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RESUMO

Ascaris lumbricoides e Ascaris suum sdo parasitos causadores da ascaridiase, doenca
que leva a quadros de desnutrigédo e tem grande impacto especialmente no desenvolvimento de
criancas infectadas. Ambos os parasitos sdo capazes de infectar humanos e sdo por vezes
considerados uma Unica espécie. Estima-se que 800 milhdes de pessoas estdo infectadas por
A. lumbricoides e as medidas profilaticas que visam o controle do mesmo sdo limitadas,
principalmente em regides endémicas. Usadas ha séculos, as vacinas, sdo uma estratégia de
intervencdo que possuem melhor custo- beneficio, sendo as recombinantes, uma das mais
promissoras contra uma gama de patdgenos e tumores. A producdo de vacinas em plantas tem
sido estudada ha algum tempo, apresentando resultados positivos e grandes vantagens. Assim
sendo, o presente trabalho visou a produgdo de uma vacina quimera e linhagens transgénicas de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom e Arabidopsis thaliana expressando de forma ectdpica
a sequéncia do antigeno vacinal contra A. suum. Para tanto, foram selecionados epitopos para a
construcao da proteina quimera. Fémeas de camundongos BALB/c foram imunizadas e pode-
se constatar que animais imunizados com a proteina quimera juntamente com MPLA
(Formulacdo Vacinal) apresentaram uma reducdo de cerca de 73,54% na carga parasitaria em
relacdo ao grupo controle imunizado com PBS. Em analise histopatoldgica, foi possivel
verificar uma reducdo da inflamacdo no pulmédo e do espessamento dos septos no grupo
imunizado apenas com a proteina quimera bem como no imunizado com a Formulacéo Vacinal.
O grupo imunizado com a Formulagdo Vacinal apresentou, ainda, maior producdo de IgG do
que os demais grupos.Em ELISA foi verificado o reconhecimento da proteina quimera por soro
de animais infectados com A. suum. Foi estabelecido um protocolo para a imunizagdo de
camundongos com a proteina quimera por via oral, bem como verificada a bioacessibilidade da
mesma em digestdo in vitro. Plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom e
Arabidopsis thaliana foram transformadas geneticamente, obtendo plantas transgénicas na
geracdo T1, com a insercdo do gene da proteina quimera, confirmada por PCR e selecdo por
antibidtico. Por conseguinte, pode-se inferir que a proteina quimera é um bom alvo vacinal
frente a infeccdo por A. suum, sendo seu uso benéfico para o controle da ascaridiase e que a
insercdo do gene do imundgeno em plantas pode vir a ser um caminho para a producdo de

vacinas.

Palavras-chave: Ascaris spp.; Vacina recombinante; Vacina oral; Vacina Comestivel.



ABSTRACT

Ascaris lumbricoides and Ascaris suum are parasites that cause ascariasis, a disease that leads
to malnutrition and has a major impact especially on the development of infected children. Both
parasites are capable of infecting humans and are sometimes considered a single species. An
estimated 800 million people are infected with A. lumbricoides and prophylactic measures to
control it are limited mainly in endemic regions. Used for centuries, vaccines are a cost-effective
intervention strategy, and recombinant vaccine is one of the most promising against a range of
pathogens and tumors. Vaccine production in plants has been studied for some time and shows
positive results and great advantages. Therefore, the present work aimed at the production of a
chimera vaccine and transgenic strains of Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom and
Arabidopsis thaliana ectopically expressing sequence of the vaccine antigen against A. suum.
For that, epitopes were selected for construction of chimeric protein. Females of BALB/c mice
were immunized, and it was observed that animals immunized with chimeric protein plus
MPLA (vaccine formulation) showed a reduction of about 73.54% in parasitic load compared to
control group immunized with PBS. In histopathological analysis, it was possible to verify a
reduction in lung inflammation and of septa thickening in group immunized with chimeric
protein only and in immunized with vaccine formulation. Group immunized with vaccine
formulation also presented higher IgG production than other groups. ELISA recognized the
recognition of chimeric protein by serum from animals infected with A. suum. A protocol was
established for the immunization of mice with chimeric protein by oral route, as well as
checking in vitro digestion bioaccessibility. Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom and
Arabidopsis thaliana were genetically transformed, obtaining transgenic plants in T1
generation, with insertion of chimeric protein gene confirmed by PCR and antibiotic selection.
Therefore, it can be inferred that chimeric protein is a good vaccine target against A. suum
infection, and its use is beneficial for controlling ascariasis and insertion of immunogen gene

in plants may prove to be a way to vaccine production.

Keywords: Ascaris spp.; Recombinant vaccine; Oral vaccine; Edible vaccine.
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

As doencas tropicais negligenciadas (DNT) sdo um grupo de enfermidades causadas por
agentes infecciosos, comumente associadas a pobreza em regides tropicais e subtropicais
(Hotez et al., 2007). A Organizacdo Mundial de Salude, em 2020, identificou 20 doencas como
DNTSs, tendo como destaque entre elas, devido a prevaléncia ou incidéncia, quatro infeccbes
causadas por helmintos transmitidos pelo solo (geohelmintos): ascaridiase, ancilostomose,
tricuriase e estrongiloidiase (Hotez et al., 2020). Estimativas de Pullan et al. (2014) apontam
que no mundo, em 2010, aproximadamente 1,5 bilhdo de pessoas estavam infectadas por
geohelmintos. Cerca de 70% dessas infeccdes ocorreram na Asia, 16% na Africa Subsaariana
e 13% na América Latina e Caribe.

Entre as doencas causadas por helmintos transmitidos pelo solo, a ascaridiase, causada
pelo parasito nematddeo Ascaris lumbricoides Linnaeus, 1758; é a que mais afeta humanos
(Amoah et al., 2017). Dados do “Institute for Health Metrics and Evaluation” mostram que a
prevaléncia global de individuos infectados por Ascaris spp., no ano de 2019, era de
aproximadamente 445 milhdes. A Asia Meridional que compreende: Bangladesh, Butéo, india,
Nepal e Paquistio; possuia a maior prevaléncia de casos, seguida pela Oceania e Africa
Subsaariana. No Brasil, Minas Gerais destacou-se como o Estado que, durante os anos de 1990
a 2019, acumulou o maior niumero de individuos com ascaridiase, seguido pela Bahia. O Estado
do Rio de Janeiro teve uma crescente na prevaléncia de infeccdo por A. lumbricoides a partir de
2001, passando a ocupar o terceiro lugar com mais humanos infectados até 2019 (GBD 2019).

A ascaridiase pode ser assintomética ou sintomética dependendo de fatores
imunoldgicos e nutricionais do hospedeiro e da carga parasitaria envolvida na infeccdo. A
patogenia e os sintomas diferem entre as fases de migracdo das larvas através dos tecidos e a
fase intestinal causada pelo verme adulto (Pawlowski, 1982). A migracdo de larvas pode levar,
no figado, a formacdo granulomas devido a acdo de eosinofilos; nos pulmdes edema dos
alvéolos e infiltracdo de células polimorfonucleares, gerando sintomas como dispneia, tosse,
febre e asma (Arfaa, 1984). A presenca de vermes adultos no intestino pode provocar alteracoes
na mucosa do jejuno e nas camadas musculares intestinais; levando a sintomas como quadros
de desnutricdo, funcédo cognitiva prejudicada e ingestdo alimentar reduzida, principalmenteem

criancas (Hadidjaja et al., 1988).
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1.1. Agente etiologico e patogenia da ascaridiase

Pertencente ao filo Nematoda, a familia Ascarididae, Ascaris lumbricoides possui um
ciclo de vida monoxénico. Os humanos infectam-se a partir da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com ovos embrionados que contém a larva infectante-L3. As larvas eclodem no
Iimen do intestino delgado do hospedeiro, penetram ativamente a mucosa intestinal, e, por meio
da circulacdo portal, atingem o figado. Posteriormente a larva, através da veia cava inferior,
chega aos pulmdes completando, assim, a fase chamada ascaridiase larval ou aguda (Murrell et
al., 1997; Crompton, 2001).

No pulmdo, as larvas atingem o0s espacos alveolares e posteriormente a arvore
brénquica, em seguida passam pela traqueia e chegam a faringe. Ao alcancar a faringe, as larvas
causam um reflexo de tosse no hospedeiro, podendo ser expelidas ou deglutidas. Neste ultimo
caso, as larvas se desenvolvem para o estadio 4 (L4) no sistema digestorio, fixam-se no intestino
delgado e amadurem em vermes adultos machos e fémeas, iniciando a fase cronica intestinal da
ascaridiase (Murrell et al., 1997; Crompton, 2001).

A infeccdo por Ascaris acontece também em suinos, contudo, nesses animais, o parasito
descrito como o agente infeccioso é A. suum Goeze, 1782. O ciclo de vida de A. suum é
semelhante ao ciclo de A. lumbricoides (Douvres et al., 1969) e os dois parasitos sdo, por vezes,
considerados uma Unica espécie (Liu et al., 2012). Ambos infectam humanos e suinos (Phills et
al., 1972), possuem uma mesma historia natural, sdo morfologicamente indistinguiveis e
possuem caracteristicas genotipicas que demonstram ser a mesma espécie (Liu et al., 2012;
Leles et al., 2012; Betson et al., 2014; Shao. et al., 2014).

A patogenia da infeccdo por A. lumbricoides é dependente da carga parasitaria que o
hospedeiro possui. Devido a acao espoliadora no intestino delgado, que prejudica a digestéo e
a absorcdo de nutrientes, e, a enteropatia exsudativa causada pelo parasito, o paciente pode
desenvolver quadro de desnutri¢do, distirbios gastrointestinais e até mesmo quadro obstrutivo
intestinal (Alves & Santos Filho, 2005). Ja pela passagem das larvas pelo pulmao, o hospedeiro,
pode desenvolver quadro de pneumonia com febre, tosse, dispneia, manifestacdes alérgicas,
bronquite e eosinofilia; sendo este conjunto de sintomas chamado sindrome de Loeffler
(Loeffler, 1956).

Estima-se que, anualmente, 30 milhGes de individuos sofrem alguma complicagdo e
cerca de 60 mil vdo a oObito devido a infeccdo por A. lumbricoides (GDB 2017; Shah &
Shahidullah, 2018). Criancas e adolescentes sdo a faixa etaria mais acometida e podem ter o

18



desenvolvimento cognitivo, estado nutricional e crescimento comprometidos pela doenca
(Crompton, 1992; Crompton & Whitehead, 1993; Oberhelman, 1998; Jourdan et al., 2018).

A. suum destaca-se como 0 parasito mais impactante no sistema de criagdo de suinos,
afetando negativamente a fecundidade dos animais e o peso dos filhotes ao nascer e ao
desmame. A ascaridiase reduz, ainda, o ganho de peso diario dos suinos e causa prejuizos
econdmicos devido a alta taxa de condenagéo das visceras nos abatedouros (Martinez-Pérez et
al., 2017).

1.2. Controle da ascaridiase

A higiene pessoal e ambiental sdo os principais fatores que interferem na incidéncia e
prevaléncia da ascaridiase (Bharti et al., 2018). Melhorias nos habitos de higiene e
implementacdo de saneamento basico sdo medidas profilaticas preconizadas para o controleda
infeccdo por Ascaris spp. (Leung et al., 2020).

O saneamento basico diz respeito, principalmente, aos servicos de disponibilidade de
agua potavel, esgotamento sanitario e manejo de residuos sélidos. No tocante a satde publica,
0 acesso a condicdes adequadas de saneamento € um grande fator de preocupacdo sobretudo
em paises em desenvolvimento, principalmente em locais com crescimento ndo planejado dos
centros urbanos (Massa & Chiavegatto Filho, 2020).

Estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo ndo possuam instalaces de
saneamento basico, como banheiros; aproximadamente 827 mil pessoas por ano, em paises de
baixa e média renda, morrem em decorréncia do acesso inadequado a agua, saneamento e
higiene béasica (WHO, 2018). No Brasil, dados do Sistema Nacional de Informagdes sobre
Saneamento apontam que, em 2019, 35 milhdes de habitantes do pais ndo possuiam servigos de
agua tratada; 54,1% da populacdo possuia rede de esgoto e 49% do esgoto gerado ndo era
tratado (SNIS, 2019).

Como consequéncia de praticas de higiene inadequadas, o deficiente acesso ao
saneamento basico, sobretudo em comunidades mais pobres (Versteeg et al., 2020) e os altos
indices de pessoas infectadas com Ascaris spp., a Organizacdo Mundial da Salde, preconizou
0 uso de drogas anti-helminticas para terapia de prevencdo visando o controle da doenca em
populagdes em risco (WHO,2012).

De acordo com essa iniciativa, os anti-helminticos deveriam ser administrados
periodicamente em criancas de 1 a 14 anos, mulheres em idade reprodutiva (incluindo gravidas
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no segundo e terceiro semestre e lactantes) e adultos expostos a helmintos transmitidos pelo
solo (agricultores, pessoas que trabalham em minas). O tratamento seria realizado, uma ou duas
vezes ao ano, de acordo com a classificacdo de risco da area na qual o individuo estaria inserido
(Risco alto: prevaléncia de infecgdo por helmintos transmitidos pelo solo maior do que 50%;
risco moderado: prevaléncia de infeccéo entre 20 a 50%) (WHO, 2012).

O tratamento da ascaridiase, em criancas e adultos, é feito comumente com albendazol
e mebendazol excetuando-se as gestantes que devem fazer o tratamento com pamoato de
pirantel (Leung et al., 2020). Todavia, o tratamento em massa ndo é suficiente para a eliminacéo
da infeccdo por esse parasito dado que, sao relatados diversos casos de individuos que tiveram
quadros de reinfeccdo apds o tratamento (Jia et al., 2012; Yap et al., 2013).

A reinfeccdo por A. suum desencadeia reducdo da carga parasitaria nos pulmdes de
animais infectados experimentalmente e uma resposta imune cronica e robusta, o que resulta
em protecdo contra a infeccdo pelo parasito (reducdo da carga parasitaria em multiplas
infeccdes). No entanto, a funcdo respiratoria é prejudicada devido a inflamacéo cronica e
repetidas lesdes no tecido pulmonar (Nogueira et al., 2016).

Apesar das multiplas infeccGes naturais suscitar uma protecdo contra Ascaris spp. no
hospedeiro, o processo de imunizagdo natural e sensibilizagdo com o parasito pode levar a
complicacBes e aumento da morbidade decorrente de quadros severos de asma principalmente
em criancas (Hunninghake et al., 2007). Durante a migracdo larval de Ascaris no pulméo, sao
elevados os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13, caracterizando um meio robusto de resposta
inflamatoria do tipo 2, semelhantes ao processo imune de severas doencas alérgicas das vias
respiratérias, causando danos pulmonares significativos (Weatherhead et al., 2018).

Nesse sentido, faz-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias a fim de se
obter reducdo significativa nos casos de infeccédo e reinfec¢do por Ascaris spp. (Keenan et al.,
2013). Podendo ser a chave para moldar as estratégias de controle e eliminacdo de helmintos
transmitidos pelo solo, as vacinas, sdo uma forma de medida profilatica que tem vantagens
como ser livres de residuos, mais especificas e, até mesmo, mais seguras, quando comparadas
a farmacos (Willadsen, 1997; Foth et al., 2014). S8o consideradas uma das intervencdes mais
eficazes e de menor custo, evitando a morte de cerca de 2,5 milhdes de criancas por ano (WHO,
2009).
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1.3. Vacinas contra ascaridiase

Com o objetivo de produzir vacinas para combater a infecgdo por Ascaris spp. diversos
trabalhos tém sido desenvolvidos. Soulsby (1957), utilizando extrato de ovos embrionados de
A. lumbricoides para imunizar suinos, constatou nos animais uma reducdo de 50% na migracao
de larvas ap0s a infeccao desafio. Porcos imunizados via oral, com ovos de A. suum atenuados
por radiacdo ultravioleta, apresentaram reducdo de 88% na carga parasitaria recuperada dos
pulmdes (Urban & Tromba, 1982).

Utilizando ovos de A. suum, foi obtido um alto grau (97-99%) de reducéo de larvas no
pulmao de suinos imunizados, e, uma protecdo de 67-93% naqueles imunizados com a fracdo
14kDa e 42kDa de fluido pseudocelomatico (Serrano et al., 2001). Pesquisas sobre a protecao
suscitada em animais imunizados com ovos do parasito, foram realizadas em varios outros
trabalhos (Taffs, 1960; Taffs, 1964; Kelley & Nayak, 1964; Urban & Romanowski, 1985;
Eriksen et al., 2004).

Igualmente, extratos de Ascaris spp. foram relatados como imunogénos potenciais para
a inducdo de uma resposta protetora frente a ascaridiase. Fragmentos da cuticula de larvas e
vermes adultos de A. suum desencadearam uma resposta protetiva a migracéo larval em suinos
imunizados (Hill et al., 1994). Imunizante constituido de antigeno bruto de larva adulta de
A. suum encapsulado em lipossoma reduziu 88,9% de carga parasitaria recuperada no pulmao
de camundongos (Lukes, 1992).

Gazzinelli-Guimarées et al. (2018) ao imunizarem camundongos com extrato bruto de
larva infectante (L3) de A. suum, obtiveram reducéo de 61% de larvas recuperadas no pulmao
dos animais imunizados; ao utilizar extrato bruto da cuticula de larva adulta a reducédo da carga
parasitaria foi de 59% e com o0 extrato bruto de larva adulta utilizado como imundgeno a redugéo
alcangada foi de 51%. Os mecanismos imunologicos envolvidos na defesa contra o parasito
foram associados, principalmente, a producéo de IL-5, influxo de macrdfagos e eosinéfilos nas
vias areas, producao de IgA, IgE e IgG especificos. Nesse contexto, 0 uso de extratos brutos,
de diferentes estagios de A. suum, para imunizar camundongos demonstrou a viabilidade de
protecdo contra a ascaridiase desencadeada por meio de uma vacina.

No que concerne aos anticorpos, pesquisas constantes visam elucidar a participacao, dos
mesmaos, na resposta imune frente a infeccao pelo parasito. A transferéncia passiva de IgE+I1gG1
ou 1gG2, de animais imunizados com ovos de A. suum, para animais ndo imunizados mostrou-

se efetiva na protecdo contra o parasito (Khoury etal., 1977). Lind et al. (1993) ao

21



analisarem a producdo de anticorpos IgA, IgG e IgM, em suinos infectados com ovos de A.
suum, constataram titulos significantes de anticorpos IgA e IgG e uma resposta fraca e
transitoria de IgM; a presenca de 1gG e IgA foram, ainda, correlacionadas positivamente ao
aparecimento de manchas no figado dos animais.

Alta producéo de 1gG1 e 1gG foi verificada em suinos imunizados com as fracdes 14,
42 ou 97 kDa de vermes adultos; em animais reinfectados com ovos de A. suum semanalmente,
durante 6 semanas, foram produzidos 1gG1 e IgM (Frontera et al., 2003). Titulos consideraveis
de IgG no soro e menor nimero de larvas recuperadas no pulmao, foram apresentados por
suinos imunizados com as fragbes 14 ou 42 kDA, sugerindo a fungdo protetora do 1gG contra
ascaridiase; enquanto a producdo local de IgA induzida por infec¢bes semanais de porcos com
ovos de A. suum, mostrou correlacdo com a protecdo contra a migracdo de larvas do parasito
(Frontera et al., 2004).

