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Resumo

A esquistossomose é uma doenca cronica que atinge aproximadamente 200 milhdes de
pessoas em 76 paises no mundo. Atualmente, a quimioterapia é a estratégia de controle usada,
entretanto como controle tem limitagdes favorecendo o desenvolvimento de uma vacina anti-
esquistossomotica. Nesta tese de doutorado, mostramos resultados do estudo da avaliacdo da
resposta imune em camundongos imunizados com Sm22.6 na forma recombinante e de vacina de
DNA. Nos isolamos o gene que codifica a Sm22.6 de Schistosoma mansoni da biblioteca de
cDNA de fase pulmonar. Uma proteina do verme adulto homdloga foi reconhecida pela IgE de
pacientes resistentes a reinfeccdo que vivem em area endémica. Neste estudo, a forma
recombinante da Sm22.6 e a vacina de DNA foram utilizadas para imunizar camundongos e
avaliar a resposta imune gerada. Adicionalmente, avaliamos a habilidade destes dois protocolos
de vacinacdo em induzir imunidade protetora contra S. mansoni. A vacina de DNA néo induziu
qualquer protecdo apds o desafio de infeccdo. Entretanto, Sm22.6r mais adjuvante de Freund foi
capaz de induzir uma protecdo parcial (34,5%) contra o desafio com cercérias de S. mansoni. Este
protocolo de imunizacédo induziu producdo de IFN-g e IL-4 antigeno-especifico em camundongos
C57BL/6, uma resposta imune mista do tipo Th1/Th2. Em contraste, o uso de hidrdxido de
aluminio como adjuvante ou a proteina recombinante na auséncia de adjuvante induziu altos
niveis de I1gG, 1gG1 e IgG2a, mas falhou em induzir a protecdo conferida pelo adjuvante de
Freund. Concluimos que Sm22.6r é um fraco imundgeno e ndo é recomendado para compor uma
vacina anti-esquistossomotica. De forma interessante, Sm22.6r na auséncia de adjuvante foi
capaz de induzir altos niveis de IL-10 nos camundongos imunizados. Estes dados nos levaram a
investigar o papel da Sm22.6 em outras linhas de pesquisa como a da modulacdo da asma

alérgica.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, vacina, imunizagdo, Sm22.6, recombinante, cDNA.



Abstract

Schistosomiasis is an endemic disease that affects 200 milion people in more than 76
countries worldwide. Currently, chemotherapy is the control strategy used, therefore as control it
has limitations favoring the anti-schistosomiasis vaccine development. In this doctoral thesis we
show results from a study of immune response avaliation in mice vaccined with Sm22.6 in
recombinant form and DNA vaccine. We had isolated the gene encoding the Schistosoma
mansoni genome 22.6 kDa (Sm22.6) from a lung-stage cDNA library. An homologous adult
worm protein was recognized by IgE from individuals resistant to reinfection who live in an
endemic area. In this study, the recombinant form of Sm22.6 and the DNA vaccine were used to
immunize mice and evaluate the immune response generated. Additionally, we accessed the
ability of these two vaccination protocols to induce protective immunity against S. mansoni. The
DNA vaccine form did not induce any protection after challenge infection. Therefore, rSm22.6
plus Freund’s adjuvant was able to induce partial protection (34,5%) against a challenge infection
with S. mansoni cercariae. This immunization protocol induced the production of antigen specific
IFN-y and IL-4 in C57BL/6 mice, hallmark of a mix Th1/Th2 type immune response. In contrast,
the use of alum as adjuvant or recombinant protein alone induced high levels of 1gG, IgG1 and
IgG2a but failed to engender the level of protection induced by Sm22.6 plus Freund’s adjuvant.
We conclude that Sm22.6r is a weak immunogen and it is not recommended for compose an anti-
schistosomiasis vaccine. Interestingly, Sm22.6 alone was able to inducehigh levels of IL-10 in
vaccinated mice. This data lead us to investigate the role of Sm22.6 in other research line such as

modulation of allergic asthma

Keywords: Schistosoma mansoni, vaccine, immunization, Sm22.6, recombinnant , cDNA.



Lista de Figuras

Figura 1: Mapa da distribuicdo global da esquiStoSSOMOS..........ccceevverieiieiieieciese e 15
Figura 2: Ciclo de vida do SChiStoSOMa MaNSONI..........cccuiiiiieiieiieie e 16

Figura 3: Representacdo diagramatica do tegumento do S. mansoni e a localizacdo proposta de
algumas proteinas IdentifiCadas..........ccvcviiieiiiiccc s 29
FIgura 4: VEtores & EXPIESSEO. ... .cuverereteriestestiste ettt sttt sb e bbbttt e b et st e b b sne s 34
Figura 5A: Seqliéncia completa da Sm22.6 do clone SML03775 da biblioteca de cDNA de fase
001 [T - TSRS 40
Figura 5B: Alinhamentos das sequéncias de aminoacidos da Sm22.6 com Sh22.6 e Sm22.6 com
R 2 TSRS 41
Figura 6: Gel de agarose 1% mostrando o gene da Sm22.6 ap6s amplificacdo por PCR para

insercdo das extremidades de FESLIICAD.........cueiierieeieiie e e e ettt e e s re e sna e 42
FIgUra 7: Gel SDS-PAGE 1090........cccciiiieieeie ettt te et sta et sra e beeaesnaesreesnesneesneenne s 43
Figura 8: Gel SDS-PAGE 10% e Imunobloting..........cccooiiiiiiiiiiiece e 44
Figura 9: Imunolocalizacdo da proteina Sm22.6 no verme adulto do S. mansoni.................. 44
Figura 10: Nivel de anticorpo 1IgG Sm22.6r especifico nos experimentos de imunizacdes.....46
Figura 11: Niveis de IgG1 e 1gG2a determinados por ELISA apds terceira imunizagao...........cc.cccervnen. 47

Figura 12: Nivel de IFNy e IL-4 dos camundongos imunizados com Sm22.6r/CFA ou PBS/CFA....48
Figura 13: Niveis de IL-10 detectados em sobrenadantes de cultura de esplendcitos de camundongos

imunizados com Sm22.6r na auséncia de adjuvante ou na presenca de alum............coceveveieinienciencnn, 49



10

Lista de Tabelas

Tabelal: Protecdo gerada pela imunizagda com Sm22.6r + adjuvante de Freund ou imunizagao
COM VACINA U8 DINA ...t b et e et e e et e e sae e e beeabeeebeesreeateeaneas 45



11

Lista de Abreviagoes

ADCC - citotoxicidade celular dependente de anticorpo (do inglés: antibody-dependent cell
mediated cytotoxicity)

Alum — adjuvante hidréxido de aluminio

B7.1 ou CD80 — co-estimulador, ligante de CD28 e CTLA-4, expresso em um subgrupo de
ceélulas B

B7.2 ou CD86 — co-estimulador, ligante de CD28 e CTLA-4, expresso em monacitos, células B
ativadas e células dendriticas.

C1q — primeira proteina da cascata do complemento

C3 — componente do complemento

C3b — Fragmento do C3 que se liga a membrana e opsonina

C8 - componente do complemento envolvido na formagéo do complexo de ataque de membrana
C9 - componente do complemento envolvido na formacdo do complexo de ataque de membrana
CD2 — molécula de adesdo, expressa em timacitos, células T e NK

CD25 — cadeia o do receptor de I1L-2, expresso em células T ativadas , células B e mondcitos.
CD3 — Associado ao TCR, expresso em células T

CD4 — co-receptor para MHC de classe 11, expresso em células Thl e Th2, mondcitos e
macrofagos

CFA — adjuvante completo de Freund (do inglés: complete Freund adjuvant)

CpG — regides ricas em Citonina e Guanina ndo metiladas

DNA - desoxiribonucleotidio

GST — Glutationa-S-transferase

IFN-y - interferon gama

IgA — imunoglobulina A

IgE - Imunoglobulina E

IgG1 — Imunoglobulina G1

IgG2a - Imunoglobulina G2a

1gG2b - Imunoglobulina G2b

IgG4 - Imunoglobulina G4

IgM - Imunoglobulina M



IL-10 — interleucina 10

IL-12 — interleucina 12

IL-13 —interleucina 13

IL-4 — interleucina 4

IL-5 —interleucina 5

iNOS — Oxido nitrico sintase indutivel

IrV-5 - antigeno nimero 5 de vacina irradiada

LPS — lipopolissacarideo (endotoxina)

M28 - serino-protease de 28 kDa

MBL - lectina ligadora de manose (do inglés: manose binding lectin)

12

MIP-1a - proteina inflamatoéria de macrofago 1 alfa (do inglés: macrophage inflammatory protein

1 alfa)
NK — célula matadoras naturais (do inglés: natural Killer cells)

NO — Oxido nitrico (do inglés: nitric oxide)

PAMPS — padrBes moleculares associados a patdégenos (do inglés: pathogen associated molecular

patterns)

PBMC - células mononucleares do sangue periférico (do inglés: peripheral Blood mononuclear

cells)

PGE2 — prostaglandina E2

PRR — receptores de reconhecimento de padrdes (do inglés: Patterns recognition receptor)
SCIP-1 — proteina de 94 kDa do S. mansoni inibidora do complemento (do inglés: S. mansoni
complement inhibitory protein 1)

SEA — extrato soltvel de antigenos do ovo do S. mansoni (do inglés: Soluble egg antigens)
SWAP - extrato soltvel de antigenos do verme adulto do S. mansoni (do inglés: Soluble adult
worm antigens)

TCR — Receptor de células T (do inglés: T cell receptor)

ThO - células T auxiliares do tipo 0 (do inglés: T helper cells type 0)

Th1 — células T auxiliares do tipo 1 (do inglés: T helper cells type 1)

Th2 - células T auxiliares do tipo 2 (do inglés: T helper cells type 2)

TLR — receptores semelhantes ao Toll (do inglés: Toll like receptor)

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO

| . INTRODUCAO

1.1 — A esquistossomose

1.2 — O Schistosoma

1.3 - Patologia associada a esquistossomose

1.4 — Formas clinicas da esquistossomose

1.5 — Tratamento

1.6 — Resposta Imune na esquistossomose

1.7 — Desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomaética

1.8 — Proteinas do tegumento

1.9- A Sm22.6

Il . OBJETIVOS

Il . JUSTIFICATIVA

IV . METODOLOGIA

4.1 — Parasitas e animais

4.2 — Clonagem, expressao recombinante e purificacdo do antigeno
Sm22.6

4.3 — Gel de poliacrilamida e western blot

4.4 — Producédo de Sm22.6 em forma recombinante e de vacina de DNA
4.5 — Imunolocalizacdo da Sm22.6 no verme adulto do S. mansoni
4.6 — Imunizagdo de animais com a Sm22.6 recombinante e vacina de
DNA

4.7 — Resposta imune dos animais frente a imunizacdo com a Sm22.6r
na presenca ou auséncia de adjuvante de Freund e de hidréxido de
aluminio

4.8 — Anélises estastisticas

V . RESULTADOS

5.1 — Sequenciamento da Sm22.6

5.2 — Clonagem da Sm22.6

15
15
17
18
19
20
20
23
30
32
33
34
35
35
35

37
38
38
39

40

41
42
42
44

13



5.3 — Expressdo da Sm22.6r e 0 seu reconhecimento através de
anticorpos especificos

5.4 — Imunolocalizacdo da Sm22.6 no verme adulto do S. mansoni

5.5 — Imunidade protetora gerada pela vacina Sm22.6 em modelo
murino

5.6 — Resposta Imune humoral

5.7 — Resposta imune celular

5.8 - Possivel papel imunomodulador da Sm22.6r através da produgdo
de IL-10

V1. DISCUSSAO

VIl . CONCLUSOES

VIII BIBLIOGRAFIA .

