastdes de ouro surgem como

importantes candidatos a carreadores vacinais.

1.8.2 Nanobastdes de ouro

Os nanobastbes de ouro vem sendo amplamente utilizados para as mais diversas
finalidades, como por exemplo, biomagem, sensoriamento, detec¢cdo de moléculas,
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testes imunologicos, termoterapia e como carreadores vacinais (Dreaden et al.,

2012; Liopo et al., 2012; Niikura et al., 2013; Xu et al., 2012).

A ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) de nanoparticulas
metélicas é o resultado da oscilagdo coletiva dos elétrons de conducdo quando
submetidos a interacdo com a luz (Funston et al., 2009). O formato de bastédo das
nanoparticulas de ouro apresentam dois caracteristicos picos de ressonancia de
plasmon de superficie, devido ao plasmon de superficie transverso (~500 a 600nm)
e o longitudinal (~650 a 800nm)(Chen et al., 2013). Tal caracteristica pode ser

utilizada para a caracterizacdo da funcionalizacdo das nanoparticulas.

Em relacdo a seguranca de tal metodologia, acredite-se que a citotoxicidade de
nanobastdes de ouro € dependente da concentracdo, tamanho, formato, tipo de
funcionalizacdo, ou até mesmo o meio de dissolucdo, e os estudos in vitro e in vivo
existentes até o momento, séo raros e controversos (Wan et al., 2015). Porém, o tipo
de biofuncionalizacdo parece estar mais relacionado as interacdes com o sistema

imune e citotoxicidade, do que o tamanho da nanoparticulas (Alkilany et al., 2009).

1.8.3 Biofuncionaliza¢ao
Nanobastbes de ouro se encontram em lugar de grande destaque no campo da

nanotecnologia e o conhecimento sobre 0s potenciais riscos e seguranca de tais

nanoparticulas é de grande importancia (Dreaden et al., 2012; Fraga et al., 2013).

Brometo de cetil trimetilaménio (CTAB) € amplamente utilizado para o controle do
crescimento e dispersibilidade durante a sintese de nanobastdes de ouro. Apesar

das grandes promessas de utilizacdo biomédica dos nanobastfes de ouro, o CTAB
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utilizado no processo de fabricacdo € toxico para a maioria das células, portanto, 0os
procedimentos de remocdo do CTAB ou funcionalizacdo das nanoparticulas séo
necessarios para a diminuicdo do potencial citotoxico e posteriores aplicacdes

terapéuticas (Wang et al., 2013; Xu et al., 2012; Zhang et al., 2011).

Varios grupamentos funcionais sdo comumente utilizados durante a funcionalizacéo,
sendo os alcano ti6is os mais comuns. Tais alcano tidis geralmente apresentam
motivos terminais como: Acidos carboxilicos, aminas, azidas, maleimidas, fenois,

alcoois, carboidratos, aminoacidos, acidos nucleicos e proteinas (Biju, 2014).

Vérios trabalhos demonstram a importancia de uma correta biofuncionalizacdo dos
nanobastdes de ouro. O trabalho realizado por Wan e colaboradores (2005)
demonstrou que, nanobastdes de ouro com diferentes tipos de funcionalizacédo e
diferentes tamanhos, apresentavam citotoxicidade em niveis diferentes.
Aparentemente, 0os nanobastes de ouro com o mesmo tipo de funcionalizacéo,
porém com tamanhos diferentes, ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa
em relacdo a citotoxicidade, niveis de autofagia, despolarizacdo de membranas
mitocondriais, porém, apresentaram diferentes niveis de acumulacdo de espécies
reativas de oxigénio. Os nanobastbes de ouro de mesmo tamanho, porém com
diferentes tipos de funcionalizacdo, apresentaram diferentes niveis de danos
celulares, sendo os nanobastdes de ouro cobertos com CTAB, 0s que apresentaram
0s maiores niveis de citotoxicidade, autofagia e aumento no tamanho das
mitocondrias, porém, nenhum aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio. Quando avaliados in vivo, nenhum dos nanobastdes avaliados induziu
efeitos adversos significativos, como diferencas no peso, figado ou sistema

mononuclear do sangue (Wan et al., 2015). Os trabalhos realizados por Zhu e
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colaboradores (2014) demonstraram que nanobastfes de ouro funcionalizados com
CTAB, PSS (polystirene sulfate), ou SiO2 mesoporica, apresentaram alta
citotoxicidade, enquanto que nanobastdes de ouro funcionalizados com
polietilenoglicol e TiO2 ndo apresentaram nenhum dano celular quando incubadas
com células RAW 264.7 ou U-87 MG(Zhu et al., 2014). Os trabalhos realizados por
Alkilany e colaboradores (2009) demonstraram que varios nanobastdes de ouro de
tamanhos diferentes ndo apresentaram diferencas nos niveis de citotoxicidade
celular, quando avaliadas em células HT-29, porém, a presenca de CTAB como
estabilizante dos nanobastbes de ouro, foi responsavel pela inducdo de dano e

morte celular (Alkilany et al., 2009).

1.8.4 Nanobastdes de ouro como carreadores vacinais

Os nanobastdes de ouro sdo considerados como promissores carreadores vacinais
por varios pesquisadores (Dreaden et al., 2012; Stone et al., 2013; Xu et al., 2012).
No trabalho realizado por Xu e colaboradores (2012), animais foram imunizados com
nanobastdes de ouro funcionalizados com os polimeros cati6bnicos PDDAC, PEI e
CTAB, todos conjugados a plasmideos codificantes da proteina Env 1 do virus HIV1.
Quando avaliada a resposta imunoldgica destas vacinas, 0os animais que foram
imunizados com os nanobastdes de ouro cobertos com PDDAC e PEI foram
capazes de induzir uma elevada producdo de IFN-y, maiores titulos de anticorpos
anti- Envl, maior capacidade proliferativa de células TCD4* e TCD8" e maiores
niveis de maturacdo de células dendriticas quando comparados aos animais
imunizados somente com os plasmideos contendo a sequéncia da proteina Env1(Xu
et al., 2012).

44



Nanobastbes de ouro funcionalizados com PAA/PAH foram conjugados com a
proteina de fusdo F do virus sincicial respiratério (RSV) e quando avaliados in vitro,
0s nanobastfes conjugadas a proteina, quando colocados em cultivos de células
dendriticas humanas, foram capazes de induzir uma maior proliferacéo de linfécitos
T quando comparados ao grupo controle, indicando o potencial de tal tecnologia

como carreador vacinal (Stone et al., 2013).
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2- JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma importante parasitose mundial, afetando mais de 207
milhdes de pessoas em 76 paises ao redor do mundo, e é considerada a helmintiase
mais importante, quando levados em consideragdo morbidade e mortalidade
(McManus and Loukas, 2008). Estudos realizados por Gryssels e colaboradores
(2006) demonstram que algumas cepas de Schistosoma mansoni desenvolvem a
capacidade de resisténcia ao tratamento quimioterapico (Gryseels et al., 2006).
Assim como medida profilatica, a vacinagdo seria um método ideal para o controle
da esquistossomose, exclusivamente ou em combinacdo com quimioterpicos,
sendo que a vacinagao poderia atuar na reducdo da morbidade e também impactar

a transmisséao (Bergquist et al., 2005).

Sendo assim varios antigenos de S. mansoni ja foram avaliados em relacdo ao
potencial imunogénico, demonstrando diferentes percentuais de protecao
alcancados, como proteinas do tegumento, calpaina, SODs (superoxido
dismutases), filamina, ECL (Sm200), Sm25, Sm21.7, Smfimbrina, paramiosina,
FABPSs, (proteinas ligadoras de acidos graxos) dentre outras (McManus and Loukas,

2008; Pinheiro et al., 2011).

As proteinas Sm29 e TSP-2 do tegumento do S. mansoni ja foram avaliadas como
candidatos vacinais em modelo murino e foram capazes de induzir niveis de 51 e
57% de protecado, respectivamente, porém ambas como proteinas recombinantes

(Cardoso et al., 2008; Tran et al., 2006).

Devido aos resultados poucos promissores apresentados até o momento no
desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose mansonica, a jungao de

um ou mais antigenos na metodologia de imunizagdo pode ser responsavel pela
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potencializacdo dos niveis de protecdo alcancados pelas proteinas em sua forma

individual (Romeih et al., 2008).

Visto que a vacinacdo com DNA é capaz de induzir respostas imunes celulares e
humorais, assim como outros componentes do sistema imunolégico (Liu, 2011) e
gue tal metodologia de imunizacdo pode resolver os problemas encontrados com a
dificil solubilizacdo da Sm29, visamos avaliar o potencial de tal metodologia como
forma de imunizacdo contra a esquistossomose mansonica murina utilizando os
candidatos vacinais Sm29 e Tetraspanina-2, em sua forma individual, ou em forma

de quimera ou vacina multivalente.

A nanotecnologia vem atraindo a atencdo de pesquisadores de diversas areas,
principalmente devido as diferentes caracteristicas e propriedades que os materiais
assumem quando se encontram em escala nanométrica. Existem diversos tipos de
nanoparticulas até o momento, compostos de diversos tipos de materiais e
apresentando uma grande diversidade de formas, e dentre tais nanoparticulas, se
destacam os nanobastdes de ouro (Dreaden et al., 2012; Huang et al., 2009). Os
nanobastdes de ouro sdo nanoparticulas anisotrépicas, compostas de ouro macico,
gue apresentam ressonancia de elétrons de superficie sensiveis ao ambiente
quimico, alta estabilidade, biocompatibilidade, baixo custo de producdo e alto
potencial como carreadores vacinais, visto os resultados promissores obtidos por
(Xu et al., 2012) e (Stone et al., 2013). Nenhum estudo utilizando nanobastdes de
ouro como carreadores vacinais contra parasitas foi realizado até o momento.
Portanto, visamos também conjugar a proteina recombinante rSm29 a nanobastdes
de ouro e avaliar o potencial de tal metodologia contra a esquistossomose

mansonica.

47



3- OBJETIVO

3.1- Geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a eficiéncia das vacinas de DNA contendo as
sequéncias das proteinas Sm29 e/ou tetraspanina-2(TSP-2) do S. mansoni, e a
proteina recombinante Sm29 associada a nanobastbes de ouro como nova

estratégia vacinal.

3.2- Especificos

Os objetivos especificos sao:

o Avaliar a transcricdo e traducdo das proteinas Sm29, TSP-2 e quimera,
contidas nas vacinas de DNA in vitro em células BHK21, através das técnicas de RT-
PCR e western blot

o Caracterizar a ligacdo da rSm29 aos nanobastdes de ouro através de
espectros UV-VIS, microscopia de transmissao e ELISA

o Analisar a resposta humoral através da avaliacdo dos niveis de IgG, apos a
imunizagdo com as vacinas de DNA e com os nanobastfes de ouro

o Determinar o perfil de citocinas através da dosagem de IL-4, IL-5, IFN-y, e
TNF-a, ap6s a imunizagdo com as vacinas de DNA e com os nanobastdes de ouro

o Avaliar os niveis de protecdo alcancados com as vacinas de DNA e com 0s
nanobastdes de ouro

o Determinar a influéncia das imuniza¢des com as vacinas de DNA na patologia

dos ovos no figado

48



o Avaliar as células produtoras de IFN-y através de citometria de fluxo
o Avaliar o possivel mecanismo de interacdo entre os nanobastdes de ouro

ligados a proteina recombinante Sm29 com as células dendriticas.
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4- METODOLOGIA

4. 1- Animais e parasitas

Camundongos fémeas C57BL/6 com seis a oito semanas de idade foram adquiridos
do biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais. Cercarias de S.
mansoni (cepa LE) foram obtidas do Centro de Pesquisas René Rachou — Fundacao
Oswaldo Cruz pelo método de estimulacdo luminosa a caramujos infectados para a
liberacdo de cercarias. Numero de cercarias e viabilidade foram determinados
usando microscopio 6tico antes da infeccdo. Todos os estudos utilizando-se animais
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

(CETEA/UFMG) Protocolo n° 254/2010.

4.2- Construcdes dos plasmideos

As sequéncias génicas correspondentes as proteinas Sm29, TSP-2 e a forma
quimérica de ambas foram sintetizadas no plasmideo pUMVC3 (Aldevron), Figura 8,
pela empresa Epoch Biolabs (Missouri,Texas, USA). Basicamente, foi sintetizada a
sequéncia da Sm29 codificando do aminoacido Val27 a Lys169, a sequéncia da alga
extracelular 2 da SmTSP-2 codificando do aminoacido Glul07 a His184, e uma
sequéncia quimérica, contendo a mesma sequéncia da Sm29 (Val27 — Lys169) na
porcado N-terminal e a sequéncia da algca extracelular 2 da SmTSP-2 (Glu — His184)
na porcdo C-terminal. As sequéncias génicas foram inseridas no sitio multiplo de
clonagem entre as regides correspondentes as enzimas de clivagem EcoRI(1102) e
Xbal(1130) e sob o controle do promotor do citomegalovirus (CMV IE). Os insertos

passaram por processo de otimizacdo de sequéncia para expressao génica em
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células de mamiferos e a sequéncia de KOZAK (5GCCGCCACCATGG3’) foi

inserida na janela de leitura em cada um dos genes correspondentes.

Spe 1(92)

CMV IE 5' UTR
Xho1(3448) Sph 1(848)
Sma 1(3176) CMV IE Intron A
Xma1(3174) \ Pst 1{1065)
Kanamycin resistance / Sal 1(1075)

pUMVC3

4030 bp / ' EcoRV (1098)

W EcoR1(1102)
U\ Pt 1(1109)
Apa1(1116)
\kpn1(1122)
\\ Bst 11071 (1126)
|\ XBa 1(1130)
\\Not 1(1137)
| BamH 1(1144)
Bel 11 (1150)

pUMVC3/5m29

Val27 Sm29 Lys169

pUMVC3/TSP-2

suror [+

pUMVC3/Quimera

Figura 8 Construgdes das vacinas de DNA. Utilizamos o plasmideo pUMVC3 da
empresa Aldevron e sintetizamos as sequéncias da proteina Sm29, a alca

extracelular 2 da SmTSP-2 e uma quimera proveniente da fusdo de ambas entre os
sitios de restricdo EcoRI e XBAI.
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4.3- Vacinas de DNA

As construgbes pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera foram
amplificadas na cepa bacteriana XL1-Blue e isoladas usando EndoFree Plasmid
Giga Kit® (Qiagen, Valencia, CA) conforme manual do fabricante. Os plasmideos
foram ressuspendidos em solugcdo salina fosfato tamponado a uma concentragéo
final de 1mg/mL para posteriores imunizagfes. A integridade dos plasmideos foi

avaliada em gel de agarose 1% corado com blue-green.

4.4 Producdo de Sm29 ,TSP-2 e quimera recombinante

A proteina Sm29 recombinante foi produzida de acordo com Cardoso et al., 2006.
Em resumo, o cDNA da proteina Sm29 ligado a uma cauda C terminal de histidina
6x foi produzido em E. coli utilizando o vetor de expressao pET21a (Novagen, NJ,
USA). A proteina Sm29 recombinante foi purificada em uma coluna de afinidade e

dializada em PBS pH 7.0.

Para a producao da rTSP-2, a sequéncia da alca extracelular 2 da proteina TSP-2
(Glul07-His184) foi sintetizada no plasmideo pD444-CH pela empresa DNA 2.0.
Cresceu-se um litro de meio de cultura contendo a bactéria E. coli BL21 (DE3 codon
plus) transformada com plasmideo recombinante ate a densidade otica de 0.5-0.8
(600nm) e a expressao génica da proteina rTSP-2 foi induzida com 1mM de IPTG.
Apo6s 4 horas de indugéo, as bactérias foram coletadas através de centrifugagéo a
5000xg por 20 minutos. Ressuspendeu-se o pellet em 50mLs de tampao 10 mM
Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl and 10 mM imidazol. Subsequentemente,
as células foram submetidas a quatro ciclos de sonicacdo durando 30 ciclos cada e
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entdo centrifugadas a 5000xg por 20 minutos. A proteina rTSP-2 foi recuperada
como corpos de inclusdo e solubilizada em 50mLs de tampao 8M uréia, 10 mM
Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl e 10 mM imidazol. A proteina TSP-2
recombinante foi purificada em uma coluna de afinidade (Hitrap chelating 5 mLs) e

dializada em PBS pH 7.0.