Ao utilizar o antigeno As12 presente na superficie de larvas L3 para imunizar suinos,
foi verificada uma resposta de anticorpos IgA e IgG no intestino dos animais; o antigeno
descrito foi reconhecido, ainda, por IgG4 de humanos infectados com A. lumbricoides
(Vlaminck et al., 2016). A partir da imunizacdo passiva de camundongos, utilizando 1gG
purificado do soro de animais imunizados com os antigenos brutos, foi identificada uma
resposta Th2 protetiva secundaria a uma resposta imune humoral de IgG especifica induzida
por IL-5 (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2018).

Apesar da identificacdo de diversos antigenos como candidatos para a producdo de
vacinas contra a ascaridiase, conforme citado acima, a homologia entre esses antigenos com
proteinas do hospedeiro ndo exclui o possivel desenvolvimento de uma resposta autoimune
(Tsuji et al., 2003). Com o advento das tecnologias recombinantes, avangos na produgéo de
imundgenos foram alcancados. Recentemente, vacinas de antigenos recombinantes de
helmintos tém sido bem-sucedidas contra cestddeos em gados e testadas contra nematddeos
(Hewitson & Maizels, 2014).

Utilizando uma proteina recombinante denominada pVVAX-Enol (proteina do gene que
codifica A. suum enolase), Chen et al. (2012) alcancaram a reducdo de 61,13% de larvas
recuperadas no pulmdo de camundongos imunizados. Camundongos imunizados com o0
antigeno recombinante As24 combinado ao adjuvante completo de Freund (FCA) apresentaram
uma reducdo de 58% na carga de A. suum recuperada dos pulmdes, niveis significantes de 1gG
principalmente das subclasses IgG1 e IgG2b (Islam et al., 2005).
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Tsuji et al. (2001) optaram por imunizar camundongos via intranasal, utilizando uma
formulacdo vacinal chamada rAS14-CTB, que continha em sua composi¢do uma proteina
recombinante (As14) combinada a subunidade B de toxina de célera. Com essa formulagéo,
alcancaram uma reducéo de 64% de larvas recuperadas no pulméo de animais imunizados. A
partir do isolamento do antigeno com massa molecular de 37kDa dos ovos de A. suum foi
possivel verificar, em anélise de Imunoblot, o reconhecimento do antigeno recombinante As37
por soro de camundongos, coelhos e suinos imunizados com ovos do parasito; bem como uma
reducdo de 20% de parasitos recuperados no pulmédo dos camundongos imunizados (Tsuji et
al., 2002).

O antigeno recombinante As16 (rAsl16) juntamente com a subunidade B de toxina de
cblera, ao ser utilizado na imunizacdo, via intranasal, de camundongos gerou um nivel
significante de IgG especifico a rAS16, IgE e presenca de IgG1 e 1gG2 no soro dos animais.
Foi constatado, ainda, a presenca de IgA de mucosa, niveis elevados de IL-10 e IFN-y na cultura
de células do bago ativadas, e uma reducao de 58% na carga parasitaria dos animais imunizados
comparada a carga dos animais que ndo receberam a vacina (Tsuji et al., 2003). A Formulacéo
vacinal composta pelo antigeno recombinante Asl16 combinado a toxina de colera foi
empregada na imunizagdo, via intranasal, de suinos e a reducdo de larvas recuperadas no
pulm@o dos animais imunizados foi de 58% (Tsuji et al., 2004).

Perante o exposto, pode-se evidenciar que as tecnologias usadas para a producdo de
vacinas sdo as mais diversas. A partir do conhecimento sobre o papel do DNA na célula,
natureza dos genes, fungdo de fagos e a descoberta das enzimas de restricao, a hipdtese de que
as moléculas de DNA poderiam ser modificadas levaram ao desenvolvimento de técnicas para
gerar o DNA recombinante. Esse fato, permitiu a producdo de antigenos especificos mais
patogénicos de varios agentes infecciosos, e consequentemente, a elaboracdo de vacinas com

reducdo de custo e eficazes (Karch & Burkhard, 2016).

1.4. Producéo de vacinas em plantas

Além da geracdo de imundgenos capazes de desencadear significantes respostas
protetivas frente as infeccdes, os grandes avangos na vacinologia podem ser potencializados
atraves de aprimoramento no sistema de producéo, de entrega e distribuicdo de vacinas (Rogan
& Babiuk, 2005). A vista disso, 0 uso de plantas transgénicas expressando antigenos

recombinantes, visando a produgdo das chamadas “Vacinas Comestiveis” ¢ um campo
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promissor.

As plantas sdo um sistema de producéo de recombinantes de altos rendimentos, podendo
expressar, por exemplo, 10g de proteina recombinante por Kg de semente (Hennegan et al.,
2005) ou, ainda, 3mg de proteina recombinante por g de folha (Arlen et al., 2007). As vacinas
produzidas em plantas sdo consideradas seguras, uma vez que, as plantas ndo produzem
endotoxinas como as bactérias e ndo suportam a replicacdo de virus humanos como as células
de mamiferos; os custos associados & producédo sdo reduzidos por ndo precisarem de etapas de
processamento e purificacdo antes da administracdo (Khan et al., 2012), bem como, por auséncia
da necessidade de biorreatores e meios de cultura caros, podendo ser cultivadas em estufas
relativamente baratas com solugdes minerais mais simples (Chen & Davis, 2016). O custo
estimado para manter uma cadeia fria necessaria para as vacinas convencionais, ¢ de 200
milhdes de ddlares por ano (Tonks, 2007), as vacinais comestiveis excluem a necessidade de
cadeia fria devido a alta estabilidade de antigenos bioencapsulados em tecidos de plantas e
sementes (Criscuolo et al., 2019).

Além do menor custo de producdo e da facilidade de armazenamento e distribuicdo em
comparacdo as vacinas tradicionais (Lou et al., 2017), outro beneficio advindo da producédo de
vacinas em plantas a destacar é o mecanismo de acdo dessas vacinas. Por entrarem em contato
com o sistema imune de mucosa, induzem respostas de células B e T (Kurup & Thomas, 2020),
gerando uma imunidade de mucosa e sisttmica, que sdo de fundamental importancia na
protecdo do organismo contra patdgenos. Ademais, as plantas usadas na imunizacéo oral agem
como capsulas protegendo os antigenos da degradacdo na passagem pelo trato gastrointestinal,
de alterac6es conformacionais e aumentam a captacdo do antigeno vacinal conjugado a ligantes
especificos por células M (Rajangam et al., 2018). O bioencapsulamento medeia, ainda, a
liberagdo dos imundgenos o que permite alcancar uma bioacessibilidade capaz de garantir a
resposta imune protetora (Rosales-Mendoza & Nieto-Gomez, 2018). Somado a isso, as plantas
podem agir como adjuvantes naturais aumentado a possibilidade de inducdo de células efetoras
em detrimento de células reguladoras (Lycke, 2012).

A transformacéo de plantas para expressar antigenos, foi descrita em diversos estudos
(Thanavala, et al., 1995; Chen et al., 2006; Alvarez, et al., 2006). Cenoura, arroz e alface foram
transformados para expressarem o antigeno do virus que causa sarampo (Giddings et al., 2000;
Bouche et al., 2003); batatas para expressarem antigeno do norovirus (Tacket et. al, 2000). Os
cultivos mais utilizados, para a expressao de antigenos em plantas, sdo o tomate, arroz, trigo,

milho, banana, soja, alfafa e batata (Schillberg et al., 2005).
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Todavia, as plantas consideradas modelos para a transformacdo séo
Arabidopsis thaliana e o tabaco (Schillberg et al., 2005). Arabidopsis thaliana ndo possui
importancia econémica direta, mas é uma das plantas mais usadas em pesquisas na area de
geneética, bioguimica e fisiologia vegetal (Delatorre & Alvez, 2008). Utilizada como modelo
para identificar genes e determinar suas func¢des, possui muitas vantagens para a analise do
genoma, tal como o curto periodo de geracdo; tamanho pequeno; alto numero de descendentes,
e, um genoma nuclear relativamente pequeno, constituido de cinco cromossomos, com 125
milhdes de pares de base (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000).

Comparavel a Arabidopsis thaliana, para estudos de mutagénese em larga escala e
producdo de plantas transgénicas, a variedade de tomate Solanum lycopersicum cultivar Micro-
Tom passou a ser considerada um sistema modelo (Pino et al., 2010). O fruto destaca-se para a
producdo de vacinas em razdo do crescimento rapido e alta quantidade de vitamina A que pode
potencializar a resposta imune (Gunn et al., 2012). O tomate (Solanum lycopersicum) é
amplamente cultivado comercialmente (Saker et al., 2011) e possui em sua composi¢do
nutrientes como folato, potéssio, vitamina C, licopeno, vitamina E, vitamina A, além de outros
componentes, que trazem inumeros beneficios a saude (Beecher, 1998).

Visando a producéo de vacinas, o gene de interesse deve ser integrado a planta por via
indireta utilizando um vetor ou diretamente utilizando apenas o gene (Madhumita et al., 2014).
Para realizar a transformacéo direta, 0 método mais comum é a biolistica (Gene Gun), através
do qual pode-se introduzir mais de dois genes heterélogos na planta (Kim & Yang, 2010). A
transformacéo indireta € realizada por meio de infeccdo das células vegetais com bactéria ou
virus (Esmael & Hirpa, 2015). Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria gram-negativa que
infecta e incorpora seus genes no nucleo das plantas. Amplamente utilizada para a
transformacéo, integra de forma estavel o antigeno no genoma (Kurup & Thomas, 2020). Para
realizar a transformacdo mediada por essa bactéria, 0 método Floral Dip requer um esforco
reduzido em comparagdo ao método de infiltragdo a vacuo e resulta em maior rendimento, nesse
método, Agrobacterium tumefaciens, em solucédo surfactante Silwet-L77, é aplicada nos botdes
florais ou a planta pode ser imersa na solugédo (Clough & Bent, 1998). VVacinas contra norovirus
(Mason et al., 1996), hepatite B (Mason et al., 1992); toxina B da colera (Tiwari et al., 2009)

foram desenvolvidas utilizando essa via de transformagéo.
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1.5. Imunizacéo oral

O uso de vacinas intramusculares e subcutaneas séo efetivas no desenvolvimento de
resposta imune sistémica, porém a imunidade gerada ndo se estende as superficies mucosas. Os
anticorpos protetores encontrados, na mucosa, sdo derivados de sintese local (Russell-Jones,
2000). Ademais, grande parte dos patdgenos que infectam humanos, entram no corpo por meio
das mucosas que revestem o trato gastrointestinal, respiratério ou urogenital, como é o caso de
Ascaris spp. cuja infeccdo se da pela ingestdo de ovos larvados.

As mucosas possuem uma estrutura linfoide bem-organizada chamada tecido linfoide
associado a mucosa (MALT). No MALT sdo desencadeadas respostas imunes inata e
adaptativa, protegendo o organismo de agressdes exdgenas por meio de diferenciacdo de
compostos essenciais de alimentos, antigenos inofensivos, micro-organismos comensais e
patogenos (Criscuolo et al., 2019).

A resposta imune na mucosa geralmente é iniciada em sites como as Placas de Peyer
presentes no tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT) e em sites equivalentes
no tecido linfoide associado ao tecido nasal (NALT). O principal anticorpo gerado, nessa
resposta, é o IgA, contudo diversos estudos relataram que, a partir da mucosa, também sao
gerados anticorpos sisttmicos como o 1gG (Kiyono et al., 1982; Saito et al., 2001). A imunidade
sistémica desencadeada a partir das mucosas, poderia ser induzida por células dendriticas da
lamina prépria (Martinoli et al., 2007) ou, no caso de vacinas orais, pela passagem de pequenas
particulas, que transportariam o antigeno, através das células epiteliais (Kunisawa et al., 2012).
Entretanto, esses mecanismos de inducédo ainda precisam ser elucidados.

A via oral de imunizagédo possui a grande vantagem de estimular respostas imunes no
MALT e sistémicas (Dietrich et al., 2003). Apresentando, ainda, outros beneficios como a
facilidade de administracdo; reducdo nos custos dos programas de vacinacdo, uma vez que, 0
treinamento e mobilizacao de profissionais podem representar até 25% do custo de introducéo
de uma nova vacina, e, até mesmo a reducdo de acidentes ocupacionais causados pelo uso de
agulhas na aplicacédo de vacinas que acontecem com aproximadamente 5% dos profissionais de
saude (Vela Ramirez et al., 2017).

A face do exposto, estudos que visem o desenvolvimento de vacinas frente a ascaridiase
e que inovem o sistema de producdo e entrega das vacinas Sa0 necessarios para a inovagdo no

campo da vacinologia.

26



2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que 25% de 57 milhGes de mortes anuais, em torno do mundo, estdo
diretamente relacionadas a doencas infecciosas (Morens et al.,, 2004). A maior parte da
morbidade e mortalidade, devido essas doengas, ocorrem em paises em desenvolvimento,
principalmente em criangas (Guerrant & Blackwood, 1999). Entre as doencas infecciosas, as
infeccbes por nematddeos intestinais afetam cerca de 1/3 da populacdo mundial, sendo
A. lumbricoides o mais prevalente dentre eles (Pullan et al., 2014).

No que tange ao combate as doencas infecciosas como a ascaridiase, a vacinacdo é
considerada um meio mais eficiente de intervencao, posto que, as medidas profilaticas sao por
vezes limitadas a locais com boas condi¢bes de saneamento; e a falta de integracdo do sistema
de saude principalmente em paises endémicos, levam ao acesso iniquo aos medicamentos para
o tratamento, bem como, ao uso ineficiente dos mesmos (Chami & Bundy, 2019).

Contudo, as vacinas convencionais apresentam algumas limitagdes. Alto custo de
producdo e a logistica de distribuicdo que requer condicGes especificas de transporte e
armazenamento (Criscuolo et al.,, 2019); permanecem sendo uma barreira para que
efetivamente, as popula¢des mais susceptiveis, sejam imunizadas.

Perante esse cenario, alternativas de producdo e distribui¢do de vacinas sdo necessarias.
Consequentemente, estudos que visam o desenvolvimento de vacinas recombinantes, novos
sistemas de expressdo e de producdo em massa estdo aumentando progressivamente (Daniell et
al., 2009), podendo levar a uma resolugdo viavel desse contexto.

Nessa circunstancia, desenvolvemos no presente trabalho uma vacina de proteina
quimera, construida a partir de epitopos identificados em proteinas descritas como imunizantes,
frente a infeccdo por A. suum, testamos a imunizacdo subcutanea, métodos de imunizacéo oral
e o0 potencial uso de outros sistemas (plantas) para a expressdo da sequéncia do imundgeno

vacinal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir uma vacina contra a ascaridiase constituida por proteina quimera, estabelecer
protocolo de imunizacgdo oral e expressdo da sequéncia da proteina quimera em Arabidopsis

thaliana e Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.

3.2 Obijetivos especificos

3.2.1 Selecionar peptideos imunogénicos usando ferramentas de bioinformatica

3.2.2 Expressar a proteina quimérica contendo os peptideos selecionados em E. coli

3.2.3 Determinar a eficécia vacinal da proteina quimera, em imunizacdo via subcutanea, contra
infeccdes por A. suum em modelo murino

3.2.4 Determinar a eficécia vacinal da proteina quimera, em imunizacéo via oral, contra
infeccOes por A. suum em modelo murino

3.2.5 Determinar a bioacessibilidade da proteina quimera em digest&o in vitro.

3.2.6 Transformar genéticamente Arabidopsis thaliana e Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom como potencial forma de entrega vacinal para expressarem a sequéncia da proteina

quimera
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Da construcdo da proteina quimera e teste da eficacia vacinal

4.1.1.Selecao de peptideos e construgdo génica da proteina quimera

Com o intuito de construir a proteina quimera, foram identificados e selecionados
epitopos de trés proteinas completas com conhecida eficiéncia vacinal contra infeccdes por
Ascaris sp. descritas por Tsuji et al (2001; 2002; 2004).

Para a identificagé&o das regides mais potencialmente imunogénicas, de cada um dos trés
antigenos, foi utilizada a ferramenta ImmunoRank, com os seguintes parametros: Raw cutoff
0,5; weight 1; minimun lenght: 9, selecionados B epitope e IUPs (estrutura secundaria). Os
epitopos de célula B gerados pela ferramenta foram, entdo, combinados em um novo gene,
constituido por: sequéncias dos epitopos, espacadores de Glicina e Serina, sitios de restricdo
para as enzimas Nhel e Xhol e c6don de parada TAA. O gene foi sintetizado e acoplado ao

vetor de clonagem pUC57 pela empresa Genscript (EUA).

4.1.2. Expressdo da proteina quimera

Para a expressao da proteina quimera foi realizada, primeiramente, a transformacéo de
bactérias E. coli da cepa XL1-Blue eletrocompetentes com o plasmideo contendo o gene
sintético. Para tanto, 10 ng do plasmideo pUC57/Proteina quimera foi transferido para Micro
Pulser Cuvettes (Bio-Rad, EUA) de 0,1 cm juntamente com 50 pl das bactérias. A amostra foi
submetida a um pulso de 1,8 kV em um eletroporador (MicroPulser Bio-Rad, EUA) e na
sequéncia transferida para um microtubo Eppendorf onde foram adicionados 300 ul do meio de
cultura 2xYT liquido (16 g/l de Hidrolisado de Caseina - Merck Millipore; 10 g/l de Extrato de
Levedura - HiMedia; 5 g/l de NaCl - Synth).

O microtubo contendo a amostra foi incubado em shaker (Maxq 400, Thermo Scientific,
EUA) durante uma hora, a 37°C, em agitacdo de 180 rpm (rotacdes por minuto). Em seguida, a
amostra foi plagueada em meio solido 2xYT-1,5% agar (HiMedia) com 100 ug/ml de
ampicilina (SEM, Brasil). A placa foi colocada em estufa (Nova Etica, Brasil) a 37°C durante

16 horas, a fim de se obter colbnias isoladas.
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As colbnias obtidas foram inoculadas em 4 ml de meio 2xYT liquido contendo 100
pg/ml de ampicilina (SEM, Brasil) e cultivadas em shaker durante 14 horas, a 37°C sob de 180
rpm. Posteriormente, foi realizada a extracdo dos plasmideos utilizando o kit PureLinkTM
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific), de acordo com as
instruces do fabricante. O plasmideo de clonagem foi quantificado em espectrofotémetro
(NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000) e congelado a -20°C.