IX. PUBLICAQOES GERADAS DURANTE O DOUTORADO

45

46
47

48
50
50

52
58
59
69

14



15

INTRODUCAO

1.1. A Esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida como “barriga d’agua”, ¢ a segunda maior doenga
de impacto direto sdcio-econémico e de saude publica no mundo, perdendo apenas para a malaria
(www.who.int/ctd/schisto). Seus efeitos na economia e na saude sdo subestimados, pois embora
90% da infeccdo sejam curadas com o tratamento, as criangas sofrem retardos de crescimento e
no desempenho dos estudos. Também a capacidade de trabalho da populacdo rural se torna
letargica e fraca. E uma doenca parasitaria causada por um trematddeo do género Schistosoma
que possui um complexo ciclo de vida, envolvendo um hospedeiro intermediario (caramujo) e um
hospedeiro definitivo (homem). A esquistossomose é endémica em 76 paises, infectando 200
milhdes de pessoas em areas rurais agricolas e peri-urbanas (figura 1). A infec¢do se d& no
contato da agua contaminada com a pele humana; devido a pesca, a atividades agricolas,
construcdo de diques ou no simples fato de se banhar. Destas, 20 milhdes sofrem consequéncias
severas da doenca (incluindo o cancer da bexiga ou faléncia renal, fibrose do figado e hipertensao
portal) e 120 milhdes sdo assintomaticas. Em muitas areas a esquistossomose infecta grande
proporcdo de criancas abaixo de 14 anos. E estimado que entre 500 e 600 milhes de pessoas
correm riscos de se infectar (WHO, 1996). As principais espécies que causam a esquistossomose
no homem sdo: Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium e Schistosoma japonicum
(Rollison & Southgate, 1987). Na regido do sub-Sahara, na Africa, é estimado que 18 milhdes
sofrem de patologia na parede da bexiga e 10 milhdes de hidronefrose (S. haematobium). Foi
estimado que a infec¢do por S. mansoni causa diarréia em 780 mil pessoas, sangue nas fezes em
4,5 milhdes de pessoas e hepatomegalia em 8,5 milhdes. Embora estas sejam as estimativas
globais da esquistossomose, seu impacto na saude publica esta pouco avaliado e ainda ha
controvérsias (WHO). As trés maiores espécies de schistosomas, S. mansoni, S. haematobium, e 0
complexo S. japonicum (inclui S. japonicum e S. mekongi) séo diferenciados pelas conchas dos
seus vetores, localizagdo na vasculatura do hospedeiro e pela morfologia do ovo. S. haematobium
é encontrado na Africa, incluindo as ilhas de Madagascar e Mauricio. A esquistossomose

intestinal causada pelo S. mansoni é encontrada na peninsula arabica, muitos paises da Africa,
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Equador, Brasil, algumas ilhas do caribe, Suriname e Venezuela. S. japonicum é endémico na
China, onde os bovinos sdo os maiores reservatorios, na Indonésia e nas Filipinas (com cées e
porcos como reservatorios). S. mekongi € mais encontrado no Cambodja e Laos. No Brasil, a
espécie endémica é o S.mansoni e sua ocorréncia é na regido Nordeste e parte de Minas Gerais
com alguns focos no interior do pais sendo a prevaléncia de 5,4% (Coura e Amaral, 2004).
Embora existam projetos de controle da doenga, 0 nimero de pessoas infectadas ou com risco de
infeccdo ndo tem reduzido (Savioli e cols., 1997). A elevada prevaléncia da esquistossomose esta
diretamente ligada ao contato de individuos com mananciais de dguas naturais contaminadas. A
melhoria na qualidade da 4gua e o saneamento basico seriam as estratégias de controle ideais,
porém, continuam sendo negligenciadas (WHO, 1993). Dessa forma, as estratégias utilizadas
atualmente visam, entdo, a eliminacdo do hospedeiro intermedidrio com o uso de predadores
naturais de moluscos e ao tratamento de individuos infectados com drogas efetivas contra o
parasita (WHO, 1993). Apesar de se ter observado uma diminuigdo da transmissdo, devido as
estratégias de controle utilizadas, essas apresentam limitacdes. As freqlientes migracoes,
associadas a um saneamento basico precario, fazem aparecer novos focos da doenca, e mesmo
existindo drogas efetivas contra o parasita, as constantes re-infecces e o grande numero de
individuos infectados tornam a quimioterapia em massa uma estratégia de controle ineficiente
(Pearce, 1993). Além disso, devido ao uso constante e em grande escala de drogas, existe uma
pressao seletiva de cepas resistentes a esses farmacos. Estudos demonstram que assim como
surgiram cepas do S. mansoni resistentes a oxaminiquine (Coles e cols., 1986, Fallon &
Doenhoff, 1994), ja sdo encontradas em individuos de vilas do Egito e Senegal cepas resistentes
ao tratamento com praziquantel (Ismail e cols., 1999, Fallon e cols.,, 1995). Portanto, o

desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomotica torna-se uma necessidade.
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(A) (B)

Figura 1: Mapa da distribuicéo global da esquistossomose (A). Mapa do Brasil e a esquistossomose (B).

1.2.0 Schistosoma mansoni

A reproducdo assexuada dos parasitos ocorre no caramujo que libera na dgua grandes
quantidades de larvas conhecidas como cercéria. As cercarias sao atraidas para a pele do homem
através da qual elas penetram. Em seguida, perdem a cauda logo apds a entrada e se tornam
esquistossdbmulo que migram através dos vasos sanguineos passam pelos pulmdes do hospedeiro
e vao até o figado. Os esquistossomulos amadurecem, se diferenciam em macho e fémea e
migram através da vasculatura portal até as veias mesentéricas, onde depositam seus ovos. Os
ovos entdo saem nas fezes e em contato com com a dgua onde eclodem e liberam o miracidio que
nada até encontrar um caramujo. Metade dos os ovos ndo sdo eliminados e ficam retidos no
tecido causando a patologia. O miracidio penetra no caramujo e se divide originando milhares de

cercarias (fig.2).
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Figura 2: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

1.3.  Patologia associada a esquistossomose
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Durante a infeccdo, dependendo da fase do ciclo de vida do parasita, esse pode gerar

diversos efeitos patolégicos no hospedeiro, sendo que a cercéria, o esquistossomulo, o verme

adulto e o ovo exercem papéis diferenciados na geracdo da patologia. A penetragdo da cercaria

pode produzir uma reacdo alérgica inflamatoria denominada dermatite cercarial caracterizada por

coceira e eritema. Assim como a cercaria, 0 esquistossomulo pode produzir uma reagéo alérgica

durante a sua migracdo pelo pulmdo do hospedeiro, essa reacao alérgica ao parasita € denominada

pneumonite larval e se caracteriza por tosse e febre (EI-Garem, 1998). Os efeitos patoldgicos

gerados pelo verme adulto que vive no sistema porta do hospedeiro sdo quase inexistentes;

podem-se observar, porém, febre prolongada, sudorese, mialgia e dores de cabeca logo apds a

ovoposicdo (El-Garem, 1998). Os ovos do parasita podem ou nédo ser eliminados com as fezes; 0s
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que ndo sdo eliminados depositam-se nos tecidos e secretam substancias soluveis que induzem a
formagéo do granuloma (Warren e cols., 1967).

A patologia caracteristica desta doenca € uma reacdo granulomatosa que se forma ao redor
dos ovos do parasito (Boros, 1999). Na ovoposicao, os ovos liberados se mantém presos a parede
do intestino ou figado. No figado, a fibrose leva a uma hipertenséo portal e esplenomegalia. O
processo inflamatdrio que resulta na formacdo do granuloma acomete uma grande area do 6rgdo
onde esse processo ocorre, causando fibrose dos tecidos e obstrucdo da veia mesentérica (Boros,
1989; Phillips & Lammie, 1986). A fibrose dos 6rgdos e a obstrucdo do plexo venoso podem
levar a hipertensdo portal, hepatomegalia, esplenomegalia e formacdo de varizes esofagicas
(Coulson, 1997).

1.4.  Formas clinicas da esquistossomose

Do ponto de vista clinico, a esquistossomose tem duas fases evolutivas: aguda e crénica. A
fase aguda da esquistossomose é aquela que se segue ao primeiro contato com cole¢des hidricas
contaminadas pelo S. mansoni, sendo observadas em individuos que ndo habitam &reas
endémicas ou em transito. Esta fase clinica se caracteriza pela apresentacdo pelo individuo
infectado de manifestaces como febre, anorexia, dor abdominal e cefaléia. Menos freqlientes séo
manifestacBes de diarréia, nauseas, vomitos e tosse seca. Os individuos infectados podem
apresentar hepato-esplenomegalia ao exame fisico. O exame parasitologico (Kato-Katz)
associado a dados epidemiolégicos confirma o diagndstico da esquistossomose nestes individuos
(Gryschek, 2001).

Na fase crbnica a doenca é classificada, de acordo com a patologia envolvida, como:
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (Tonelli e cols.,1984). A forma clinica intestinal é
geralmente assintomatica, mas pode ocorrer diarréeia. Com 0 aumento no nimero de vermes e
consequentemente aumento do numero de ovos eliminados pelo parasita, parte destes ovos
chegam ao figado do hospedeiro onde induzem uma reacdo inflamatéria granulomatosa que
ocasiona o0 aumento deste drgdo caracterizando a forma clinica hepatointestinal, cujos sintomas
sdo: diarreias e apresentacdo de hepatomegalia ao exame fisico. Aproximadamente 5 a 10% dos

individuos infetados evoluem para uma forma severa da doenca, a forma clinica hepatoesplénica.
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Esta forma é caracterizada por hipertensdo portal, esplenomegalia severa e desenvolvimento de
circulacéo colateral (Gryschek, 2001).

1.5. Tratamento

O tratamento contra a esquistossomose é feito com a utilizacdo de trés drogas seguras e
eficazes (garantidas pela OMS): Praziquantel, Oxaminiquine e Metrifonato. O Praziquantel é
efetivo contra todas as formas da esquistossomose com poucos efeitos colaterais. O custo deste
medicamento tem diminuido para menos de 0,25 ddlares por pessoa. Oxaminiquine é usado na
Africa, Africa do Sul e Brasil para o tratamento de esquistossomose intestinal. Metrifonato
também se mostrou seguro e eficaz para o tratamento da esquistossomose urinaria. Mesmo com a
utilizacdo destes medicamentos, tem havido notificacdo crescente falha terapéutica na destruicao
do parasita, uma forma de resisténcia. Como resultado, o0 TDR estd a estudar a eficécia e
seguranca de regimes de tratamento alternativos utilizando doses maiores de praziquantel e a

avaliar uma combinacdo de praziquantel e oxamniquine.

1.6. A Resposta Imune na esquistossomose

Resposta Imune Inata

A primeira linha de defesa do sistema imune contra agentes infecciosos compreende a
resposta imune inata. As células envolvidas na resposta inata contra agentes infecciosos sao
capazes de reconhecer microorganismos infectantes através de padrées moleculares associados a
patdégenos (PAMPS) e que sdo caracteristicos destes microorganismos. O reconhecimento destas
moléculas diversas deve-se a presenca de receptores na superficie de células como macréfagos e
células dendriticas, denominados receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR). O
reconhecimento destes padr6es moleculares por células da resposta imune inata desencadeia uma
cascata de transducdo de sinais intracitoplasmaticos que resulta na ativacdo de varios genes e
expressdo de citocinas como: IL-12 e TNF-a. As citocinas liberadas agem diretamente na
determinacdo do tipo de resposta imune adaptativa desencadeada em resposta ao agente
infeccioso, promovendo uma ligagdo entre a resposta imune inata e adaptativa (Janeway &

Medzhitov, 2002). Entre os receptores da resposta imune inata que reconhecem moléculas do S.
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mansoni podemos citar a lectina ligadora de manose (MBL - “mannose binding lectin”), Clq, os
receptores “scavenger”, a proteina amildide sérica (SAP) e os receptores “Toll” (TLR2, TKLR3 e
TLRA4).