Utilizamos uma mistura de duas quimeras recombinantes, quimera A e quimera B,
que foram denominamos aqui, como quimera recombinante, as quais foram usadas
somente como estimulos para esplendécitos ou para sensibilizacdo de placas de
ELISA, e a Figura 9 esquematiza como € a sequéncia na quimera recombinante. A
quimera A (proteina contendo a sequéncia da ECL-2 da Sm-TSP-2 na regido N-
terminal e a porcdo N-terminal da proteina Sm29 (Val27-Leu87) na regido C-
terminal) e quimera B (proteina contendo a sequéncia da ECL-2 da Sm-TSP-2 na
regido N-terminal e a por¢do C-terminal da proteina Sm29(Cys88-Lys169) na regiao
C-terminal) recombinantes foram produzidas de acordo com Pinheiro et al., 2014, e

a mistura delas foi chamada de quimera recombinante.
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Sm29

H]N_ - C DJH
TSP-2
Quimera A
Quimera B

Quimera recombinante

Ouimera A Quimera B

L 1 o I I

Figura 9 Esquema das sequéncias presente na quimera recombinante. A
quimera recombinante € composta de uma mistura das quimeras A e B, e neste
trabalho, foi denominada quimera recombinante.

4.5- RT-PCR

Para a avaliacdo transcricional das vacinas de DNA, células BHK-21 foram
transfectadas com os plasmideos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e
pUMVC3/Chimera utilizando-se o agente transfectante lipofectamina2000, de acordo
com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Posteriormente extraiu-se o RNA total
das células transfectadas e sintetizou-se a fita de DNA complementar a partir de tal

molde. O cDNA obtido foi utilizado para o protocolo de RT-PCR.
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Resumidamente, o protocolo de RT-PCR se encontra esquematizado na Figura 10.

= Volume Final = 1ml/pogo
2PMI RPMI & g ﬂ
[ - RPMI -
6 [5 2252 10%ems b, W

18-24 Horas ST 1% Penstrep

Produgio cONA

2000 Solugso de
transfecgio &
substituida por

)

é 6 — meo de ﬁ
X aescimento

SMin |\ Volume Finl = 150 L 5Min Vokurme Final = 150 pL celular \

LIPOFECTAMINA l PLASMIDEOS

Rt-PCR

IRepeTiQOES
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. ¢
é JULOL 4-6 Horas “

25Min Volume Final = 300

Volume Final = 500 pl fpogo e .‘.'. s e

Figura 10 Protocolo para avaliacdo da transcricdo génica. Desenho esquematico
do protocolo de transfeccdo celular. Plasmideos pUMVC3 contendo as sequéncias
das proteinas de interesse foram utilizadas em conjunto com o agente transfectante
LIPOFECTAMINA2000 para transfectar células BHK-21 de acordo com as instrucdes
do fabricante. Posteriormente extraiu-se RNA, o qual serviu de molde para a sintese
de cDNA e posteriormente foi utilizado para quantificacdo do acimulo de mRNA via
RT-PCR.

4.5.1- Crescimento e transfeccao das células

Células BHK-21 foram crescidas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
RPMI completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e
estreptomicina (PenStrep), a uma temperatura de 37°C até atingir confluéncia igual
ou equivalente a 80%. Posteriormente o meio foi substituido por RPMI contendo
0,5ug de cada plasmideo emulsificado em lipofectamina, a uma propor¢cédo de 2:1,
em triplicatas aos pocos correspondentes como apresentado na Figura 11. Apés 6
horas o meio das células foi substituido por meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina (Penstrep) e armazenadas a
37°C para posterior utilizacdo em ensaios de RT-PCR.
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Figura 11 Esquema de transfeccdo celular. Desenho esquematico das
concentracdes de lipofectamina e plasmideos para a transfeccéo.

4.5.2- Extracdo de RNA total

O RNA total foi obtido de células BHK-21 transfectadas com plasmideos pUMVC3,
pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera através do kit lllustra™
RNAspin Mini (GE Healthcare) de acordo com as instrucfes do fabricante. O RNA

total obtido foi quantificado em nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

4.5.3- Sintese cDNA

A partir de uma quantidade de 1pg de RNA total molde produziu-se cDNA fita
simples com o kit Illustra™ Ready-to-Go™ RT-PCR Beads (GE Healthcare) de

acordo com as instrugdes do fabricante.
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4 .5.4- Escolha e Sintese dos Iniciadores

Iniciadores para a reacdo de RT-PCR foram desenhados através do programa
PRIMER 3, processos de oligomerizacdo ou dimerizacdo foram analisados pelo
programa OLIGO ANALYZER e possiveis amplificacdes inespecificas foram
verificadas através do programa PRIMER-BLAST(NCBI). Os primers escolhidos

estao listados na Tabela 1.

Sequéncia
Iniciador direto Sm29 5 CGGAATCCCCATAAACTTCC 3
Iniciador reverso Sm29 5 CGGACAGCACTTTCTGGTTT 3
Iniciador direto TSP-2 5 ACATCACAAGCGCACTGAAG 3
Iniciador reverso TSP-2 5 CCCCGTCTTTAGAGCATGAA 3
Iniciador direto Quimera 5 CCAAAGGACTATGGCGAAAA 3
Iniciador reverso Quimera 5 GATGCTGACGCTAGTCACGA &

Tabela 1 Sequéncias de iniciadores para o procedimento de RT-PCR

4.5.5- Amplificagcdo do cDNA

Para amplificagdo os cDNAs obtidos foram utilizados como material genético molde.
Cada reacdo de RT-PCR realizada em triplicata foi constituida de 2uL de SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems), 1uL de iniciador direto (10uM), 1uL de
iniciador reverso (10pM) e 3uL de cDNA. As reacdes de amplificagcdo foram
conduzidas em equipamento ABI 7900 Real-Time PCR Systems (Applied

Biosystems). As condi¢Oes de amplificacdo utilizadas consistiram de aquecimento a
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50°C por dois minutos, 95°C por dez minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15

segundos e 60°C por um minuto.

Os dados foram analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct), de
acordo com a equacédo 2-AACt (Relative Quantification getting started guide for the
7300/7500 System e User Bulletin #2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System,
Applied Biosystem). O controle enddégeno utilizado foi B-actina. A presenca de
produto de amplificacdo ndo especifica foi verificada pela curva de dissociacdo. A
curva de dissociacdo representa a relacdo entre temperatura e quantidade de
emissao de fluorescéncia da reacdo da PCR, sendo os dados coletados no intervalo
entre 60°C a 95°C. Caso ocorra a amplificacdo de mais de um produto, diferentes

temperaturas de dissociagcédo sdo detectadas.
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4.6- Western blot

Para a deteccdo da Sm29, TSP-2 e da quimera proveniente da fusdo de ambas,
células BHK-21 foram transfectadas com os plasmideos pUMVC3, pUMVC3/Sm29,
pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera utilizando-se o agente transfectante
lipofectamina2000, de acordo com as instrugbes fornecidas pelo fabricante.
Posteriormente as proteinas das células transfectadas, foram extraidas e corridas
em gel de poliacrilamida desnaturante e submetidas a andlises de reconhecimento
por anticorpos policlonais anti-Sm29 e anti-TSP-2. O protocolo encontra-se

esquematizado na Figura 12.
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Figura 12. Protocolo para avaliacdo da expressdo protéica. Desenho
esquematico do protocolo de transfeccao celular. Plasmideos pUMVC3 contendo as
sequéncias das proteinas de interesse foram utilizadas em conjunto com o agente
transfectante LIPOFECTAMINA2000 para transfectar células BHK-21 de acordo com
as instrucdes do fabricante. Posteriormente as proteinas totais foram extraidas e
corridas em gel de poliacrilamida para posterior avaliagao via western blot.

LIPOFECTAMINA
2000
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4.6.1- Transfeccéo de células BHK-21

Células BHK-21 foram crescidas em placas de 6 pocos contendo 2 mL de meio
RPMI completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e
estreptomicina (PenStrep), a uma temperatura de 37°C até atingir confluéncia igual
ou equivalente a 80%. Posteriormente o meio foi substituido por RPMI contendo 1ug
de cada plasmideo emulsificado em lipofectamina, a uma proporcéo de 2:1. Apos 6
horas o meio transfectante foi substituido por meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina (Penstrep) e as células

armazenadas a 37°C.

4.6.2- Extragcédo Proteica

Proteinas totais foram extraidas utilizando- se o tampédo de lise celular contendo
50mM de tris-HCI pH 7.4, 150mM de NaCl, 50mM de NaF, 10mM de -
Glicerofosfato, 0,1mM de EDTA, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, 1mM de
ortovanadato de sddio e 1:100 de coquetel de inibidores de proteases (SIGMA,
P8340). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas brevemente a 3000rpm

para separar o sobrenadante dos debris celulares.

4.6.3- Western Blot

Para o ensaio de western blot, 20 yuL de extrato proteico, obtido de acordo com a
secdo 4.5.2, foram separadas em gel desnaturante de poliacrilamida 15% e
posteriormente transferidas a membrana de nitrocelulose e blogueada overnight com
PBST (tampéo salina-fosfato adicionado de 0,05% de Tween 20) e 5% de leite em
pé desnatado. A membrana foi lavada durante 5 minutos por 3 vezes com PBST

0,05% e entdo incubou-se durante 60 minutos com soro de animais imunizados com
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as proteinas Sm29 e TSP-2 na diluicdo 1:200. A membrana foi lavada novamente
durante 5 minutos por trés vezes com PBST 0,05% e incubada com anti-IgG total
conjugado a HRP 1:2000 (Promega) por aproximadamente 60 minutos. Ap0s nova
lavagem em PBST 0,05% durante 5 minutos por 3 vezes, a membrana foi incubada
durante 45 minutos em 2mL de reagente quimioluminescente da enzima HRP

(MILLIPORE). A reacao foi analisada no aparelho STORM (GE Healthcare).

4.7- Imunizacao e infeccao

Para a imunizacdo com vacinas de DNA, fémeas C57BL/6 com seis a oito semanas
de idade foram dividas em grupos de dez animais cada. Cada animal recebeu 50uL
de cardiotoxina (Sigma, Sant Loius, MO) a uma concentracdo de 10uM cinco dias
antes da primeira imunizacdo em cada muasculo quadriceps. Cada animal foi
imunizado com 50uL de solu¢do PBS contendo plasmideos a uma concentracao de
1pg/ul em cada muasculo quadriceps, o que equivale a 100ug de plasmideo por
animal, nos dias 0, 15, 30 e 45. Os grupos foram divididos em animais sendo
imunizados com pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e o
altimo grupo recebendo a mistura dos plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-

2.

Para a imunizagdo com os nanobastdes de ouro, fémeas C57BL/6 com seis a oito
semanas de idade foram dividas em grupos de dez animais cada. Cada animal foi
imunizado com 200uL de solucdo aquosa contendo nanobastdes de ouro, com ou
sem MPLA, com uma quantidade equivalente a 2ug de proteina rSm29 por animal,
nos dias 0, 15 e 30. Os grupos foram divididos em animais sendo imunizados com

nanobastdes de ouro (AuNRSs), nanobastdes de ouro ligados diretamente a proteina
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rsSm29 (AuNRs-rSm29), nanobastbes de ouro funcionalizados com a cisteamina
(AuNRs-NH2) e posteriormente ligados a rSm29 (AuNRs-NH2-rSm29). O grupo
Freund foi utilizado como controle do adjuvante, e os animais dos grupos Freund +
rSm29, receberam 25ug de proteina por imunizagao e foram utilizados como carater

comparativo.

Quinze dias apos a Ultima imunizacdo, os camundongos foram anestesiados com
quetamina 5%, xilazina 2% e NaCl 0,9% diluidos em agua para injecdo e desafiados
através de exposicdo percutdnea da pele abdominal por uma hora em &gua

contendo 100 cercarias de S. mansoni (cepa LE).

4.8- Andlise da carga parasitéaria

Quarenta e cinco dias apés a infeccdo, os vermes adultos foram recuperados
através de perfusdo da veia porta (Fonseca et al., 2006; Pacifico et al., 2006) e o
nivel de protecdo foi calculado comparando-se o numero total de vermes
recuperados de cada grupo em relacéo ao respectivo grupo controle. A porcentagem

de protecéo foi calculada utilizando-se da seguinte formula:

Total de vermes recuperados do grupo controle — Total de vermes recuperados do grupo experimental X

Nivel de protecdo=
Total de vermes recuperados do grupo controle

100

4.9- Anélise de anticorpos anti-Sm29,anti-TSP-2 e anti-quimera

Soro sanguineo foi obtido em intervalos de 15 dias entre as imunizacdes e

armazenados a -20°C. A dosagem de anticorpos foi realizada pelo método de ELISA
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indireta. Microplacas Maxisorp de 96 pocos (NUNC, Dinamarca) foram sensibilizadas
com 100pL/poco de solucdo a 25ug/mL de proteina Sm29 ,TSP-2 ou quimera
recombinantes em tamp&ao carbonato-bicarbonato, pH 9,6 a 4°C por 12 a 16 horas.
As placas foram lavadas 3x com PBST (tampéao salina-fosfato adicionado de 0,05%
de Tween 20) e posteriormente bloqueadas com 200uL/poco de PBST
suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino) a temperatura ambiente por 2 horas.
Apoés nova lavagem de 3x com PBST, adicionou-se 100uL/poc¢o de cada soro a uma
diluicdo 1:100 e manteve-se a temperatura ambiente durante 1 hora. As placas
foram entdo lavadas 3x com PBST e adicionou-se 100uL/poco de anti-lgG mouse
conjugado a peroxidase a uma diluicdo 1:5000 e incubadas a temperatura ambiente
por 1 hora. As placas foram novamente lavadas 3x com PBST e a reacao
colorimétrica realizou-se pela adicdo de 100uL/poco de 200 pmoles de TMB (BD,
San Diego, CA, USA). A reacao foi parada pela adicdo de 50uL/poco de &acido
sulfarico a 5%. A reacdo foi lida a 450nm em uma leitora de ELISA Multiscan FC

(Thermo Science).

4.11- Anélise de citocinas

Esplendcitos foram isolados do baco de camundongos vacinados 10 dias apos a
quarta imunizacdo para as vacinas de DNA e 10 dias apds a terceira imunizagédo
com o0s nanobastdes de ouro, ou 45 dias apds a infeccdo com cercarias de S.
mansoni. As células foram tratadas com tampé&o acetato de potassio pH 7,2 (NH4CI
4,15 g 155mM, KHCO3 0,5g 10mM ,g.s.p. 500 mL) e lavadas com salina estéril 3
vezes. ApOs lavados, os esplendcitos foram plagueados em meio RPMI 1640

(GIBCO) suplementado com 10% de SFB inativado pelo calor, 100U/mL de sédio
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penicilina G e 100ug/mL de sulfato de estreptomicina, a uma concentracédo de 1x106
células/poco para analises de IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-5. Para evitar a estimulacéo
das células por LPS contaminante, adicionou-se polimixina B em todos os pocos, de
acordo com o protocolo de (Cardoso et al., 2007). Os esplendcitos foram mantidos
em cultura estimuladas somente com meio, ou rSm29 (5ug/poco), ou TSP-2
(5ug/poco), ou quimera recombinante (5ug/poco), ou Concanavalina A
(ConA)(5ug/mL) ou LPS proveniente de E. coli (5pug/mL). Microplacas de 96 pocos
(Nunc) contendo os esplendcitos e correspondentes estimulos foram mantidas em
estufa a 37°C com 5% de CO2. As culturas de sobrenadante foram coletadas apds
24 horas de estimulo para analises de IL-4 e IL-5, ap6s 48 horas de estimulo para
analises de TNF-a e 72 horas para analise de IFN-y. A analise de todas as citocinas
foi realizada através do kit ELISA Duoset (R&D Diagnostic) seguindo as instrucoes

fornecidas pelo fabricante.

4.12 Producao dos nanobastdes de ouro

Os nanobastfes de ouro foram sintetizados pelo método mediado por semente
desenvolvido independentemente por (Jana, 2001; Nikoobakht, 2003).
Resumidamente, produziu-se acido cloroaurico (HAuCL4) através da dissolucdo de
5g de ouro puro em 50 mLs de agua régia (1:3 HCI/HNO3) e posteriormente seco a
40°C. O precipitado final é lavado em HCL trés vezes e ressuspendido em 250 mLs

de agua Mili-Q.