A amostra de DNA plasmidial extraida anteriormente e o vetor de expressdo pET28a-
TEV (CeBiME, Campinas/SP, Brasil), foram submetidas a dupla digestdo utilizando as enzimas
de restricdo Nhel e Xhol (Promega, EUA) durante 16 horas a 37°C. Para definir as quantidades
e condicao Otima de acdo das enzimas foi utilizada a ferramenta, da Thermo Fisher Scientific,

Double Digest Calculator (https://www.thermofisher.com/br/en/home.html). Foi adicionado

aos produtos resultantes da digestdo o tampéo loading dye (Ficoll 5%; azul de Bromofenol
0,04%; xileno cianol 0,04%) em concentracéo final de 1X. As amostras foram, entdo, alocadas
em gel de agarose (Agargen, Brasil) a 1%, corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio (BioRad,
Brasil) juntamente com o peso molecular de 1kb (Promega, EUA). O gel foi submetido a 100V
em cuba contendo tampdo TAE 1X (4,8 g/l Tris-base - Sigma Aldrich; pH 8,0; 1,14 ml &cido
acético glacial - Sigma Aldrich; 2 ml EDTA 0,5M - Bio-Rad) e as bandas amplificadas foram
visualizadas no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science).

Para a obtencdo do DNA purificado, as bandas com tamanho esperado referentes ao
pPET28a-TEV e ao gene sintético da proteina quimera foram excisadas do gel utilizando uma
lamina de bisturi. As bandas obtidas foram submetidas ao protocolo do kit QIAquick® Gel
Extraction Kit (Qiagen, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente,
foi realizada a quantificagdo do DNA, por meio do espectrofotbmetro NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000, e, armazenamento do mesmo a -20°C até o uso.

A fim de ligar o inserto da proteina quimera ao vetor pET28a-TEV foi adicionado, em
microtubo Eppendorf, a enzima T4 DNA ligase (Promega, EUA), tampdo especifico 1X (Tris-
HCI 30mM; pH 7,8 a 25°C; MgCI2 10mM; DTT 10mM; e ATP 10mM), 300 ng® de DNA do
inserto e 100 ng® de DNA do vetor. A reacéo foi incubada a 4°C durante 16 horas.

A reacgdo de ligacdo (3 pl) foi utilizada para transformar bactérias da cepa BL-21 Star
eletrocompetentes como descrito anteriormente. As col6nias obtidas apds o plagueamento em
meio 2xYT-agar (1,5%) contendo Kanamicina (50 pg/ml — Sigma Aldrich) foram submetidas
a um PCR de colonia utilizando os primers universais T7 forward (5’
TAATACGACTCACTATAGGG 3°) e T7 reverse (5° GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3°). A
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andlise das coldnias foi realizada em gel de agarose a 1%, seguindo 0os mesmos padr@es da

eletroforese anteriormente descrita.

4.1.3.Expressdo em larga escala

Colonias isoladas de BL-21 Star, contendo o plasmideo pET28a-TEV com o inserto que
codifica a proteina quimera, foram inoculadas em 150 ml de meio 2xYT liquido contendo
Kanamicina (50 pg/ml), e incubadas em shaker a 37°C por 14-16 horas sob a agitagdo de 180
rpm.

Posteriormente, os indculos foram diluidos na propor¢édo de 1:20 em 3000 ml de meio
2xYT contendo Kanamicina (50 pg/ml), e incubados em shaker a 37°C, 180 rpm até atingirem
DO600 (Densidade optica a 600 nm) entre 0,6 e 0,8. Ao atingir a DO esperada foram separadas
fracdes do extrato bacteriano (tempo 0) que foram centrifugadas a 14.000 g por 2 minutos a 4°C
em centrifuga Eppendorf 5804R.

No restante da cultura foi adicionado 1 mM de isopropilp-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Brasil) e novamente, a mesma, foi colocada em
shaker durante 3 horas a 37°C, 180 rpm. Apds esse tempo, foram separadas fracbes do extrato
bacteriano (tempo 3) que foram centrifugadas a 14.000 g por 2 minutos a 4°C em centrifuga
Eppendorf 5804R.

Para realizar o teste de solubilidade, cerca de 1ml da cultura induzida foi separada em
microtubo Eppendorf e centrifugada a 2000 g durante 30 minutos a 4°C. O restante da cultura
foi centrifugado a 6000 g durante 30 minutos a 4°C. Os pellets obtidos das centrifugacdes foram
armazenados a -80°C.

Para o teste de inducéo, as fraces dos pellets dos tempos 0 e 3 foram ressuspendidos
em 75 pl de &gua MilliQ e para o teste de solubilidade aqueles armazenados em -80°C
ressuspendidos em 1ml de PBS 1X (NaCl 137 mM — Synth; KCI 2,7 mM — Merck Millipore;
Na:HPO4 10 mM - Merck Millipore; KH2PO4 1,8 mM - Nuclear; pH 7,4) na presenca de
Lisozima (Sigma-Aldrich, EUA) a 100 pg/ml.

Os pellets do teste de solubilidade foram deixados em repouso no gelo por 15 minutos
e em seguida, submetidos a 5 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37°C. Posteriormente as aliquotas foram passadas exaustivamente em

seringas de insulina (1ml/U100, 26 G %”, 0,45x13mm — TKL, China) para fragmentacdo do
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DNA gendmico e centrifugadas por 30 minutos a 6.000 x. g a 4°C, visando a separacdo das
fracGes soltvel (sobrenadante) e insoltvel (sedimento).

As fracbes do teste de inducdo e de solubilidade foram analisadas em gel de
poliacrilamida-SDS utilizando Bis-acrilamida 40% (Gibco/Thermo Fisher Scientific, EUA). O
gel de separacdo a 12% foi preparado utilizando Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,01%
(Invitrogen); persulfato de amonio 0,5 v/v (Sigma-Aldrich) e TEMED 0,05 v/v (Promega,
EUA). Ja o gel de concentracéo a 4% foi preparado de modo semelhante ao de separagéo, porém
utilizando o tamp&o Tris-HCI 0,5 M pH 6,8.

As amostras, foi adicionado o tampéo de amostra (SDS 10%; Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8;
azul de Bromofenol 1%; 2-B-mercaptoetanol 5%; glicerol 10%) e em seguida, as mesmas, foram
fervidas durante 5 minutos para desnaturacdo das proteinas. Posteriormente foram aplicadas no
gel para separacéo eletroforética.

A eletroforese foi realizada em tampéo de corrida (Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM -
Synth; SDS 0,1%, pH 8,3) a voltagem constante de 200 V. Apds a corrida, os géis foram corados
por incubacdo por 2-16 horas com a solucdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-
250 0,25%; metanol 50%; acido acético 10%), e entdo, descorados em solucdo etanol 30% e

acido acético 10%.

4.1.4.Purificacdo da proteina quimera

Os sedimentos celulares mantidos a -80°C foram descongelados no gelo, ressuspendidos
em PBS 1X (5 ml de para cada 50 ml de cultura) na presenca de Lisozima (100 pg/ml),
homogeneizados e deixados em repouso por 30 minutos. Ap0Os 0 repouso, as aliquotas foram
submetidas a 5 ciclos de lise mecanica no homogeneizador EmulsiFlex™-C3 (AVESTIN,
Canada), usando picos de pressdo entre 15.000 e 20.000 psi.

A amostra coletada do homogeneizador foi centrifugada (Eppendorf 5804R) por 1 hora
a6000 g a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro 0,45 uM
(Sarstedt, Brasil) e alocado em gelo até a purificacdo que foi realizada por cromatografia de
afinidade, em colunas HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare Life Sciences, Brasil), no sistema
AKTAprime plus (GE Healthcare Life Sciences, Brasil).

O extrato proteico da fracdo soltvel (sobrenadante) do lisado bacteriano, foi aplicado na

coluna, visando a captura da proteina recombinante. Para a remocao de proteinas endégenas
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da bactéria, a coluna foi, primeiramente, lavada com 5 volumes de coluna do tampéo A
(NaH2P0O4 20 mM; NaCl 500 mM; imidazol 30 mM).

A eluicdo foi realizada através de gradiente crescente de tampdo B (NaH2PO4 20 mM;
NaCl 500 mM; imidazol 500 mM), partindo de 0% de concentragédo e atingindo 100% em 10
ml de corrida. Todas as fragdes, obtidas durante a extensdo do pico de absorbancia observado
na eluicdo, foram submetidas a dosagem de proteinas utilizando o kit PierceTM BCA Protein
Assay (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Em seguida, as fracOes foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
como descrito anteriormente e submetidas a Western Blotting. Para tanto, o gel de
poliacrilamida-SDS foi colocado junto a membrana de nitrocelulose 0,45 uM (Bio-Rad, Brasil)
em tampao de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20%, pH 8,3) e submetidos
avoltagem de 100 V por 1 hora no gelo. Apds esse periodo, a membrana foi incubada na solugédo
de blogueio contendo TBS 1X-Tween (Tris 50 mM; NaCl 150 mM, pH 7,6 + Tween 0,05%)
com 5% de leite em pd desnatado, overnight.

Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS 1X-Tween por 10 minutos e
incubada com o anticorpo priméario anti-His obtido em camundongo (GE Healthcare Life
Sciences, Reino Unido), diluido (1:2000) em TBS 1X-Tween com 5% de leite em pd desnatado
durante 1 hora. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com TBS 1X-Tween por 10 minutos
cada e incubacdo com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (SigmaAldrich, EUA), na diluicdo de 1:2000 em TBS1X-Tween com 5% de leite
em po desnatado, durante 1 hora.

A membrana foi, entdo, lavada 3 vezes por 10 minutos com TBS 1X-Tween e revelada
por quimioluminescéncia com Luminata Forte Western HRP substrate (Merck Millipore,
Canada).

4.1.5.Imunizagéo experimental via subcutanea

Camundongos BALB/c fémeas (n = 8/grupo), com idade aproximada de 8 semanas,
foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos no
biotério do Laboratorio de Imunologia e Genémica de Parasitos (LIGP), com boas condic¢des
de higiene, agua filtrada e racdo (Nuvilab Cr-1 Nuvital Nutrients, Brazil) ad libitum. Todos os
experimentos com animais foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) conforme certificado pelo protocolo aprovado CEUA 38/2019.
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Os animais foram imunizados via subcutanea, com trés doses intervaladas por 10 dias,
utilizando a Formulagdo Vacinal (25 g de proteina e 25 pg de adjuvante MPLA) ou somente
proteina (25 pg). Grupos controles adicionais foram imunizados apenas com adjuvante MPLA
(25 pg) ou PBS 1X (Figura 1).

| | | |
I PBS | [ Proteina Proteina + ADJ ADJ (MPLA)

(MPLA)

10dias 10dias 10 dias 8 dias
| I 1 1

Imunizacdo 1 ’ \ Imunizagio 2 ‘ ’ Imunizagdo 3 H Infeccdo H Eutanasia l

Figura 1:Desenho experimental do protocolo de imunizagéo via subcutanea e infecgcdo desafio dos
camundongos

4.1.6. Infeccdo experimental

Dez dias ap0s a terceira imunizacéo, os camundongos foram desafiados com 2500 ovos
embrionados de A. suum, que foram obtidos conforme descrito por Gazzinelli-Guimaraes etal.
(2013). Para a producdo dos ovos, fémeas de vermes adultos foram separadas, dissecadas para
retirada dos Gteros que foram colocados em um cadinho de porcelana. Os Uteros foram
macerados mecanicamente para a liberagdo dos ovos e homogeneizados com 20 ml de PBS 1X.
Esse contetdo foi purificado por filtragdo em tamis com telas de nylon de 100 um e colocado
em garrafas de cultura contendo 50 ml de acido sulfurico (H2SOs a 0,2 M) para o
embrionamento dos ovos.

Suspensodes contendo 25 ovos/ul foram preparadas em garrafas de cultura com 50 ml
com H2SO4 (0.2 M) e mantidas em estufas B.O.D. (SP 50 RDE 35 Super) a 26°C, com
oxigenagdo, agitadas manualmente trés vezes por semana. Culturas de ovos com

aproximadamente 100 dias de incubagéo foram utilizadas para as infec¢oes.
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Para o preparo dos ovos para a infeccdo desafio, uma aliquota da cultura de ovos de
A. suum foi centrifugada por dez minutos, a 800 g em temperatura ambiente (T.A.) 0
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em hipoclorito de sodio a 5 % e incubado
em estufa (Water — Jacketed Incubator, Thermo Scientific, EUA) a 37°C, 5% CO2 por 2 horas.
Em seguida, o hipoclorito foi removido da solu¢do por meio de quatro ciclos de centrifugacao
por 10 minutos, a 800 g, em T.A. com agua filtrada. O sedimento foi ressuspenso em agua
filtrada e trés aliquotas de 10 ul foram coletadas e usadas para a contagem de ovos larvados.

O resultado obtido pela contagem foi usado para calcular o nimero médio de ovos
totalmente larvados por pl e determinar a diluicdo necesséaria para obter uma suspensdo
contendo 2.500 ovos em 200 ul. A suspensédo foi utilizada para a infeccdo desafio que foi
realizada por via intragastrica.

Ap0s 8 dias da infeccdo desafio os animais foram eutanasiados para a coleta de 6rgéaos
para analise histopatoldgica e quantificacdo da carga parasitaria. Para realizar a eutanasia 0s
camundongos receberam uma dose de anestésico (Cetamina 390 mg/Kg e Xilazina 27 mg/Kg)

pela via intraperitoneal e em seguida foram eutanasiados por hipovolemia.

4.1.7. Anélise Parasitoldgica

Para a quantificacdo de larvas recuperadas no pulméo, os lobos direitos dos pulmdes
dos camundongos foram coletados, picotados com tesoura cirdrgica e colocados em um aparato
de Baermann modificado por Moraes (1948) contendo PBS 1X que foi deixado em estufa
durante 4 horas a 37°C.

Apbs esse tempo, o pellet foi recuperado utilizando pipeta Pasteur, transferido para
tubos de 15mL e centrifugados por dez minutos, a 800 g em T.A. O sobrenadante foi
ressuspendido em solucdo tamponada de formaldeido a 10% e, posteriormente, foi realizada a

quantificacdo das larvas dessa ressuspenséo através de microscopia optica.

4.1.8. Andlise Imunoldgica

A fim de medir a producéo de IgG nos animais, uma placa de ELISA (Greiner-Bio-One,

EUA) foi revestida com 1 pg/ pogo da proteina quimera diluida em tampéo de carbonato e

incubada a 4° C overnight. A placa foi lavada 8 vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e blogueada
com 250 pl de PBS/BSA a3% por1 ha37°C.
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Em seguida, a solucdo de blogueio foi removida e foi adicionado, em cada poco, 100
uL de soro dos camundongos diluido na concentragdo de 1:1000 em PBS / BSA 3%, a placa
foi, entdo, incubada a 4°C overnight.

No dia seguinte, a placa foi lavada 8 vezes com tampdo PBS-Tween 20 a 0,05% e foi
adicionado, em cada pogo, 100 ul de anticorpo 1gG anti-mouse conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich, EUA) diluido na concentracdo de 1:2000 em PBS / BSA a 3%. Ap6s 1 hora
de incubagdo a 37 ° C, a placa foi lavada com PBS-Tween 20 a 0,05% e foi adicionado 100 pl
da solucdo reveladora contendo acido citrico 0,1M; OPD 0,05%; Na.PO 0,2M e 0,1% H,O..

A placa foi incubada por 20 min a 37°C e posteriormente a reacdo foi interrompida
utilizando 50 pl de &cido sulftrico 0,2 M. Foi utilizado o leitor ELISA (Leitor de Microplacas
VersaMax ELISA / Molecular Devices, EUA) e o software Softmax Pro 5.3 a 492 nm a fim de
se observar a absorbancia resultante.

Foi realizado, ainda, um ELISA com a finalidade de verificar o reconhecimento da
proteina em animais infectados com A. suum. Os processos foram 0s mesmos descritos acima,

porém com soros de animais ndo infectados (controle) e com 14 dias apés infeccao por A. suum.

4.1.9. Andlise histopatoldgica e semiquantitativa de lesdo de pulmdes durante a

migracao de A. suum nos camundongos

Camundongos imunizados foram eutanasiados oito dias apds a infec¢do, utilizando
overdose de anestésico (solucdo de Xilazina 2% e Cetamina 5%) para a coleta do pulmao. Apos
o periodo de fixacdo no formol, os cortes do pulmé&o foram desidratados em dilui¢cdes alcodlicas
crescentes, diafanizados em xilol, infiltrado e incluido em parafina.

Foram obtidos cortes histoldgicos com quatro um de espessura para coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) e confeccionadas laminas para andlises histopatoldgica e
semiquantitativa. As lesdes exibidas no parénquima pulmonar foram descritas quanto a
intensidade das lesdes, inflamacdo, e fenbmenos vasculares.

Para analise semiquantitativa, as ldminas foram examinadas em microscopio optico de
campo claro acoplado a um sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). Para o score da
inflamacdo das vias aéreas, inflamacéo perivascular, inflamacéo do parénquima, e presenca de
hemorragia foram capturadas 10 imagens aleatdrias por animal com aumento de 20X.

O score foi fundamentado na metodologia descrita previamente por Gazzinelli-
Guimarées et al. (2018). Para a inflamacéo das vias aéreas o score foi baseado em 6 graus sendo:
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grau 0 auséncia de células inflamatdrias em torno das vias aéreas (ausente); grau 1 algumas vias
aereas possuem um pequeno numero de células (discreto); grau 2 algumas vias respiratorias
possuem inflamacéo significativa (moderada); grau 3 a maioria das vias aéreas possuem alguma
inflamacdo (acentuada); grau 4 a maioria das vias aéreas estdo significativamente inflamadas
(intensa); grau 5 todas as vias aéreas estdo completamente inflamadas (grave).

Para a inflamag&o perivascular o score também foi classificado em 6 graus sendo: grau
0 auséncia de células inflamatorias em torno dos vasos (ausente); grau 1 alguns vasos possuem
um pequeno numero de ceélulas inflamatdrias (discreta); grau 2 alguns vasos possuem
inflamacdo significativa (moderada); grau 3 a maioria dos vasos possuem alguma inflamacéo
(acentuada); grau 4 A maioria dos vasos estdo significativamente inflamados (intenso); grau 5
todos os vasos estdo completamente inflamados.

Do mesmo modo, o score de inflamacéo do parénquima foi fundado em 6 graus sendo:
grau 0 igual a menos que 1% do parénquima afetado; grau 1 de 1 a 9% do parénquima afetado;
grau 2 de 10 a 29% do parénquima afetado; grau 3 de 30 a 49% do parénquima afetado; grau 4
de 50 a 69% do parénquima afetado; grau 5 mais de 70% do parénquima afetado.

Jé& para as areas hemorragicas, o score das foi baseado em 4 graus sendo: grau 0 auséncia
de hemorragia (ausente); grau 1 presenca de pequenas zonas hemorragicas (discreta); grau 2
presenca de areas hemorragicas significativas (modera); grau 3 presenca de areas hemorragicas
exuberantes (intensa).

Por fim foi calculado o score total das areas de lesdo a partir da soma dos scores da
inflamacdo das vias aéreas, inflamacdo perivascular, inflamagdo do parénquima e das areas

hemorragicas.