MBL ¢é uma proteina sérica da resposta imune inata capaz de se ligar a residuos de
carboidratos presentes tanto na superficie de cercérias de S. mansoni como no verme adulto. In
vitro esta proteina demonstrou-se capaz de se ligar ao tegumento do Schistosoma e ativar o
complemento pela ligacdo as serino-proteases MASP-1 e MASP-2 que clivam C3 (Klabunde et
al., 2000). C1q se liga diretamente a proteinas de baixo peso molecular do esquistossémulo
ativando assim o complemento que promove a morte deste parasita (Santoro e cols., 1980).

Os receptores “scavengers” sdo glicoproteinas capazes de se ligar a lipoproteinas de baixo
peso molecular e ao LPS. No caso da esquistossomose 0s receptores “scavengers” sdo capazes de
se ligar e remover as lipoproteinas de baixo peso molecular do hospedeiro, incorporadas pelo
parasita, possibilitando o reconhecimento do parasita pelo sistema imune (Xu e cols., 1993).

Receptores do tipo “Toll” (TLR) sdo proteinas transmembrana com dominio extracelular
ricos em leucina e intracitoplasmatico envolvido na transducéo de sinais e transcricdo génica via
NFkB (Medzhitov e cols., 1997). Existem diferentes tipos de TLRs que reconhecem diferentes
ligantes de diferentes patdgenos (Akira & Takeda, 2004). Tém sido demonstrado que entre 0s
diferentes tipos de TLRs, TLR2, TLR3 e TLR 4 sdo capazes de reconhecer moléculas do S.
mansoni (Van der Kleij e cols., 2002, Aksoy e cols., 2005, Thomas e cols., 2003). TLR 2, por
exemplo, reconhece lisofosfatidilserina de ovos e vermes adulto do S. mansoni. A ligacdo desta
molécula ao TLR2 promove a maturacdo de células dendriticas produtoras de IL-4 e IL-10,
células dendriticas com este fendtipo sdo capazes de promover a diferenciacdo de células T
precursoras em células T reguladoras que induzem uma modulagdo da resposta imune contra o
parasita (Van der Kleij e cols., 2002).TLR3 é capaz de reconhecer RNA de fita dupla derivado do
ovo do S. mansoni. A sinalizagdo via TLR3, neste caso, leva a producdo de citocinas como IL-
12p70 e TNF-a (Aksoy e cols., 2005). A producdo destas citocinas promove a diferenciacdo de
células T precursoras em células do subtipo Thl (Abbas e cols., 1996). TLR 4 reconhece o
grupamento lacto-N-fucopentose Il de carboidratos do S. mansoni. A ligagdo de lacto-N-
fucopentose Il a TLR4 de células dendriticas promove a maturacdo e ativacdo de células
dendriticas do tipo 2 que secretam citocinas envolvidas na diferenciagéo de celulas Th2 (Thomas
e cols., 2003; Abbas e cols., 1996).
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Resposta imune adaptativa

No que diz respeito a resposta imune adaptativa, tanto resposta humoral quanto a resposta
celular tém sido relacionadas com protecdo na esquistossomose experimental e humana. O papel
dos anticorpos na resposta imune contra 0 S. mansoni pode ser regulador ou efetor dependo do
isotipo de anticorpo produzido. Em humanos, 1gG1, 1gG3 e IgE séo isotipos capazes de mediar a
destruicdo de esquistossdmulos in vitro na presenca de eosinofilos, macrofagos e plaquetas por
um mecanismo de citotoxicidade mediada por anticorpo-ADCC e fixacdo de complemento
(Khalife e cols., 1986, Capron e cols., 1975, Joseph e cols., 1983), enquanto IgM, 1gG2 e IgG4
nédo sdo capazes de mediar a destruicdo do parasita in vitro (Khalife e cols., 1986, Butterworth e
cols., 1987). In vivo tem sido encontrada uma correlacdo entre a producdo de diferentes tipos de
anticorpos e susceptibilidade ou resisténcia a infeccédo e re-infeccdo pelo S. mansoni. Adultos e
criangas exibem diferentes graus de resisténcia e susceptibilidade a esquistossomose. Criangas
sd0 mais susceptiveis a infeccdo pelo parasita que individuos adultos (Butterworth e cols., 1992).
A cinética de producdo de diferentes isotipos de anticorpos especificos contra o S. mansoni
também varia de acordo com a idade e pode estar em parte relacionada a susceptibilidade
observada em criancas, pois estas produzem contra os antigenos do parasita preferencialmente
anticorpos especificos dos isotipos IgM, 1gG2 e IgG4 que ndo sdo capazes de mediar a destruicao
do parasita e além disso, competem pela ligacdo ao antigeno com anticorpos dos isotipos IgE,
IgG1 e IgG3 (Butterworth e cols., 1987, 1992). Uma correlacdo positiva entre os niveis de IgE
(Rihet e cols., 1991, Dunne e cols., 1992, Viana e cols., 1995), eosinofilia (Hagan e cols., 1985) e
a resisténcia a re-infeccdo tém sido observada in vivo e sugere que os eosinofilos devem ser
capazes de eliminar o parasita por citotoxicidade dependente de IgE.

A resposta de anticorpo contra a esquistossomose humana varia também de acordo com a
forma clinica da doenca, pacientes agudos produzem altos niveis de anticorpos das subclasses
IgG1, 1gG2 e 1gG3 e baixos niveis de anticorpos IgM e IgG4 contra antigenos do
esquistossomulo, enquanto que individuos cronicos exibem uma baixa resposta de 1gG1, 1gG2 e
IgG3 e alta producdo de 1gG4 em resposta a antigenos do esquistossdmulo e do verme adulto
(Jassim e cols., 1987).

Em ratos, anticorpos dos isotipos 1gG2a e 1gG2b sdo capazes de induzir protecéo através de

transferéncia passiva para um recipiente ndo primado, esta imunidade protetora € inibida por
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anticorpos do isotipo IgG2c (Grzych e cols., 1982, 1984, Horta e cols., 1984, Dupre e cols.,
1997). A morte do esquistossdmulo via anticorpos especificos dos subtipos 1gG2a e 1gG2b é
dependente de células como os eosindfilos e da ativagdo do complemento (Grzych e cols., 1982,
Horta e cols., 1984, Dupre e cols., 1997)

O envolvimento de linfocitos T, na esquistossomose, tem sido reportado tanto no
desenvolvimento da patologia como na protecdo contra a doenga. A expressao diferencial de
subpopulacdes de linfocitos T CD4" auxiliares tem sido associada com a protecio ou a progressao
da doenca, em infeccBGes experimentais com parasitas (Scott e cols.,1989). Na esquistossomose
humana, a resposta do tipo Th2 foi descrita, inicialmente, como caracteristica de imunidade
protetora contra a re-infecgé@o, observada em pacientes tratados e curados. A maioria dos estudos
envolvendo respostas imunes em humanos contra 0 Schistosoma destacam a importancia da
imunidade humoral baseada na producdo da imunoglobulina IgE e tendo eosinéfilos como
principais células efetoras (Hagan e cols., 1991). Por outro lado, dados utilizando o modelo
experimental da esquistossomose sugerem que a imunidade mediada por células, associada com
respostas de citocinas do tipo Th1l, é essencial para a protecdo (Hoffmann e cols.,1998).

Da mesma forma que a resposta imune humoral, a resposta celular em humanos também
varia de acordo com a fase e forma clinica da doencga. Na fase aguda da doenca observa-se uma
resposta proliferativa de PBMC a antigenos soltveis de ovo (SEA) e verme adulto (SWAP)
(Gazzinelli e cols., 1987). Individuos nesta fase da doenca apresentam um perfil de resposta
celular do tipo Thl (Montenegro e cols., 1999) com alta producdo de IFN-y por PBMC em
resposta a estimulacdo com SEA e baixos niveis de producdo de IL-10 e IL-5 em resposta ao
mesmo antigeno (de Jesus e cols., 2002).

Na fase cronica da doenca, individuos da forma clinica intestinal apresentam uma menor
producédo de IFN-y e maior producdo de IL-10 em resposta a estimulacdo de PBMC com SEA e
SWAP, no entanto, apesar da baixa producgéo de IFN-y, a neutralizagdo desta citocina resulta em
reducdo nos indices de proliferacdo. Ao contrario, a neutralizacdo da IL-10 com anticorpos
especificos resulta em aumento da resposta proliferativa de PBMC em resposta a estimulagao
com SEA e SWAP (Correa-Oliveira e cols., 1998). Nestes individuos existe um envolvimento
tanto de resposta celular do tipo Thl quanto do tipo Th2 sendo que a IL-4 esta envolvida na

resposta proliferativa e na formagéo do granuloma in vitro (Correa-Oliveira e cols., 1998).
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Na forma clinica hepatoesplénica, o uso de anticorpos anti-IL-10 ndo reduz o indice de
proliferacdo induzida pelos antigenos do parasita, no entanto a adicdo da forma recombinante
desta citocina é capaz de diminuir ainda mais a resposta proliferativa observada nestes
individuos. O bloqueio da IL-4, assim como nos individuos cronicos intestinais, causa uma
reducdo na resposta proliferativa e na formagdo do granuloma in vitro, além disso, individuos
hepatoesplénicos produzem baixas quantidades de IFN-y e apresenta em analise de citometria de
fluxo reducdo no percentual de células NK (Martins-Filho e cols., 1997). MIP-1a. parece estar
envolvido na formagdo do granuloma in vivo, ja que em ensaios realizados in vitro, a formacao
do granuloma ao redor de esferas de latex associadas ao antigeno SEA na presenca de PBMC de
individuos hepatoesplénicos, que produzem altas concentracbes de MIP-1a, € inibida pelo
antagonista de quimiocinas CC, MET-RANTES (Falcdo e cols., 2002). No entanto, a fibrose
hepatica resultante da inflamacdo granulomatosa ao redor do ovo do S. mansoni depositado no
figado esta associada a uma elevada producéo de 1L-13 (de Jesus e cols., 2004).

Os individuos resistentes a re-infeccdo pelo S. mansoni apresentam um claro padrdo de

resposta celular do tipo Th2 com elevada producdo de IL-5 e niveis ndo detectaveis de IFN-y
(Roberts e cols.,1993). Em individuos resistentes a re-infeccdo observa-se um aumento da
resposta proliferativa de PBMC em resposta a estimulacdo com SEA ap06s o tratamento com
oxaminiquine (Caldas e cols., 2000). Nestes individuos observa-se também um aumento nos
titulos de IgE especificos para antigenos do tegumento de esquistossdmulos e uma diminuicao
nos titulos de 1gG4 especificos em relagdo aos individuos susceptiveis (Caldas e cols., 2000).
No modelo murino a imunidade protetora tém sido relacionada a uma resposta do tipo Thl com
alta producédo de IFN-y (Smythies e cols., 1992, Sher e cols., 1990), enquanto a resisténcia a re-
infeccdo tém sido relacionada a uma elevada producéo de IgE anti-SWAP (Botros e cols.,2000).
Estudos com camundongos knockout tém fornecido bastante informacdo a respeito da resposta
imune contra a esquistossomose. Os mecanismos de eliminacdo do parasita em camundongos
envolvem tanto a resposta humoral quanto a resposta celular (Jankovic e cols., 1999). O dxido
nitrico produzido por macrofagos exerce um papel importante na eliminagédo do parasita (James e
cols., 1998). IFN-y e TNF-a sdo importantes citocinas envolvidas na resposta imune protetora
(Smythies e cols.; 1992, Street e cols., 1999; Fonseca e cols., 2004).
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1.7.  Desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose

As limitacOes das estratégias utilizadas no controle da esquistossomose deixam clara a
necessidade do desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose. Como o0 Schistosoma
ndo se multiplica dentro do hospedeiro definitivo, o desenvolvimento de uma vacina que confira
protecdo de pelo menos 60% seria efetivo na diminuigdo da morbidade e da transmisséo da
doenca (Capron e cols., 1994, Coulson, 1997). Uma vacina anti-esquistossomatica ideal, segundo
Bergquist (1995, 1998), deve conter as seguintes caracteristicas: ser capaz de induzir altos niveis
de protecédo e/ou reduzir fecundidade e patologia; ser facilmente produzida em larga escala; ser

segura para uso em humanos e ser facilmente incorporada a programas de imunizagéo.