Para a solugcédo semente, misturou-se 10mLs de uma solucédo de CTAB (brometo de
cetil-trimetil amoénio) a 0.1M com 100 pL de uma solucdo de acido cloroaurico a

0.1M. Posteriormente adicionou-se 0.5mL de uma solu¢do de NaBH4 (boroidreto de
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sédio) a 0.01M e a solugcdo deixada em constante agitacdo em gelo por
aproximadamente 1 minuto. A solucdo passou de uma cor amarelada para a cor
marrom. A solucdo semente foi mantida por 28°C por pelo menos 1 hora antes do

uso.

Para a solucdo de crescimento, misturou-se 50mLs de CTAB a 0.1M, 2.5mLs de
AgNO3 4mM e 50mLs de HAuCIl4 1mM. Posteriormente, adicionou-se gota a gota
uma solucéo de acido ascérbico 0.1M, até que a solucdo mude da cor laranjada para
uma solucdo completamente transparente, o que indicara a reducdo do Au+3 para

Au+l .

O passo final da sintese, € a adicdo de 120uL da solucdo semente na solucéo de
crescimento, e a incubacéo a 30°C por aproximadamente 16 horas, permitindo que
assim, as nano sementes de ouro induzam a reducdo do Au+l para AuO, o que
juntamente com o0s outros reagentes, conferiram o formato de bastdo das
nanoparticulas. Para parar a reacdo, a solucdo foi centrifugada a 5.600xg por 15
minutos, o pellet foi removido e ressolubilizado em uma solu¢do de CTAB de mesmo

volume a 100mM.

4.13 Conjugacdo da proteina rSm29 nos nanobastdes de ouro

Utilizamos trés diferentes protocolos para a funcionalizagdo da proteina rSm29 com
0s nanobastfes de ouro: funcionalizagdo com o grupamento carboxilico, grupamento

aminico e ligagéo direta da proteina aos nanobastdes.
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4.13.1 Funcionalizacdo com o grupamento carboxilico ou aminico

Para a funcionalizacdo com o grupamento carboxilico e aminico, misturou-se 400uL
de AuNRs com 100uL de uma solucdo de Acido Lipéico a 20mM em etanol ou
Cisteamina a 10mM em &gua de injecdo, respectivamente. As solu¢des foram entao
sonicadas por 30 minutos a 55°C e posteriormente a 90 minutos a 30°C. Adicionou-
se 80uL de uma solugcao EDAC/NHS e sonicou-se a 4°C por 30 minutos, e entédo as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a uma velocidade de 3500xg.
Descartou-se o0 sobrenadante e a amostra foi ressuspendida em 2mLs de agua de
injecdo. Adicionou-se a proteina rSm29 a concentragdes finais de 12.5, 25, 50,100
ou 200pg/mL em 0,5mL de solugéo final. As amostras foram entdo armazenadas a
27°C, e 24 e 48h apos a funcionalizagdo, foram submetidas a leitura UV-VIS (400-

1000nm) para avaliacdo do plasmon de superficie.

4.13.2 Funcionalizacao direta com a proteina rSm29

Para a funcionalizacao direta com a proteina, misturou-se 400uL de AuNRs com
100uL de solugdes contendo a proteina rSm29. As amostras foram ajustadas a
concentracdes finais de 12.5, 25, 50,100 ou 200ug/mL em 0,5mL de solucdo. As
solugcbes foram entdo sonicadas por 90 minutos a 55°C e posteriormente
centrifugadas por 15 minutos a uma velocidade de 3500xg e entdo descartou-se 0s
sobrenadantes e as amostras foram ressuspendidas em 1mL de agua de inje¢do. As
amostras foram entdo armazenadas a 27°C, e 24 e 48h apos a funcionalizagéo,
foram submetidas a leitura UV-VIS (400-1000nm) para avaliacdo do plasmon de

superficie.
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4.14 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

As amostras foram funcionalizadas como descrito nas sec¢Oes anteriores e
posteriormente caracterizadas utilizando o microscopio eletrbnico de transmissao
(Caires, 2015). As amostras foram colocadas imersas em grades de cobre para
microscopia eletronica de transmisséo e posteriormente as grades com as amostras
foram colocadas em dessecador para retirar o excesso de liquido. Apos 48 horas, no
minimo, as amostras foram entéo analisadas pelo Centro de Microscopia da UFMG

em microscopio eletrénico de transmissédo Techai 120KV.

4.15 ELISA para caracterizacdo da ligacdo da proteina rSm29 a nanobastdes de

ouro

Funcionalizou-se 0s nanobastdes de ouro com 100uL da proteina rSm29,
diretamente ou através da cisteamina. Para retirar as proteinas rSm29 insolaveis
nao ligadas, centrifugou-se as amostras a 200xg por 2 minutos, e recuperou-se 0
sobrenadante. Para separar as proteinas rSm29 soluveis ndo ligadas, centrifugaram-
se as amostras duas vezes por 15 minutos a uma velocidade de 3500xg e entéo
descartaram-se o0s sobrenadantes e as amostras foram ressuspendidas em 0,5mL
de agua de injecdo. Utilizou-se nanobastdes de ouro e a proteina rSm29 nao
funcionalizada como controles. As amostras foram entdo submetidas ao protocolo de
ELISA. Resumidamente, as amostras foram diluidas em tampé&o carbonato-
bicarbonato pH 9,6 a 4°C por 12 a 16 horas. Posteriormente as placas foram
bloqueadas com 200uL/poco de PBST suplementado com 10% SFB (soro fetal
bovino) a temperatura ambiente por 2 horas. Adicionou-se 100uL/poco de soro anti-

rSm29 a uma diluicdo 1:100 ou anti-His a uma diluicdo 1:1000 e manteve-se a
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temperatura ambiente durante 1 hora. Apds, adicionou-se 100uL/poco de anti-lgG
mouse conjugado a peroxidase a uma diluicdo 1:4000 e incubadas a temperatura
ambiente por 1 hora. A reacéo colorimétrica realizou-se pela adicdo de 100uL/poco
de 200 pmoles de TMB (BD, San Diego, CA, USA). A reacéao foi parada pela adicéao
de 50uL/poco de acido sulfurico a 5%. A reacéao foi lida a 450nm em uma leitora de

ELISA Multscan FC (Thermo Science).

4.16 Avaliacao da citotoxicidade celular dos nanobastdes de ouro

Para a avaliagdo da citotoxicidade celular dos nanobastdes de ouro, 100uL de
células BHK-21 foram plaqueadas em meio RPMI, suplementado com 5% de soro
fetal bovino e 1.5% de penstrep, em placas de 96 po¢cos a uma concentracdo de
1.10% células/mL e as placas foram incubadas por 16 a 24 horas. Realizamos o
procedimento de funcionalizacdo dos nanobastbes de ouro de acordo com o0s
protocolos citados anteriormente. Retiramos o meio de cultivo celular das células
BHK-21 e adicionamos 50uL de meio RPMI, suplementado com 2% de soro fetal
bovino e 1.5% de penstrep, e adicionamos 50uL de rSm29 (200ug/mL), ou solucéo
aguosa de CTAB (120mM), ou AuNRs sem ou apds o processo de limpeza, ou
AuNRs-rSm29 sem ou apo6s o processo de limpeza, ou AuNRs-NH2 sem ou apés o
processo de limpeza, ou AUNRs-NH2-rSm29 sem ou apds o processo de limpeza, ou
somente o meio de cultivo celular para a padroniza¢do da porcentagem de células
viadveis, e incubamos as células a 37°C e 5%CO2. Apds 48 horas de incubagéo
realizamos a avaliacdo da viabilidade celular utilizando o CellTiter 96® AQueous One
Solution Non-Radioactive cell proliferation Assay (Promega) de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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4.17 Derivacao de células dendriticas

Para obter células dendriticas, sacrificamos camundongos C57BL/6 para a extracao
de células da medula 6ssea. As células da medula O0ssea foram cultivadas em
placas de petri contendo meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino,
100 U/mL penicilina, 100pug/mL estreptomicina e 20ng/mL de GM-CSF recombinante
murino. As placas de petri contendo 1x107 células foram incubadas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO2. No terceiro dia de incubacdo, 5mL de meio DMEM
completo suplementado com GM-CSF foram adicionados nas placas de petri e no
quinto e sétimo dias, 3 mL de meio foram substituidos por meio recém preparado e
suplementado com GM-CSF. No décimo dia, coletou-se o sobrenadante das placas
de petri e descartou-se as células aderidas. As células em suspenséo foram entédo
centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos a 4°C e posteriormente lavadas em HBSS 2
vezes. As células foram entdo centrifugadas novamente, ressuspendidas em meio
DMEM completo, contadas em camaras de newbauer e plaqueadas de acordo com

a necessidade do experimento posterior.

4.18 Microscopia eletrénica de transmissao de células dendriticas

As células dendriticas derivadas de acordo com a sesséo 4.17 foram plaqueadas em
placas de 96 pocos com uma concentracdo final de 5x10° células por poco.
Realizamos o procedimento de funcionalizagdo dos nanobastdes de ouro de acordo
com os protocolos citados anteriormente, sendo que a apos a ultima centrifugacéo,
0s nanobastdes de ouro foram dissolvidos em meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina e 100pug/mL estreptomicina. As células
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dendriticas foram incubadas com o meio DMEM suplementado e uma quantidade
equivalente de 1ug de proteina rSm29 ligada a nanobastdes de ouro diretamente ou
através da funcionalizacdo com cisteamina, ou com uma quantidade equivalente de
nanobastdes de ouro para os grupos controles AUNRs e AuNRs-NH2, por 24h em
atmosfera de 5%C0O2, 37°. As células foram entdo centrifugadas e lavadas com
tampéo fosfato 1M e fixadas com uma solucédo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato por 24h. Apés a fixacdo, as células foram imobilizadas em matriz de Epon e
contrastadas com uranila de acordo com o procedimento padrdo do centro de

microscopia da UFMG.

4.19 Avaliacao da ativacao de células dendriticas

As células derivadas de acordo com a sessédo 4.17 foram plaqueadas em placas de
96 pocos com uma concentracdo final de 5x10° células por poco. Realizamos o
procedimento de funcionalizacdo dos nanobastbes de ouro de acordo com o0s
protocolos citados anteriormente, sendo que a apdés a Ultima centrifugacdo, os
nanobastdes de ouro foram dissolvidos em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina e 100ug/mL estreptomicina. As células
dendriticas foram incubadas com o meio DMEM suplementado e uma quantidade
equivalente de 1ug de proteina rSm29 ligada a nanobastées de ouro diretamente ou
através da funcionalizacdo com cisteamina, ou com uma quantidade equivalente de
nanobastbes de ouro para os grupos controles AuNRs e AuNRs-NH2, ou somente
meio ou meio contendo a proteina recombinante Sm29 a uma concentracao final de
50ug/mL. As células dendriticas foram incubadas por 24 horas a 37°C em uma
atmosfera de 5%CO2. ApoOs as 24h de incubacao, as células foram centrifugadas a

1500rpm a 4°C por 7 minutos e posteriormente lavadas com PBS. As células foram
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entdo centrifugadas novamente seguindo as mesmas condi¢cdes e as células foram
incubadas com Fc Block (1:30 diluido em PBS suplementado com 0,5% BSA) por 20
minutos a 4°C. As células foram entdo centrifugadas novamente e lavadas em
tampdo PBS suplementando com 1% BSA. Apds o procedimento de lavagem,
adicionou-se o0s anticorpos: Hamster IgG1l anti CD11C murino conjugado a FITC
(clone HL3; 1:100), mouse (C3H) 1gG2 anti-aH-2KYH-2DY murino conjugado a PE
(clone 34-1-2S; 1:200), mouse IgG2a anti-MHC-II murino conjugado a APC (clone
AF6 120.1;1:200) e rat(LOU) IgG2a anti CD86 conjugado a PE-Cy7 (clone GL1;
1:200). As células foram entéo centrifugadas e lavadas com PBS suplementado com
1% BSA e posteriormente ressuspendidas em PBS. As células foram entdo
avaliadas no aparelho Attune Acoustic Focusing ® (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) e os resultados analisados pelo software FlowJo (Tree Star,Ashland, OR,

EUA).

4.20 Avaliacéao das citocinas produzidas por células dendriticas

As células derivadas de acordo com a sessdo 4.17 foram plagueadas em placas de
96 pocos com uma concentracdo final de 5x10° células por poc¢o. Realizamos o
procedimento de funcionalizacdo dos nanobastbes de ouro de acordo com o0s
protocolos citados anteriormente, sendo que a apés a Ultima centrifugacdo, os
nanobastbes de ouro foram dissolvidos em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina e 100ug/mL estreptomicina. As células
dendriticas foram incubadas com o meio DMEM suplementado e uma quantidade
equivalente de 1ug de proteina rSm29 ligada a nanobastées de ouro diretamente ou

através da funcionalizacdo com cisteamina, ou com uma quantidade equivalente de
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nanobastdes de ouro para os grupos controles AUNRs e AuNRs-NH2, ou somente
meio ou meio contendo a proteina recombinante Sm29 a uma concentracao final de
50ug/mL. As células dendriticas foram incubadas por 24 horas a 37°C em uma
atmosfera de 5%CO2. Apos as 24 horas de incubacéo, coletou-se o sobrenadante
das células dendriticas, e os niveis de IL-12 e IL-1B foram avaliados através do kit

ELISA Duoset (R&D Diagnostic) seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante.

4.21 Avaliacéao das células produtoras de IFN-y

Animais C57BL/6 foram imunizados 3 vezes com nanobastdes de ouro, nanobastdes
de ouro funcionalizados com cisteamina, nanobastdes de ouro ligados a proteina
recombinante Sm29 diretamente ou através da funcionalizacdo com a cisteamina, ou
entdo adjuvante de Freund ou adjuvante de Freund e a proteina recombinante
Sm29, exatamente como descrito nas sessdes anteriores. 10 dias ap6s a ultima
imunizacdo ou 10 dias apods a infeccdo com cercarias de S. mansoni, coletou-se os
bacos dos animais para o plagueamento de esplendcitos. Foram plagueadas 1x10°
células por poco e as células foram reestimuladas com Concanavalina A (5ug/mL)
por 48h. Apos a estimulacdo por 48 horas, adicionou-se 1ug Brefeldina A por poco

por 4 horas.

Apos os periodos de incubacéo, as células foram centrifugadas a 1500rpm a 4°C por
7 minutos e posteriormente lavadas com PBS. As células foram entdo centrifugadas
novamente seguindo as mesmas condi¢des e incubadas com Fc Block (1:30 diluido
em PBS suplementado com 0,5% BSA) por 20 minutos a 4°C. As células foram
entdo centrifugadas novamente e lavadas em tampéao PBS suplementando com 1%

BSA. Apds o procedimento de lavagem, adicionou-se o0s anticorpos: Hamster IgG
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anti CD3 murino conjugado a biotina (clone 500A2; 1:200), rat IgG2b anti-CD4
murino conjugado a PE-Cy7 (clone GK 1.5; 1:200) e rat lgG2a anti-CD8 murino
conjugado a FITC (clone 53-6.7; 1:200), todos os anticorpos provenientes da BD
biosciences. As células foram entdo centrifugadas e lavadas com PBS
suplementado com 1% BSA e posteriormente adicionou-se estreptavidina conjugada
a PerCP (1:30) por 20 minutos a 4°C. As células foram entdo centrifugadas e
lavadas com PBS suplementado com 1% BSA e entéo fixadas (100uL/po¢o) com o
reagente BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) por 20
minutos a 4°C. As células foram entédo centrifugadas e adicionou-se o anticorpo rat
IgG1 anti IFN-y murino conjugado a APC (clone XMG1.2; 1:30; BD) por 30 minutos
a 4°C. As células foram entdo centrifugadas e lavadas 3 vezes, e posteriormente
ressuspendidas em PBS. As células foram entdo avaliadas no aparelho Attune
Acoustic Focusing ® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e os resultados

analisados pelo software FlowJo (Tree Star,Ashland, OR, EUA).
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5- RESULTADOS CAPITULO 1

5.1- Vacinas de DNA

5.1.1 Avaliacéo transcricional das vacinas de DNA

Visando avaliar a capacidade transcricional das vacinas de DNA in vitro, células
BHK-21 foram transfectadas com os plasmideos pUMVC3, pUMVC3/Sm29,
pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera. RNA total foi extraido das células e utilizado
para a sintese de cDNA, o qual foi utilizado posteriormente para avaliacao
transcricional pela metodologia de PCR em tempo real. Para a metodologia de PCR
em tempo real foram desenhados conjuntos de primers que amplificam regides
especificas das sequéncias das proteinas Sm29, TSP-2 e uma dupla de primers que
amplificam a regido presente no plasmideo pUMVC3/Chimera que corresponde a
parte da Sm29 e parte da TSP-2. Os resultados provenientes da avaliacédo

transcricional por PCR em tempo real se encontram representados na Figura 13.
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Figura 13 Avaliacdo transcricional das vacinas de DNA em células BHK-21. (A)
Resultado da amplificacdo proveniente de cDNA células transfectadas com todos os
plasmideos e com primers desenhados para a sequéncia de Sm29. (B) Resultado da
amplificacdo proveniente de cDNA de células transfectadas com todos os
plasmideos e com primers desenhados para a sequéncia de TSP-2. (C) Resultado
da amplificacdo proveniente de cDNA células transfectadas com todos os
plasmideos e com primers desenhados para a sequéncia da quimera. Diferencas
estatisticamente significativas, com p<0,001, em relacdo ao grupo pUMVCS3,
pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 sao representadas por (*), (& e (#),
respectivamente.