4.1.10. Imunizacéo oral experimental

Com o intuito de avaliar a eficacia vacinal da proteina quimera administrada via oral,
foram realizados dois protocolos de imunizacgéo, por via intragastrica utilizando uma agulha de
gavage para camundongos curva. Nesse sentido, camundongos BALB/c fémeas (n = 9/grupo)
e C57BL/6j fémeas (n = 7/grupo), com idade aproximada de 8 semanas, foram obtidos no
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos no biotério do
Laboratorio de Imunologia e Genémica de Parasitos (LIGP), com boas condic6es de higiene,
agua filtrada e racdo (Nuvilab Cr-1 Nuvital Nutrients, Brazil) ad libitum.

Camundongos BALB/c foram imunizados com trés doses intervaladas por 10 dias,
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utilizando somente proteina (25ug) ou PBS 1X (Figura 2A). Ao passo gque, camundongos
C57BL/6j foram imunizados com sete doses intervaladas por 1 dia, utilizando somente proteina
(25ug) ou PBS 1X (Figura 2B).

P8BS [ Proteina
Dia0 Dia 11 Dia 22 Dia 33 Dia 42

Imunizacdo 1 Imunizagdo 2 Imunizacdo 3 Infecgdo Eutandsia

PBS Proteina

Dia0 Dia2 Dia s Dia 6 Dia8 Dia 10 Dia12 Dia 15 Dia 24

Imunizacdo 1 Imunizaglo 2 imunizaclo 3 imunizaclo 4 imunizaclo 5 Imunizacdo 6 Imunizaglo 7 Infecgldo Eutandsia

Figura 2: Desenho experimental do protocolo de imunizacéo via oral e infecgéo

desafio dos camundongos

Dez dias apds a ultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados com 2500 ovos
embrionados de A. suum e apds 8 dias da infecgdo desafio, os animais foram eutanasiadospara
a quantificacdo da carga parasitaria conforme descrito no item 4.1.6. e 4.1.7.

A analise histopatologica e semiquantitativa de lesdo de pulmdes, durante a migragédo
de A. suum nos camundongos, foi realizada como exposto no item 4.1.9, e a anélise estatistica

conforme item 4.1.10.

4.1.11. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 6
(GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de

Kolmogorov-Smirnov. O One way ANOVA foi usado para analises de variancias entre trés ou
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mais grupos, com apenas uma variavel qualitativa. Para verificar as diferencas entre os scores
da inflamac&o perivascular foi utilizado o teste Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). Para
avaliagdo estatistica entre dois grupos de estudos foi utilizado o Teste t ndo pareado. Todos 0s

testes foram considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05

4.2. Da bioacessibilidade da proteina quimera

4.2.1. Teste de bioacessibilidade em digestéo in vitro

Para realizar a digestdo in vitro da proteina quimera, a fim de verificar a
bioacessibilidade da mesma se administrada via oral, foi seguido o protocolo estabelecido por
Minekus et al. (2014). Para tanto, foram preparadas, previamente, as solugdes de simulacdo de

fluido gastrico (SGF) e intestinal (SIF) de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Composicgéo das solucbes de simulacdo de
fluido gastrico (SGF) e de fluido intestinal (SIF)

SGF SIF

KCI 0.514g 0.507g
KH2POq4 0.122¢ 0.109¢g
NaHCOs 2.1g 7.149
NacCl 2.761g 2.246¢
MgCl2(H20)s 0.020g 0.067g
CHsNOs 0.075¢ -
CaClz(H20)2 0.022g 0.088g
1M HCI 15.6mL -
Volume Final 1000mL 1000mL
pH 3+0.1 7.0+0.1

Tubos de teste de 50ml foram separados em: 1- Branco: Processo de digestdo in vitro
completo, porém sem adicdo da proteina quimera; 2- Digestdo completa: Processo de digestdo
in vitro completo da proteina quimera na concentracao de 0,120 pg/ul; 3- Digestdo incompleta:
Processo de digestdo in vitro apenas com a proteina quimera na concentragédo de 0,120 pg/ul

diluida em SIF e SGF, sem acréscimo das enzimas.
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Em seguida, foi preparada uma solucdo contendo 0,38 g de pepsina (666 U/mg, Pepsin
porcine gastric mucosa from Sigma) dissolvida em 50 ml de SGF e armazenada em gelo até o
uso. Os tubos de teste foram, entdo, envoltos em papel aluminio e pesados vazios em balancga
analitica (Balanca Analitica M214AIH).

Posteriormente foi adicionado 50 pl da proteina quimera nos tubos 2 e 3 que foram
novamente pesados em balanca analitica. Foi, entdo, adicionado 5ml da solucdo de pepsina nos
tubos 1 e 2; e, realizado o ajuste do pH para 3,0 = 0,1 utilizando HCL (1 M), iniciando assim,
a fase de digestdo gastrica.

Os tubos 1, 2 e 3 foram incubados em shaker (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA) a
37°C, em agitacdo de 250 rpm, por 2 horas. Passada 1 hora do periodo de incubacéo, o pH nos
tubos de teste foi verificado novamente e reajustado para pH 3,0 + 0,1,

No decorrer do periodo de incubacdo, foram feitas a solugdo biliar e a solucdo de
pancreatina. Para o preparo da solucédo biliar, submetida a agitacdo até o momento do uso, foi
dissolvido 1,61 g de extrato de bile (1,4 umol/mg; Bile extract porcine from Sigma) em 50 ml
de SIF; ja para a solucdo de pancreatina foi dissolvido 6,25 g de pancreatina (3,6 U/mg;
Pancreatin porcine from Sigma) em 55 ml de SIF, a solucdo foi submetida a agitacdo por 10
minutos, centrifugada a 5000 g durante 5 minutos a 4°C e seu sobrenadante foi alocado em um
novo tubo.

Finalizada as 2 horas de incubacdo, para inicio da fase de digestdo intestinal, foram
adicionadas nos tubos 1 e 2, 5 mL da solucdo biliar (45 pmol/ml) e 5 ml da solugdo de
pancreatina (450 U/ml). O pH, de todos os tubos, foi medido e ajustado para 7,0 £ 0,1 utilizando
NaOH (1 M).

Os tubos 1, 2 e 3 foram incubados em shaker a 37°C, a 250 rpm, durante 2 horas. Apds
o final desse periodo os tubos foram novamente pesados em balanca analitica. O contedo da
digesta foi submetido a filtragdo em centricon (Thermo Scientific™ Pierce™ Protein
Concentrators PES) seguindo as recomendac6es do fabricante.

A posteriori foi realizada a dosagem de proteinas, das fragGes recuperadas no centricon,
utilizando o kit PierceTM BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as
instrucbes do fabricante. A absorbéncia resultante das amostras foi determinada em leitor
ELISA (Leitor de Microplacas VersaMax ELISA / Molecular Devices, EUA) e o software
Softmax Pro 5.3 em um comprimento de onda de 492 nm.
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O célculo da bioacessibilidade da proteina quimera foi realizado utilizando asdosagens
obtidas a partir da digesta retida acima da membrana do centricon e 0s pesos iniciais e finais
dos tubos de teste, conforme demonstrado a seguir:

Bioacessibilidade = ££FE x 100

MDPQ

CAVFD
PFT

CAVFD =MD x VF
VF = PFT - PIT

CPFB =

Onde: CPFB: Conteldo presente na fracdo bioacessivel
MDPQ: Média da dosagem da Proteina quimera (mg/ml)
CAVFD: Concentragdo da amostra no volume final da digestéo
MD: Média da dosagem (mg/ml)

VF: Volume final (ml)

PFT peso final do tubo (mg)

PIT: Peso inicial do tubo (mg)

4.3. Daexpressao da proteina guimera em  Arabidopsis thaliana
e Solanum lycorpersicum cv. Micro-Tom

4.3.1.Otimizacao da sequéncia da proteina quimera para expressao em plantas

A sequéncia da proteina quimera, construida conforme o item 4.1.1, foi submetida ao

Codon Adaptation Tool (JCAT, http://www.jcat.de/) com intuito de otimiza-la para a expressao

em Arabidopsis thaliana e Solanum lycorpersicum cv. Micro-Tom. Foi adicionado ao gene
gerado o codon de parada TAA e, 0 mesmo, foi sintetizado e acoplado ao vetor de clonagem
pUC57 pela empresa Genscript (EUA).

4.3.2.Recombinacao de vetores para transformacéao de

Agrobacterium tumefaciens

Inicialmente, foi preparada uma reagdo de PCR, utilizando Taq HiFi (Platinum™ Taq

DNA Polymerase High Fidelity) conforme recomendacdes do fabricante. Os primers proteina
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quimera foward (5’-GCCACCATGGCTCAAGGACCTCAAGGACC-3’) e proteina quimera
reverse (5S-TTATTCATCTCTAACTTCCTTAGG-3") foram desenhados especificamente para
a sequéncia nucleotidica da proteina quimera no programa Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), e foi utilizado na reagdo 10ng do plasmideo

sintético contendo a sequéncia da proteina quimera.

A reacéo foi submetida ao termociclador MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad),
com a seguinte programacdo: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos e extensdo a 68°C
por 45 segundos; extensao final a 68 °C por 7 minutos.

Ao fim do processo de amplificacdo, a reacdo foi submetida a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio (BioRad). As bandas amplificadas
foram visualizadas no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science) e,
aquelas positivas para o inserto, foram cortadas e purificadas usando o Kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) segundo recomendac6es do fabricante.

Em seguida, cerca de 100 ng do DNA purificado foi submetido a uma clonagem em um
vetor pCR8 que possui o0 sistema Gateway (pCR™8/GW/TOPO™ TA Cloning Kit, Invitrogen)
seguindo instruc@es do fabricante para transformacao de bactérias usando eletroporacéo.

O produto da reacéo de clonagem foi utilizado para transformar bactérias E. coli da cepa
XL1-Blue eletrocompetentes. Para tanto, 10 ng do vetor PCR8/DNA da proteina quimera foi
transferido para Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad, EUA) de 0,1 cm juntamente com 50 ul das
bactérias e foi submetido a um pulso de 1,8 kV em um eletroporador (MicroPulser Bio-Rad,
EUA). Na sequéncia a amostra foi transferida para um microtubo Eppendorf onde foram
adicionados 300 puL do meio de cultura LB liquido (10 g/l de Triptona; 5 g/l de Extrato de
Levedura; 10 g/l de NaCl).

O microtubo contendo a amostra foi incubado em shaker (Maxq 400, Thermo Scientific,
EUA) durante uma hora, a 37°C, em agitacdo de 180 rpm. Em seguida, a amostra foi plaqueada
em meio solido LB-agar (1,5%) contendo o antibidtico Spectinomicina (100 mg/l) e colocada
em estufa (Nova Etica, Brasil) a 37°C durante 12 horas, a fim de se obter col6nias isoladas.

A posteriori, foi realizado uma PCR de colonia utilizando os primers M 13 foward (5’-
GTAAAACGACGGCCAG-3’) e M13 reverse (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3"). Areagdo
foi submetida ao termociclador MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad), com a seguinte

programacéo: desnaturacéo inicial a 94 °C por 10 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto; extenséo
final a 72 °C por 7 minutos.

A reacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% corado com 0,5 pg/ml de
brometo de etidio (BioRad), e as bandas amplificadas foram visualizadas no equipamento
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science).

Coldnias sabidamente positivas foram inoculadas em 5 ml de meio LB liquido contendo
Spectinomicina (100 mg/l) e incubadas em shaker a 37°C por 14-16 horas sob a agitacéo de 180
rpm. Subsequente, foi realizado um miniprep utilizando o Kit PureLink® Quick Plasmid
Miniprep Kits seguindo instrugdes do fabricante.

Foi realizada uma nova PCR com o DNA plasmidial extraido (10ng) e os primers M13
foward e proteina quimera reverse. A reacdo foi submetida ao termociclador, a eletroforese e
visualizacao conforme citado acima, com ajuste no tempo de desnaturacdo inicial de 10 minutos
para 5 minutos. Os produtos positivos foram encaminhados para sequenciamento pela empresa
Macrogen (Seul, Coréia do Sul), empregando os mesmos primers utilizados na PCR de col6nia.

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa Sequencher v. 4.1.4 (Gene Codes
Corporation, EUA) sendo excluidas as sequéncias de baixa qualidade, e submetidas a pesquisa
de homologia com a sequéncia esperada usando o programa BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool). Foi realizado, ainda um alinhamento global utilizando o programa Clustal O
Multiple Sequence Alignment (1.2.1) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

A partir do resultado das analises, os vetores pCR8 que possuiam a sequéncia do gene
que codifica a proteina quimera na posicdo correta, foram submetidos a uma reacdo de
recombinacdo com o vetor pMDC32 (Curtis & Grossniklaus, 2003) utilizando kit Gateway LR
Clonase 1l Enzyme mix (Life Technologies Co.) seguindo instrucdes do fabricante. A reagéo
de recombinacéo foi utilizada para transformar bactérias da cepa Eh5a. por eletropora¢do como
descrito anteriormente, a amostra foi plaqueada em meio sélido LB-agar (1,5%) contendo
Kanamicina (100 mg/l) colocada em estufa (Nova Etica, Brasil) a 37°C durante 12 horas.

Foi executada uma reacdo de PCR de col6nia conforme descrito anteriormente, e as
col6nias positivas que continham o vetor pMDC32/DNA da proteina quimera foram inoculadas
em meio LB liquido contendo Kanamicina (100 mg/l). Em seguida foi realizada a extracdo dos
plasmideos utilizando o kit PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. O plasmideo foi quantificado em

espectrofotdmetro (NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000) e congelado a -20°C.
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Posteriormente, realizou-se uma reacdo de dupla digestdo com 1000 ng do DNA
plasmidial pMDC32/ DNA da proteina quimera e as enzimas de restri¢do Spel e Hindlll durante
16 horas a 37°C. Para definir a condicdo 6tima de acao das enzimas de restricdo foi utilizada a

ferramenta Double Digest Calculator da Thermo Fisher Scientific.

4.3.3. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Os vetores de destino que sabidamente continham as sequéncias de interesse
confirmados pela digestdo foram utilizados para transformar Agrobacterium tumefaciens
eletrocompetentes cepa GV3101. Para tanto, 50 ng do vetor pMDC32/DNA da proteina
quimera foi transferido para Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad, EUA) de 0,1 cm juntamente com
40 pl das bactérias e foi submetido a um pulso de 1,8 kV em um eletroporador (MicroPulser
Bio-Rad, EUA).

Na sequéncia a amostra foi transferida para um microtubo Eppendorf onde foi
adicionado 1 ml de meio SOC liquido (S.0.C. Medium, Invitrogen™), e, 0 mesmo, foi incubado
em shaker a 28°C, em agitacdo de 150 rpm, durante uma hora. Foi realizada uma centrifugacéo
a 7000 g por 5 minutos, descartado 900 ul do sobrenadante e o pellet foi ressuspendido nos 100
ul restantes. Essa ressuspensdo, foi plagueada em meio solido LB contendo 100 mg/l de
Kanamicina. A placa foi colocada em estufa (Nova Etica, Brasil) a 28°C durante 48 horas.

As colbnias crescidas em placa, passaram por dois processos distintos, considerando se
0 uso final seria a transformacédo de Arabidopsis thaliana ou Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom.

Posto isto, para transformar a espécie de tomate, uma coldnia foi inoculada em 3ml de
meio liquido LB contendo 100 mg/l de Kanamicina. A amostra foi incubada em shaker a 28°C
por 48 horas a 120 rpm. Apos esse periodo, foram pegos 500 ul, dessa cultura, que foram
adicionados a um novo meio liquido LB contendo o antibidtico conforme citado acima.
Novamente foi realizada uma incubagdo a 120 rpm, 28°C, por 12 horas.

A cultura de Agrobacterium tumefaciens foi centrifugada a 2000 g por 15 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em meio liquido MS (Murashige and
Skoog Basal Medium, Sigma-Aldrich) suplementado com 30 g/l de sacarose e 4 ml de solucéo
estoque de vitamina B5 (5 g/40ml de Mio-inositol; 0,05 g/40ml de Acido nicotinico
previamente dissolvido em NaOH 1 M; 0,05 g/40ml de Piridoxina HCI; 0,5 g/40ml de Tiamina
HCI; Volume Final 200 ml).
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Tendo como objetivo a transformacdo de Arabidopsis thaliana, uma colbnia foi
inoculada em 2 ml de meio liquido LB contendo 100 mg/l de Kanamicina, colocada em shaker
a 28°C, durante 22 horas, a 100 rpm, e centrifugada a 2000 g por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 ml de solucdo 0,02% do surfactante Silwet-L77

(Momentive, Tarrytown, NY, EUA) acrescida de 5% de sacarose filtrada.

4.3.4. Transformacao de Arabidopsis thaliana mediada por
Agrobacterium tumefaciens

Sementes de Arabidopsis thaliana do ecétipo ‘Col-0’ foram utilizadas em experimentos
de transformacao genética através de método indireto. Para isso, sementes foram germinadas
em potes de 300 ml contendo substrato (Terra para solo Terral) e vermiculita (2:1 p/v) em
camara de crescimento a 22°C, com 80% de umidade e fotoperiodo de 16 horas de luz a 200
pmol m s de intensidade luminosa.

ApoGs as plantas atingirem estagio de florescimento, foi realizada a transformacéo
genética pelo método Floral Dip. Para tanto, 5 pl da solucdo final de suspensdao de
Agrobacterium tumefaciens transformada, foi aplicada nos botBes florais da Arabidopsis
thaliana utilizando micropipeta monocanal. As plantas foram entdo mantidas em cémara
escura, com alta umidade por 24 horas e, posteriormente, foram mantidas em camara de
crescimento a 22°C, com 80% de umidade e fotoperiodo de 16 horas de luz a 200 pmol m2 st
de intensidade luminosa.

Sete dias ap0s a primeira transformacéo, foi realizada uma nova aplicacdo de solucdo
de Agrobacterium tumefaciens transformada, por meio de Floral Dip, como citado acima. As
plantas foram cultivadas normalmente e cerca de 3 semanas ap0s a primeira transformacéo foi
realizada a selecdo de plantas transformantes utilizando meio liquido MS com 25 mg/l de
Higromicina.

Foram coletadas as sementes das plantas remanescentes e realizado o processo de
esterilizagdo das sementes. Para tanto, as sementes foram imersas em etanol 70% (v/v) durante
1 minuto, seguida por imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio contendo 1% de cloro
disponivel e 0,02% (v/v) de Tween 20, por 10 minutos, vortexando a amostra a cada 2 minutos.

Em seguida as sementes foram lavadas 5 vezes em agua destilada estéril e deixadas em
capela de fluxo laminar para secarem. As sementes secas foram colocadas em placas de cultura

contendo meio solido ¥ MS acrescido de 100 mg/l de Kanamicina e deixadas a 4°C por 14 dias.

45



ApoGs esse periodo as plantulas remanescentes foram individualizadas em vasos contendo
substrato (Terra para solo Terral) e vermiculita (2:1 p/v) e deixadas em camara de crescimento
a22°C, com 80% de umidade e fotoperiodo de 16 horas de luz a 200 umol m s de intensidade
luminosa.

Esse processo de coleta de sementes, crescimento das plantas e selecdo com antibiotico

foi realizado até a obtencao de plantas da linhagem 3 (T3).