O desenvolvimento de uma vacina eficiente contra a esquistossomose é um desafio devido
a complexidade do parasita causador da doenca. Das diversas estratégias de vacinagdo
experimental testadas, a que utiliza a cercaria irradiada € a que induz maiores niveis de protecdo
em camundongo, podendo chegar a até 94% de protecdo apds desafio com cercéria ndo irradiada
(Wynn e cols., 1996). A administracdo de cercaria atenuada por irradiacdo em animais de
laboratdrio conseguiu uma protecdo contra a infeccdo experimental de S. mansoni pelo bloqueio
da migracdo do parasita para fora do pulméo. IFN-y e resposta immune celular do tipo 1
aparecem como responsaveis neste processo. Grande atencdo deve-se ter quanto ao uso de
antigenos do esquistossdmulo. Os melhores resultados tém sido obtidos com antigenos que
aparecem entre as fases de esquistossbmulo e verme adulto, como a miosina de 63kDa, a
paramiosina de 97kDa, triose fosfato isomerase (TPI) de 28 kD, a Sm23 uma proteina integral da
membrana e as GSTs (glutationa-S-transferase) de 26 e 28 kDa. Na fase clinica de triagem | e II,
a GST do S. haematobium (Sh28GST) desenvolvida pelo Instituto Pasteur de Lille (Franga), se
mostrou segura e imunogénica em voluntarios franceses, nigerianos e senegaleses. Recentemente,
Tran e cols. (2006) mostraram que a tetraspanina, uma proteina da superficie do S. mansoni,
promoveu na sua forma recombinante (TSP-2) protecdo parcial de até 64% contra infeccdo
experimental. O programa de Desenvolvimento de Vacina contra a Esquistossomose (SVDP),
com base no Egito e financiada pela USAID, tem focado em dois antigenos do S. mansoni: a
paramiosina e uma construcdo sintética de peptidios contendo epitopos de maltiplos antigenos
(MAP) da triose fosfato isomerase (Bachem Company, Los Angeles, USA). Outro candidadto a

vacina, patenteada pela FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil), € baseada no uso da Sml14, uma
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proteina ligadora de &cido graxo de S. mansoni de 14 kDa que apresenta uma reagdo cruzada com
Fasciola hepatica. Em camundongos, a Sm14 mostrou 67% de protecdo contra infeccdo
experimental com S. mansoni e protecdo total contra metacercaria de F. hepatica. Entretanto,
nenhum dos candidatos acima tem conseguido mais que uma reducéo parcial no desafio infeccao
em relagd ao controle ndo imunizado. Por isso, é esperado um maior sucesso na utilizacdo de
coquetéis de antigenos recombiantes. Outra abordagem para a vacinagdo contra esquistossomose
tem sido a fecundidade da fémea com o intuito de diminuir a excrecdo de ovos. O sucesso com
esta abordagem tem sido reportado em camundongos e grandes hospedeiros animais, incluindo
suinos e bufalos, utilizando a paramiosina e a 26kDa-GST de S. japonicum. A vacinacdo destes
hospedeiros deve ser suficiente na reducdo da transmissao de S. japonicum para seres humanos.

O modelo de vacinagdo com cercaria irradiada

Diferente da larva normal, cuja migracdo ocorre rapidamente, a larva atenuada apresenta
um padrdo de migracdo truncado no hospedeiro definitivo, importante na inducgao de imunidade
protetora contra a infecgdo pelo S. mansoni (Mountford e cols., 1988). A inflamacdo induzida na
pele pela cercéria irradiada persiste por pelo menos 14 dias (Hogg e cols., 2003a) e coincide com
a sua permanéncia na pele (Mountford e cols., 1988). O foco inflamatoério induzido pela larva
atenuada na pele contém macréfagos e células dendriticas, capazes de capturar os antigenos
liberados pela larva e ativar a resposta imune adaptativa nos linfonodos drenantes (Hogg e cols.,
2003a, Riengrojpitak e cols., 1998). O microambiente de citocinas onde o reconhecimento de
antigenos larvais por células apresentadoras ocorre, é rico em citocinas pré-inflamatorias
principalmente 1L-12 (Hogg e cols., 2003a, b). A apresentacdo de antigenos na presenca de IL-12
favorece o desenvolvimento de células T auxiliares do tipo Thl. No pulméo, a larva exerce um
papel importante na infec¢do primaria, recrutando para este orgao leucdécitos ativados (Crabtree
& Wilson, 1986).

Uma Unica exposicdo de camundongos C57BL/6 a cercaria atenuada do S. mansoni induz
niveis de protecdo que variam de 60 a 70 % contra a infecgdo com a larva ndo atenuada deste
parasita, enquanto que multiplas exposi¢Ges a cercaria atenuada induzem de 73 a 77% de
protecdo contra uma infeccdo desafio (Wynn e cols., 1996). A imunidade protetora induzida por
uma Unica exposicdo a cercéria atenuada envolve uma resposta celular dependente de células T

CD4+ associadas a um padréo de producdo de citocinas do tipo Thl, ja que o uso de anticorpos
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monoclonais contra IFN-y, reduz drasticamente o nivel de protecdo alcancada, enquanto que a
neutralizacdo de IL-4 e IL-5 n&o alteram a imunidade protetora (Vignali e cols., 1989, Smythies e
cols., 1992, Sher e cols., 1990).

Mdltiplas exposicOes a cercéria irradiada causam um aumento nos niveis de protecéo
induzido pela imunizagdo com uma Unica exposicdo, mas, apresentam um diferente mecanismo
de imunidade protetora. Camundongos submetidos a multiplas exposi¢fes a cercaria atenuada
desenvolvem uma resposta do tipo Th2 e produzem altos titulos de anticorpos que podem
transferir imunidade a um recipiente ndo primados (Mangold & Dean., 1986, Caulada-Benedetti e
cols., 1991).

Apesar de induzirem deferentes tipos de resposta protetora, tanto a imunizacdo de
camundongos com uma Unica exposicdo a cercéria irradiada, quanto a imunizagdo com multiplas
exposicdes a cercéria irradiada depende dos dois bracos da resposta imune (celular e humoral)
para desencadear uma Otima imunidade protetora. Camundongos deficientes em células B
imunizados uma vez com cercaria irradiada apresentam reducdo no nivel de protecdo alcancado
comparado com camundongos selvagens. O mesmo fendmeno de reducdo da imunidade protetora
também é observada em camundongos deficientes em IFN-y expostos a multiplas imunizagdes
com cercéria irradiada (Jankovic e cols., 1999). A imunidade protetora induzida pela imunizacao
com cercaria atenuada pode ser aumentada pelo uso de IL-12 exdgena como adjuvante. Este
protocolo de imunizacdo induz um aumento nos niveis de protecdo observada ap6s uma ou
maltiplas imunizacBes. O uso de IL-12 como adjuvante resulta no aumento da producdo de
citocinas associadas a um perfil de resposta Thl e reducdo na producdo de citocinas associadas a
um perfil Th2, como por exemplo, IL-4 e IL-5. Em camundongos expostos a multiplas
imunizacbes, a co-administracdo de IL-12 resulta no aumento dos titulos de anticorpos
especificos das subclasses 1gGl, IgG2a e IgG2b capazes de transferir resisténcia a um
camundongo nado primados (Wynn e cols., 1995, 1996).

Em camundongos imunizados com cercaria atenuada de S. mansoni, 0 pulmao parece ser
o principal sitio de eliminacdo do parasita. Estudos autoradiograficos mostram que a eliminacéao
do parasita ocorre em algum ponto entre a entrada do parasita no pulméo e seu desenvolvimento
em verme adulto (Kassim e cols., 1992). Os mecanismos precisos de eliminacdo do parasita ainda
nédo sdo claros. Uma hipotese defende que o evento crucial na eliminacdo do parasita envolve o

blogueio fisico de sua migracdo através dos capilares pulmonares por um foco inflamatorio
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efetor. Varias observacdes tém sido usadas para formular esta hipdtese: primeiro, a larva presa no
foco inflamatorio ndo mostra nenhuma evidéncia de dano citotoxico a nivel ultra-estrutural
(Kassim e cols., 1992); segundo, a maioria dos esquistossomulos recuperados do pulmao de
camundongos imunizados 17 dias ap0s a infecgdo, foi capaz de se diferenciar em verme adulto
quando transferidos para o sistema porta hepatico de camundongos ndo primados (Coulson &
Wilson, 1988).

Outra hipdtese defende a idéia de que os esquistossdmulos do pulméo sdo eliminados por
um mecanismo de morte citotoxica. O oxido nitrico (NO) tem sido considerado o principal agente
citotoxico na morte dos esquistossdmulos no pulméo. Evidéncias do efeito citotoxico do oxido
nitrico foram observadas em ensaios in vitro e in vivo. O 6xido nitrico produzido por macréfagos
peritoniais ativados foi capaz de induzir morte citotoxica de esquistossdmulos recém
transformados in vitro (James & Glaven, 1989). A administracdo de L-NMMA (N®-methil-L-
arginina acetato), um inibidor de Oxido nitrico, a camundongos imunizados com cercéria
atenuada resulta em diminui¢cdo da imunidade protetora nesses camundongos (Wynn e cols.,
1994). No entanto, a imunizacdo de camundongos deficientes em iINOS (6xido nitrico sintase
indutivel) com cercéria atenuada induz apenas uma reducdo parcial no nivel de protecdo em
relagdo aos camundongos selvagens (James e cols., 1998), demonstrando que existe outro
mecanismo indutores de protecéo.

Apesar dos elevados niveis de protecdo obtidos em camundongo, o uso de vacinas irradiadas
ndo se aplicaria em humanos, devido a possibilidade do parasita recuperar a sua capacidade
infectante. Dessa forma, esse modelo de imunizacdo € utilizado apenas no estudo dos
mecanismos imunoldgicos responsaveis pela inducdo da imunidade protetora.

Varios estudos utilizando antigenos do S. mansoni levaram a identificacdo de antigenos
promissores para serem utilizados no desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra a
esquistossomose (Bergquist, 1995). Através da analise dos antigenos identificados e dos
resultados obtidos em protocolos de vacinacdo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
selecionou seis antigenos do S. mansoni como potenciais candidatos ao desenvolvimento de uma
vacina anti-esquistossomotica (Bergquist, 1995). Mas com o desenvolvimento da gendmica e da
protedmica, varios novos antigenos tém sido descobertos, muitos deles ainda ndo haviam sido
sequer descritos, surgindo dezenas de novos possiveis candidatos a compor a vacina contra a

esquistossomose. Melhor ainda, com a descoberta de novos antigenos, novas linhas de pesquisa



29

tém surgido relacionadas a esquistossomose. Em nosso laboratério e em colaboragdo com outros
grupos de pesquisa, alguns destes antigenos estdo sendo testados como vacina: Sm14 (Fonseca e
cols., 2004), paramiosina (Fonseca e cols., 2005), Sm22.6 (Pacifico e cols., 2006), Sm29
(Cardoso e cols., 2006), Sm22.4 (em andamento) e ainda peptidios sintéticos (em andamento).