Quando utilizados os primers para Sm29, somente o cDNA proveniente das células
transfectadas com os plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Chimera foi
amplificado (Figura 13A). Quando utilizado o conjunto de primers para TSP-2,
percebemos acumulo significativo de RNA mensageiro somente nos extratos das
células transfectadas com pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera (Figura 13B) e os

primers para Quimera sO foram capazes de amplificar o cDNA obtido de células
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transfectadas com pUMVC3/Chimera (Figura 13C). Esses resultados indicam que as

vacinas de DNA foram expressas em nivel de mRNA.

5.1.2 Deteccdo de Sm29, TSP-2 e quimera em células BHK-21 transfectadas

Para a avaliacdo da traducdo proteica das sequéncias de nossas vacinas de DNA,
células BHK-21 foram transfectadas com os plasmideos pUMVC3/Sm29,
pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera e as proteinas totais foram extraidas e corridas
em gel desnaturante de poliacrilamida. Posteriormente, realizou-se o0 ensaio de
western blot com anticorpos policlonais contra as proteinas Sm29 e TSP-2 e 0s

resultados séo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 Avaliacdo da expressado protéica in vitro das vacinas de DNA por
westernblot utilizando anticorpos policlonais anti-Sm29 ou anti-TSP-2. (1)
Padrdo de peso molecular, (2) Sm29 recombinante no painel A ou TSP-2
recombinante no painel B, (3) Células BHK-21 néo transfectadas, (4) Células BHK-
21 transfectadas com pUMVC3, (5) Células BHK-21 transfectadas com
pUMVC3/Sm29, (6) Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3/TSP-2 e (7)
Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3/Chimera.

Quando utilizamos anticorpos policlonais anti-Sm29 observamos a presenca de
bandas de aproximadamente 18kDa e 25kDa nos extratos protéicos obtidos de
células transfectadas com os plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Chimera
respectivamente (Figura 14A). Similarmente, quando anticorpos policlonais anti-TSP-

2 foram utilizados, somente o0s extratos das células transfectadas com
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pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera apresentaram bandas caracteristicas com
12kDa e 25kDa, respectivamente (Figura 14B). Os pesos moleculares de 18kDa e
12kDa correspondem aos pesos das proteinas recombinantes Sm29 e TSP-2,
respectivamente. Uma proteina de aproximadamente 25kDa foi reconhecida
especificamente por anticorpos anti-Sm29 e anti-TSP-2 nos extratos protéicos de
células transfectadas com o plasmideo pUMVC3/Chimera (Figuras 14A e 14B), o
gue nos leva a sugerir que a banda corresponde a proteina quimérica de 25kDa é

proveniente da fuséo entre a Sm29 e TSP-2.

5.1.3 Avaliacdo da producao de anticorpos do isotipo IgG anti-Sm29, anti-TSP-

2 e anti-quimera

Para avaliar os niveis de anticorpos IgG anti-Sm29, anti-TSP-2 e anti-quimera, 0S
soros dos animais imunizados foram avaliados pelo método de ELISA indireto

(Figura 15).
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Figura 15 Niveis de anticorpos IgG anti-Sm29, anti-TSP-2 e anti-quimera de
animais imunizados com as vacinas de DNA. Média + DP de anticorpos anti-
Sm29, anti-TSP-2 ou anti-quimera dos animais imunizados com as vacinas de DNA.
As setas indicam o dia da infecgédo (67° dia). Diferengas significativas com p<0,001
em relacdo ao grupo controle pUMVC3 sao representadas por (*).

Quando avaliamos os soros dos animais que foram somente imunizados, 0s animais
gue receberam os plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/ Sm29 + pUMVC3/TSP-2
apresentaram 0s maiores niveis de anticorpos anti-rSm29, quando comparados ao
grupo controle pUMVC3. ApGs as imunizagdes, nao percebemos nenhuma diferenca
significativa nos niveis de anticorpos IgG anti-rTSP-2 nos animais imunizados com o
plasmideo pUMVC3/TSP-2, quando comparados ao grupo controle pUMVC3. Apos

a infeccéo, os animais que foram imunizados com os plasmideos pUMVC3/Sm29 e
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pUMVC3/Chimera, apresentaram os maiores niveis de anticorpos anti-rSm29 e anti-

quimera, quando comparados ao grupo controle pUMVC3 (Figura 15).

5.1.4 Perfil de citocinas

Para avaliar os niveis de citocinas induzidas pela imunizacdo com as vacinas de
DNA, coletou-se esplendcitos de animais imunizados com o0s plasmideos
pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera, pUMVC3/Sm29 +
pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3, dez dias apds a quarta imunizacdo ou 45 dias apos a
infeccdo, e essas células foram cultivados em placas de 96 pocos estimulados com
meio, Sm29 recombinante, TSP-2 recombinante, quimera recombinante,
Concanavalina A ou LPS em periodos de 24, 48 ou 72 horas. O sobrenadante
proveniente das culturas de esplendcitos foi coletado e as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-
4 e IL-5 foram dosadas pelo método de ELISA indireto, e os resultados séo
apresentados na Figura 16 (animais imunizados) e Figura 17 (animais imunizados e

desafiados).
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Figura 16 Producdo de citocinas ap6s imunizacdo. Média + DP de citocinas
produzidas por esplendcitos de animais imunizados com os plasmideos pUMVC3,
pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e a mistura dos plasmideos
pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2. Os esplendcitos foram estimulados com Sm29
recombinante, ou TSP-2 recombinante ou Quimera recombinante. ConA ou LPS
foram utilizados como controles positivos (Dados ndo mostrados). Diferencas
estatisticas com p<0,001 em relagéo ao grupo controle séo representadas por (*).
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Figura 17 Producdo de citocinas ap0s imunizacao e infec¢cdo. Média = DP de
citotocinas produzidas por esplendcitos de animais imunizados com os plasmideos
pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e a mistura dos
plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 e posteriormente desafiados com 100
cercarias durante 45 dias. Os esplendcitos foram estimulados com Sm29
recombinante, ou TSP-2 recombinante ou Quimera recombinante. ConA ou LPS
foram utilizados como controles positivos (Dados n&o mostrados). Diferencas
estatisticas com p<0,001 em relacéo ao grupo controle s&o representadas por (*).

Apo6s quatro imunizagdes, detectamos altos niveis de IFN-y nos sobrenadantes das
células dos animais imunizados com o0s plasmideos pUMVC3/Sm29,
pUMVC3/Chimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC/TSP-2 quando reestimuladas com

rSm29, nos sobrenadantes das células dos animais imunizados com os plasmideos
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pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera quando reestimulados com a TSP-2
recombinante, assim como, todos os sobrenadantes das células dos animais
imunizados, quando reestimuladas com a quimera recombinante, quando
comparados ao grupo controle pUMVC3 (Figura 16A). Quando avaliamos 0s niveis
de IFN-y nos sobrenadantes das células dos animais imunizados com as vacinas de
DNA e infectados com cercéarias de S. mansoni, somente percebemos uma elevada
producao de tal citocina nos sobrenadantes das células dos animais imunizados com
os plasmideos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/Chimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC/TSP-
2 quando reestimulados com rSm29, assim como no sobrenadante de todos os
animais imunizados quando reestimulados com a quimera recombinante, quando
comparados ao grupo controle pUMVC3 (Figura 17A). Quando avaliamos 0s niveis
de TNF-a nos animais que foram somente imunizados, observamos uma significativa
producdo de tal citocina no sobrenadante das células dos animais que foram
imunizados com o plasmideo pUMVC3/Sm29 quando reestimuladas com rSm29, no
sobrenadante das células dos animais imunizados com o0s plasmideos
pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC/TSP-2 quando
reestimuladas com a TSP-2 recombinante, e nos sobrenadantes das células dos
animais imunizados com pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Chimera quando reestimulados
com a quimera recombinante, quando comparados ao grupo controle pUMVC3
(Figura 16B). Quando os niveis de TNF-a foram avaliados nas culturas de células de
animais que foram imunizadas e desafiadas com cercarias de S. mansoni, somente
nos sobrenadantes de animais imunizados com os plasmideos pUMVC3/TSP-2 e
pUMVC3/Chimera quando reestimulados com a TSP-2 recombinante apresentaram
maiores niveis de tal citocina quando comparados ao grupo controle pUMVC3

(Figura 17B). Nenhuma producao significativa de IL-4 ou IL-5 foi percebida em
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nenhum dos grupos e estimulos com proteinas recombinantes avaliados. A
producdo elevada das citocinas IFN-y e TNF-a pode estar relacionada a uma
resposta imune protetora contra S. mansoni, visto que, animais deficientes em tais
citocinas apresentam menores indices de protecdo quando imunizados com

cercarias irradiadas (Jankovic et al., 1999; Street et al., 1999).

5.1.5 Carga parasitaria recuperada

Para avaliar o potencial da vacinacdo de DNA com os plasmideos pUMVC3/Sm29,
pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera ou pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2 em induzir
protecdo em modelo murino, os camundongos foram desafiados com 100 cercarias
de S. mansoni 15 dias ap6s a Ultima imunizacdo, e 45 dias ap0s a infeccdo, o
namero de vermes recuperados foi determinado e se encontra demonstrado na

Figura 18.
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Figura 18 Niveis de protecdo induzidos pela imunizacdo com as vacinas de
DNA. Média =+ DP de vermes recuperados das veias mesentéricas de animais
imunizados com o0s plasmideos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2,
pUMVC3/Chimera e a mistura dos plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 em
dois experimentos independentes (A e B). Os valores apresentados acima dos
colchetes representam o0s percentuais de reducdo na contagem de vermes em
relacdo ao grupo pUMVC3. Diferengas estatisticas com p<0,001 em relacdo ao
grupo controle pUMVC3 sao representados por (*).

Todos os grupos de animais imunizados apresentaram niveis de reducdo de vermes
significantes quando comparados ao grupo controle, sendo que 0s niveis de

protecdo foram 17-22%, 22%, 31-32% e 24-32% para 0S animais imunizados com
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pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e pUMVC3/Sm29 +
pUMVC3/TSP-2, respectivamente (Figura 18). Adicionalmente, no primeiro
experimento, 0s animais imunizados com o plasmideo pUMVC3/Chimera
apresentaram uma protecdo superior quando comparados aos animais imunizados
com o plasmideo pUMVC3/Sm29 (Figura 18A); no segundo experimento, mesmo
com os alto niveis de protecdo induzidos pela imunizacdo com o plasmideo
pUMVC3/Chimera, ndo houve nenhuma diferenca significativa em relacdo aos
animais sendo imunizados somente com os plasmideos contendo a sequéncia da
proteina Sm29 (Figura 18B). Mesmo 0s animais imunizados com o plasmideo
pUMVC3/Chimera apresentando maiores valores de protecdo, ndo houve nenhuma
diferenca significativa em relacdo ao niumero de vermes recuperados em relacdo aos
animais imunizados com o plasmideo pUMVC3/TSP-2 ou a administracdo conjunta
de pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2. Esse resultado valida o uso de quimeras

como estratégias para a potencializacdo de uma vacina anti-esquistossomatica.

5.1.6 Area de granulomas

Quarenta e cinco dias ap6s a quarta imunizacdo todos os animais infectados foram
sacrificados e coletaram-se os figados para posterior avaliacdo da é&rea de
granulomas. Mediram-se 20 granulomas por figado e os valores de area estdo

representados na Figura 19.
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Figura 19 Reducdo de &rea de granuloma e granulomas representativos de
camundongos imunizados com as vacinas de DNA e desafiados com cercérias
de S. mansoni. Gréafico demonstrando a area de granulomas presentes nos figados
dos animais imunizados com as vacinas de DNA e desafiados com cercarias de S.
mansoni. Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo pUMVC3
séo representadas por um (*) e o percentual de reducdo sdo apresentados acima
dos colchetes. Imagens representativas de granulomas dos animais imunizados com
os plasmideos pUMVC3 (B) pUMVC3/Sm29 (C), pUMVC3/TSP-2 (D),
pUMVC3/Chimera (E) e a mistura dos plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2

(F).

Todos os grupos de animais imunizados apresentaram reducdo estatisticamente
significante na area de granulomas quando comparados ao grupo controle, sendo
que os niveis de reducédo foram 28%, 30%, 37% e 26% para 0s animais imunizados
com os plasmideos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e
pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2, respectivamente. Isso demonstra o potencial das
vacinas de DNA reduzirem a patologia hepatica relacionada com a esquistossomose

mansonica.
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6 - DISCUSSAO DO CAPITULO 1

Uma resposta eficiente contra a esquistossomose mansoénica parece envolver uma
efetiva resposta imune humoral e celular (Jankovic et al., 1999; Oliveira et al., 2008).
Vacinas de DNA apresentam a capacidade de ativar esses dois componentes da
resposta imune do hospedeiro. Ademais, as vacinas de DNA tém a capacidade de
produzir proteinas com conformacdes mais complexas, além do que, sdo de facil
producdo, relativamente baratas e de facil distribuicdo visto a alta estabilidade
(Gurunathan et al., 2000; Liu, 2003, 2011). Tal afirmativa se reflete nos resultados
promissores apresentados com varias proteinas do S. mansoni testadas como
vacinas de DNA, como por exemplo, Sm-p80, Smfimbrina em conjunto com Sm21.7,
Cu/Zn superoéxido dismutase e filamina, as quais apresentaram 59%, 56%, 44-60%
e 44-57% na reducdo de contagem de vermes, respectivamente (Ahmad et al.,
2009a; Cook et al., 2004; Pinheiro et al., 2011; Romeih et al., 2008; Shalaby et al.,
2003). Portanto, a estratégia de vacinacdo com DNA se apresenta como
metodologia promissora para o desenvolvimento de uma vacina contra a

esquistossomose mansonica.

Os maiores niveis de protecédo alcancados contra a esquistossomose foram obtidos
através da imunizacdo com cercarias irradiadas, e 0 processo imunologico
basicamente parece ocorrer na regido pulmonar contra esquistossdmulos migrantes
(Jankovic et al.,, 1999; Wilson et al., 1996). Visto que as proteinas Sm29 e
Tetraspanina-2 (TSP-2) se encontram preferencialmente no tegumento de vermes
adultos e esquistossémulos (Cardoso et al., 2008; Cardoso et al., 2006a; Cardoso et
al., 2006b; Tran et al., 2006) e os resultados promissores apresentados por essas

moléculas como vacinas recombinantes (Cardoso et al., 2008; Tran et al., 2006), tais
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proteinas sdo consideradas como potentes candidatos vacinais. E neste trabalho,
avaliamos o potencial protetor de vacinas de DNA contendo as sequéncias
correspondentes as proteinas Sm29, TSP-2 e a quimera proveniente da fusdo de

ambas.