4.3.5. Transformacéo de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom

A transformacdo de plantas de tomateiro cv. Micro-Tom foi realizada de acordo com o
protocolo descrito previamente por Pino et al. (2010). Para tanto, sementes de Micro-Tom
foram dispostas em um Becker de vidro com 100 ml de hipoclorito de sddio (2,7%) a 30% (v/v)
acrescido de duas gotas de detergente e deixadas em agitacdo por 15 minutos. Com o auxilio de
uma peneira de aluminio, previamente autoclavada, foi retirado o liquido e as sementes foram
lavadas, 3 vezes, em agua esteéril.

Aproximadamente 40 sementes esterilizadas foram alocadas em frascos contendo 30 ml
de: ¥2 MS acrescido de % da solucdo estoque de vitamina B5, 15 g/l de sacarose e 6 g/l de agar
(Merck, Darmstadt, Germany), com pH 5,8. As culturas foram seladas com PVC, incubadas a
25 £ 1°C, no escuro por 4 dias, seguido por 4 dias em fotoperiodo de 16 horas, fornecido por
uma lampada fluorescente branca fria de 40 W.

Plantulas com 8 dias de idade tiveram seus cotilédones isolados e, do mesmo, foram
removidas as pontas distais e proximais. Os cotilédones foram, entdo, divididos
transversalmente em duas ou trés pegas.

Imediatamente apos o isolamento, os explantes foram colocados com o lado abaxial
voltado para baixo, em placas de Petri contendo meio sélido indutor de raiz (RMI) composto
por meio MS com vitamina B5, 30 g/l de sacarose, 6 g/l de agar e 0,4 uM de NAA 1mM (Sigma,
St Louis, USA). Duas gotas de suspensao de Agrobacterium tumefaciens, preparada conforme
descrito no item 4.3.3, foram aplicadas por explantes usando uma micropipeta.

As placas foram incubadas por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, o
excesso de suspensao bacteriana foi removido com uma pipeta estéril, os explantes foram secos
por papel de filtro estéril e as placas foram mantidas no escuro a 28°C durante 2 dias.

Ao final desse periodo, os explantes foram transferidos para placas contendo meio Shoot
Inducing Medium (SIM), composto por: meio MS com vitamina B5, 30 g/l de sacarose, 6 g/l
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de &gar, 5 UM de zeatina 5 mM (Duchefa, Haarlem, Paises Baixos), acrescido de 100 mg/l de
Kanamicina. As placas foram seladas com parafilme e cultivadas sob fotoperiodo de 16 horas
a25%1°C por3semanas.

Brotos bem desenvolvidos (2-4 mm) foram separados, transferidos para frascos
contendo 30 ml de meio MS livre de hormdnio suplementado com 100 mg/l de Kanamicina e
selados com parafilme. Os frascos foram dispostos em camara com fotoperiodo de 16 horas a
25 * 1°C, por duas semanas para crescimento da raiz. O antibidtico Kanamicina foi utilizado
visando a selecdo in vitro de linhagens transgénicas.

Mudas da linhagem TO enraizadas foram transferidas para vasos de 150 ml contendo
substrato (Terra para solo Terral) e vermiculita (2:1 p/v) e aclimatadas até que produzissem
frutos. Os frutos colhidos tiveram suas sementes extraidas e novamente foi realizado os
processos descritos acima visando a obtengdo de plantas da linhagem T1.

Plantas T1, germinadas e apresentando folhas, foram borrifadas com 75 mg/l de
Higromicina, durante 5 dias consecutivos, para sele¢do de transformantes. Aquelas plantas que
continuaram o crescimento foram cultivadas até a obtencdo de frutos para a coleta de sementes

e novamente foram realizados 0s processos para a obtencédo de linhagem T2.

4.3.6.Extracdo de DNA de Arabidopsis thaliana e Solanum lycorpersicum cv. Micro-
Tom

Para a extragdo do DNA de Arabidopsis thaliana, plantas da linhagem T1 foram
maceradas em nitrogénio liquido, distribuidas em tubos contendo 400ul de tampéo de extracédo
(2gde CTAB; 8,18 g de NaCl 1,4 M; 20 mM de EDTA pH 8,0; 100 mM de Tris-HCL pH 8,0;
1gdePVP 1%, g.s.p 100 ml de &gua Milli-Q) acrescido de 2% de -mercaptoetanol e incubados
a 65°C por 30 minutos.

Posteriormente, foi adicionado 400 ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) as
amostras que foram, entdo, agitadas com a méo. Os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por
15 minutos, o sobrenadante foi coletado e a ele foi adicionado 350 ul de Isopropanol
(Isopropanol Molecular Biology Reagent). Foi realizada uma centrifugacdo por 10 minutos a
13000 rpm. Adiante, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 500 pl de
etanol 70% e centrifugado a 15000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet

foi ressuspendido em 20 pl de Tampdo de Eluicdo pH 8,0, acrescido de RNAse (10 pg/ml).
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Para a extragdo de DNA de Solanum lycorpersicum cv. Micro-Tom, 50-100 mg de
folhas jovens (1 a 3 semanas), da linhagem T1, foram colocadas em tubos Eppendorf e
maceradas em nitrogénio liquido. Foi adicionado a elas 200 ul de buffer para microprep (2,5
partes de buffer de extracdo de DNA: 0,35 M de sorbitol; 0,1 M de Tris-base; 5 mM de EDTA,
pH 7.5 + 2,5 partes de buffer para lise: 0,2 M Tris base; 0,05 M de EDTA; 2 M de NaCl; 2 %
de CTAB + 1 parte de Sarcosil 5 % p/v + 0,3 g de bissulfito de sédio /100 ml) e as folhas foram
maceradas novamente. Ao macerado foi adicionado 550 ul do buffer para microprep, as
amostras foram agitadas com a méo e incubadas 65°C por 30-120 minutos.

Foi adicionado 600 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) aos tubos que foram,
entdo, vortexados e centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi pipetada para
novos tubos de microcentrifuga e a cada um foi adicionado 600 pl de isopropanol gelado. As
amostras foram invertidas repetidamente até que o DNA precipitasse e imediatamente
centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em etanol 70%. Foi realizada uma nova centrifugacdo a 10000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 pl de Tampao de eluicédo
pH 8,0 e incubado a 65°C por 15 minutos.

Os DNAs foram armazenados em freezer -20°C até 0 uso.

4.3.7.Reacdo de PCR para confirmacéo de transformantes

Foi realizada uma reacdo de PCR utilizando 75 ng de DNA extraido de Arabidopsis
thaliana e Solanum lycorpersicum cv. Micro-Tom, 0,25 uM de Primer 35S foward (5°-
CTATCCTTCGCAAGACCCTTC-3") e 0,25 uM de proteina quimera reverse (5°-
TTATTCATCTCTAACTTCCTTAGG-3’) em um volume final de 20 pl. A reagdo foi
submetida a seguinte condic¢do: desnaturagéo inicial a 94 °C por 10 minutos; 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72°C
por 1 minuto; extens&o final a 72 °C por 7 minutos.

Apos a amplificacdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
corado com 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BioRad), e as bandas amplificadas foram

visualizadas no equipamento Molecular Gel Doc™ XR (BioRad).
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5. RESULTADOS

Os resultados foram divididos em trés Capitulos, apresentados a seguir.
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CAPITULO |

CONSTRUCAO DA PROTEINA QUIMERA E TESTE VACINAL

Publicado:
CASTRO, J. C. et al. Vaccination with chimeric protein induces protection in murine model
against ascariasis. Vaccine 39:394-401, 2021. (Anexo I)
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5.1. Construcdo, expressao e purificacdo da proteina quimera

As regibes nucleotidicas que codificam para os epitopos identificados foram
combinadas em um novo gene quimérico Unico. Para tornar mais maleével a proteina codificada
por este gene, foram adicionados os codons que codificam para glicina e serina entre as regides
que codificam os peptideos selecionados (Figura 3A), a traducéo do gene quimérico gerou uma
proteina composta por 13 peptideos (Figura 3B) e a proteina quimera recombinante foi
patenteada (NUmero de patente BR1020190276002, Anexo II).

A
CAGGGCCCGCAGGGCCCGCCGCCGTTTCTGGTGGGCAGCGGCAGCGGCACCGGCG

CGCCGGATAAAACCGATGCGGAAATTGATCGCGGCAGCGGCAGCGGCATGCAGCA
GGGCAAAGCGCGCGCGGAAGCGGCGGGCAGCGGCAGCGGCGCGGATAACCCGAAL
CTGARAAGGCCGCGAAAAACAGCAGGGCAGCGGCAGCGGCATGCCGGAAGGCARAG
CGCCGCATTTTCCGCAGCAGCCGGTGGCGCGCCAGAACGATGATGGCAGCGGCAG
CGGCAGCGGCACCTTTGTGGAAAAACCGCAGATTAGCAGCCGCGATGATGGCGGC
AGCGGCAGCGGCARAGAACCGACCAAAGAAAAAGATGCGGGCAGCGGCAGCGGCG
AAGTGCCGCAGGGCGCGCCGACCTTTACCCGCGGCAGCGGCAGCGGCCTGCAGAA
ARCCAGCGATAGCGGCGATCCGGGCAGCGGCAGCGGCTATARAAGCGAAAGATAGC
GGCACCTATGGCAGCGGCAGCGGCGGCCCGCTGGATGATGGCGCGGATGATGCGA
GCGAAGCGGGCAGCGGCAGCGGCGATGAAGAAAAAACCGATCCGGAAATTGAAGC
GGGCAGCGGCAGCGGCGAAAGCCTGCCGARAAGAAGTGCGCGATGAATAA

QGPQGPPPFLVGSGSGTGAPDKTDAEIDRGSGSGMQQGKARAEAAGSGSGADNPN
LKGREKQQGSGSGMPEGKAPHF PQQPVARONDDGSGSGSGTFVEKPQISSRDDGG
SGSGKEPTKEKDAGSGSGEVPQGAPTFTRGSGSGLOKTSDSGDPGSGSGYKAKDS
GTYGSGSGGPLDDGADDASEAGSGSGDEEKTDPEIEAGSGSGESLPKEVRDE -

Figura 3: Construcdo da proteina quimera. (A) Sequéncia nucleotidica. Em vermelho: Epitopos
selecionados da Proteina Asl4; Em verde: espacador de glicina e serina; Em azul: Epitopos
selecionados da Proteina As37; Em rosa: Epitopos selecionados da Proteina As16. (B) Sequéncias dos

peptideos. G: glicina; S: serina.

O DNA codificador da proteina quimera foi sintetizado, subclonado no vetor de
expressdo pET28a-TEV e transformado em E. coli cepa BL21. A proteina quimera

recombinante foi expressa na fracao soluvel, com 23 kDa conforme era previsto. A proteina
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quimera foi purificada por cromatografia de afinidade e submetida Western Blot utilizando o
anticorpo anti-his (Figura 4A e 4B).

A PM Amostras

Figura 4: Purificacdo da proteina quimera. (A) SDS-PAGE das fragdes obtidas durante a
purificacdo da proteina quimera. (B) Western Blot das fracGes purificadas usando anti-his.

PM- Padrédo de peso molecular. Peso da proteina quimera: 23 kDa
5.2. Imunizacdo via subcuténea com a proteina quimera reduz a carga parasitaria

Animais imunizados com a proteina quimera utilizando o adjuvante MPLA (Formulacdo
Vacinal) apresentaram reducdo de 73,5% de larvas recuperadas no pulmao comparados ao
grupo controle imunizado com PBS (p < 0,0001). Camundongos imunizados apenas com a
proteina quimera apresentaram 42.9% de reducdo na carga larval comparado ao grupo PBS (p
< 0,002). O grupo imunizado com o MPLA apresentou 47.5% de reducdo de
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larvas recuperadas comparado ao grupo PBS (p < 0,0005). Portanto, a Formulagdo Vacinal
apresenta um nivel consideravel de protecéo.

Comparando o grupo imunizado com a proteina quimera, a reducdo de larvas
recuperadas no pulmao do grupo imunizado com MPLA foi menor (grupo MPLA apresentou
38% de meédia de reducdo e grupo proteina quimera 43%, p = 0.9648). O grupo que recebeu a
Formulagdo Vacinal apresentou uma reducdo de 26% de larvas recuperadas em comparacao
com o grupo imunizado com MPLA (p = 0.049).

A reducédo de larvas recuperadas no pulmdo de animais imunizados com a proteina
quimera foi 30,66% quando comparados aos camundongos imunizados com a Formulagéo
Vacinal (p = 0.0256) (Figura 5).
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Figura 5: Imunizagdo com a proteina quimera gera reducdo na
carga parasitaria. Resultados expressos em box e whisker plots
mostrando valores maximos e minimos. Comparacdo dos grupos
realizada com One-way ANOVA *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
e ****p < 0,0001.

5.3. Imunizagdo com a proteina quimera induz a produc¢éo de anticorpo em

camundongos

O processo de vacinagcdo com a proteina quimera foi avaliado por meio da analise da
producdo de anticorpo entre as imuniza¢Ges. Camundongos vacinados com a proteina quimera
e com a Formulagdo Vacinal desenvolveram niveis significantes de 1gG especifico anti-proteina
quimera apds a terceira imunizacdo comparados aos animais dos grupos PBS e MPLA (Figura
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6A). Em ELISA utilizando soro de animais ndo vacinados, mas infectados ou néo infectados com

A. suum, foi confirmada a imunogenicidade da proteina quimera (p < 0,01) (Figura 6B).

Produg@o de IgG em animais imunizados IgG de animais infectados
A sk B
LA
0.08- i 0.8 s
o 4 - 3 Formulagio Vacinal
g 0.06 o .'::: e A Proteina quimera rﬁ 0.6
S8 wit S O MPLA =)
8 g o) =
2 0.04 . O PBS ‘5
= / ; = 04 = T
: ' 5 e 2 ——
Z 002 Y i g
< 86 g < 0.24 E
0.00 T T
0 10 29 30 48 0.0 '
Dias Nio infectado Infectado
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Figura 6:1munizacdo com a proteina quimera induz producéao de anticorpo em camundongos. (A)
Cinética de 1gG especifico em animais imunizados com PBS (circulo), MPLA (losango), proteina
quimera (triangulo) ou Formulacéo Vacinal (quadrado). O soro foi coletado nos dias 0, 10, 20, 30 e 48
po6s imunizagdo (B) Proteina quimera possui afinidade por IgG de animais infectados com A. suum.
Resultados expressos em box e whisker plots mostrando valores méximos e minimos. Comparacao dos
grupos realizada com One-way ANOVA. **p < 0,01; ***p < 0,001 e **** p <0,0001.

5.4. Animais imunizados com a proteina quimera desenvolveram menor inflamacéao no

pulméo

Em analise histopatoldgica dos pulm@es pode-se constatar que a inflamacédo
peribrénquica (Figura 7A) e perivascular (Figura 7B) foi menor em animais imunizados com a
proteina quimera (p < 0,01) e imunizados com a Formulagéo Vacinal (p < 0,01) comparados ao
grupo imunizado apenas com MPLA.

O score total nas areas de lesfes foi ainda maior no grupo imunizado apenas com
adjuvante em relacdo aos grupos imunizados com proteina quimera (p < 0,01) e com
Formulacgédo Vacinal (p < 0,01) (Figura 7C). N&o houve diferenca significativa entre os grupos

quanto o score das &reas hemorragicas (Figura 7D) e da inflamacao do parénquima (Figura 7E).
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Figura 7:Animais imunizados com a proteina quimera desenvolveram menor
inflamacdo no pulmé&o. (A) Score da inflamacdo peribrénquica (B) Score da
inflamacdo vascular (C) Score total nas areas de lesdo (D)Score nas &reas
hemorrégicas (E) Score da inflamag&o do parénquima. Resultados expressos em box
e whisker plots mostrando valores méximos e minimos. Comparagdo dos grupos
realizada com One-way ANOVA e o teste Kruskal-Wallis para verificar a diferenca

entre os scores de inflamacéo perivascular. **p < 0,01 e ***p <0,001.

Em analise histopatoldgica do parénquima pulmonar dos camundongos foi possivel
observar e descrever as lesdes do parénquima pulmonar ocasionadas pela migragéo larval do
A. suum, quanto a topografia, infiltrado inflamatdrio, presenca ou auséncia de larvas,
fendmenos vasculares e exsudativos (Figura 8).

Em avaliacdo do parénquima pulmonar dos camundongos pertencentes ao grupo
MPLA, foi verificada a presenga de fendmenos exsudativos como intenso edema perivascular
e grandes areas hemorragicas, bem como, intenso espessamento dos septos alveolares, a custa
de infiltrado inflamatdrio misto caracterizado por linfécitos, neutréfilos, eosinofilos e escassos
macrofagos.

O infiltrado inflamatorio também se apresentava de forma intensa em entorno da maioria
dos vasos e das vias aéreas inferiores. Constatou-se a presenca de larvas proximas e distantes

das areas hemorragicas, e, ocupando o lumen de bronquios e bronquiolos.

55



Frequentemente foi observada hipertrofia e hiperplasia das células do epitélio dos brénquios e
bronquiolos, e, eventualmente a presenca de leucécitos obstruindo o limen dos mesmos (Figura
8A e 8B).

Nos camundongos pertencentes ao grupo imunizado com a proteina quimera, foi
identificado, em algumas &reas do parénquima pulmonar, leve espessamento dos septos
interalveolares, a custa de infiltrado inflamatério caracterizado como misto, constituido por
eosinofilos, neutrofilos, linfocitos e escassos macréfagos. O infiltrado inflamatdrio estava
presente, ainda, no entorno dos vasos e vias areas, apresentando-se de forma discreta. Foi
observada, a presenca discreta a moderada dos fendmenos exsudativos como edema
perivascular e areas hemorragicas. Além disso, foi evidenciada a presenca de larvas proximas
e distantes das areas hemorragicas e ocupando o Iimen de brénquios e bronquiolo. As células
do epitélio dos bronquios e bronquiolos apresentavam hipertrofia e hiperplasia (Figura 8C e
8D).