Estratégias de vacinagao

Dentre as estratégias utilizadas na imunizacdo de camundongos com antigenos do
Schistosoma, podemos destacar:

1) A imunizagdo com proteinas purificadas ou recombinantes, que podem ser produzidas
em larga escala, porém necessitam serem purificadas.

2) A imunizagdo com construcdes que codificam antigenos do S. mansoni — as vacinas de
DNA.

3) A imunizacdo com peptideos sintéticos contendo epitopos imunodominantes de
proteinas do parasita.

A purificacdo de uma proteina nativa do parasita demanda um longo para a sua obtencéo, é
bastante laboriosa e geralmente resulta na obtencdo de baixa quantidade de proteina purificada.
As proteinas recombinantes sdo facilmente produzidas em grandes quantidades, mas, necessitam
serem purificadas e, dependendo do sistema utilizado para produzi-las, alguns epitopos
conformacionais podem ser perdidos (Dalton e cols., 2003). Entre os diferentes antigenos do S.
mansoni, Sm28, IrV-5, paramiosina, Sm14, Sm22.6, TSP-2 e a Sm29 ja foram produzidos na
forma de proteinas recombinantes e testados em protocolos de imunizacdo em camundongos
(Balloul e cols.,1987; Soisson e cols.,1992; Pearce e cols., 1988; Fonseca e cols., 2004, 2005;
Pacifico e cols., 2006; Tran e cols.,2006; Cardoso e cols., submetido). Todos estes antigenos
foram capazes de induzir protecdo parcial contra a esquistossomose, a vacinagdo com a Sm28r e
Sm29r foram capaz tanto de diminuir a carga parasitaria quanto o numero de ovos viaveis
(Balloul e cols., 1987; Xu e cols., 1991, Cardoso e cols., submetido).

A vacinacdo com DNA apresenta algumas vantagens frente a vacinagcdo com a proteina
recombinante: a produg@o em larga escala de DNA é mais facil e mais barata; o DNA ¢ estavel a
temperatura ambiente facilitando o transporte e armazenamento; e, ainda, o DNA possui
atividade adjuvante capaz de amplificar a resposta imune, pois 0s motivos CpG do DNA se ligam
ao TLR9 (receptor do tipo Toll-9), em macrdfagos e células dendriticas, ativando a resposta
imune inata (Oliveira e cols.,1999; Ishii e cols, 2002). A imunizacdo de camundongos com o
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DNA que codifica a GST do Schistosoma mansoni foi capaz de aumentar os titulos de 1gG2a e
IgG2b, anticorpos capazes de induzir citotoxicidade dependente de anticorpo (Dupre e cols.,
1997), o uso de IL-18 neste protocolo de imunizacdo ndo aumenta os titulos de anticorpos, porém
aumenta a producédo de IFN-y, citocina importante na resposta imune contra o esquistossomulo
pulmonar (Dupre e cols., 2001). Outro antigeno testado em protocolos de vacinacdo com DNA, a
Sm23 do S. mansoni, foi capaz de induzir niveis de protecdo, semelhantes ao observado em
protocolos de vacinagdo utilizando a forma recombinante desta proteina, o que valida a utilizacdo
da imunizag&o génica contra a infeccdo pelo S. mansoni (Da’dara et al., 2001).

1.8.  Proteinas do tegumento

O tegumento é uma camada sincicial citoplasmatica que recobre toda a superficie corporal
de Schistosomas adultos, sendo a maior interface entre o parasita e o hospedeiro. Como o paraita
sobrevive por décadas, 30-40 anos, nos vasos sanguineos do hospedeiro, eles sdo claramente
capazes de evadir do sistema immune e essa habilidade é dependente de mecanismos que operam
no tegumento como resultado da maturacdo do parasita e mudancas nesta estrutura (Harris e
cols., 1984). O tegumento é formado pelo membranocélice e membrana plasmatica e em estudos
in vivo tem mostrado um lento “turn over”, uma meia-vida de 5 dias, justificando o papel protetor
do membranocélice em relacdo a membrana plasmética formando uma barreira fisica (Saunders e
cols., 1986). Um dos melhores mecanismos imunoevasivos utilizados pelo Schistosoma é a
aquisi¢cao de moléculas do hospedeiro pelo seu tegumento para mascarar seu status de “estranho”.
Essa é a chave para o sucesso da sobrevivéncia do Schistosoma no hospedeiro. As moléculas do
hospedeiro sdo adsorvidas na superficie do tegumento, no membranocalice e incluem
imunoglobulinas, produtos do MHC, componentes do complemento, DAF, e glicolipidios.
Receptores Fc e a fracdo C3 do complemento tém sido identificados no tegumento do S.mansoni.
Por essa razao, o tegumento é muito visado como alvo suceptivel a drogas e vacinas. As proteinas
provenientes do S. mansoni associadas ao seu tegumento podem ser sollveis, como a GST
(Balloul e cols., 1987), a TPI (Harn e cols., 1992), a GAPDH (Goudot-Crozel e cols., 1989), a
Sm22.6 (Jeffs e cols., 1991), a PGK (Lee e cols., 1995) ou podem ser integrais da membrana,
como Sm32, Sm25, Sm23 (Reynolds, Shoemaker e Harn, 1992), Sm29 (Cardoso e cols., 2006b)
e tetraspanina (Loukas e cols., 2006) dentre outras. As proteinas que sdo secretadas ou ancoradas
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na superficie do Schistosoma sdo expostas ao hospedeiro e por essa razdo sao potenciais
candidatas ao desenvolvimento de novas vacinas. E demostrado que membranas de tegumento
isoladas sdo capazes de estimular a imunidade protetora em camundongos (Smithers e cols.,
1990). Adicionalmente, os antigenos associados a membrana do tegumento ndo apresentam
reacdo cruzada com os antigenos do ovo, que estdo envolvidos na imunopatologia (Simpson,
1990). A Sm29, proteina integral de membrana, aparece como uma forte candidata a compor uma
vacina. Cardoso e cols. (2006a) mostrou que IgG1 e IgG3 anti-Sm29 foi o isotipo predominante
identificado nos soros de pacientes moradores de area endémica naturalmente resistentes a
infecgdo e resistentes a reinfecgdo. Em modelo murino, imunizacdo com a Sm29r conferiu uma
protecdo parcial de 56,7% contra a infecgdo experimental e ainda uma diminui¢cdo na ovoposi¢ao
de 60% (Cardoso e cols., submetido). A tetraspanina, também uma proteina integral de
membrane abundante no tegumento, apresenta niveis de protecdo elevado em modelo murino e
correlaciona com imunidade protetora em pessoas que moram em area endémica. (Loukas e cols.,
2006). Nos ultimos dois anos o estudo do proteoma do tegumento do S. mansoni tem sido
realizado e vem revelando que estas proteinas do tegumento sdo grandes promessas a compor

uma vacina recombinante contra a esquistossomose. (Braschi e cols., 2006).
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Figura 3: Representacdo diagramatica do tegumento do S. mansoni e a localizacdo proposta
de algumas proteinas identificadas (Braschi e col.s, 2006).



32

1.9. ASm22.6

A Sm22.6 é uma proteina soltvel de 22.6 kDa que esta localizada no tegumento, mas nédo
ancorada na membrana, de vermes adultos e em outros estagios da vida do parasita no hospedeiro
humano, exceto o ovo (Jeffs e cols., 1991). A Sm22.6 foi clonada e sequenciada pela primeira
vez por Stein e cols. em 1986. Dunne e cols. (1992) mostraram que a IgE do soro de pacientes
esquistossomoticos moradores de area endémica resistentes a reinfec¢do reconhecem a proteina
Sm22.6. Além disso, a resposta de IgE especifica € maior em soro de pacientes apos o tratamento
do que antes do tratamento (Webster e cols., 1998). Uma correla¢do negativa entre a resposta de
IgE @ Sm22.6 e a intensidade de reinfeccdo pds-tratamento indica que o antigeno também induz
uma resposta protetora contra S. mansoni ou pode agir como marcador para individuos resistentes
(Webster e cols.,, 1996) ja que a IgE tem um importante papel na imunidade contra a
esquistossomose humana. O cDNA codificante da Sm22.6 utilizado nesta tese foi isolado da
biblioteca de cDNA de esquistossdmulo de fase pulmonar de S. mansoni pertencente a Dra. Elida
Rabelo denominado clone SML03775 (Franco e cols., 1997). Realizamos o sequenciamento
completo do cDNA e entdo procedemos novo depdsito no Gen Bank (nimero de acesso
DQO059818). Este clone apresentou uma similaridade de 100% com a Sm22.6 presente no verme
adulto. Proteinas homologas ao antigeno Sm22.6 foram encontrados em outras duas espécies do
Schistosoma, S. japonicum e S. haematobium, com identidade de 79,9% e 88%, respectivamente.
Li e cols. (2000), mostraram que a proteina recombinante do S. japonicum, Sj22.6, ndo induziu
protecdo em camundongos e bufalos contra a infeccdo por cercarias. A diferenca da seqiiéncia de
aminoacidos entre a Sm22.6 e Sj22.6 é de aproximadamente 20%. Nessas regides podem estar
localizados os epitopos envolvidos na inducdo de protecdo, quando a Sm22.6r € utilizada como
vacina. A Sm22.6 possui trés dominios conservados que sdo semelhantes entre 0s outros
membros da familia de antigenos de tegumento de 20-23 kDa (Fitzsimmons e cols. 2004). Estes
dominios, presentes na Sm22.6, séo dois EF-hand e um dineina de cadeia leve. A identidade
destes dominios entre Sm22.6, Sh22.6 e Sj22.6 é extremamente elevada, maior que 90% podendo
chegar até a 100%, mostrando ser bem conservada (Fitzsimmons e cols. 2004). Lin e cols. (2006)
mostraram pela primeira vez um papel fisioldgico para esta proteina, pois a Sm22.6 em ensaio in
vitro, interagiu com a trombina humana inibindo a atividade proteolitica da protease. Sugerindo

fortemente que a Sm22.6 tem um papel na regulacdo da coagulacdo em humanos.
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I1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o nivel de protecdo proporcionado pelas imuniza¢Ges com a vacina recombinante

e de cDNA do antigeno de 22.6 kDa do Schistosoma mansoni.

2.2. Objetivos especificos

1. Subclonar a Sm22.6 em vetor de expressdo de célula de mamifero (pCl) para produzir a
vacina de cDNA e em vetor de procarioto (pPMAL) para produzir a Sm22.6 recombinante

2. Auvaliar a resposta especifica do isotipo 1gG de camundongos imunizados com as vacinas
recombinante e de cDNA e dos subtipos 1gG1 e IgG2a dos camundongos imunizados com a
vacina recombinante.