Visando avaliar a capacidade de nossas vacinas de DNA produzirem os antigenos
de interesse, transfectamos células BHK-21 e avaliamos a capacidade transcricional
e de expressdo protéica de nossas construcbes. Para a avaliacdo transcricional,
extraimos o RNA total das células transfectadas e sintetizamos o cDNA, o qual foi
utilizado posteriormente para a avaliacdo de acumulo de mRNA por RT-PCR, e 0
que observamos foi a expressao génica de Sm29, TSP-2 e a quimera nas células
transfectadas com pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Chimera quando
utiizamos primers especificos para Sm29, TSP-2 e a regido quimérica,

respectivamente.

Para a avaliacdo da producéo das proteinas, células BHK-21 foram transfectadas e
o0 extrato protéico total foi coletado e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida para posterior avaliacdo através do western blot. Os resultados
demonstram que quando utilizamos soro anti-Sm29, detectamos uma banda com o
mesmo tamanho caracteristico da proteina recombinante de 18kDa somente nas
células transfectadas com o plasmideo pUMVC3/Sm29. Quando testamos 0 soro
anti-TSP-2, detectamos uma banda caracteristica com peso aproximado ao da
proteina recombinante de 12kDa somente nas células transfectadas com o
plasmideo pUMVC3/TSP2. E quando avaliamos o extrato protéico das células
transfectadas com o plasmideo pUMVC3/Chimera, detectamos uma banda

caracteristica de aproximadamente 25KDa quando utilizamos tanto o soro anti-Sm29
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quanto o soro anti-TSP-2, correspondente a quimera proveniente da fusdo entre
Sm29 e TSP-2. Tais resultados, conjuntamente aos resultados de transcricao
génica, demonstram que as vacinas de DNA testadas nesse estudo expressam o

antigeno alvo.

Varias proteinas ja foram avaliadas como candidatos vacinais e quando
administradas como vacinas de DNA, algumas conseguem demonstrar niveis de
reducdo de vermes acima de 50% em ensaios pré-clinicos, como por exemplo,
Filamina, Cu/Zn superéxido dismutase e Sm-p80, sendo esta Ultima, a indutora dos
maiores indices de protecdo (59% na reducdo de vermes e 84% de reducdo na
contagem de ovos no figado) (Ahmad et al., 2009a; Cook et al., 2004; Pinheiro et al.,
2011; Shalaby et al., 2003). Porém, quando avaliada em primatas ndo humanos
(Papio anubis), o potencial de tal candidato caiu para 38% de reducdo na contagem
de vermes e 32% de reducdo na contagem de ovos presentes no figado, o que torna
necessario o desenvolvimento de novas estratégias vacinais que superem o baixo
indice de protecdo (Ahmad et al., 2009b). Nossos estudos demonstraram que as
vacinas de DNA pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Chimera e a
administracdo conjunta dos plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 foram
capazes de alcancar 17%, 21,9%, 31% e 24% de reducéo na contagem de vermes,
respectivamente. Quando avaliados 0s niveis de protecdo entre 0S grupos
imunizados, percebemos uma diferenca estatisticamente significante entre o0s
animais que foram imunizados com o plasmideo pUMVC3/Chimera em relacdo aos
que foram imunizados com pUMVC3/Sm29, o que demonstra que a utilizacdo da
proteina quimeérica foi capaz de aumentar os niveis de protecdo quando comparada

a Sm29 sozinha. Em relacéo ao plasmideo contendo a sequéncia da TSP-2, mesmo
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com maiores valores de protecdo, ndo houve nenhuma diferenca significativa em

relagdo aos animais imunizados com o plasmideo pUMVC3/Chimera.

Quando avaliados os niveis de anticorpos presentes nos soros dos animais
imunizados, percebemos uma significativa producao de anticorpos anti-Sm29 e anti-
rQuimera nos animais que foram imunizados com os plasmideos pUMVC3/Sm29 e
pUMVC3/Chimera, 0 que demonstra que o potencial de nossas vacinas induzirem
uma resposta humoral. Em relacdo aos animais imunizados com o plasmideo
pUMVC3/TSP-2, ndo percebemos nenhuma diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle pUMVC3. Tal inabilidade de gerar uma resposta humoral elevada é
diferente dos resultados obtidos por Tran e colaboradores em 2006, os quais
demonstram a capacidade de tal proteina, quando administrada em sua forma
recombinante, induzir um aumento significativo de anticorpos anti-rTSP-2 (Tran et
al., 2006). Os trabalhos de Jia e colaboradores (2014), demonstraram que o loop
extracelular 2 da proteina Sm-TSP-2 € estruturalmente muito coordenada,
principalmente através da interacdo de cadeias laterais de aminoacidos presentes
na estrutura da alca (Jia et al., 2014). Especulamos, que a proteina sintetizada in
vivo pela utilizacdo do plasmideo pUMVC3/TSP-2, adquira tais modificacdes
estruturais, as quais seriam muito mais semelhantes e complexas do que a estrutura
primaria adotada pela proteina recombinante produzida por bactérias, portanto, os
anticorpos gerados contra a proteina produzida pela imunizagdo com DNA, nao
seriam eficientes no reconhecimento da proteina utilizada no procedimento de
ELISA. A utilizacdo de uma proteina recombinante produzida por transgenes
eucarioticos poderia converter tal situacdo e nos dar uma resposta mais eloquente

em relacdo aos niveis de tais anticorpos anti-TSP-2.
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As vacinas de DNA testadas neste estudo induziram uma resposta imunoldgica de
perfil Thl, o que foi demonstrado pela elevada producdo de IFN-y e TNF-a e
nenhuma producédo significativa de IL-4 e/ou IL-5. Tais dados se encontram em
concordancia com os resultados obtidos por Cardoso e colaboradores, em 2008, e
Pearson e colaboradores, em 2012, onde as proteinas Sm29 e TSP-2
recombinantes, foram avaliadas como candidatos vacinais e apresentaram
basicamente as mesmas caracteristicas da resposta imunologica de perfil Thl
(Cardoso et al., 2008; Pearson et al., 2012). Varios fatores podem estar relacionados
a inducéo da resposta Thl nas vacinas de DNA testadas nesse estudo. Acreditamos
gue a presenca de motivos CpG ndo metilados em nossos plasmideos podem ter
contribuido com tal resposta, visto que essas sequéncias ndao metiladas tem a
capacidade de induzirem a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias Thil, interferons e
quimiocinas através de mecanismos mediados pela ativacdo de receptores TLR-9
(Hemmi et al., 2000; Krieg, 2002). Outro fator importante que pode ter contribuido
com a capacidade de gerar tal perfil de resposta imunolégica é a escolha da rota de
administragao via intramuscular, a qual vem sendo demonstrada como indutora de

respostas de perfil Thl (Faurez et al., 2010).

Varios estudos utilizando proteinas recombinantes ou a metodologia por vacinacéo
de DNA vém apresentando resultados relacionando o perfil Thl com uma imunidade
protetora contra esquistossomose mansonica, como exemplo, podemos citar 0s
trabalhos envolvendo as proteinas Sm-p80, Sm29, Stomatin like protein-2 e rP22, as
quais apresentaram niveis elevados de protecdo e esses resultados foram
associados ao aumento na producdo do IFN-y e do TNF-a (Ahmad et al., 2009a;
Cardoso et al., 2008; Farias et al., 2010; Rezende et al., 2011; Zhang et al., 2010a).

Trabalhos realizados com a proteina Sm23 demonstram uma possivel relacdo entre
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imunidade protetora e o perfil Thl, pois quando administrada como vacina de DNA,
apresenta um perfil Thl e consegue niveis de protecdo de 21-44%, porém, quando
administrada em estratégia de Prime-boost (DNA-proteina) observa-se uma
polarizacédo para uma resposta Th2 e nenhum nivel de protecéo foi obtido (Da'Dara
et al.,, 2003; Da'dara et al.,, 2001). Estudos imunizando camundongos deficientes
para IFN-y e TNF-a com cercarias irradiadas também correlacionam uma resposta
imune protetora com o perfil Thl de producdo de citocinas(Jankovic et al., 1999;

Smythies et al., 1992; Street et al., 1999; Wilson et al., 1996).

O envolvimento do IFN-y na imunidade protetora contra o S. mansoni € bem
descrito. Em 1992, Smythies e colaboradores, demonstraram que anticorpos anti-
IFN-y eram capazes de reduzir a resposta imune em camundongos imunizados com
cercarias irradiadas (Smythies et al., 1992). Wilson e colaboradores em 1996 e
Jankovick e colaboradores em 1999, demonstraram que animais deficientes para o
gene que codifica o IFN-y ficavam menos protegidos quando imunizados com
cercarias irradiadas. Acredita-se também que o IFN-y desempenhe importante
funcdo no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica efetiva contra
esquistossdmulos na regido pulmonar. Esta afirmativa se baseia no fato de animais
selvagens imunizados com cercarias irradiadas apresentarem um processo
imunoldgico, envolvendo principalmente a formacdo de focos de linfocitos e
macrofagos ao redor do parasita, capaz de impedir a movimentacdo dos
esquistossdmulos na regidao pulmonar, deslocando-os para as vias respiratérias com
consequente eliminacdo dos vermes, enquanto que, animais deficientes para o IFN-
y se demonstram incapazes de direcionar a formagéo de tal processo imunolégico
de maneira eficiente (Jankovic et al., 1999; Wilson et al., 1996). Outro possivel

mecanismo de atuacdo do IFN-y na resposta imunoprotetora é a ativacdo de

93



macrofagos para eliminarem os vermes de uma maneira dependente de Oxido nitrico
(Jankovic et al., 1999). N6s também conseguimos demonstrar elevada producao de
IFN-y nos animais imunizados com pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2,
pUMVC3/Chimera e com os plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2, e
acreditamos que esse aumento de IFN-y pode estar diretamente relacionada aos

niveis de protecéo alcancados.

Os animais imunizados com o0s plasmideos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Chimera
apresentaram elevada producdo de TNF-a. A producdo do TNF-a se encontra
relacionada a resposta imune protetora contra 0 S. mansoni, visto que animais
deficientes para o receptor TNFRI (Receptor de fator de necrose tumoral I) ndo
exibem niveis significativos de protecdo quando imunizados com cercérias irradiadas
(Street et al., 1999). Existe também um grande debate em relacdo a capacidade de
tal citocina estar diretamente relacionada a formacédo de granulomas e também de
sua atuacdo em conjunto a IFN-y no aumento da produgdo de NO na resposta
protetora a S. mansoni. (Amiri et al., 1992; Cheever et al.,, 1999; Pearce and
MacDonald, 2002). Portanto, a producédo de TNF-a nos animais imunizados com a
vacina de DNA pUMVC3/Sm29 pode estar relacionada ao nivel de protecdo

alcancado.

A elevada producao das citocinas IFN-y e TNF-a pelos animais imunizados com as
vacinas de DNA, também podem explicar a reducdo da area dos granulomas
presente nos figados dos animais imunizados, visto o0 mecanismo bem descrito onde
tais citocinas, aparentemente, exercem um efeito inibitério na conversdo de L-
arginina em L-ornitina pela enzima arginase, e posteriormente evitando a conversao

de L-ornitina em prolina pela enzima ornitina-aminotransferase, diminuindo a
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disponibilidade de tal molécula, seja utilizada para sintese de colageno e formacgéao
de tecido fibrotico ao redor dos ovos. O mecanismo de atuacdo do IFN-y e TNF-a
parece estar relacionado com a inducdo da enzima oOxido nitrico sintase, a qual é
responsavel pela converséo da L-arginina em L-hidroxiarginina, a qual sera utilizada
na sintese de citrulina e 6xido nitrico, evitando desta maneira a sintese de prolina
pela competicdo pelo substrato L-arginina (Hesse et al., 2000; Modolell et al., 1995).
A utilizacdo de uma coloracdo especifica para tecido fibrético nas laminas

histopatolégicas avaliadas, poderia ajudar na elucidagéo de tal teoria.

Com base em todas estas informacgfes, concluimos que a utilizacdo de formas
quiméricas em conjunto com a metodologia de imunizagdo por DNA pode ser uma
estratégia promissora para o0 desenvolvimento de uma vacina efetiva contra

esquistossomose mansonica.
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7 — RESULTADOS CAPITULO 2

7.1 Nanobastdes de ouro

7.1.1 Caracterizagdo dos nanobastdes de ouro

Os nanobastbes de ouro foram sintetizados pelo método mediado por semente.
ApoOs a sintese, as nanoparticulas foram caracterizadas pelo espectro de absorcéo

UV-VIS (Figura 20) e microscopia eletrbnica de transmisséo (Figura 21).
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Figura 20 Espectro de absorgéao UV-VIS das nanoparticulas de ouro.
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Figura 21 Microscopia eletr6nica de transmissdo das nanoparticulas de ouro.
As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de semente e
posteriormente imobilizadas em grades para microscopia eletrbnica de transmisséo.

Devido a presenca dos dois picos caracteristicos de absor¢cdo no espectro de UV-
VIS e as imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo, podemos confirmar o

formato de bastdo de nossas nanoparticulas de ouro.

7.1.2 Purificacédo dos nanobastdes de ouro

O procedimento de sintese dos nanobastbes de ouro envolve a utlizagdo de
guantidades significativas de CTAB, portanto, técnicas para a remo¢ao do excesso

de tal reagente sdo requeridas para a posterior utilizagdo em animais.
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Figura 22 Microscopia de forca atdmica. ApoOs sintese, os nanobastfes de ouro
sao submetidos a centrifugacdo para a limpeza do excesso de CTAB. Nanobastdes
de ouro logo apods a sintese (A) e apds o procedimento de limpeza (B).

ApoGs o procedimento de sintese dos nanobastfes de ouro, quando avaliadas por
microscopia de forca atdmica (AFM), as nanoparticulas aparecem recobertas por um
material de aparéncia viscosa, o qual acreditamos ser o surfactante utilizado na
sintese (CTAB). Apds o procedimento de limpeza, as nanoparticulas aparecem com
o formato caracteristico de bastdes, e sem nenhuma quantidade significativa de

material viscoso ao redor dos bastdes (Figura 22).

7.1.3- Ligacéo da proteinarSm29 aos nanobastfes de ouro

Tentou-se ligar a proteina rSm29 aos nanobastdes de ouro diretamente ou atraves
da funcionalizacdo com cisteamina ou acido lipéico. Quando a proteina foi ligada
diretamente aos nanobastbes de ouro, através da funcionaliza¢cdo com acido lipdico
ou cisteamina, as amostras foram nomeadas como AuNRs-rSm29, AuNRs-COOH +
rSm29, AuNRs-NH:z + rSm29, respectivamente. Apos o procedimento de ligacdo as
amostras foram caracterizadas pelo espectro de absorcdo na regido do UV-VIS

(Figura 20) e microscopia eletrénica de transmisséao (TEM) (Figura 24).
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Figura 23 Espectro de UV-VIS. Espectro de absorgdo UV-VIS dos nanobastdes de
ouro conjugados a proteina rSm29 diretamente (A), através da funcionalizacdo com
acido lipdico (B) ou cisteamina (C).

Como podemos ver na Figura 23, percebemos deslocamento significativo dos picos
de plasmon de superficie somente nas amostras em que a proteina foi ligada
diretamente ou através da cisteamina aos nanobastfes de ouro. Ndo percebemos

nenhum deslocamento significativo quando as nanoparticulas foram funcionalizadas

com acido lipdico, portanto, excluimos tal tipo de funcionalizagdo para os préximos

experimentos.
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Figura 24 Microscopia eletrénica de transmissao. Os nanobastdes de ouro (A)
foram ligados a proteina rSm29 diretamente (B) ou através da funcionalizacdo com
cisteamina (C) e posteriormente caracterizados por microscopia eletronica de
transmissdo. As setas em vermelho indicam os possiveis locais de funcionalizacéo e
ligacdo com a proteina. As Figuras sdo apresentadas como imagens
representativas.