Em relagéo ao grupo Formulagdo Vacinal foram identificadas, em algumas regides, leve
espessamento dos septos alveolares devido a presenca de infiltrado inflamatorio misto
caracterizado por eosindéfilos, neutrofilos, linfocitos e em menor quantidade por macréfagos.
Havia a presenca de fendmenos exsudativos, como, edema perivascular e areas hemorragicas,
que se apresentavam discretos a moderados. Além disso, com menos frequéncia foram
evidenciadas larvas proximas e distantes das areas hemorragicas. Também foi constatada a
presenca marcante de hipertrofia e hiperplasia das células do epitélio dos brénquios e

bronquiolos (Figura 8F e 8G).
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Figura 8: Fotomicrogréafica de corte histolégico de pulméo de camundongos infectados com
A. suum. (A) Grupo MPLA: imagem panordmica do parénquima pulmonar mostrando grande
espessamento de septos interalveolares (cabegas de seta), edema perivascular (seta), larva de
A. suum (seta azul), presenca de exuberantes zonas hemorragicas (*), presenca de leucdcitos
obstruindo o limen de bronquiolos (#) barra = 100 um; (B) Grupo MPLA: maior aumento imagem
anterior mostrando detalhes, barra = 20 pm; (C) Grupo Proteina Quimera: imagem panoramica do
parénquima pulmonar mostrando leve espessamento de septos interalveolares (cabecas de seta),
edema perivascular (seta), larva de A. suum (seta azul), presenca de pequenas zonas hemorragicas
(*) barra = 100 um; (D) Grupo Proteina Quimera: maior aumento da imagem anterior mostrando
detalhes, barra = 20 pum; (F) Grupo Formulacdo Vacinal: imagem panordmica do parénquima
pulmonar mostrando leve espessamento de septos interalveolares (cabegas de seta), edema
perivascular (seta), presen¢a de discretas zonas hemorragicas (*) barra = 100 pm; (G) Grupo
Formulagdo Vacinal: maior aumento da imagem anterior mostrando detalhes, barra = 20 um.
Coloracéo hematoxilina & Eosina.
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CAPITULO Il

IMUNIZACAO ORAL E BIOACESSIBILIDADE DA PROTEINA QUIMERA EM
DIGESTAO IN VITRO

58



5.5. Imunizacao oral dos camundongos é dependente do protocolo vacinal estabelecido

Utilizando o protocolo de vacinal constituido por trés imunizagdes por via oral,
intervaladas por 10 dias, constatou-se que 0s animais imunizados com a proteina quimera nao
apresentaram reducéo significativa do namero de larvas de A. suum recuperadas no pulméo

quando comparados aos animais do grupo controle PBS (Figura 9).
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Figura 9: Imunizagdo oral dos camundongos, intervalada por
10 dias ndo reduzem a carga parasitaria. Resultados expressos
em box e whisker plots mostrando valores maximos e minimos.

Comparacéo dos grupos realizada com Teste t ndo pareado.

Entretanto, ao utilizar o protocolo vacinal com imunizagdes orais, intervaladas por um
dia, durante o periodo de 14 dias, os animais imunizados com a proteina quimera apresentaram
reducdo significativa na carga parasitaria quando comparados com o grupo imunizado com PBS
(p <0,0001) (Figura 10).
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Figura 10: Imunizagédo oral, intervalada por um dia, com a
proteina quimera gera reducdo na carga parasitaria.
Resultados expressos em box e whisker plots mostrando valores
maximos e minimos. Comparacdo dos grupos realizada com

Teste t ndo pareado. ****p < 0,0001.

5.6. Animais imunizados via oral, com intervalo de um dia entre as imunizac6es ndo

apresentaram menor inflamacéo no pulméao

Em analise histopatoldgica dos pulmdes de animais que receberam as imunizagdes
intervaladas por um dia, pode-se constatar que a inflamagdo peribronquica (Figura 11A),
perivascular (Figura 11B), do parénquima (Figura 11C) e as areas hemorragicas (Figura 11D),
bem como o score total nas areas de lesdes (Figura 11E) ndo apresentaram diferenca

significativa entre 0s grupos proteina quimera e PBS.
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Figura 11: Animais imunizados com a proteina quimera via oral nédo
desenvolveram menor inflamagdo no pulméo. (A) Score da inflamacao
peribrénguica (B) Score da inflamacéo vascular (C) Score da inflamacgéo do
parénquima (D)Score nas areas hemorragicas (E) Score total nas areas de
lesdo. Resultados expressos em box e whisker plots mostrando valores
maximos e minimos. Comparacdo dos grupos realizada com Teste t ndo

pareado.

5.7. Teste de bioacessibilidade da proteina quimera

Foi realizada a pesagem dos tubos, o processo de digestdo in vitro e, apos a centrifugacao
utilizando o Centricon, a dosagem das amostras que foram diluidas 500 x. Foram calculadas as
médias dos valores obtidos na dosagem, o fator de diluicdo, o volume final da reacdo, a
concentracdo das amostras no volume final e o contetdo presente na fragdo bioacessivel (Tabela

2), conforme descrito previamente no item 4.2.1.
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Tabela 2. Valores obtidos no processo de digestao in vitro.

Branco  Digestao Proteina
Completa Quimera
Valores Médios da dosagem 0,1795 0,1975 0,1475
(mg/ml)
Concentracao Final das 87,25 98,75 73,75
amostras (mg/ml)
Peso inicial do tubo (mg) 13.663 13.540
Peso final do tubo (mg) 29.019 25.918
Volume Final (ml) 15,356 12,378
Concentracdo da amostra no 1339,811 1222,3275
volume final da digestéo
Contetdo presente na fracdo 46,1701 47,1613

bioacessivel

Posteriormente, de posse dos valores, foi realizado o calculo de bioacessibilidade da

proteina quimera, posto isto, apds passar pela digestdo gastrica e intestinal, 63,94% da proteina

quimera ficou bioacessivel para a absorcdo e desenvolvimento de resposta imune.
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CAPITULO 111

TRANSFORMAGCAO GENETICA DE Arabidopsis thaliana e Solanum lycopersicum
cv. Micro-Tom COM A SEQUENCIA QUE CODIFICA A PROTEINA QUIMERA
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5.8. Otimizacao do codon usage da sequéncia nucleotidica da proteina quimera permitiu
a construcdo de uma sequéncia adequada para a expressao em Arabidopsis thaliana e

Solanum lycorpersicum cv. Micro-Tom

Através do JCAT foi possivel verificar que os codons gerados, pela sequéncia
nucleotidica da proteina quimera, ndo eram 0s mesmos codons usados em planta. Contudo ap6s
a adaptacdo realizada, foi possivel obter cddons otimizados (Figura 12A). A sequéncia

nucleotidica foi entdo modificada de acordo com a analise (Figura 12B).
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CAAGGACCTCAAGGACCTCCTCCTTTTTTGGTTGGATCTGGATCTGGAACTGGAGCTCCT
GATAAGACTGATGCTGAAATTGATAGAGGATCTGGATCTGGAATGCAACAAGGAAAGGCTA
GAGCTGAAGCTGCTGGATCTGGATCTGGAGCTGATAATCCTAATTTGAAGGGAAGAGAAA
AGCAACAAGGATCTGGATCTGGAATGCCTGAAGGAAAGGCTCCTCATTTTCCTCAACAAC
CTGTTGCTAGACAAAATGATGATGGATCTGGATCTGGATCTGGAACTTTTGTTGAAAAGCC
TCAAATTTCTTCTAGAGATGATGGAGGATCTGGATCTGGAAAGGAACCTACTAAGGAAAAG
GATGCTGGATCTGGATCTGGAGAAGTTCCTCAAGGAGCTCCTACTTTTACTAGAGGATCT
GGATCTGGATTGCAAAAGACTTCTGATTCTGGAGATCCTGGATCTGGATCTGGATATAAGG
CTAAGGATTCTGGAACTTATGGATCTGGATCTGGAGGACCTTTGGATGATGGAGCTGATGA
TGCTTCTGAAGCTGGATCTGGATCTGGAGATGAAGAAAAGACTGATCCTGAAATTGAAGC
TGGATCTGGATCTGGAGAATCTTTGCCTAAGGAAGTTAGAGATGAATAA

Sequéncia proteica

QGPQGPPPFLVGSGSGTGAPDKTDAEIDRGSGSGMQQGKARAEAAGSGSGADNPNLKGRE
KQQGSGSGMPEGKAPHFPQQPVARQNDDGSGSGSGTFVEKPQISSRDDGGSGSGKEPTKE
KDAGSGSGEVPQGAPTFTRGSGSGLQKTSDSGDPGSGSGYKAKDSGTYGSGSGGPLDDGA
DDASEAGSGSGDEEKTDPEIEAGSGSGESLPKEVRDE

Figura 12: A sequéncia nucleotidica da proteina quimera foi adapta para expressdo em plantas.

(A)Cddon antes e apos a adaptacdo (B) Sequéncia nucleotidica otimizada para expressao em plantas
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5.9. A recombinacéo de vetores permitiu a obtencdo do pMDC32/DNA da proteina

quimera

Ap0s a otimizacdo e sintese da sequéncia de nucleotideos que codificam para a proteina
quimera, foi realizada uma PCR com primers especificos e Taq HiFi, obtendo o fragmento de

tamanho esperado (Figura 13).

Figura 13: Amplificacdo da sequéncia
nucleotidica utilizando primers
especificos. PM: Marcador de peso
molecular (1kb); B: Branco.

As bandas foram purificadas e clonadas em vetor pCR8 e posteriormente, o vetor foi
usado para transformar bactérias XL1-Blue eletrocompetentes. Apds a transformacdo e
plagueamento, as coldnias isoladas foram submetidas a uma nova PCR. Foram selecionadas 14

coldnias, oito foram positivas para a presenca da sequéncia de interesse (Figura 14).

Figura 14: Col6nias selecionadas foram positivas para
a transformacéo com pCR8/inserto. PM: Marcador de

peso molecular (1kb); B: Branco.
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Os clones sabidamente positivos foram ent&o inoculados e através de miniprep tiveram
0 DNA extraido e submetido ao sequenciamento. Entre os vetores sequenciados, trés
apresentaram a sequéncia nucleotidica- alvo inserida corretamente no vetor pCR8, ou seja, sem
alteragdes, inser¢oes ou delegdes de base ¢ na posi¢ao correta (5°-3”). Apds a confirmacdo da
fidelidade das sequéncias clonadas em vetor de entrada pCR8, reacdes de recombinagéo para
0s vetores de destino pMDC32 foram realizadas.

Em seguida a recombinacdo com os vetores pMDC32 e transformacgdo de bactérias
Eh5a, foi realizado uma nova PCR de col6nia (Figura 15). Cinco col6nias, das sete isoladas,
foram positivas para a transformacdo com pMDC32/Sequéncia nucleotidica da proteina

quimera.

PM B Amostras das colonias selecionadas amplificadas

1000
750

Figura 15: Cinco coldnias selecionadas apos a transformacdo foram
positivas para a presenca do inserto. PM: Marcador de peso molecular
(1kb); B: Branco.

Apos a reagédo de digestdo com enzimas de restrigdo Spel e Hindlll constatou-se que a

reacdo de recombinacdo da sequéncia da proteina quimera com o vetor pMDC32 ocorreu

corretamente em duas, das cinco coldnias positivas em PCR (Figura 16).

66



Figura 16: Digestdo das amostras confirmou a reacao de
recombinacdo da proteina quimera com o vetor pMDC32
em duas colbnias. PM: Marcador de peso molecular (1kb); B:
Branco. Enzimas de restricdo: Spel e Hindlll. Tamanho

esperado do inserto: aproximadamente 2500 pares de base.

5.10. Arabidopsis thaliana foram genéticamente transformadas através do método Floral
Dip utilizando Agrobacterium tumefaciens e a insercao do gene da proteina quimera
foi confirmada por PCR

Apos a confirmacdo da recombinacdo do vetor pMDC32 com a sequéncia nucleotidica
da proteina quimera, bactérias Agrobacterium tumefaciens foram transformadas e utilizadas
para transformar 17 plantas de Arabidopsis thaliana, pelo método de Floral Dip. Apoés a
producdo de sementes e sele¢do in vitro em meio MS contendo o antibi6tico Higromicina, foram
selecionados seis eventos transgénicos distintos (Figura 17A). Os eventos foram
individualizados em vasos (Figura 17B) e as plantas foram cultivadas até a producdo de
sementes (Figura 17C). Ap6s o processo de avanco de geracGes, foram obtidas plantas T3
homozigotas para insercdo da sequéncia alvo que produz a proteina quimera (Figura 17D).
Atraves da reacdo de PCR foi possivel confirmar que de seis eventos de Arabidopsis thaliana
da linhagem TO, cinco eram positivos para a inser¢do da sequéncia da proteina quimera (Figura
17E).
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Figura 17: Arabidopsis thaliana foram transformadas para expressarem o gene da proteina quimera.
(A) Plantulas derivadas das sementes de plantas transformadas foram selecionadas para a manutencao. (B)
Plantulas foram individualizadas em vasos (C) Florescimento da Arabidopsis thaliana. (D) Plantas da
linhagem T3. (E) Confirmagéo de cinco transformantes de Arabidopsis thaliana com a sequéncia da
proteina quimera. CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; 1 a 6: Amostras

5.11. Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom foram genéticamente transformados
utilizando Agrobacterium tumefaciens e, por meio de PCR, a insercédo do gene da

proteina quimera foi confirmada

Plantas que regeneraram in vitro foram transferidas pra um novo meio de cultura (Figura
18A\). Sete dentre elas possuiam raizes bem desenvolvidas e foram transferidas para vasos com
substrato para aclimatacdo (Figura 18B). Treze plantas de origem do experimento de
transformacéo genética desenvolveram adequadamente e foram mantidas em casa de vegetacéo
até a producdo de frutos para serem colhidos e retiradas as sementes (Figura 18C). Apés a coleta
dos frutos, as sementes desses foram plantadas novamente para avangar geracdes com 0

objetivo de obter plantas homozigotas para insercdo da sequéncia heteréloga (Figura 18D).
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Figura 18:Plantas de tomate que regeneraram apds a transformacéo. (A) Plantas em meio de
cultura. (B) Plantas em vaso com substrato. (C) Plantas transformadas desenvolveram e produziram

frutos. (D) Sementes da geracdo T1 plantadas para o avango de geraces.

Plantas da linhagem T2 foram submetidas a selecdo de transformantes utilizando o
antibiético Higromicina, durante 5 dias consecutivos (Figura 19A), para essa selecdo foi
utilizado como controle a variante Micro-Tom ndo transformada. Atraves da reacdo de PCR de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom foi possivel confirmar a insercdo no genoma da
sequéncia gque codifica para a proteina quimera em 5 dos 13 eventos selecionados (Figura 19B),

indicando que o processo de transformacao genética de tomateiro foi bem-sucedido.
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Figura 19:Selecéo de plantas transformantes utilizando Higromicina e confirmacéo de plantas

transgénicas de tomateiro positivos contendo a sequéncia com inserto para producao da proteina
guimera. (A) Plantas controle e ndo transformadas ndo desenvolveram ap6s o uso do antibiético. (B)
Resultado da reacdo de PCR, cinco eventos positivos para a inser¢ao do gene da proteina. CP: Controle

Positivo; CN: Controle Negativo; 1 a 13: Amostras; B: Branco.
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6. DISCUSSAO

A ascaridiase €, mundialmente, uma das doencgas parasitarias mais comuns em humanos
e suinos. Para o controle da mesma, a producdo de vacinas tornou-se uma meta importante,
sobretudo, no que tange ao potencial desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos e a
alta taxa de reinfeccdo que ocorre, principalmente, em areas endémicas.

Embora ndo haja uma vacina comercial contra a infeccdo por Ascaris spp., diversos
estudos, usaram diferentes abordagens, para avaliar a eficicia protetora de imundgenos que
poderiam induzir uma imunizacdo. Nesse ambito, pesquisadores analisaram o uso de produtos
excretores e secretores do parasito (Soulsby, 1957), produtos de ovos e larvas (Urban &
Romanowski, 1985), cuticula de A. suum (Hill et al., 1994) e proteinas recombinantes (Tsujiet
al., 2003; Islam et al., 2005), que resultaram em diferentes niveis de reducdo da carga parasitaria
recuperada nos animais que foram imunizados. Com o propdsito de inovacéao e para expandir
esses esforcos, empregamos estratégias de bioinformatica e biotecnologia (Diniz & Ferreira,
2010; Rappuoli et al., 2016) para identificar os principais epitopos que poderiam constituir uma
vacina de proteina quimera. Nesse contexto, as regides mais imunogénicas de trés proteinas ja
descritas como promissores antigenos para a producdo de vacinas (Tsuji et al., 2001; Tsuji et
al., 2002; Tsuji et al., 2004) foram selecionadas usando ferramentas de bioinformatica e
integradas em uma proteina quimera.

Os camundongos imunizados com a combinacdo de proteina quimera mais MPLA
(Formulagéo Vacinal) apresentaram uma reducéo de 73,5% na carga parasitaria recuperada do
pulmao ap6s o protocolo vacinal. Em contrapartida, os animais imunizados com as proteinas
completas, Asl14 e Asl6, usadas para a analise in silico, apresentaram reducdo de 64% e 58%,
respectivamente (Tsuji et al., 2001; Tsuji et al., 2004). A redugdo na carga de A. suum nos
animais imunizados usando uma proteina quimera, resultou em melhores niveis de protecdo em
comparagdo com as proteinas de comprimento total da qual derivaram os peptideos, resultado
que vai ao encontro do que era esperado. A utilizacdo das ferramentas de bioinformatica com a
finalidade de predizer epitopos potenciais tem grandes vantagens sobre as técnicas de
vacinologia convencionais (Soria-Guerra et al., 2015), incluindo a boa estabilidade do antigeno
e, especialmente, a capacidade de melhorar antigenos conhecidos, aumentando a protecédo
contra patdgenos (Seib et al., 2012; De Brito et al., 2018).

O MPLA, quando aplicado sozinho na imunizagéo, induziu uma reducéo na recuperacao
de larvas no pulmé&o dos animais. Esse composto é um derivado do lipopolissacarideo (LPS),
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componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas (Ji et al., 2020), que possui a
propriedade de estimular a geracdo de células T auxiliares foliculares, células B do centro
germinativo e células plasmaticas, consequentemente, aumentando a producdo de anticorpos
(Chen et al., 2019). Todavia, a reducdo da carga parasitaria foi estatisticamente maior com a
combinacdo do adjuvante mais a proteina quimera.

A participagao da resposta imune humoral na infecgéo por Ascaris spp. e a necessidade
de anticorpos especificos para a eliminacdo de larvas de parasito foram descritas por meio de
transferéncia passiva de IgG, obtida de animais imunizados com o extrato bruto de verme
adulto, que resultou em uma reducdo de 65% da carga parasitaria em animais imunizados e
desafiados com A. suum (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2018), e, ainda, por meio de estudo in
vitro, que demonstrou que eosinofilos foram mais eficientes em combater as larvas uma vez
incubados com soro de animais imunizados com larva do parasito (Masure et al., 2013). Esses
estudos ratificam os altos niveis de 1IgG e uma imunidade protetora contra A. suum apresentados
por camundongos imunizados com a Formulagcdo Vacinal, bem como, o reconhecimento da
proteina quimera por soro de animais infectados com o parasito, confirmando a associacdo da
proteina com a protecdo contra a infeccao pelo parasito.

A doenca causada no pulméo devido a infeccdo por Ascaris spp. foi classificada como
doenca pulmonar difusa, caracterizada por danos ao parénquima e epitélio pulmonar (Schwartz
et al., 2018; Weatherhead et al., 2020). Reducdes da inflamacdo e no espessamento do septo
alveolar no grupo imunizado com a proteina quimera e naquele imunizado com a Formulagéo
Vacinal, refletem cargas parasitarias mais baixas e melhor preservacao da arquitetura pulmonar,
a excecao do infiltrado inflamatorio intenso presente associado a passagem de larvas de A. suum
pelos pulmdes (Lewis et al., 2007). A presenga de eosindfilos, neutréfilos e linfocitos no
processo inflamatorio corrobora com resultados, obtidos por Gazzinelli-Guimaréaes et al.
(2013), que demonstraram a presenca dessas células durante a migracao de larvas de Ascaris
spp. no pulmao de animais infectados, essas células sdo importantes secretoras de citocinas para
combater infecgdes (Finotto et al., 1950; Riedemann et al., 2004). A compreenséo da resposta
imune inata e adaptativa no pulmao decorrente da infeccao por Ascaris spp. ainda é um desafio
devido a complexa interface hospedeiro-parasito (Weatherhead et al., 2020).