3. Caracterizar o perfil de citocinas induzidas pela imunizagdo com a vacina recombinante.

4. Realizar imunolocalizagdo da proteina Sm22.6 em vermes adultos utilizando a microscopia

confocal
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1. JUSTIFICATIVA

A quimioterapia como estratégia utilizada no controle da esquistossomose mostra uma
significante limitacdo, deixando clara a necessidade do desenvolvimento de uma vacina. Das
diversas estratégias de vacinacdo experimental testadas, a que induz maiores niveis de protecao
em camundongos é a imunizagdo com cercéria irradiada (Wynn e cols., 1996), ainda assim ela
ndo se aplica a humanos, devido a dificuldade de aceitacdo e de producdo de vacina em larga
escala e possiveis reacGes adversas. Neste trabalho utilizaremos duas outras estratégias:
imunizagdo com cDNA e imunizagdo com proteina recombinante. Vrios trabalhos mostram que
tanto a vacina utilizando cDNA quanto a vacina utilizando proteina recombinante induz uma
resposta imune protetora parcial, mas até 0 momento nenhuma vacina apresentou uma protecao
eficiente. A Sm22.6 é uma proteina de tegumento de 22.6 kDa, encontrada em todas as fases do
ciclo de vida do S. mansoni, exceto ovo, e ela é reconhecida pela IgE de pacientes moradores de
area endémica resistentes a reinfeccéo. Adicionalmente, a descoberta do cDNA que codifica para
0 antigeno Sm22.6 na biblioteca de cDNA de esquistossdmulo de fase pulmonar do S. mansoni,
trouxe novas perspectivas na utilizacdo dessa proteina em estudos de imunizacdo visando a

protecdo contra esquistossomose em modelo experimental.
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IV. METODOLOGIA
4.1 Parasitas e Animais

Camundongos C57BL/6 fémeas, de 6-8 semanas de vida, foram obtidos do CEBIO da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos em biotério. As cercérias de S.
mansoni (cepa LE) sdo mantidas rotineiramente em caramujos Biomphalaria glabrata no GIDE-
UFMG e preparadas pela exposi¢do a luz por 1 hora para induzir sua liberagdo. O nimero de

cercérias bem como sua viabilidade foram determinados utilizando lupa, antes da infeccéo.
4.2 Clonagem, expressdo recombinante e purificacdo do antigeno Sm22.6.

Clonagem

A andlise da sequéncia do clone SML03775 (numero de acesso DQ059818) contendo o
gene completo da Sm22.6 da biblioteca de cDNA de esquistossdmulo de fase pulmonar (Franco e
cols., 1997) cedido pela Dra. Elida Rabelo (UFMG) foi realizada usando o kit “DYEnamic™ ET
dye terminator cycle sequencing (MegaBACE™)” e o seqiienciador MegaBACE 1000
(Amersham Biosciences, Sdo Paulo, Brazil). As identidades encontradas foram analizadas
utilizando o programa BLAST (Altschul e cols., 1997). A sequéncia de amino&cidos do antigeno
da Sm22.6 de verme adulto ou fase pulmonar de S. mansoni e de verme adulto de S. japonicum
foram alinhadas utilizando 0 programa de computador disponivel

www.searchlauncher.bcm.tmc.edu. O gene de esquistossomulo de fase pulmonar da Sm22.6 foi

amplificado por PCR e subclonado nos vetores de expressdo de mamifero pCl (Promega Co.,
Madison, WI) (fig.4A) e de expressdo bacteriano pMAL-c2 (New England Biolabs, Beverly,
MA) (fig.4B). Os iniciadores continham um sitio de restrigdo artificial em cada ponta e foram
construidos com base na seqiiéncia de nucleotidio da Sm22.6. As seqliéncias de iniciadores eram:
(senso) 5-CCGGAATTCATGGCAACCG AGACGAAA-3" (EcoRl) e (antisenso) 5'-
TGCTCTAGATTATTGAGATGGTG TTCTC-3' (Xbal). A PCR foi realizada em um volume de

50 pl contendo 10 ng de molde de DNA, 10 pmoles de cada iniciador, 100 mM (cada) de
trifosfato deoxiribonucleosidio, tampdo PCR 1X e 25 U de AmpliTag polimerase. A

amplificagdo da PCR foi conduzida em um termociclador usando as seguintes condices:


http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu/
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denaturacdo a 95° C por 3 minutos, anelamento a 55° C por 45 segundos e extensdo a 72° C por
1 minuto (30 ciclos). Os produtos amplificados foram purificados utilizando o kit de extragéo de
gel Quiaex Il (Qiagen, Valencia, CA) e digeridos com as endonucleases de restricdo EcoRI e
Xbal (Life Technologies, Gaithersburg, MD). ApoOs digestdo, os produtos da PCR foram
purificados novamente pelo mesmo processo e ligados aos vetores pCl ou pMAL-c2 previamente
digeridos. Ambas construgdes foram usadas para transformar Escherichia coli DH5a, e dessa
maneira alguns clones foram selecionados. Os DNAs plasmidiais foram extraidos utilizando o kit
de mini prep Wizard (Promega Co., Madison, WI). As construcdes pCI-Sm22.6 e pMAL-Sm22.6
foram digeridas com as endonucleases e 0 DNA sequienciado para confirmacdo da presenca do

inserto e correta orientacdo do gene da Sm22.6.
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Figura 4: Vetores de expressao, de procarioto pMAL-c2 (A) e de mamifero pCl (B). Ambos vetores
foram digeridos no sitio multiplo de clonagem utilizando as enzimas EcoRI e Xbal apontadas em
rosa.

EcoR 1 |18 €4——




37

Expressdo recombinante do antigeno Sm22.6

A Sm22.6 recombinante foi obtida através da expressdo em Escherichia coli (DH5a)
utilizando o vetor de expressao pMAL-c2 (New England Biolabs, Beverly, MA). A Sm22.6r foi
produzida como previamente descrita pelo nosso grupo (Brito e cols., 2000). A expressao da
proteina de fusdo composta pela Sm22.6 e pela ligadora de maltose (MBP) foi induzida por
0.6mM de IPTG (isopropyl-B-D-galactopyranoside). Ap6s 3 horas de inducdo a 37°C com
agitacdo (200 rpm), as bactérias foram centrifugadas a 4000 x g por 20 minutos. O precipitado de
células foi ressuspendido em 100 ml de tampdo salina fosfato (PBS, pH 8.4) contendo 25mg de
lizosima e congelados e descongelados trés vezes. Logo em seguida, o lisado foi submetido a trés
ciclos de 30 s cada de sonicacdo para liberar a proteina desejada. Assim, a proteina obtida no
sobrenadante apds centrifugacdo foi purificada através de cromatografia de afinidade usando
resina de amilose. Para os estudos imunoldgicos, a proteina de fusdo foi clivada com fator Xa
(New England Biolabs) overnight e a Sm22.6r foi purificada pela religacdo a MBP a resina de
amilose como previamente descrita (Brito e cols., 2000). A Sm22.6 purificada continha 0.1 ng de
LPS por ug de proteina, conforme medida pelo kit de analise QCL-1000 Limulus amebocyte
lysate (BioWhittaker, Walkersville, MD).

4.3. Gel de poliacrilamida e Western blot

A proteina de fusdo MBP-Sm22.6, Sm22.6 clivada da MBP e a proteina Sm22.6r foram
separadas em gel desnaturante de poliacrilamida a 10 % por eletroforese (Laemmli, 1970). Do
gel, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham
Biosciences) por Western blot como previamente descrito (Towbin e cols., 1979). As membranas
de nitrocelulose foram blogueadas com 10 % de leite em p6 a 4 °C overnight, e posteriormente
reagidas com soro coelho anti-MBP (1:10.000) ou soro de camundongos imunizados com
Sm22.6r (1:50) durante 1h a temperatura ambiente. Apos a reagdo com 0 anticorpo primario, as
membranas foram lavadas trés vezes com TBST (0.5 M NaCl-0.02M Tris [pH 7.5], 0.05 %
Tween 20)e incubadas por 1h a temperatura ambiente com IgG anti-coelho conjugado com
fosfatase alcalina (1:6.000) (Promega) ou IgG anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina
(1:8.000) (Sigma) em TBST. Apos trés lavagens com TBST, a reagdo foi desenvolvida com
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incubagda a temperatura ambiente com NBT (nitroblue tetrazolium chloride) e BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-1-phosphate).

4.4.0btencdo da vacina de DNA

A construcdo pCl-Sm22.6 foi amplificada em E. coli cepa DH5a e 0 DNA foi purificado
utilizando o kit EndoFree Plasmid Giga kit (Qiagen, Valencia, CA). O DNA foi ressuspendido
em solucéo fisiologica estéril apirogénica na concentragdo final de 1mg/ml para as imunizagoes.
A preparacdo de plasmidio continha menos que 0.05 unidades de endotoxina (EU) por 100 ug de
DNA, conforme medido pelo kit QCL-1000 Limulus amebocyte lysate analysis Kit
(BioWhittaker, Walkersville, MD) .

4.5 Imunolocalizagdo da Sm22.6 no verme adulto do Schistosoma mansoni.

Cortes histologicos de verme adulto (fémea) e parasitas fixados diretamente em laminas
(esquistossomulo) foram submetidos a ensaios de imunolocalizagdo utilizando soro policlonal de
animais vacinados com a Sm22.6 recombinante. Utilizamos conjugados anti-mouse marcados
com fluoréforos e também anticorpos para marcacdo do citoesqueleto (actina) e visualizacédo da
estrutura geral do parasita Soro de animais naive foram utilizados como controle negativo. Cortes
foram deparafinados com Xilol, e submetidos a PGN (gelatina 0,25%, azida sodio 0,1%e
saponina 0,1% em PBS) por 1 h, lavado quatro vezes com PBS e incubado por 1h soro anti-
Sm22.6 diluido em PGN. As amostras foram entdo lavadas quatro vezes e incubadas 1h com 1gG
anti-camundongo marcado com FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA) diluido 1:50 em PGN com
10 uM DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) para visualizar nacleo e 0-1 pg/ml faloidina-rhodamine (Sigma)para corar 0s a
actina. Em seguida, foram lavados trés vezes em PBS 0-1 M Tris-HCI (pH 8:8) em tampéo
glicerol com 0-1%p-phenylenediamine como agente antibleaching para vermes de S. mansoni e
visualizados no sistema Confocal da Bio-Rad 1024UV usando microscopio Zeiss Axiovert 100
microscope em imersdo em agua 1-2 NA 40x objetiva de plano Apocromatico com contraste.
Imagens capturadas com LaserSharp 1024 version 3-2T (Bio-Rad) e processada com NIH-

Image-J.
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4.6. Imunizacdo de animais com a Sm22.6 recombinante e vacina de DNA

Protocolos de Imunizagdo

Camundongos C57BL/6 fémeas de 6-8 semanas foram divididas em quarto grupos de dez
animais cada. Para a vacina de DNA, os camundongos foram previamente injetados com 10 mM
de cardiotoxina (Sigma, St. Louis, MO) cinco dias antes da vacinagdo. Nos dias 0, 15, 30 e 45 as
construcdes pCl ou pCl-Sm22.6 foram administradas intramuscularmente.Cada quadriceps
recebeu injecdo de 50 ul de DNA na concentracdo de 1ug/ul em soro fisiologico, de maneira que
cada animal recebeu um total de 100ug de DNA plasmidial. Para a vacinagdo com proteina
recombinante, os camundongos foram imunizados subcutaneamente (s.c.) N0 pescogo com 25ug
de rSm22.6 nos dias 0, 15 e 30. A proteina recombinante foi utilizada nas imunizagdes em trés
diferentes e independentes protocolos: 1) Adjuvante de Freund (CFA-Adjuvante de Freund
completo na primeira imunizacdo e incompleto nas imunizagdes de reforco), 2) Hidrdxido de
aluminio, e 3) Sm22.6 na auséncia de adjuvante. Os grupos controles foram imunizados com
adjuvante de Freund em PBS, Hiddxido de aluminio em PBS e PBS, respectivamente, utilizando

0 mesmo protocolo.