A avaliacao realizada por microscopia eletrénica de transmissao indica nas imagens
a ligacdo da proteina rSm29 aos nanobastbes de ouro. Aparentemente, a ligacao
direta da proteina ocorre por toda extensdo dos nanobastdes (setas vermelhas na
Figura 24B), enquanto que, a ligagdo atravées da cisteamina ocorre

preferencialmente nas extremidades das nanoparticulas (setas vermelhas na Figura

24C).
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7.1.4 Identificacdo da proteina ligada aos nanobastdes de ouro

Para a identificagdo da proteina ligada aos nanobastdes de ouro, apdés o
procedimento de ligacdo, realizamos o ELISA com anticorpos anti-rSm29. Além da
identificagdo da proteina, realizamos o procedimento de retirada de proteinas nao

ligadas as nanoparticulas por centrifugagdes em diferentes velocidades.
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Figura 25 ELISA dos nanobastdes de ouro. Os nanobastbes de ouro foram
ligados diretamente a proteina rSm29 (A) ou através da funcionalizagdo com a
cisteamina (B) e caracterizados por ELISA com anticorpos anti-rSm29. *** p<0,001
em relacdo ao grupo controle AuNRs; & p<0,001 em relagdo ao grupo rSm29
treated. O grupo rSm29 é utilizado para validacdo da curva de concentracdo e o0s
grupos AuNRs supernatant, rSm29 treated supernatant, AUNRs-rSm29 supernatant,
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AuNRs-NH2 supernatant , AuNRs-NH2-rSm29 supernatant sao controles
experimentais.

ApoOs o procedimento de separacdo das proteinas nao ligadas aos nanobastdes de
ouro, podemos perceber um aumento significativo na concentracdo da proteina
rSm29 nos grupos AuNRs-rSm29 e AuNRs-NH2-rSm29 quando comparados ao
grupo rSm29 treated ou aos grupos AuNRs e AuNRs-NH:, respectivamente, em
todas as condicbes avaliadas. Quando avaliamos o0s grupos rSm29 treated
supernatant, AUNRs-rSm29 supernatant, AuUNRs-NH2-rSm29  supernatant,
percebemos uma maior concentracdo de rSm29 em relacdo aos grupos AuNRs
supernatant e AUNRs-NH2 supernatant, os quais sdo controles experimentais (Figua

25).

Devido a diferenca significativa entre os grupos AuNRs-rSm29 e AuNRs-NH2-rSm29
e rSm29 treated (proteina recombinante que passou pelos mesmos procedimentos
de separacdo de proteinas ndo ligadas), podemos supor que existem proteinas
realmente ligadas aos nanobastdes de ouro nas condi¢des testadas, e devido ao
reconhecimento pelos anticorpos anti-rSm29, acreditamos que tal proteina ligada

seja a Sm29 recombinante.

7.1.5 Teste de citotoxicidade dos nanobastdes de ouro

Para a avaliacdo da citotoxicidade celular dos nanobastbes de ouro, incubamos
células BHK-21 com rSm29, ou solucéo aquosa de CTAB, ou AuUNRs sem ou apos o
processo de limpeza, ou AuNRs-rSm29 sem ou apos o processo de limpeza, ou

AuNRs-NH2 sem ou apés o processo de limpeza, ou AuNRsS-NH2-rSm29 sem ou

103



>

% of viable BHK-21 cells

o

% of viable BHK-21 cells

apos o processo de limpeza, ou somente o meio de cultivo celular como controle e

avaliamos o percentual de células viaveis, como demonstrado na Figura 26.

150
CTAB

rsme2e
AuNRs
AUNRSs after cleaning

AN

100+

107 10* 10* 10* 10° 10° 10" 10

Concentration (C0)

150+
« CTAB

rSm2g
AUNRS-NH,
AuNRs-NH, afier cleaning

AR K

104 10¢ 104 10° 40¢ 10 10
Concentration (C0)

% of viable BHK-21 cells

o

% of viable BHK-21 cells

107 1w0* 10* 10* 107 107 10" 10
Concentration (C0)

150+

100

107 104 10° 104 10° 10° 10° 10°
Concentration (C0)

CTaB
rSm29
AUNRS-rSm29

» AuNRs-rSm29 after cleaning

CTAB
rSme9
AUNRs-NH -rSm29

v AuNRs-NH -rSm29 after cleaning

Figura 26 Teste de citotoxicidade celular dos nanobastfes de ouro em células
BHK-21. Células BHK-21 foram incubadas AuNRs sem ou apdés o processo de
limpeza (A), ou AUNRs-rSm29 sem ou apés o processo de limpeza (B), ou AuNRs-
NH2 sem ou apds o processo de limpeza (C), ou AUNRs-NH2-rSm29 sem ou apés o
processo de limpeza (D), ou somente o meio de cultivo celular como controle para
avaliacdo do percentual de células viaveis. As células também foram incubadas com
rSm29 ou solucédo aquosa de CTAB, como controles experimentais.

Como demonstrado na Figura 26, todos os grupos contendo nanobastdes de ouro

apos o procedimento de limpeza sdo bem menos citotoxicos do que os nanobastdes

de ouro sem o procedimento de limpeza, apresentando apenas baixa ou toxicidade

nula nas concentracgdes utilizadas.
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7.1.6 Niveis de protecdo alcancados com a imunizacdo com 0s nanobastdes

de ouro

Todos os animais foram imunizados com 0s grupos contendo nanobastdes de ouro,
desafiados com 100 cercarias de S. mansoni e quarenta e cinco dias apds a
infecgdo, todos os animais foram sacrificados e 0s vermes presentes nas veias
mesentéricas intestinais foram recuperados pelo método de perfusdo da veia porta

hepatica. Os resultados dos vermes recuperados encontram- se na Figura 27.
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Figura 27 Total de vermes recuperados dos animais imunizados com
nanobastbes de ouro e niveis de protecdo. Quantidade de vermes recuperados
através da perfusdo da veia porta dos animais que foram imunizados com o0s
nanobastdes de ouro e desafiados com cercarias de S. mansoni . Os gréficos
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representam as dispersdes dos vermes contados + SEM. Os numeros acima dos
colchetes representam o0s percentuais de protecdo comparados com 0S Seus
respectivos grupos controles. Diferencas com p<0,001 quando comparados com 0s
grupos controles AuNRs e AuNRs-NH2 sdo representadas por (&) e (9),
respectivamente.

Os animais que foram imunizados com os nanobastfes de ouro ligados diretamente
a proteina rSm29 ou através da ligacdo com a cisteamina, apresentaram 17% e 29%
de reducdo na contagem total de vermes quando comparados aos respectivos
grupos controle AuNRs e AuNRs-NH2, respectivamente. Quando avaliados
separadamente os niveis de reducdo na contagem de vermes machos, os niveis de
reducdo dos animais dos grupos AuUNRs-SmM29 e AuNRs-NH2-rSm29 apresentaram
niveis semelhantes de protecdo (17% e 23%, quando comparados aos grupos
controles AuNRs e AuNRs-NHz, respectivamente), porém, quando comparados 0s
niveis de reducdo de vermes fémeas, os animais que foram imunizados com o0s
nanobastdes de ouro, funcionalizados com a cisteamina, e posteriormente ligados a
proteina Sm29, apresentaram uma maior reducdo no numero de fémeas (40%
quando comparado ao grupo AuNRs-NH: ), enquanto que os animais do grupo

AuNRs-SmM29, apresentaram somente 20% quando comparado ao grupo AuNRs.

7.1.7 Niveis de anticorpos dos animais imunizados com 0s nanobastdes de

ouro

Os animais foram imunizados 3 vezes com 0s nanobastbes de ouro, com intervalos
de 15 dias entre cada imunizagao, e nos intervalos entre as imunizagdes se coletou
0 soro para a avaliagdo dos niveis de anticorpos IgG total anti-Sm29 desses

animais, como demonstrado na Figura 28.
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Figura 28 Niveis de IgG total anti-rSm29 dos animais imunizados com o0s
nanobastbes de ouro. Niveis de anticorpos anti-rSm29 nos soros dos
camundongos imunizados com os nanobastdes de ouro e desafiados com cercarias
de S. mansoni. Diferencas significativas dos respectivos grupos controles sao
demonstradas por: (*) para p<0,05, (**) para p<0,01 e (***) para p<0,001.

Quando avaliados os niveis de anticorpos IgG total anti-rSm29 nos animais
imunizados, percebemos que 0s animais que foram imunizados com o adjuvante de
Freund juntamente com a proteina rSm29 comecam a apresentam niveis
significativos de tais anticorpos apdés a segunda imunizagdo, niveis estes que

tendem a se manter altos durante o periodo avaliado. Quando avaliamos os niveis
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de anticorpos anti-rSm29 produzidos pelos animais imunizados com os hanobastfes
de ouro ligados diretamente ou através da funcionalizagcdo com cisteamina com a
proteina rSm29, ndo apresentam nenhum aumento significativo na producéo de tais

anticorpos.

7.1.8 Perfil de citocinas dos animais imunizados com os nanobastdes de ouro
Os animais foram imunizados com os nanobastdes de ouro conjugados diretamente
a proteina rSm29 (AuNR-rSm29) ou através da funcionalizagdo com a cisteamina
(AUNR-NH2-rSm29), e como controles, temos 0s nanobastdes de ouro sem nenhum
tipo de funcionalizacdo (AuNR), funcionalizados somente com a cisteamina (AuNR-
NHz) e a proteina rSm29 juntamente com freund (rSm29 Freund). Apos 10 dias da
Gltima imunizacdo ou 45 dias ap6s a infeccdo com cercarias de S. mansoni,
coletaram-se os bacos dos animais para a avaliacdo das citocinas IL-4, IL-5, TNF-a

e IFN-y (Figura 29 e Figura 30).
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Figura 29 Producéo de citocinas ap6s imunizagcdo com nanobastfes de ouro.
Média £ DP de citotocinas produzidas por esplendcitos de animais imunizados com
nanobastdes de ouro sem funcionalizagdo (AuNR), conjugados diretamente com a
proteina rSm29 (AuNR-rSm29), funcionalizados com cisteamina (AuNR-NH2) e
posteriormente com a proteina recombinante (AuNR-NH2-rSm29). Os esplenécitos
foram estimulados com meio (controle), ou rSm29, ou ConA (controle), ou LPS
(controle). Diferencas com p<0,001 quando comparados com 0S grupos controles
AuNRs e AuNRs-NH: séo representadas por (&) e ($), respectivamente.

Nos esplendcitos dos animais que foram somente imunizados, os que foram

imunizados com os nanobastdes de ouro conjugados diretamente ou funcionalizados
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com cisteamina e posteriormente ligados a proteina rSm29, apresentaram producao
significativa das citocinas TNF-a e IFN-y, em relacdo aos grupos controles AuNR e
AuNR-NH:z quando estimulados com a proteina Sm29 recombinante. N&o observou-
se nenhuma producdao significativa das citocinas IL-4 e IL-5 em nenhum dos grupos
de animais somente imunizados que foram avaliados. A proteina recombinante
Sm29 juntamente com adjuvante de freund foi utilizada como controle experimental
e apresentou perfis semelhantes de producéo de citocinas ao publicado por Cardoso

e colaboradores (Cardoso et al., 2008).
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Figura 30 Producéao de citocinas ap6s imunizacdo com nanobastdes de ouro e
infeccdo com cercaria de S. mansoni. Média + DP de citotocinas produzidas por
esplendcitos de animais imunizados com adjuvante de Freund, adjuvante de Freund
e a proteina rSm29, nanobastfes de ouro sem funcionalizagdo (AuNR), conjugados
diretamente com a proteina rSm29 (AuNR-rSm29), funcionalizados com cisteamina
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(AuNR-NH2) e posteriormente com a proteina recombinante (AuNR-NH2-rSm29), e
posteriormente desafiados com 100 cercarias de S. mansoni por 45 dias. Os
esplendcitos foram estimulados com meio (controle), ou rSm29, ou ConA (controle),
ou LPS (controle). Diferencas significativas com p<0,001 quando comparados com
0os grupos Freund, AuNRs, AuNRs-NHz e Freund rSm29 séo representadas por
(*),(&),($) e (#), respectivamente.

Quando avaliada a producédo das citocinas TNF-a e IFN-y nos esplenécitos dos
animais que foram imunizados e desafiados com cercarias de S. mansoni, percebe-
se gue os animais que foram imunizados com nanobastdes de ouro conjugados
diretamente a proteina recombinante Sm29 ou através da cisteamina apresentaram
maiores niveis de tais citocinas quando comparados com 0s grupos controles AuUNR
e AuNR-NH2, quando estimulados com a proteina Sm29 recombinante. Quando
avaliada a producédo das citocinas IL-4 e IL-5, os animais que foram imunizados com
0s nanobastdes de ouro ligados diretamente a proteina Sm29 apresentaram um
aumento significativo de IL-4 quando comparados ao grupo de animais imunizados
somente com 0s nanobastdes de ouro, e 0s animais que foram imunizados com 0s
nanobastées de ouro ligados a proteina recombinante Sm29 através da
funcionalizacdo com a cisteamina, apresentaram maiores niveis de IL-4 e IL-5
guando comparados aos grupos controles AuNR e AuNR-NHz. A proteina
recombinante Sm29 juntamente com adjuvante de freund foi utilizada como controle
experimental e apresentou perfis semelhantes de producéo de citocinas em animais
que foram imunizados e desafiados com cercarias de S. mansoni como publicado

por (Cardoso et al., 2008).

Mesmo o utilizando uma quantidade 10 vezes menor de proteina para a imunizagao
com os nanobastbes de ouro funcionalizados com a cisteamina, e posteriormente
ligados a proteina recombinante Sm29, conseguimos uma maior producdo, em
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niveis significativos, de TNF-a e IFN-y quando comparamos aos animais imunizados
com a proteina recombinante em combinacdo com o adjuvante de Freund e apds o

desafio com cercarias.

7.1.9 Avaliacdo das células produtoras de IFN-y pelos animais imunizados

com oS nanobastdes de ouro

Como visto nas Figuras 29 e 30, os animais que foram imunizados com o0s
nanobastdes de ouro ligados a proteina Sm29, diretamente ou através da
funcionalizagcdo com a cisteamina, apresentaram uma producdo equivalente da
citocina IFN-y quando comparados aos animais imunizados com adjuvante de
Freund juntamente com uma quantidade de proteina 10 vezes maior, € no caso dos
animais imunizados e infectados, o grupo AuNRs-NH2-rSm29 apresentou maiores
niveis de tal citocina até mesmo quando comparado com 0s animais do grupo
Freund + rSm29. Portanto, com o objetivo de identificar a fonte desse aumento na
produgédo de tal citocina chave em uma resposta imune contra esquistossomose
mansonica, imunizamos animais com nanobastées de ouro e os desafiamos com
cercarias de S. mansoni, e 10 dias ap6s a ultima imunizagdo e 10 dias ap0s a
infecgdo, coletamos as células dos bacos dos animais e as incubamos com ConA,
por 48 horas. Apos tais incubagdes, marcamos as células e através da citometria de
fluxo, analisamos os perfis das células produtoras de IFN-y, como demonstrado nas

Figuras 31 e 32.
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Figura 31 Percentual de células CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-y em animais
imunizados com nanobastbes de ouro quando estimulados com
Concanavalina A. Animais C57BI/6 foram imunizados com nanobastes de ouro e
coletou-se os bacos para posterior avaliacdo do percentual de células CD4+ (A) e
CD8+ (B) produtoras de IFN-y quando estimuladas com concanavalina A 48 horas.
Diferencas significativas com p<0,001 quando comparados com 0s grupos Freund e
AuNRs séo representadas por (*) e (&), respectivamente.

Quando avaliada a producdo de IFN-y pelas células CD3*CD4* e CD3*CD8* de
animais imunizados com os nanobastfes de ouro funcionalizados diretamente com a
proteina rSm29 ou através da cisteamina, percebemos que ha& um aumento
significativo na producédo de tal citocina quando comparado as células dos animais
que foram imunizados com Freund e com AuNRs quando reestimuladas com

concanavalina A.

Os animais imunizados com Freund + rSm29 foram utilizados como controles
experimentais e apresentaram diferengas significativas em relacdo a producgao de
IFN-y por células CD3*CD4* em relacdo aos animais imunizados somente com

Freund.
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Figura 32 Percentual de células CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-y em animais
imunizados com nanobastdes de ouro e desafiados com cercarias de S.
mansoni quando reestimulados com ConA. Animais C57BIl/6 foram imunizados
com nanobastdes de ouro e infectados com cercarias de S. mansoni.10 dias ap0s a
infeccdo coletou-se os bacos para posterior avaliacao do percentual de células CD4*
(A) e CD8* (B) produtoras de IFN-y quando reestimuladas com ConA por 48 horas.
Diferencas significativas com p<0,001 quando comparados com o0s grupos Freund,
AuNRs, AuNRs-NH2 e Freund rSm29 sao representadas por (*),(&),($) e (#),
respectivamente.