Diante de todo o exposto, os resultados obtidos no capitulo I, sugerem que o uso da
proteina quimera, contendo mais de um epitopo, pode aumentar a protecdo imunoldgicacontra

ascaridiase, oferecendo novas abordagens para o desenvolvimento de vacinas e,
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consequentemente, levando a hip6tese de que a proteina quimera poderia ser utilizada em
diferentes vias de imunizagédo, como a via oral.

Ao submeter a proteina quimera a protocolos de imunizacdo oral com intervalos e
namero de doses diferentes, foi notavel a influéncia desses fatores na eficacia vacinal. Embora,
uma gama de vacinas orais disporem de licencgas e serem eficazes, como, por exemplo, a vacina
combinada de Vibrio cholerae e Salmonella typhi (Kollaritisch et al., 2000); vacina contra febre
tifoide (Ferreccio et al., 1989); contra colera (Levine et al., 1983) e a vacina da polio (Ogra et
al., 1980), ndo h&d uma metodologia, formulacdo ou protocolo, a ser seguido, que possa garantir
que um determinado antigeno, desencadeie uma resposta imune protetora atraves da imunizagéo
oral. Especula-se que o mecanismo fundamental, para que as Placas de Peyer sejam capazes de
iniciar uma resposta efetivamente protetora, é a quantidade exata de antigeno bioacessibilidade
por periodos prolongados (Lycke, 2012).

Usando uma cepa atenuada de Salmonella typhimurium transformada com uma proteina
recombinante, que sabidamente desencadeava imunizacdo em animais, frente a infec¢do por
Trichinella spiralis, pesquisadores imunizaram animais por via oral e foi constatada uma
reducdo de 73,35% da carga de larvas adultas e 49% de larvas nos musculos dos animais (Liu
et al., 2015). O protocolo de imunizagdo consistiu em 4 doses, intervaladas por duas semanas,
sendo que a apds 30 minutos da aplicacdo da dose, foi inoculado 100ul de bicarbonato de sédio
10% para neutralizar o acido estomacal. O uso da bactéria atenuada e a neutralizacdo do acido
estomacal sdo fatores que conferem certa protecdo a proteina frente a degradacdo no processo
de digestéo, contudo pode-se constatar que o protocolo utilizado em nosso estudo, ainda que na
auséncia desses fatores, apresentou eficacia pouco discrepante do estudo acima citado. Com
base na reducéo significativa (66,2%) da carga de A. suum recuperada apds a imunizagéo oral
com doses intervaladas por um dia, durante 14 dias, infere-se que o esguema vacinal
estabelecido apresenta resultados satisfatérios, tendo potencial para ser usado em outros ensaios
de vacinas com proteinas recombinantes, com condi¢fes semelhantes as aqui descritas.

A capacidade do sistema imune de mucosas induzir a tolerancia a antigenos (Chase,
1946), representa um fator de suma importancia no tocante a administracao oral de imunogenos.
A exposicdo aos antigenos orais pode desencadear anergia e delecdo clonal de células T,
supressdo imune e consequentemente a tolerancia (Garside & Mowat, 2001). Diretamente
relacionadas a hiporresponsividade imunoldgica, a determinagcdo de dose e frequéncia de
administracdo de vacinas orais sdo chaves para alcancar a eficicia vacinal em detrimento da
tolerancia ao imundgeno. Altas doses de antigeno levam a anergia e apoptose de células T
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antigeno-especificas nas Placas de Peyer, enquanto baixas doses induzem a proliferacdo de
celulas T antigeno-especificas e subsequente secrecdo de I1L-4, IL-10 e TGF-p (Pabst & Mowat,
2012; George et al., 2006; Sricharunrat et al., 2018). Uma dose da vacina contra febre tifoide
conferiu uma protecdo de 29% em individuos imunizados, duas doses 59% e trés doses
aplicadas em dias consecutivos resultaram em uma eficicia de 67-80% (Ferreccio et al., 1989).
Producdo de anticorpos foram alcancadas com imunizagOes realizadas por trés dias
consecutivos, com doses de refor¢o administradas nos dias 14, 15, 16, 28, 29 e 30 (Mansour &
Abdelaziz, 2016). Dado que, a frequéncia foi variavel entre os protocolos de imunizacdo oral,
infere-se que o uso de trés doses intervaladas por 10 dias, pode estar relacionada com
hiporresponsividade imunoldgica e um possivel desenvolvimento de tolerancia oral a proteina
quimera. O estabelecimento de protocolos de vacinagdo oral pode modificar o panorama atual
das doencas infecciosas (Arlen et al., 2008).

A inducdo de uma resposta imune robusta, por meio da imunizacdo oral depende, ainda,
da entrega bem-sucedida do antigeno intacto e ativo ao intestino. No entanto, o processo de
digestdo gastrointestinal é um obstaculo a ser vencido com o intuito de que o antigeno néo seja
degradado pelo pH, pelas enzimas digestivas ou mesmo pela atividade detergente dos sais
biliares (Kunisawa et al., 2012). Ap6s a passagem por todos 0s processos da digestdo, a fracdo
do composto que fica disponivel para ser absorvida por células do epitélio intestinal, refere-se
quantitativamente a bioacessibilidade do mesmo (Fernandez-Garcia et al., 2009).

O processo de digestdo in vitro simula com precisdo 0s processos fisiologicos
mimetizando as condi¢es in vivo, com a presenca das enzimas digestivas e suas concentracoes,
pH, o tempo de digestdo, a concentracdo de sais e a temperatura (Minekus et al., 2014). Esse
modelo de digestdo consiste em uma ferramenta rapida e de baixo custo para avaliar a
bioacessibilidade de multiplos compostos (Stewart et al., 2018). Foi possivel constatar que 63%
da proteina quimera, ap0s o processo de digestdo gastrica e intestinal, estava disponivel para
ser absorvida ou mesmo para desencadear uma resposta imune no GALT. Devido a eficaciada
imunizacdo via oral contra a infeccdo por A. suum, depreende-se que a bioacessibilidade da
proteina quimera resultante é suficiente para induzir uma reposta imune na mucosa.

Outro método de verificar a bioacessibilidade de imunogenos administrados por via oral
apos o processo de digestdo in vitro, foi relatado por Nuzzaci et al. (2010) ao analisarem a
estabilidade de nanoparticulas de virus do pepino carreando epitopos do virus da hepatite C
apos a passagem pelo sistema digestivo, por meio de Western Blot. Esse método pode ser uma
alternativa para constatar a bioacessibilidade apds o processo de digestdo in vitro, todavia nédo
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é um método quantitativo o que pode ser uma limitagdo para estabelecer qual a quantidade do
antigeno a ser administrado via oral.

Comumente, o processo de digestdo in vitro para o célculo da bioacessibilidade de
proteinas é realizado visando a otimizacdo de formulas para melhorar ou recuperar o estado
nutricional dos individuos (Souza et al., 2020). Entretanto, no que se refere ao sistema de
vacinacao via oral, o conhecimento da bioacessibilidade de um composto é uma das chaves
para 0 sucesso dessa via. Com aumento exponencial nas pesquisas com a finalidade de
desenvolver vacinas orais que podem mudar radicalmente a industria das vacinas (Silin et al.,
2007), o emprego dessa analise pode abreviar o caminho para o progresso da imunizacao oral.

Perante o resultado do capitulo Il e a necessidade de se estabelecer métodos de
desenvolvimento de vacinas orais que tenham capacidade de atravessar as barreiras da digestéo
gastrointestinal, uma boa bioacessibilidade e que possuam mecanismos de producao,
distribuicdo e administracdo aprimorados; foi estabelecida a hipGtese que a producdo e
administracao da proteina quimera, poderia ser otimizada através da sua expressao em plantas.

Um dos primeiros relatos de expressdo de uma proteina recombinante, de interesse
farmacéutico, em planta foi realizado por Barta et al. (1986) modificando geneticamente o
tabaco e girassol, via Agrobacterium tumefaciens, a fim de expressar o horménio de
crescimento humano. Pouco tempo depois, foi expresso em folhas de tabaco, um anticorpo
monoclonal de rato (Hiatt et al., 1989) e, a posteriori, diversos outros estudos que expressaram
antigenos em plantas foram desenvolvidos (Dong et al., 2005; Moravec et al., 2007; Qian et al.,
2008).

A producéo de vacinas em plantas possui diversas vantagens comparadas aos sistemas
de producdo existentes, como o custo de producdo, rapida escalabilidade, pequenos riscos de
contaminagdo com patogenos de humanos e a expressao de multiplos genes (Yuki & Kiyono,
2009). Entretanto, para a expressdo de proteinas heterélogas em plantas, ¢ fundamental
considerar que o codigo genético é degenerado, ou seja, multiplos cédons codificam 0 mesmo
aminoacido (Ikemura, 1985). Cada organismo possui um codon usage 6timo e os cédons devem
ser adaptados ao organismo a ser usado (Grote et al., 2005). A partir das anéalises realizadas, foi
possivel obter uma sequéncia de nucleotideos, correspondente a proteina quimera, adaptada aos
cddons para a expressdao em plantas.

A sequéncia nucleotidica foi usada na transformacédo de Agrobacterium tumefaciens,
agente de uma doenca conhecida como “galha da coroa”, causada pela formacao de tumores
induzidos pela expresséo de genes a partir da transferéncia do T-DNA. O uso de
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Agrobacterium tumefaciens para a transformacdo de plantas, possui vantagens como a
eficiéncia da transformacéo e a simplicidade do método (Binns, 1990). O trabalho pioneiro na
transformacéo de Arabidopsis thaliana atraves dessa bactéria, utilizou sementes da planta na
transformacéo, alcangando uma eficiéncia de 90%, contudo apenas 3% dos transformantes eram
homozigotos na linhagem 3 (Feldmann & Marks, 1987). A transformagdo de sementes
germinadas parte do principio de que as células alvo para a Agrobacterium tumefaciens sdo
provavelmente o zigoto ou gameta. Nesse méetodo de transformacao sdo esperadas que maisde
50% de Arabidopsis thaliana transformadas apresentem o inserto desejado (Bechtold &
Pelletier, 1998), corroborando com a eficiéncia resultante da transformag&o no presente estudo
(83%).

No que se refere a eficiéncia da transformagdo de Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom, apenas 38% de plantas apresentaram a sequéncia que codifica a proteina quimera.
Todavia, esse resultado foi de acordo com o esperado, dado que, a transformacdo de tomates
mediada pro Agrobacterium tumefaciens possui uma eficiéncia de 20 a 56% (Pino et al., 2010).
A auséncia de sistemas altamente eficientes na transformacao e regeneracdo de tomates séo
obstaculos para a aplicacdo da tecnologia de transferéncias genes para essa cultivar (Ahsan et
al., 2007).

Na presente tese, foi possivel gerar um importante material com a insercdo da sequéncia
que codifica a proteina quimera no genoma das plantas. O seguimento com 0s avan¢os das
geracBes dos tomates para alcancar a geracdo homozigota, e posteriormente, a analise da
expressdo da proteina em Arabidopsis thaliana e Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom por
meio de Western Blot e de PCR em tempo real é de fundamental relevancia para estudos futuros
de imunizagdes de camundongos com as “vacinas comestiveis”, tendo como objetivo verificar
eficacia da resposta imune desenvolvida pelos animais por meio dessa imunizag&o.

Com referéncia ao uso de plantas expressando imundgenos e como “delivery” de
vacinas, em 2005 a OMS determinou que as diretrizes para o desenvolvimento e avaliagéo das
vacinas convencionais, podem ser aplicadas para a producéao de vacinais comestiveis (Kurup &
Thomas, 2020). Contudo, a falta de uma estratégia para estabelecer uma dose capaz de induzir
0 sistema imune a gerar protecdo suficiente e ndo desencadear tolerancia; a distribui¢do do
antigeno em concentracdes diferentes ao longo da planta tornando dificil a padronizacdo da
dose (Shakoor et al., 2019) e o isolamento da planta prevenindo uma contaminacdo ambiental,
sdo fatores que necessitam de resolucfes para que a adocdo desse método de imunizagéo seja
concretizada.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nos capitulos dessa tese e da discussdo que permeou a
andlise dos mesmos, foi exequivel realizar a construgdo de uma proteina quimera, composta por
epitopos de diferentes imundgenos, o que potencializou a protecdo desencadeada pela
imunizacdo. Acreditamos que essa metodologia possa ser aplicada para diferentes vacinas,
resultando em melhores eficacias vacinais. A vacina de proteina quimera desenvolvida,
apresentou resultados satisfatorios na reducdo da carga de A. suum, em animais imunizados.
Estudos com parasitos sdo de grande relevancia, tendo em vista que, as doencas negligenciadas
carecem de inovagdes nos mais diversos campos e que cheguem aos locais mais remotos, onde
as populacdes ainda sofrem com essas doencas.

As vacinas convencionais sdo amplamente utilizadas, mas as vias de aplicagéo possuem
algumas limitagdes. A necessidade de profissionais treinados que, ainda assim, podem sofrer
acidentes com as agulhas usadas na injecao; a resisténcia por parte de algumas pessoas tanto
pelo método de aplicacdo como pela propria vacina; as condi¢fes de armazenamento que devem
ser adequadas, principalmente, quanto a temperatura, e, a distribui¢do em locais de dificil acesso
permanecem sendo barreiras. Todos esses fatores, estimulam a busca por aperfeicoamento da
producdo, do sistema de entrega ao individuo e da distribuicdo de vacinas. Buscamos inovar o
método de entrega da proteina quimera imunizando os camundongos por via oral. Essa
imunizacdo, apresentou resultados interessantes na comparacdo dos dois protocolos usados,
mostrando que, estabelecer um intervalo entre as doses, ao usar essa via, € fundamental para a
efetividade da protecéo.

A vacinacdo pela via oral possui particularidades e, ao expressarmos uma sequéncia que
codifica para uma proteina quimera em Arabidopsis thaliana e em tomateiro, buscamos
melhorias no rendimento da expressdo da proteina quimera, bem como, na entrega e resposta
da vacina oral. Em especifico, o tomate é um fruto extensivamente aceito, de facil cultivo e em
sua composicdo, naturalmente, a proteina quimera teria um adjuvante: a vitamina A. A
metodologia de desenvolvimento de vacinas em plantas e sua aplicacdo, apesar de necessitarem

de mais estudos, sdo um grande diferencial na vacinologia.
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8. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a proteina quimera foi um bom alvo
vacinal frente infecgdes por A. suum. Sua administracdo foi eficaz por via oral e sua expresséo
em plantas foi factivel.

Para as analises de expressdo, como PCR em tempo real e Western Blot, as plantas
transgénicas precisam ser cultivadas até a geracdo T3 onde estardo em homozigose, a presente
tese obteve a variante de tomate geracdo T2. Fazendo-se necessario o cultivo das sementes e 0
avanco de mais uma linhagem.

A confirmacdo de plantas transgénicas homozigotas expressando a sequéncia que
codifica para a proteina quimera, o nivel de expressdo do gene e a verificagdo do local e
quantidade de acimulo da proteina sdo fundamentais para o estabelecer o desenho experimental

a ser usado no teste de imunizacdo com vacina comestivel de proteina quimera.
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An estimated 400 million people are infected by parasites of the genus Ascaris and the existing control
measures are inefficient. Vaccine development using B cell antigens is a promising strategy for increased
protection against this parasite. The present study aimed at developing a chimeric protein capable of con-
ferring protection against infection by Ascaris sp. For this purpose, we performed B-cell epitope predic-
tions on previously described vaccine candidate proteins from Ascaris suum and the corresponding
peptides were used to construct a chimeric protein. Female BALB / ¢ mice were immunized subcuta-
neously in three doses at 10 day intervals with a vaccine formulation comprised of the chimeric protein
together with monophosphoryl lipid A (MPLA). Control groups included protein alone, MPLA, or PBS.
After challenge infection, animals vaccinated with chimeric protein plus MPLA showed a reduction of
73.54% of larval load in the lung compared to control group animals. Animals immunized with chimeric
protein plus MPLA also display higher IgG response and a reduction in lung inflammation. Our study
highlights how chimeric proteins containing more than one B cell epitope can enhance immune protec-

tion against helminthic infection and offer new approaches to the development of Ascaris vaccines.

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Human ascariasis is the most prevalent neglected tropical dis-
ease worldwide. It is estimated that about 450 million people are
infected with parasites of the genus Ascaris worldwide [1]. Ascari-
asis caused by Ascaris lumbricoides has negative effects on the
nutritional status of infected individuals [2], and children with par-
asitism experience higher morbidity, impairment of cognitive
development and growth [3,4]. The pig zoonotic counterpart para-
site, Ascaris suum is responsible for production losses worldwide
[5]. However, studies suggest the swine parasite can develop in
human hosts, indicating an important zoonotic potential [6]. There
is also disagreement in the scientific community on the proportion
of the human population infected with A. lumbricoides versus A.
suum, or whether these two helminths represent a single species [7].

il Corresponding author.

E-mail address: fujiwara@icb.ufmg.br (R.T. Fujiwara).

https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2020.11.046
0264-410X/© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Anthelminthic chemotherapy, health education, and sanitation
are currently the main strategy against Ascaris infection. Unfortu-
nately, mass drug administration may not achieve control or elim-
ination due to several issues. They include potential anthelmintic
resistance and drug residual risks in both animal products and the
environment [8,9]. Furthermore, Ascaris eggs are nearly ubiqui- tous
in the developing countries’ environments, resulting in high rates of
post-treatment reinfection [8,10]. There is an urgent need to discover
alternative methods for prevention and control ascariasis.

Over the last decade, several studies have been carried out aim-
ing at producing a vaccine that could be used as an additional tool
for long term effective ascariasis control [11—16]. Some of the most
promising Ascaris vaccine antigens discovered in recent years
include As37, As16, and As14 [14—16]. Vaccination of mice with those
antigens resulted in 20%, 58% and 64% reduction in the recov- ery of
lung-stage larvae, compared to nonvaccinated controls, respectively
[14—16]. Recently we re-confirmed that mice immu- nized with
recombinant proteins of As16 or As37 formulated with alum
produced significant protection against the challenge of A.
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suum infective eggs associated with strong Th2 responses [17-18].
We also identified that these two antigens were conserved in three
soil-transmitted helminths, possibly being pan-helminth vaccine
candidates.