Desafio com cercarias e recuperacdo dos vermes adultos

Quinze dias apds a ultima imunizacdo, os camundongos foram submetidos ao desafio
percutaneo através da exposicdo da pele do abdémen por 1 hora em &gua contendo 30 cercérias
(cepa LE). Quarenta e cinco dias ap0s o desafio, os vermes adultos foram perfundidos pelas veias
portais (Fonseca e cols., 2004). Trés experimentos indepedentes foram realizados para determinar
os niveis de protecdo. A protecdo foi calculada comparando o nimero de vermes recuperados de
cada grupo imunizado com seus respectivos controles, utilizando a formula abaixo:

Nivel de protecdo = vermes recuperdos do grupo controle — vermes recuperados do grupo

experimental X 100

—

0 15 30 45 60 75 90
la 2a 3a

Perfusdo dos vermes adultos das veias portal e
Imunizagoes mesentérica

Desafio
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la 2a 3a T
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4.7. Resposta imune dos animais frente a imunizacdo com a Sm22.6r na presenga ou

auséncia de adjuvante de Freund e de hidroxido de aluminio.

Resposta Imune humoral

Antecedendo a cada imunizagdo, 0 sangue dos dez animais de cada grupo foi coletado
através do plexo orbital e o soro obtido por centrifugacdo. A medida de anticorpos anti-Sm22.6
especificos foi obtida utilizando ELISA indireto. Placas Maxisorp de 96 pocos (Nunc, Denmark)
foram cobertas com 5ug/ml de Sm22.6r em tampé&o carbonato-bicarbonato, pH 9.6 por 12-16
horas a 4°C, entdo bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente com 200 ul/pogo de PBST
(tampéo salina fosfato, pH 7.2 com 0.05% Tween-20) com 10% FBS (Soro fetal bovino). Cem
milcrolitros de cada soro diluido 1:100 em PBST foram adicionados por pogo e incubados por
uma hora a temperatura ambiente. Anticorpos ligados a placa foram detectados através de 1gG
anti-camundongo conjugado com peroxidase (Promega) diluido em PBST 1:5.000 para DNA ou
proteina recombinante, e 1gG1 (Sigma) e 1gG2a (Sigma) diluidos em PBST 1:2.000 e 1:1.500,
respectivamente para animais imunizados com proteina recombinante. A reacdo de coloracgdo foi
desenvolvida pela adi¢éo de 100 pl/well e 200 pmoles de OPD (o-phenylenediamine, Sigma) em
tampéo citrato-fosfato, pH 5.0 com 0.04% H,0, por 10 minutos e parada com 50 ul de &cido
sulfarico 5% por pocgo. As placas foram lidas a 492 nm em leitor de ELISA (BioRad, Hercules,
CA).
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Resposta Imune Celular

Esplendcitos foram isolados de bagos macerados, individualmente, de camundongos uma
semana ap0s a terceira imunizacdo dos grupos experimentais (Sm22.6r sem adjuvante e seu
controle PBS, Sm22.6r mais adjuvante de Freund e seu controle PBS mais adjuvante de Freund,
Sm22.6r mais hidréxido de aluminio e seu controle PBS mais hidroxido de aluminio) e lavados
duas vezes com PBS estéril. Depois de lavadas, as células foram ajustadas para 1 X 10° células/
poco para ensaio de IL-4 e IFN-y ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado
com Soro Fetal bovino 10%, 100 U/mL de penicilina G sodio, 100ug/mL de sulfato de
estreptomicina e 250 ng/mL anfotericina B. Os esplendcitos foram mantidos em cultura com
meio ou estimulados com Sm22.6r (25ug/mL) ou concanavalina A (ConA) a 5 ug/mL ou LPS de
E. coli (2.5 ng/ml). LPS purificado de E. coli (Sigma) foi utilizado nas culturas de esplendcitos
como controle na mesma concentracdo de endotoxina medida na Sm22.6r. As placas de 96 pocos
(Nunc) foram mantidas em incubacdo a 37°C com CO, 5%. Os sobrenadantes das culturas foram
coletados ap6s 24 h de estimulacdo com ConA, e 48h (IL-4) ou 72 h (IFN-y ) de estimulo com
Sm22.6r para analise das citocinas. Os ensaios de medida de IL-4 e IFN-y foram realizados
utilizando o kit Duoset ELISA kit (R&D Diagnostic) de acordo com o manual do fabricante. Para
analise de IL-10, os sobrenadantes foram coletados apds 72 hs de estimulo e a medida desta
citocina foi realizada utilizando o kit de ELISA BD OptEIA (BD Bioscience Pharmigen, San

Diego, CA) também de acordo com o manual do fabricante.
4.8 Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t de student através do

programa de computadores MINITAB (Minitab Inc., State College, PA) ou do GraphPad Prism4
(GraphPad Software, San Diego, CA).
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V. RESULTADOS

5.1. Sequenciamento da sm22.6

O clone SMLO03775 da biblioteca de cDNA de esquistossomulo de fase pulmonar foi
ressequenciado no sequenciador automéatico MEGA BACE 1000 (Amersham). A sequéncia
completa da proteina foi depositada no BLAST, numero de acesso DQ059818, sendo que este
clone apresentou uma homologia de 100% com a Sm22.6 do verme adulto do S. mansoni. Em
analise de bioinformatica realizada no SOSUI, sugeriu que a Sm22.6 é solGvel e néo
transmembrana (dado ndo mostrado). A Sm22.6 era composta por 573pb codificantes de 191
aminoacidos (codon inicial: ATG, cddon final: TAA) (Fig. 5A). Comparamos esta nova
sequéncia com sequéncias da Sj22.6 e Sh22.6 depositadas no BLAST e obtivemos uma
identidade de 88% e 79,9% (Fig. 5B).

1 ATGGCAACCGAGACGAAATTAAGTCAAATGGAAGAGTTTATTAGGGCATTTTTAGAAATAGATGCAGATAGTAATGAA
1 M A T ET XKL S Q M E EF I RAF L ETI DA AUD S N E
ATGATTGATAAACAAGAATTAATTAAATATTGTCAAAAATACCGTTTGGATATGAAATTGATCGATCCATGGATAGCA
M I DK Q E L I K Y C Q K Y RULDMIEKTULTIDUPWTI A
AGGTTTGATACGGATAAAGATAATAAAATCAGTATAGAAGAGTTCTGTCGTGGATTTGGTTTAAAAGTATCAGAAATT
R F D T D K DN K I S I EEF CR G F G L K V S E I
GGATTTGGTTTAAAAGTATCAGAAATTCGACGTGAAAAAGATGAATTAAAAAAAGAAAGAGATGGCAAATTTCCTAAG
G F G L K Vv s EI RREI KUDETLI KU KEIRUDGI KF P K
CTTCCACCGAATATTGAAATTATTGCAGCAACCATGTCCAAAACAAAACAATATGAAATATGTTGTCAATTTAAAGAG
L P P NI E I I A A TMSKTIKOQY ETICT CO QT F K E
TATGTTGATAATACTAGTCGAACAGGTAATGACATGAGAGAGGTAGCAAATAAAATGAAATCATTATTGGATAACACA
Y v Db N T S R TGNIDMR®REYVANI KMMI K S L L DNT
TATGGTCGTGTATGGCAAGTAGTTCTACTAACTGGTTCATATTGGATGAATTTTTCACATGAACCATTTTTATCAATA
Y G R V wWwQ V VL LTG S Y WMNU F S HEPVF L s I
CAATTTAAGTATAATAATTATGTCTGTTTAGCATGGAGAACACCATCTCAATAA 573
Q F K Y N N Y vc L A W R TP S Q * 1091

Figura 5A: Sequéncia completa da Sm22.6 do clone SMLO03775 da biblioteca de cDNA de fase
pulmonar. Inicia-se no codon ATG (1) e finaliza-se no stpo codon TAA (191)
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184
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MST-ETRLSSMEEFIRAFLEMDADNNEMIDKQELIKYCQKNRLDMRLIDPWIARFDTDKDNKI 63

M+T-ET+LS MEEFIRAFLE+DAD+NEMIDKQELIKYCQK RLDM+LIDPWIARFDTDKDNKI

MAT-ETKLSQMEEFIRAFLEIDADSNEMIDKQELIKYCQKYRLDMKLIDPWIARFDTDKDNKI 63

MAT E +LS ME+FIRAF+EID D+NE+IDKQEL KYCQ+ ++DMK IDPWIAREDTDKD K+

MATTEYRLSLMEQFIRAFIEIDKDNNELIDKQELTKYCQQONOMDMKQIDPWIARFDTDKDGKV 63

SIEEFCRGFGLKVSEIRREKEELKKEKRGKVSKLEFFKVEITAATMSKTKQYDICYQFKEY
SIEEFCRGFGLKVSEIRREK+ELKKE+DGK KLPPN+EIIAATMSKTKQY+IC QFKEY
SIEEFCRGFGLKVSEIRREKDELKKERDGKFPKLPPNIEITAATMSKTKQYEICCQFKEY
S+EEFCRGFGLKV E+RREK+ELK++++GK LP +I+ITAATMSK KQY ICC+H+FKE

SLEEFCRGFGLKVWEVRREKEELKRDKEGKVSTLPLDIQITAATMSKAKQYNICCKFKEL

IDNSSRTNKDIKEVANKMKTLLDNTYGRVWQVVILTGSYWMNESHEPFLSIQFKYNNYVC

+DN+SRT D++EVANKMK+LLDNTYGRVWQVV+LTGSYWMNEFSHEPFLSIQFKYNNYVC
VDNTSRTGNDMREVANKMKSLLDNTYGRVWQVVLLTGSYWMNESHEPFLSIQFKYNNYVC

+D TSRTG+++R VAN +K+ LD+ YGRVWQV++LTGSYWMNESHEPFLS+QFKY+NYVC
LDKTSRTGDEVRAVANDLKAFLDSEYGRVWQVIILTGSYWMNESHEPFLSMQEFKYSNYVC

LAWRTPSQO 191
LAWRTPSQ
LAWRTPS 190
L WRTPS
LLWRTPS 190

123

123

123

183

183

183

Figura 5B: Alinhamentos das sequéncias de aminoacidos da Sm22.6 com Sh22.6 e Sm22.6 com
Sj22.6. Os aminoacidos repetidos entre as seqiiéncias marcam as similaridade entre eles. O dominio
EF-hand (Pfam database) estd indicado em negrito (13-41 e 48-75) e dominios de homologia de
dineina cadeia leve estéo sublinhados (134-190).




44

5.2 Clonagem da Sm22.6

A Sm22.6 foi clonada em dois vetores de expressdo. Em vetor de procarioto para
obtencdo da proteina recombinante (PMAL-C2) e em vetor de célula de mamifero para a vacina
de DNA (pCl). Os iniciadores utilizados continham a sequéncia da Sm22.6 e a seqiiéncia de
restricdo para a clonagem. O PCR foi realizado e o peso molecular de aproximadamente 573 pb
confirmou ser a Sm22.6
(Fig. 6). Os vetores foram digeridos e a clonagem realizada. Para confirmar a insercdo da Sm22.6
nos vetores, realizamos a digestdo da constru¢cdo com as enzimas utilizadas na clonagem e
obtivemos duas bandas distintas no gel, representando a banda correspondente ao vetor e a outra

banda correspondente ao inserto Sm22.6 (ndo mostrado).