Quando avaliada a producdo de IFN-y dos animais que foram imunizados com os
nanobastdes de ouro e posteriormente infectados com cercéarias de S. mansoni, 0s
animais do grupo AuNRs-rSm29 apresentaram maior producédo de tal citocina por
células CD3*CD4* gquando comparadas as células do grupo AuNRs e por células
CD3*CD8* quando comparadas aos animais dos grupos Freund e AuNRs, quando

reestimuladas com ConA.

As células CD3*CD4* dos animais do grupo AuUNRs-NH2-rSm29 apresentaram
maiores niveis de IFN-y quando comparadas as células dos animais dos grupos
AuNRs e AuNRs-NH2. Quando avaliada as células CD3*CD8*, os animais
imunizados com AuNRs-NH2-rSm29 apresentaram uma maior producdo de IFN-y
guando comparadas aos grupos Freund, AuNRs, AuNRs-NH2 quando reestimuladas

com ConA. Mesmo utilizando uma quantidade 10 vezes menor de proteina para as
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imunizagdes, 0s animais imunizados com nanobastfes de ouro funcionalizados com
cisteamina e posteriormente ligados a proteina rSm29, apresentaram uma maior
producdo de IFN-y por células CD3*CD8* e uma equivalente producdo por
CD3*CD4* quando comparada as células dos animais imunizados com Freund +
rSm29, o que pode explicar o aumento significativo na producdo de tal citocina

percebido nas Figuras 29 e 30.

7.1.10 Microscopia eletrbnica de transmissdo de células dendriticas e

nanobastdes de ouro

Para avaliar a captacdo celular dos nanobastées de ouro, derivamos células
dendriticas a partir da medula éssea de camundongos C57BL/6 e as incubamos por
24 horas com 0s nanobastdes de ouro sem nehuma funcionalizacdo, ou ligados a
proteina rSm29, diretamente ou através da funcionalizacdo com cisteamina. As
células dendriticas foram entéo fixadas e contrastadas, e as imagens se encontram

representadas na Figura 33.
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Figura 33 Microscopia eletrdnica de transmissdo de células dendriticas
incubadas com nanobastdes de ouro. Microscopia eletrénica de transmisséo de
células dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 incubadas
24 horas com nanobastdes de ouro sem nenhuma funcionalizacdo (A), ou ligadas a
proteina recombinante Sm29 diretamente (B) ou através da funcionalizagdo com
cisteamina (C).

De acordo com as imagens apresentadas na Figura 33, as células dendriticas que
foram incubadas com os nanobastdes de ouro ligados a proteina rSm29 atraves da
cisteamina (Figura 33C), apresentaram um maior niamero de nanoparticulas no
interior das células, quando comparadas as células dendriticas que foram incubadas
com o0s nanobastdes sem nenhum tipo de funcionalizacdo (Figura 33A) ou ligados

diretamente a proteina rSm29 (Figura 33B).

Além de serem mais captadas por células dendriticas, os nanobastbes de ouro

ligados a proteina rSm29 através da funcionalizagdo com a cisteamina,
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aparentemente, apresentam algumas nanoparticulas fora dos vacuolos
caracteristicos onde se encontram as outras nanoparticulas, como demonstrado na

Figura 34. Porém, estudos posteriores para a avaliacdo do escape de fagossomos

ainda sdo necessarios.

Figura 34 Microscopia eletrbnica de transmissdo de células dendriticas
incubadas com nanobastdes de ouro. Microscopia eletrénica de transmisséo de
células dendriticas derivadas da medula 6éssea de camundongos C57BL/6 incubadas
24 horas com nanobastfes de ouro sem nenhuma funcionaliza¢do (painel superior
esquerdo), ou ligadas a proteina recombinante Sm29 diretamente (painel superior
direito) ou através da funcionalizacdo com cisteamina (painéis inferiores). As setas
vermelhas indicam nanobastées de ouro possivelmente na regido citoplasmatica.
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7.1.11 Ativacao de células dendriticas por nanobastfes de ouro

Com o objetivo melhor compreender o mecanismo imunoldgico por tras da
imunizagdo com os nanobastdes de ouro, derivou-se células dendriticas a partir da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6. As células dendriticas foram incubadas
com os nanobastbes de ouro e avaliou-se o percentual de células com elevada
expressdo de MHCI ou MHCII, ambas analisadas juntamente com a expressao da

molécula coestimulatéria CD86, como demonstrado na Figura 35.
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Figura 35 Avaliacdo do amadurecimento e ativacdo das células dendriticas por
nanobastbes de ouro. Avaliacdo do percentual de células expressando as
moléculas MHCI (A) e MHCII (B), juntamente com a molécula coestimulatéria CD86
de células dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6. As
células foram incubadas por 24 horas com nanobastbes de ouro, nanobastbes de
ouro ligados diretamente a proteina rSm29, nanobastbes de ouro funcionalizados
com cisteamina e nanobastbes de ouro funcionalizados com cisteamina e
posteriormente ligados a proteina rSm29. Diferencas significativas com p<0,001 dos

grupos Medium, AuNRs e AuNRs-NH: sdo demonstradas por (*), (&) e ($),
respectivamente.

Quando avaliado o percentual de células CD11C* expressando niveis elevados de
MHCI ou MHCII, juntamente com a molécula coestimulatoria CD86, percebemos que
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as células dendriticas incubadas com os nanobastfes de ouro funcionalizados com
a cisteamina e posteriormente ligadas a proteina recombinante Sm29, apresentam
maiores percentuais de tais células quando comparadas as células dendriticas que
foram estimuladas somente com meio, nanobastdes de ouro sem funcionalizacdo ou
funcionalizados somente com cisteamina. Apesar de existir uma tendéncia no
aumento do percentual de células dendriticas ativadas e expressando as moléculas
MHCI e MHCIlI nas células incubadas com os nanobastdes de ouro ligados
diretamente com a proteina recombinante Sm29, ndo percebemos nenhuma
diferenca significativa quando comparadas aos respectivos controles, meio ou
AuNRs. A proteina recombinante Sm29 foi utilizada como controle positivo em

concentracbes bem mais elevadas que os grupos que foram avaliados.

Os nanobastdes de ouro funcionalizados com cisteamina e ligados a proteina rSm29
foram capazes de levar ao aumento de expressado das moléculas MHCI e MHCII de
células dendriticas in vitro. Agora precisamos avaliar se a ativacdo das células
dendriticas pelos nanobastdes de ouro ocasiona 0 aumento na expressao de
citocinas chaves na inducao de uma resposta imunolégica, como por exemplo, IL-12

e IL-1pB.

7.1.12 Avaliacdo dos niveis de IL-12 e IL-1B produzidas por células dendriticas

incubadas com nanobastdes de ouro

Os nanobastbes de ouro foram capazes de induzir a ativagao de células dendriticas
in vitro, e com o objetivo de avaliar a produgédo de citocinas induzidas por essa

ativacdo, derivamos células dendriticas de medula éssea de camundongos C57BL/6
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e incubamos com os grupos de nanobastbes de ouro por 24h para avaliar a

producao das citocinas IL-12 e IL-13, como demonstrado na Figura 36.
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Figura 36 —Producéo de citocinas por células dendriticas quando estimuladas
com nanobastdes de ouro. Células dendriticas derivadas de camundongos
C57BL/6 foram incubadas com rSm29, AuNRs, AuNRs-rSm29, AuNRs-NH2, AUNRs-
NH2-rSm29 ou meio como controle. Apds 24 horas de exposicdo, os niveis de IL-12
(A) e IL-18 (B) foram avaliados. Diferengas estatisticamente significativas com p
<0,001 em relagcdo aos grupos Medium, AuNRs, AuNRs-NH2 e rSm29, séo
representados por (*), (&), ($) e (#), respectivamente.

Quando avaliamos a producdo da citocina IL-12 por células dendriticas incubadas
com o0s nanobastbes de ouro, ndo percebemos nenhuma diferenca significativa
guando comparadas aos respectivos grupos controles. Somente a incubacao com a
proteina recombinante Sm29 foi capaz de induzir uma maior producao de tal citocina

guando comparada ao meio.

Em relacdo a producgéo da citocina IL-13, as células dendriticas que foram incubadas
com 0s nanobastbes de ouro ligada a proteina rSm29 através da cisteamina,
apresentaram um aumento significativo na producdo de tal citocina quando

comparadas a todos o0s outro grupos avaliados. Em resumo 0s nanobastdes de ouro
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associados a Sm29 foi capaz de induzir a ativacdo do inflamassoma resultando na

secrecéao de IL-1P3.
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8 —DISCUSSAO DO CAPITULO 2

Vérios candidatos vacinais ja foram avaliados, como proteinas recombinantes, na
formulag&do de uma vacina contra esquistossomose mansonica, como por exemplo:
a calpaina (Ahmad et al., 2009a; Zhang et al., 2010b), Sm21.7 (Pinheiro et al.,
2011), filamina (Cook et al., 2004), Sm21.6 (Lopes et al., 2009), fimbrina (Mohamed
et al, 1998; Romeih et al., 2008), ECL (Nascimento et al., 2007), glutationa
peroxidase (Shalaby et al., 2003), TSP-2 (Tran et al., 2006), Sm14 (Santini-Oliveira
et al., 2016; Tendler et al., 2015) e Sm29 (Cardoso et al., 2008), porém, a maioria
dos candidatos vacinais foram avaliados na presenca de adjuvantes nao permitidos

para uso em humanos.

Dentre os candidatos avaliados, alguns se apresentaram mais promissores que 0S
outros, como por exemplo, as proteinas Sml14 e Sm28GST, as quais estdo em
testes clinicos, e as proteinas TSP-2 e Sm29, que apresentaram niveis de protecéo
acima dos 50% quando avaliados em modelo murino (Cardoso et al., 2008; Santini-
Oliveira et al., 2016; Tran et al., 2006). Porém, a Sm14 ainda se encontra em fases
bem iniciais dos testes clinicos e os potenciais protetores obtidos pela imunizacao
com as proteinas TSP-2 e Sm29 ainda sdo dependentes de adjuvantes nao
permitidos para uso em humanos. Portanto, a avaliagdo de novas estratégias
vacinais, como 0 uso de nanocarreadores, poderia potencializar os efeitos
imunoldgicos alcancados até 0 momento e assim, maximizar os niveis de prote¢céo

contra a esquistossomose mansonica.

A nanotecnologia vem atraindo a atencdo de pesquisadores de diversas areas,
principalmente devido as diferentes caracteristicas e propriedades que os materiais

assumem quando se encontram em escala nanométrica. Existem diversos tipos de
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nanoparticulas at¢é o momento, compostos de diversos tipos de materiais e
apresentando uma grande diversidade de formas, e dentre tais nanoparticulas, se
destacam os nanobastdes de ouro (Dreaden et al., 2012; Huang et al., 2009). Os
nanobastdes de ouro sdo nanoparticulas anisotrépicas, compostas de ouro macico,
gue apresentam ressonancia de elétrons de superficie sensiveis ao ambiente
quimico, alta estabilidade, biocompatibilidade, baixo custo de producédo e alto
potencial como carreadores vacinais em modelos virais (Xu et al., 2012) e (Stone et
al., 2013). Nenhum estudo utilizando nanobastdes de ouro como carreadores

vacinais contra parasitas foi realizado até o momento.

Com o objetivo de avaliar o potencial dos nanobastbes de ouro como carreadores
vacinais, tentamos a ligacdo da proteina recombinante Sm29 de S. mansoni por trés
maneiras diferentes nas nanoparticulas: através da funcionalizagdo com &cido
lipbico, cisteamina ou através da ligacao direta da proteina. Utilizando a anélise do
espectro UV-VIS dos nanobastbes de ouro, o qual apresenta sensibilidade ao
ambiente quimico ao redor das superficies dos bastbes, percebemos que a ligacéo
direta com a proteina ou através da funcionalizacdo com a cisteamina, foram as
metodologias mais eficientes na ligacdo da proteina recombinante ao nanobastéo de
ouro, enquanto que, mesmo com concentracdes crescentes, ndo percebemos
nenhuma mudanca significativa no espectro de absorcdo dos nanobastées de ouro
guando funcionalizados com acido lipdico e incubados juntamente com a proteina
rSm29. A ligacdo direta da proteina ao nanobastdo, provavelmente, ocorreu de
maneira eficiente, devido ao alto conteudo de cisteinas presente na estrutura da
proteina, uma vez que moléculas contendo grupamentos tidis tendem a se ligar
naturalmente a nanoestruturas de ouro através de um processo de oxirreducao

(Dreaden et al., 2012; Thakor et al., 2011). A proteina Sm29 apresenta um numero
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equivalente de aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente ou
negativamente, e a ligacdo da proteina a nanobastdes de ouro funcionalizados com
a cisteamina e a ineficiéncia de ligacdo aos nanobastdes funcionalizados com &cido
lipdico, indicam que, provavelmente, os aminoacidos carregados negativamente se
encontram mais expostos ou disponiveis a ligagcdes do que os aminoacidos com
cadeias laterais carregadas positivamente, favorecendo assim, a ligagdo com

grupamentos aminicos ou carregados positivamente.

Quando avaliados por microscopia eletrbnica de transmissédo, os nanobastdes de
ouro ligados a proteina recombinante Sm29 diretamente ou através da
funcionalizagdo com a cisteamina, apresentaram um material de densidade
eletrdbnica menor que a do ouro, cobrindo grande parte da superficie das
nanoparticulas, tendendo a formar aglomerados de tal substancia e nanoparticulas,
indicando que, provavelmente, a substancia ao redor dos nanobastdes de ouro era a
proteina rSm29. Tal substancia ndo foi vista em nenhum momento nas amostras
controles. Resultados semelhantes foram obtidos apés funcionalizagdo com
proteinas virais por (Stone et al., 2013). Para a identificacdo da proteina,
funcionalizamos os nanobastdes de ouro com a proteina rSm29 diretamente ou
através da cisteamina, e utilizamos anticorpos policlonais anti-rSm29 como
ferramenta de reconhecimento, e como resultado, vimos que realmente a proteina

ligada aos nanobastfes de ouro era a proteina Sm29.

A molécula de CTAB, um surfactante amplamente utilizado na sintese dos
nanobastdes de ouro € consistentemente tdxico e nocivo a componentes celulares,
portanto, estratégias de biofuncionalizagcdo ou remocdo de tal surfactante, séo

necessarias para a posterior utilizacdo dos nanobastdes de ouro em organismos
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vivos (Kinnear et al., 2013; Wan et al., 2015; Wang et al., 2013). Visto que,
aparentemente, a citotoxicidade dos nanobastdes de ouro se deve principalmente a
moléculas de CTAB livres e em solucdo (Alkilany et al.,, 2009), realizamos um
processo de remocdo de tal surfactante por centrifugacdo, e como visto por
microscopia de forca atbmica, o procedimento de remocdo de CTAB livre em
solucéo ocorreu de maneira eficiente. Porém, alguns trabalhos indicam que o CTAB
presente ao redor dos nanobastdes de ouro também pode ser responsavel por
danos ou morte celular (Wan et al., 2015; Xu et al., 2012), e para averiguar possivel
citotoxicidade, incubamos células imortalizadas de mamiferos com nanobastdes de
ouro, antes ou ap6s o procedimento de limpeza, e percebemos que, todos os
nanobastdes de ouro apo6s o procedimento de remocdo de CTAB, somente
apresentavam citotoxicidade significativa quando em concentracdes muito elevadas,

reforcando a ideia de biocompatibilidade e seguranca de nossos carreadores.