An interesting strategy to induce higher protection is the use of
multivalent vaccines. Such a strategy is normally used in DNA vac-
cine studies and elicits higher protective efficacy than when the
antigen is tested alone [19—20]. However, to date no DNA vaccine
has completed clinical trials leading to licensure. To test a multiva-
lent recombinant protein vaccine for ascariasis targeted to reduce the
parasitic burden on the lung we developed a chimeric protein based
on the sequences of three proteins previously described as vaccine
candidates for ascariasis control. Mice immunized with the
chimeric protein plus MPLA adjuvant showed a reduction of 73—74%
of the larval load in the lung compared to the control group. Finally,
vaccinated animals also produced IgG and displayed a reduction in
lung inflammation.

2. Methods
2.1. Chimeric protein construction

We selected three proteins (As37, As16, and As14) described by
Tsuji [14—16] as good vaccine antigens and identified the regions
responsible for protection against helminth infection. To this end,
these three protein sequences were submitted to B-cell linear epi-
tope prediction using the program Bepipred [21]. Peptides with the
highest prediction scores and a minimum length of 9 amino acids
were selected for the construction of the chimeric protein.

The DNA sequences encoding the epitopes were combined into a
novel single chimeric gene bridged by codons for glycine-serine (G-
S) as linker to increase the flexibility of expressed chimeric pro- tein.
The chimeric DNA construct was synthesized by Genscript.

2.2. Protein expression and purification

The DNA encoding for chimeric protein was subcloned into bac-
terial expression vector pET28a-TEV (Histag) using Nhel/Xhol
restriction sites, the recombinant plasmid was transformed into
E. coli BL21 strain by electroporation and selected on LB agar plate
containing 50 Ig/mL kanamycin. The transformants with the cor-
rect insert were confirmed by PCR and one of the positive colonies
was used for large-scale expression.

For the large-scale expression, 1 L of 2XYT medium containing
50 lg/mL kanamycin was inoculated with 50 mL culture from
one of the positive colonies. When the culture reached density
(OD) to 0.6, 1 mM IPTG was added to induce the expression of
recombinant protein at 37 °C with 180 rpm shaking overnight.
Subsequently, the inoculum was centrifuged at 2000 g for 30 min
at4 °C.The obtained pellet was suspended in PBS buffer containing
30 mM imidazole and 10 mg/mL lysozyme. The complete lysis of
the bacteria was performed in the EmulsiFlex-C3 homogenizer.
The expressed recombinant protein with His-tag at N-terminus was
purified by metal affinity chromatography using the AKTA Sys- tem.
Western Blot with anti-His antibody was performed to con- firm the
purity of the expressed chimeric protein. Protein recognition by
animals infected with A. suum was also checked with ELISA. For
this purpose, the ELISA was performed as further described using
sera from uninfected animals (control) and with 14 days of A. suum
infection.

2.3. Mice immunization and challenge

Female BALB/c mice (n = eight/group), aged approximately 8
weeks, were obtained from the Central Animal Facility (Bioterio
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Central), Federal University of Minas Gerais, Brazil (ethical approval
CEUA protocol 38/2019). During the experimental period, the mice
were fed with filtered water and commercial chow (Nuvi- lab Cr-1®,
Nuvital Nutrients, Brazil). Animals had unrestricted access to food
and water. All animal experiments were performed in accordance
with Federal University of Minas Gerais institutional

guidelines for the ethical treatment of animals. Mice were immu-
nized subcutaneously in three doses with 10 days intervals. Ani-
mals were immunized with vaccine formulation (25 lg chimeric
protein mixed with 25 lg MPLA adjuvant) or chimeric protein
alone (25 lg). Additional control groups were immunized with
MPLA adjuvant alone (25 lg) or PBS. Ten days after third immu-
nization, mice were challenged with 2500 embryonated eggs of
Ascaris suum and 8 days after challenge animals were euthanized.

2.4. Parasitological analysis

Parasite burden from immunized and non-immunized mice was
evaluated by quantification of larvae recovery in the lung. Mice were
euthanized 8 days after infection and lungs were collected,
punctured with surgical scissors, and placed in a modified Baer-
mann apparatus for 4 hin PBS at 37 °C. Larvae were recovered in
the pellet, fixed in 10% formalin, and quantified by light microscopy.

2.5. Detection of specific antibody production

IgG elicited by vaccination was measured by ELISA. Briefly,
ELISA microplate (Greiner-Bio-One, USA) was coated with 1 lg/
well of the chimeric protein diluted in carbonate buffer and incu-
bated at 4 °C overnight. Subsequently, the plate was washed 8
times with 0.05% PBS-Tween 20 and blocked with 250 11 PBS /
3% BSA for 1 h at 37 °C. The solution was then removed from the
wells and 100 I1 of 1:1000 sera of mice immunized with quimeric
protein diluted in PBS/3% BSA and incubated at 4 °C overnight. On
the following day, the plate was washed 8 times with 0.05% PBS-
Tween 20 buffer and 100 Il of peroxidase-conjugated anti-mouse
IgG (Sigma-Aldrich, USA) diluted in PBS / 3% BSA was added, at a
concentration 1: 2000. After 1 h of incubation at 37 °C, the plate
was washed with PBS-0.05% Tween 20 and 100 |1 of the develop-
ing solution containing 0.1 M citric acid, 0.05% OPD (o-
phenylenediamine), 0.2 M Na.PO, and 0.1% H.O.. The plate was
incubated for 20 min at 37 °C and the reaction was then stopped
using 50 I1 of 0.2 M sulfuric acid. The resulting absorbance at
492 nm was acquired by using an automated ELISA reader (Versa-
Max/Molecular Devices Microplate Reader, USA) and Softmax Pro
software 5.3.

2.6. Histopathological and semiquantitative analysis

Mice were euthanized eight days after infection, using anes- thetic
overdose (2% xylazine solution and 5% ketamine) for lung collection.
After the formaldehyde fixation with buffered formalde- hyde
solution, lung sections were obtained and dehydrated in increasing
alcoholic dilutions, diaphanized in xylol, infiltrated, and embedded
instead in paraffin. Histological sections with four
Im thickness were obtained for hematoxylin and eosin (H&E)
staining and blades were prepared for histopathological and semi-
quantitative analyzes. The lesions exhibited in the pulmonary
parenchyma were described in terms of lesion intensity, inflamma-
tion, and vascular phenomena.

For semi-quantitative analysis, the slides were examined under a
light field optical microscope coupled to a digital image capture
system (Motic 2.0). For the airway inflammation score, perivascu-
lar inflammation, parenchymal inflammation, and hemorrhage, 10
random images per animal with an increase of 20X were captured.
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The score was based on the methodology previously described by
Gazzinelli-Guimaraes et al. [11]. Briefly, for inflammation of the
airways the score is based on 6°being: degree 0 absence of inflam-
matory cells around the airways (absent); degree 1 some airways
have a small number of cells (discrete); degree 2 some airways
have significant (moderate) inflammation; degree 3 most of the
airways have some (marked) inflammation; grade 4 most of the
airways are significantly inflamed (intense); grade 5 all the airways
are completely inflamed (severe).

For perivascular inflammation, the score was also based on 6°-
being: degree 0 absence of inflammatory cells around the vessels
(absent); degree 1 some vessels have a small number of inflamma-
tory cells (discrete); degree 2 some vessels have significant (mod-
erate) inflammation; degree 3 most vessels have some (marked)
inflammation; grade 4 most vessels are significantly inflamed (in-
tense); 5 all vessels are completely inflamed.

Similarly, the score for inflammation of the parenchyma was
based on 6°being: grade o0 equal to<1% of the affected parenchyma;
grade 1 from 1 to 9% of the affected parenchyma; grade 2 from 10
to 29% of the affected parenchyma; grade 3 from 30 to 49% of the
affected parenchyma; grade 4 from 50 to 69% of the affected par-
enchyma; grade 5 more than 70% of the affected parenchyma.

As for the hemorrhagic areas, the score was based on 4 grades
being: degree 0 no bleeding (absent); degree 1 presence of small
hemorrhagic zones (discrete); degree 2 presence of significant
hemorrhagic areas (moderate); degree 3 presence of exuberant (in-
tense) hemorrhagic areas.
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Finally, the total score of the lesion areas was calculated based on
the sum of the airway inflammation scores, perivascular inflam-
mation, inflammation of the parenchyma, and hemorrhagic areas.

2.7. Statistical analysis

For the statistical analysis of the data, the program GraphPad
Prism 6 (GraphPad Inc, USA) was used. To verify the data distribu-
tion, Kolmogorov-Smirnov test was used. One-way ANOVA was used
to determine the differences in the analysis of parasite load
quantification between groups, IgG production and recognition, and
to evaluate the peribronchial inflammation scores, hemor- rhage
areas, and total lesion area score. Kruskal-Wallis test was used to
detect the differences between the perivascular inflamma- tion
scores. Statistical differences were considered when the value of p <
0.05.

3. Results
3.1. Chimeric protein construction, expression, and purification

The chimeric protein was constructed based on the protective B
epitopes from three leading vaccine candidates (As16, As37, Asi4)
[14—-16] for ascariasis. Nucleotide regions that encode identified
epitopes have been combined into a single chimeric gene, with the
following sequence and patented (patent number: BR 10 2019
027,600 2).

Samples

Fig 1. Chimeric protein purification by affinity chromatography. (A) SDS-PAGE of the fractions obtained during chimeric protein purification. (B) Western blot of the purified
fractions using an anti-his antibody, MW: molecular weight. Samples: fractions obtained by affinity chromatography purification. Molecular weight of BOT protein: 23 kDa.
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QGPQGPPPFLVGSGSGTGAPDKTDAEIDRGSGSGMQQGKARAEAAG
SGSGADNPNLKGREKQQGSGSGMPEGKAPHFPQQPVARQNDDGSGSG
SGTFVEKPQISSRDDGGSGSGKEPTKEKDAGSGSGEVPQGAPTFTRGSGS
GLQKTSDSGDPGSGSGYKAKDSGTYGSGSGGPLDDGADDASEAGSGSG
DEEKTDPEIEAGSGSGESLPKEVRDE-

The chimeric protein coding DNA was synthesized and sub-
cloned into pET28a-TEV expression vector. The recombinant plas-
mid chimeric protein/pET28a-TEV DNA was transformed into
E. coli BL21 strain. The recombinant chimeric protein was success-
fully expressed as soluble recombinant protein of 23 kDa, the same
size as predicted, purified by affinity chromatography (Fig. 1A) and
submitted to Western Blot with an anti-his antibody (Fig. 1B).

3.2. Immunization with chimeric protein leads to a reduction in
parasite burden

Immunization was performed subcutaneously with three doses
with an interval of 10 days between each dose. Mice were immu-
nized with PBS, MPLA adjuvant, chimeric protein alone or com-
bined with MPLA. Eight days after challenge, lungs were harvested,
and larval burden analyzed.

Animals immunized with chimeric protein plus MPLA showed a
reduction of 73.5% of larvae recovered in the lung compared to ani-
mals in the PBS group (p < 0.0001). Mice immunized with chimeric
protein alone exhibited a 42.9% reduction in larval load compared to
PBS group (p < 0.002). MPLA group showed a 47.5% reduction of
recovered larvae in the lung compared to the group immunized with
PBS (p < 0.0005). Therefore, the formulated vaccine exhibited the
highest level of protection.

Compared to the group immunized with the chimeric protein, the
reduction of larvae in the lung of the group immunized with MPLA
was lower (MPLA mean reduction of 38% and chimeric pro- tein
43%, p 0.9648). Group chimeric protein plus MPLA had a
reduction of 26% of larvae in the lung compared to MPLA group (p
= 0.049). Group immunized with chimeric protein alone showed a
reduction of 30.66% of larvae compared to mice immunized with
chimeric protein plus MPLA (p = 0.0256) (Fig. 2).

3.3. Immunization with chimera protein induced antibody response in
mice

The vaccination process with chimeric protein was evaluated by
assessment of antibody production. Mice vaccinated with chimeric
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Fig 2. Immunization with chimeric protein leads to a reduction in parasite burden.
Parasite burden was measured by a modified Baermann apparatus after 8 days of
infection. The graph shows the total number of larvae recovery in the lung. Animals
were immunized with PBS, MPLA alone, chimeric protein alone, or chimeric protein
plus MPLA. The percentage value shown in the graph indicates the mean reduction
of the parasitic burden compared to the control group (PBS). Results are expressed
as box and whisker plots showing the minimum and maximum values. Comparison
between groups were performed using One-way ANOVA *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 and ****p < 0.0001.
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protein alone and chimeric protein + MPLA developed significant
levels of anti-chimeric protein specific IgG after the third immu-
nization compared to animals in PBS or MPLA group (Fig. 3A).

ELISA using pooled sera from not vaccinated but Ascaris-
infected and non-infected mice, confirms the immunogenicity of the
chimeric protein (p < 0.05) (Fig. 3B).

3.4. Animals immunized with chimeric protein develops lower
inflammation in lungs

The histopathological score analysis of the lungs shows a reduc-
tion in peri bronchial (Fig. 4A) and perivascular inflammation (Fig.
4B) in animals immunized with chimeric protein alone (p <
0.01) and chimeric protein plus MPLA adjuvant (p < 0.01) com-
pared to mice immunized with MPLA alone. In agreement with these
findings, the total score in the lesion areas was higher in the MPLA
immunized group compared to the groups immunized with chimera
protein (p < 0.01) and chimera protein plus adjuvant (p < 0.01) (Fig.
4C). There was no significant difference between the groups
regarding the hemorrhagic areas and parenchyma inflammation.

In the histopathological analysis of mice lung parenchyma, it was
possible to observe and describe the lesions of the pulmonary
parenchyma caused by A. suum larval migration. Both the chimeric
protein alone and the chimeric protein plus MPLA significantly
reduced pathology compared to MPLA alone. In the MPLA alone
group, the presence of exudative phenomena such as intense
perivascular edema and large hemorrhagic areas were observed.
Findings in this group included intense thickening of the alveolar
septa, contrasting with only light and mild thickening of the alve-
olar septa in animals immunized with chimeric protein alone and
chimeric protein plus MPLA, respectively.

All animals showed inflammatory infiltrate characterized by
lymphocytes, neutrophils, eosinophils, and scarce macrophages. The
inflammatory infiltrate was present intensely around vessels and
lower airways in animals immunized with MPLA. This inflam-
matory infiltrate surrounding the vessels was discrete in animals
immunized with chimeric protein alone and discrete to moderate on
those immunized with chimeric protein plus MPLA. It was also
observed the moderate presence of exudative phenomena such as
perivascular edema and hemorrhagic areas in those animals

It was possible to observe the presence of larvae close to and
distant from the hemorrhagic areas and occupying the lumen of the
bronchi and bronchioles in all animals but with lower fre- quency in
animals immunized with chimeric protein plus MPLA. Animals
immunized with MPLA alone and chimeric protein alone frequently
showed hypertrophy and hyperplasia of the bronchia and bronchial
epithelial cells and eventually the presence of leuko- cytes blocking
the lumen of the same (Fig. 5A, B, C and D) with a lower frequency
of hypertrophy and hyperplasia of bronchia and bronchial epithelial
cells in animals immunized with chimeric pro- tein plus MPLA. (Fig.
5F and G).

4, Discussion

Ascariasis is the most common parasite disease in humans and
pigs worldwide. Vaccine development has become an important goal
in controlling Ascaris infection, due to the potential for anthel-
mintic resistance and high reinfection rates in endemic areas.
Although there is no commercial vaccine for Ascaris infection, sev-
eral investigators have used different approaches to evaluate the
protective efficacy of immunoreactive antigens that could poten-
tially induce protection against Ascaris infection. Over the past dec-
ade, researchers have examined crude extracts [22—26], recombinant
proteins, and other macromolecules [13,22,27,28].
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To bring innovation and expand these efforts, we employ bioin-
formatics and biotechnology strategies to identify key peptides
that can be used as vaccine antigens [29,30], which in some cases
are also suitable for production [31]. In this context, the most
immunogenic regions of three selected proteins already described
as promising vaccine antigens [14—16] were selected using bioin-
formatic tools, and integrated into a chimeric protein. Mice were
immunized with either chimeric protein alone, MPLA alone or a
combination of chimeric protein plus MPLA.

Animals immunized with chimeric protein plus MPLA induced
high levels of IgG and protective immunity against A. suum. Off note,
the adjuvant itself induced a reduction in the larvae recovery,
however this was much improved with combination of adjuvant plus
protein. The participation of the humoral immune response in
infection by this parasite was demonstrated from the passive transfer
of IgG obtained from animals immunized with crude adult worm
extract that resulted in the reduction of 65% of parasite load in
animals immunized and challenged with A. suum [11]. The
recognition of chimeric protein by sera from animals infected with
A. suum confirms its association with protection against infection by
the parasite. The need for specific antibodies for the elimination
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of A. suum larvae was observed in vitro when eosinophils were effi-
cient in killing larvae once incubated with serum from immune
animals [32].

Reductions of inflammation in the groups immunized with chi-
meric protein alone and chimeric protein plus MPLA, as well as the
reductions in alveolar septal thickening reflect lower parasite bur-
dens and improved preservation of pulmonary architecture, except
for the present intense inflammatory infiltrates associated with the
passage of A. suum larvae through the lungs [33]. The presence of
eosinophils, neutrophils, and lymphocytes in the inflammatory
infiltrate corroborates with a study in which these cells are described
as important cytokine secretors to fight infection [34— 37].

The use of chimeric proteins based on the prediction of poten-
tial epitopes has been reported previously [38,39]. Here, we were
able to augment the protection against A. suum infection by using
a chimeric protein that results in improved levels of protection
compared to their constituent full length proteins [14—16]. Our
study highlights how chimeric proteins containing more than one
epitope can enhance immune protection against ascariasis, while
also offering downstream approaches towards the develop-
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Fig 5. Photomicrograph of histological lung cut of mice infected with Ascaris suum. (A) MPLA group: panoramic image of lung parenchyma showing large thickening of interalveolar
septa (arrowhead), perivascular edema (arrow), larva of Ascaris suum (blue arrow), presence of exuberant hemorrhagic zones leukocytes blocking the bronchial lumen (#) bar =
100 Im; (B) MPLA group: higher magnification previous image showing details, bar = 20 Im; (C) Chimeric Protein group: panoramic image of the lung parenchyma showing a slight

thickening of interalveolar septa (arrow heads), perivascular edema (arrow), Ascaris suum larva (blue arrow), presence of small hemorrhagic

areas 100 lm; (D) Chimeric Protein

group: greater increase of the previous image showing details, bar = 20 Im; (F) Chimeric Protein + MPLA group: a panoramic image of the pulmonary parenchyma showing a
slight thickening of interalveolar septa (arrow heads), perivascular edema (arrow), presence of discrete hemorrhagic areas (*)

bar =100 Im; (G) Chimeric Protein + MPLA group: greater increase of previous image showing details, bar = 20 Im. Hematoxylin & Eosinstaining. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

ment of multivalent pan-vaccines for soil-transmitted helminth
infections.

5. Author summary

Ascaris sp. (intestinal roundworm) causes malnutrition and, in
children, can lead to serious consequences such as impairment of
cognitive development, physical growth and gastrointestinal
obstruction. Faced with growing concern in the fight against this
disease, several efforts are being developed to produce vaccines that
can be used to prevent it. Our work is aimed at developing a novel
chimeric protein capable of inducing protective immunity against
this parasite.
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