Uma vez demonstrado a seguranca da utilizacdo dos nanobastdes de ouro, partimos
para a avaliacdo do potencial imunoldgico in vivo, e percebemos que, 0os animais
que foram imunizados com o0s nanobastdes de ouro funcionalizados diretamente
com a proteina recombinante Sm29 ou através da funcionalizacdo com a cisteamina
apresentaram uma reducao significativa no namero total de vermes (17 a 29%), no
namero de vermes machos (17 a 23%) e no numero de vermes fémeas (20 a 40%).
Os animais que foram imunizados com o0s nanobastbes funcionalizados com
cisteamina e ligados a proteina rSm29 apresentaram os maiores niveis de protecao,
principalmente quando avaliada a redugdo no numero total de fémeas recuperadas
dos animais infectados com S. mansoni. A cisteamina é uma molécula composta de
um grupamento tiol, espacada por dois grupamentos metilas e um grupamento

amino terminal, e tal molécula apresenta alta afinidade por atomos de ouro e vem
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sendo utilizada para as mais diversas funcionalidades na nanotecnologia de ouro
(Shervedani and Mozaffari, 2006). Acreditamos que a maneira como a proteina
rSm29 se encontra ligada aos nanobastdes de ouro funcionalizadas com a
cisteamina pode atuar de diversas maneiras no sistema imune, como a blindagem
de epitopos especificos contra a degradacédo extracelular, exposicdo de regibes
inacessiveis da proteina em condi¢cdes normais ou até mesmo o direcionamento da
proteina para regides especificas intracelulares, o que ndo acontece de maneira tao
eficiente quando utilizamos a proteina recombinante ligada diretamente com os

nanobastdes de ouro.

Como os nanobastbes se demonstraram promissores imunologicamente, avaliamos
a capacidade de tais nanoparticulas gerarem uma resposta humoral eficiente.
Quando avaliamos o perfil de anticorpos de animais que foram imunizados com 0s
nanobastdes de ouro ligados a proteina rSm29, ndo percebemos nenhum aumento
significativo nos niveis de anticorpos quando comparados aos grupos controles, o
que aparentemente vai contra a idéia do potencial de geracdo de uma resposta
humoral demonstrada por (Xu et al., 2012), onde a imunizacdo de camundongos
com nanobastdes de ouro carreando vacinas de DNA foram responsaveis pelo
aumento significativo no niamero de anticorpos contra uma proteina especifica do
envelope do virus HIV. As diferencas aqui percebidas, provavelmente, devem-se as
diferentes metodologia de imunizacdo empregadas, assim como os diferentes tipos
de funcionalizacdo. Outro fator importante que pode ter influenciado na incapacidade
de inducdo de uma resposta humoral por nossas vacinas € quantidade de proteina
utilizada para a imunizacéo (~2ug de proteina ligada aos nanobastdes), sendo que a
utilizacdo de adjuvantes ou a melhoria no processo de funcionalizacdo poderiam

contornar tal condigéo.
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Para a avaliacdo do perfil e caracteristicas da resposta imune, animais foram
imunizados com o0s nanobastdes de ouro e/ou infectados com cercéarias de S.
mansoni, e posteriormente a producdo de citocinas foi avaliada. Os animais que
foram imunizados com o0s nanobastbes de ouro ligados a proteina rSm29,
diretamente ou através da funcionalizacdo com a cisteamina, apresentaram maiores
niveis de TNF-a quando comparados aos respectivos controles, porém, menores
niveis quando comparados aos animais imunizados com Freund e rSm29. Quando
avaliados os niveis de IFN-y, os animais imunizados com os nanobastées de ouro
ligados a proteina rSm29 apresentaram altos niveis de tal citocina quando
comparados aos grupos controles e niveis semelhantes aos animais imunizados
com Freund + rSm29. Quando avaliada a producdo de citocinas por animais que
foram imunizados e desafiados com cercarias de S. mansoni, percebemos que todos
0s animais que foram imunizados com 0s nanobastdes de ouro ligados a proteina
recombinante Sm29 apresentaram niveis mais elevados de TNF-a, IFN-y,IL-4 e IL-5
(AUNRs-NH2-rSm29) quando comparados aos grupos controles. Quando avaliamos
especificamente os animais que foram imunizados com o0s nanobastbes de ouro
ligados a proteina rSm29 através da funcionalizagdo com a cisteamina, percebemos
um aumento tdo significativo na producdo de IFN-y, que existe uma diferencga
significativa em relagdo aos animais que foram imunizados com Freund e rSm29
com uma quantidade de proteina aproximadamente 12 vezes superior, enfatizando o
alto potencial como carreador vacinal de nossa nanoparticula e indicando um
possivel mecanismo para o potencial protetor obtido. A producéo de TNF-a induzida
pela imunizagcdo com os nanobastdes de ouro é diferente dos resultados obtidos por
(Niikura et al., 2013), onde a utilizacdo de nanobastfes de ouro funcionalizadas com

0 PSS-MA (4cido 4 co-maleiocoestirenosulfénico) e proteinas virais, ndo foi capaz
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de induzir a producdo de niveis significativos de TNF-a quando comparados aos
grupos controles, porém, a metodologia de funcionalizacdo empregada € diferente
da nossa, e a avaliacao foi realizada em células dendriticas derivadas de medula
0ssea, enquanto que nossas avaliacbes sdo provenientes de células do baco de
animais imunizados com os nanobastdes de ouro. Em relacéo a producéao de IFN-y,
os trabalhos de (Xu et al., 2012) demonstraram o potencial de uma vacina de DNA
contra o virus HIV1 carreada por nanobastdes de ouro em induzir a producéo de tal
citocina em camundongos, porém, nenhum trabalho comparativo em relacdo a
outros adjuvantes padrées ou carreadores havia sido realizado até 0 momento. Em
relacdo a producdo das citocinas IL-4 e IL-5 e nanobastbes de ouro, ndo existe
nenhum dado publicado até o momento, porém, em relacdo ao potencial protetor
induzido por nossas vacinas, existem varios trabalhos atuais relacionando a uma
possivel resposta com perfis Thl/Th2 ou Th2 com imunidade protetora contra
esquistossomose, principalmente pela utilizacdo de papaina como adjuvante ou
peptidases do proprio S. mansoni (El Ridi and Tallima, 2013; El Ridi et al., 2014a; El

Ridi et al., 2014b).

As células dendriticas sdo componentes essenciais na geracdo de uma resposta
imunologica eficiente, principalmente em relacdo a apresentacdo de antigenos
(Boraschi and Italiani, 2015). A captacao antigénica e ativacao de células dendriticas
sdo principios basicos para a avaliagio do bom funcionamento de um
nanocomposto bioconjugado (Liu and Irvine, 2015). Para avaliar tais condigdes,
utilizamos células dendriticas derivadas de medula 6ssea de camundongos e
avaliamos a captacdo das nanoparticulas e a presenca dos principais marcadores
de superficie relacionados a ativacdo de células dendriticas, quando incubadas com

0s nanobastdes de ouro. Os resultados de microscopia eletrénica de transmissao
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indicam gue os nanobastdes de ouro, funcionalizados com cisteamina e ligados a
proteina recombinante Sm29 foram muito mais captadas pelas células dendriticas
do que os nanobastbes de ouro sem nenhum tipo de funcionalizacdo ou ligados
diretamente a rSm29. Alguns estudos demonstram que nanobastdes de ouro com
cargas superficiais positivas, sdo mais facilmente internalizados, provavelmente pela
ligacdo de proteina séricas especificas ao redor das nanoparticulas, formando
aglomerados intracelulares que nao sao eliminados pelas células, porém, nao
afetam a viabilidade celular (Frohlich, 2015; Huff et al., 2007), o que, do ponto de
vista imunoldgico, poderia aumentar a eficiéncia e potencial imunoldgico de certas
vacinas. Nas células dendriticas incubadas com nanobastbes de ouro
funcionalizados com cisteamina e ligados a proteina recombinante Sm29,
percebemos uma pequena porcado dos bastdes na regido intracitoplasmatica, fora de
vesiculas ou vacuolos, o que pode indicar um possivel escape das nossas
nanoparticulas dos fagossomos. Quando avaliamos a ativacdo das células
dendriticas, percebemos que, as células incubadas com os nanobastdes de ouro
ligados a proteina rSm29 através da funcionalizacdo com cisteamina apresentaram
0s maiores percentuais de células MHCI* e MHCII* juntamente com a molécula co-
estimulatéria CD86, indicando o grande potencial de tal carreador vacinal na
ativacao dessas ceélulas. Em contraste, as células incubadas com os nanobastdes de
ouro funcionalizadas diretamente com a proteina rSm29 apresentaram apenas
moderados numeros de células dendriticas ativadas, o que nao foi estatisticamente
diferente do seu respectivo grupo controle. Os dados obtidos neste trabalho
reforcam os dados apresentados por (Xu et al.,, 2012), onde nanobastbes de ouro
ligados diretamente a vacinas de DNA contendo sequéncias de proteinas virais

foram incapazes de induzir a ativacdo de células dendriticas, enquanto que,

130



nanobastdes com outros tipos de funcionalizacdo e posteriormente ligados a vacina
de DNA, realizaram tal processo de maneira muito mais efetiva. A presenca de
nanoparticulas no citoplasma, juntamente com a capacidade de induzir o
amadurecimento de células dendriticas, com elevada expressdo de MHCI,
provavelmente indica certa capacidade de escape do fagossomo por nanobastbes
de ouro funcionalizados com cisteamina e ligados a proteina recombinante. Tal
escape permitiria o acesso da proteina recombinante Sm29 ao citoplasma e
consequente degradacdo via proteassoma, ocasionando a ativacdo de linfocitos

TCD8" via MHCI.

Para avaliar o papel dos nanobastbes de ouro apdés a ativacdo das células
dendriticas, incubamos nanobastdes de ouro com BMDCs de camundongos
C57BL/6 e avaliamos os niveis de IL-12 e IL-1B, e percebemos que, as células
incubadas com os nanobastdes de ouro ligados a proteina rSm29 através da
cisteamina, foram capazes de induzir uma elevada producdo de IL-18 quando
comparado a todos os outros grupos. Os trabalhos realizados por (Niikura et al.,
2013) demonstram o potencial de alguns nanobastbes de ouro em induzirem a
liberacdo de IL-1B por células dendriticas, porém, a metodologia utilizada é diferente
da empregada nesse trabalho. Em relacdo a esquistossomose mansonica, 0
trabalho realizado por (Ritter et al., 2010) correlaciona a secrecao de IL-13 com a
geragcdo de respostas imunologicas de perfil Thl, Th2 e Thl7 durante a infecgéo
pelo S. mansoni. A secrecdode IL-1B por células dendriticas incubadas com os
nanobastdes de ouro funcionalizadas com a proteina rSm29 atraves da cisteamina,
pode indicar um possivel mecanismo de escape de fagolissomo, uma vez que a
ruptura do fagolissomo pose ser responsavel pela formacdo do complexo multi-

proteico inflamassoma, com consequente liberacdo de IL-1B ativa (Hornung et al.,
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2008). Contudo, quais os receptores do inflamassoma estdo envolvidos nessa

ativacao pelos nanobastdes de ouro ainda precisa ser investigado.

Vérios estudos ja demonstraram a importancia da citocina IFN-y em uma resposta
imune protetora contra esquistossomose mansonica, principalmente devido a
incapacidade de camundongos nocautes para IFN-y e com sua via de sinalizagao
bloqueada em gerar uma resposta imune eficiente quando imunizados com cercarias
irradiadas (Jankovic et al., 1999; Smythies et al., 1992; Wilson et al., 1996). As
células dos animais que foram imunizadas com o0s nanobastdes de ouro se
demonstraram capazes de produzir IFN-y quando reestimuladas in Vvitro,
principalmente quando avaliamos as células dos animais imunizados com o0s
nanobastdes de ouro funcionalizados com a cisteamina e ligados a proteina rSm29,
0S quais apresentaram niveis maiores de tal citocina quando comparados aos
animais imunizados com adjuvante de Freund em quantidades bem superiores de
proteina rSm29. Portanto, para avaliar quais células estdo produzindo IFN-y,
imunizamos animais com 0s nanobastdes de ouro e avaliamos os subtipos CD4+ e
CD8+ de linfocitos T produtores de IFN-y. Percebemos que as células dos animais
que foram imunizados com o0s nanobastdes de ouro ligados diretamente a proteina
rSm29 ou através da cisteamina, apresentaram maiores percentuais de ceélulas
CD4* e CD8* produtoras de IFN-y, quando comparadas aos respectivos grupos
controles e niveis semelhantes aos obtidos dos animais do grupo Freund + rSm29.
Porém, quando avaliamos os animais que foram imunizados e posteriormente
infectados com cercarias de S. mansoni, percebemos que 0s animais imunizados
com os nanobastfes de ouro, ligados a proteina rSm29 diretamente ou atraves da
cisteamina, apresentaram maiores percentuais de células produtoras de IFN-y

quando comparados aos respectivos controles. Os animais do grupo AuNRs-NH2-
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rSm29 apresentaram um maior percentual de células TCD8* produtoras de IFN-y
guando comparados aos animais imunizados com o adjuvante de Freund + rSm29.
Com a avaliacao de tais resultados, acreditamos que a elevada producao de IFN-y
pelas células dos animais imunizados com os nanobastdes de ouro funcionalizados
com cisteamina e ligados a rSm29 se deve principalmente a producédo por células
TCD8*, principalmente apds a infeccéo, o que corrobora os dados apresentados na
Figura 30. O mecanismo de inducéo de linfécitos TCD8* pode estar relacionado ao
efeito de esponja de prétons citado anteriormente, onde as aminas livres presentes
nos nanobastdes de ouro irdo aumentar o influxo de ions e agua para o interior dos
fagolisossomos de células apresentadoras de antigeno, ocasionando a ruptura
osmoética e consequente liberagdo do antigeno, em nosso caso a proteina
recombinante Sm29, no citoplasma, com posterior degradacédo via proteassoma e
apresentacao via MHCI e estimulacdo de receptores especificos presentes na
superficie de linfécitos TCD8*, induzindo assim, possivelmente, a uma maior
producdo de IFN-y por estas células, sendo que tal mecanismo, ndo ocorre de
maneira eficiente quando se utiliza antigenos livres (Benjaminsen et al., 2013; Liu

and Irvine, 2015).

Com base nas informacdes obtidas, a utilizacdo de nanobastbes de ouro
funcionalizados com a cisteamina, aparece como nova metodologia promissora de
carreamento de antigenos no desenvolvimento de novas vacinas, principalmente

contra a esquistossomose mansonica.
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9- CONCLUSAO

As vacinas de DNA testadas nesse estudo, quando administrados
intramuscularmente em camundongos C57BL/6, foram capazes de alcancar niveis
significativos de reducdo de vermes adultos do S. mansoni quando comparados ao
grupo controle, sendo que os maiores niveis de protecdo e reducdo de patologia,
foram alcancados pelos animais imunizados com os plasmideos pUMVC3/Chimera.
Esse trabalho valida o uso da associacdo de antigenos ou genes codificando
antigenos na forma de quimeras como vacinas. Quando avaliamos o potencial dos
nanobastdes de ouro como carreadores vacinais, vimos que a proteina
recombinante Sm29 quando ligada a nanobastées de ouro funcionalizados com
cisteamina, apresentou niveis significativos de protecdo, principalmente quando
avaliado o numero de vermes fémeas, e aparentemente, tais indices de protecéo
foram relacionados a uma resposta de perfil Thl. Acreditamos que 0s nanobastdes
apresentem a capacidade de escapar de fagolisossomos e induzir uma resposta
mediada por linfocitos TCD8* e TCD4*. Podemos concluir que a estratégia utilizando
nanobastdes de ouro e proteinas de S. mansoni, é altamente promissora e pode
auxiliar na geracao de respostas efetivas na vacinacdo contra esquistossomose,

porém, tal metodologia ainda precisa ser aprimorada.
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10 - PERSPECTIVAS

A utilizacdo de quimeras com outros antigenos além da Sm29 e TSP-2, assim como
diferentes plasmideos e metodologias de imunizacdo por DNA poderiam aumentar a

eficacia das vacinas de DNA aqui demonstradas.

Em relacdo aos nanobastbes de ouro, estratégias visando aumentar a quantidade
de antigenos associados na superficie dos nanobastdes de ouro, poderiam otimizar
e potencializar a resposta imunolégica induzida por tais nanocarreadores. A
utilizacao de outros antigenos e a conjugacédo a outros adjuvantes, podem ajudar na

geracdo de uma resposta imune protetora também.
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12- ANEXO

Artigo publicado relacionado a tese: DNA Vaccine Encoding the Chimeric Form of
Schistosoma mansoni Sm-TSP2 and Sm29 Confers Partial Protection against
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