573pb

Figura 6: Gel de agarose 1% mostrando o gene da Sm22.6 ap6s amplificacdo por PCR para insercdo
das extremidades de restricdo. Na primeira canaleta estd o padrdo de peso molecular de 1Kb. Na
segunda canaleta, a seta vermelha aponta, a banda que representa o gene da Sm22.6 correspondente
a 573 pb.
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5.3. Expresséo e reconhecimento de anticorpo especifico contra Sm22.6 r

A expressdao da proteina Sm22.6r foi realizada em E. coli em fusdo com a MBP. Foi
realizada uma cinética de inducdo da expressao com coletas de hora em hora durante 4 horas.
Observamos que o melhor tempo de indugédo foi de 3 horas (Fig. 7A). Em seguida, a Sm22.6
recombinante foi purificada através de cromatografia de afinidade em coluna de resina de amilose
(Fig. 7B) como previamente demonstrada (Brito e cols., 2000) e a quantidade de proteina obtida
foi de aproximadamente 30mg. Para ensaios imunologicos a Sm22.6r/MBP foi clivada com fator
Xa, purificada em coluna de resina de amilose e entdo Sm22.6r-MBP, MBP-Sm22.6r clivada, e
Sm22.6r purificada da MBP foram analisadas através de gel SDS-PAGE (Fig. 8A) e
imunobloting utilizando soro de coelho para MBP ou soro de camundongos imunizados com
Sm22.6r. A massa molecular observada da proteina recombinante estava de acordo com a massa
molecular estimada da fusdo com MBP, 64 kDa (22 kDa da rSm22.6 e 42 kDa da MBP). As
analises de imunobloting, confirmaram a identidade da MBP-Sm22.6r e Sm22.6r purificadas,

através do reconhecimento do anticorpo anti-MBP e anti-Sm22.6r (Fig. 8B).

(A) (B)

PM 10 11 T2 T3 T4 6 9 127 15" 18 21" PM
97 it W 97
66
Sm22.6r/MBP
o > P WS G W e e - 66
45
45
30

Figura 7: Gel SDS-PAGE 10%. Em A, est4d mostrado a cinética da expressdo da Sm22.6r/MBP nos
tempos de 1h, 2h, 3h e 4h de inducdo. Em B, o gel corresponde & cinética da purificacdo da
Sm22.6r/MBP, nas canaletas estdo os tempos de coletas em minutos. A seta vermelha aponta as
bandas de 64kDa correspondentes a Sm22.6r/MBP.
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Figura 8: Em (A) Gel SDS-PAGE 10% da proteina fusionada Sm226r-MBP e sua clivagem. Nas
canaletas 1 e 4 as bandas correspondem a Sm22.6r e MBP clivadas. Nas canaletas 2 e 5, estdo
bandas correspondentes a Sm22.6r fusionada a MBP e por fim nas canaletas 3 e 6 Sm22.6r somente.
Em (B), imunobloting espelho do gel SDS-PAGE 10%. As caneltas 1 a 3 foram incubadas com soro
de coelho anti-MBP e e as canaletas 4 a 6 incubadas com soro de camundongo anti Sm22.6.

5.4. Imunolocalizacdo da Sm22.6 no verme adulto do Schistosoma mansoni

As imagens da imunolocalizagdo da Sm22.6 no verme adulto do S. mansoni foram obtidas

apds ensaio com anticorpo anti-Sm22.6r de camundongos imunizados com a Sm22.6r. (Fig. 9).

(A)

Figura 9: Imunolocalizagcdo da proteina Sm22.6 no verme adulto do S. mansoni. Em A esta
mostrado o verme adulto incubado com soro de camundongos imunizados com MBP + CFA

(controle negativo). Em B, verme adulto incubado com soro de camundongo imunizado com
Sm22.6r + CFA.
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5.5. Imunidade protetora gerada pela vacina Sm22.6 em modelo murino

A reducdo no numero de vermes totais

Para medir o nivel de protecdo induzido pelas imuniza¢cdes com Sm22.6r na presenca ou
auséncia dos adjuvants ou pela vacina de DNA (pCl-Sm22.6), camundongos foram desafiados e
o nivel de protecdo deteminado pela diferenca no numero de vermes recuperados no grupo
experimental comparado a cada grupo controle apos 45 dias do desafio. Apenas 0s animais
imunizados com Sm22.6r e adjuvante de Freund apresentaram uma protecdo parcial de 34,5%
contra a infeccdo, como média de trés experimentos independentes quando comparados ao seu
grupo controle (PBS + CFA/IFA). Em contrate, as imunizagbes com Sm22.6r na auséncia de
adjuvante ou na presenca de hidroxido de aluminio e a vacina de DNA pCIl-Sm22.6 nédo

induziram imunidade protetora nos animais vacinados (Tabela I).

Tabela I: Protegdo gerada pela imunizaca com Sm22.6r + adjuvante de Freund ou imunizacéo
com vacina de DNA. Foram realizados trés experimentos independentes e o resultado de 34,5% de
protecdo parcial encontrado foi obtido pela média entre os trés experimentos independentes

Tratamento NUmero de vermes Nivel de

recuperados protecdo %

2 Experimento

pCl 143+4.2
pCl-Sm22.6 17.4+ 4.2 —
PBS + CFA/IFA 20.0+ 3.6

rSm22.6 + CFA/IFA 136+ 3.9 32°

3° Experimento

pCl 95+27
pCl-Sm22.6 10.1+2.9 —
PBS + CFA/IFA 18.8+4.4

rSm22.6 + CFA/IFA 12.2+4.1 35.1%




5.6. Resposta Imune humoral

Analise da resposta de IgG apds imuniza¢Ges com Sm22.6r e a vacina de DNA
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A Sm22.6 recombinante foi expressa em E. coli e purificada utilizando cromatografia por

afinidade. Para os estudos imunoldgicos, a Sm22.6r foi clivada e separada da MBP para ser

utilizada como antigeno como descrito por Brito e cols. (2000). Para investigar a presenca de

anticorpos IgG anti-Sm22.6, soro de dez animais de cada grupo vacinado foram testados através

de ELISA. Os animais vacinados com DNA tiveram uma elevacdo no nivel de anticorpos

especificos somente apds a segunda imunizacgéo (no 30° dia). Os grupos imunizados com proteina

recombinante na auséncia de adjuvante ou na presenca de Freund ou hidroxido de aluminio

mostraram elevados titulos de 1gG ap6s 15 dias da primeira imunizacdo comparados com seus

controles. A presenca dos adjuvantes ndo alteram os niveis de IgG especificos quando

comparados ao grupo vacinado com a Sm22.6r sozinha (Fig.10) .

(A)
2,5
2
15 —{}— PBS/CFA
1 —— Sm22.6r/CFA
0,5
0
(©)
2.5
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£
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o
0.5
0 010

(B)
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—O—pCl
—&— pCl/Sm22.6

—o— PBS/Alum
—&— Sm22.6r/Alum

Figura 10: Nivel de anticorpo IgG Sm22.6r especifico nos experimentos de imunizag¢des . No eixo “y” esta
mostrado o valor da absorbincia a 492nm, no eixo “x” o tempo de coleta do soro em dias. Em (A) Sm22.6r +

Freund, (B) Sm22.6-pCl, (C) Sm22.6r na auséncia de adjuvante e (D) Sm22.6r + Alum.
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Producéo de 1gG1/IgG2a apbs vacina¢ao com a Sm22.6r

Como apenas o grupo imunizado com a Sm22.6r na prenga de adjuvante de Freund
conferiu protecdo parcial contra a infeccdo experimental, decidimos analisar a resposta immune
induzida apenas nos grupos imunizados com proteina recombinante. Para determinar o tipo de
resposta imune induzida ap6s imunizacao, o nivel dos isotipos IgG1 e 1gG2a foi medido através
de ELISA. Os camundongos imunizados com Sm22.6r na auséncia de adjuvante ou na presenca
de Freund ou hidroxido de aluminio apresentaram elevados titulos de IgGl e IgG2a quando
comparados ao seu respectivo grupo controle (Fig. 11). Adicionalmente, esses titulos ainda eram
mais elevados em IgGl comparados a 1gG2a. O perfil 1gG1/1gG2a observado neste estudo

seguido da imunizagdo com Sm22.6r € um indicativo de uma resposta imune mista Th1/Th2.

A
(A) (B)
* 1.5
1.5 - . B PBS OPBS
* B Sm22.6r B Sm22.6r
1.0 B PBS/Alum 101 * B PBS/Alum
B Sm22.6r/Alum * * [ Sm22.61/Alum
05 1 B PBS 0.5 1 h ﬁ H BPBS
B Sm22.6r/CFA
B Sm22.6r/CFA
0.0 ' 0.0 )
lgG1 lgG2a

Figura 11: Niveis de IgG1 e IgG2a determinados por ELISA apés terceira imunizacido. No eixo “y”
estdo os valores obtidos medidos em absorbancia de 492nm. Em (A) esta representado IgG1. Em (B)
esta representado niveis de 1gG2a. Todos as vacinagdes com a Sm22.6r na auséncia ou presenca de
adjuvante induziram niveis significativos de 1gG1 e IgG2a quando comparados com seus respectivos
controles (p<0,05).
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5.7. Resposta Imune celular

Para tentar correlacionar o efeito da protecdo parcial causada pela imunizacéo da proteina
Sm22.6r associada ao adjuvante de Freund, o perfil de citocinas induzido nos animais vacinados
foi avaliado. Para o grupo que apresentou protecdo parcial contra a infeccdo experimental
medimos os niveis de IFN-y e IL-4 no sobrenadante de cultura de esplendcitos dos animais
imunizados. Niveis estatisticamente significativos de IFN-y e IL-4 foram detectados nos
camundongos imunizados com Sm22.6r associado ao adjuvante de Freund quando comparados
com seu grupo controle e, como controle, esplendcitos de camundongos imunizados produziram
1042 + 6 pg/ml de IFN-y e 516 + 75 pg/ml de IL-4 apds a estimulagdo com ConA (dado ndo
mostrado). Adicionalmente, o estimulo com LPS na mesma quantidade de endotoxina encontrada
na Sm22.6r ndo induziu qualquer producdo significativa de IFN-y ou IL-4 (Fig. 12). Esses
resultados indicam que a vacinagdo com a Sm22.6r induz uma resposta immune por células T de

camundongos do tipo mista Th1/Th2 caracterizada pela producéo de IFN-y e IL-4.
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Figura 12: Nivel de IFNy e IL-4 dos camundongos imunizados com Sm22.6r/CFA ou PBS/CFA. Os
esplendcitos foram isolados uma semana apds a terceira imunizacdo, e analisados quanto a
guantidade de IFN-y (A) e IL-4 (B) produzidos em resposta a estimulagdo com Sm22.6r (25 ug/mL)
e LPS.

5.8. Possivel papel imunomodulador da Sm22.6r através da produgéo de 1L-10

A producdo de IL-10 foi medida no grupo imunizado com a Sm22.6r na auséncia de
adjuvante e na presenca de hidréxido de aluminio. IL-10 é uma citocina reguladora e anti-

inflamatoria com grande importancia na modulacdo da resposta imune. Os niveis de IL-10
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induzidos nos animais vacinados com a Sm22.6r ou Sm22.6r/alum foram significativamente mais

elevados quando comparado ao controle (Fig. 13).
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Figura 13: Niveis de 1L-10 detectados em sobrenadantes de cultura de esplendcitos de camundongos
imunizados com Sm22.6r na auséncia de adjuvante ou na presenca de alum. As células foram
estimuladas com Sm22.6r. Como controle positivo, utilizamos LPS, cujo valores ja foram
descontados.
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VI. DISCUSSAO

Esta tese faz parte de uma linha de pesquisa do Laboratorio de Imunologia de Doencas
Infecciosas cujo objetivo principal é o desenvolvimento de uma vacina eficiente contra a
esquistossomose. Com o surgimento da “Era Gendmica”, mais precisamente com o
desenvolvimento do Projeto Genoma do S. mansoni, hovos antigenos surgiram, aumentando o
numero de proteinas candidatas a compor esta vacina. A UFMG, através da Rede Genoma do
Estado de Minas Gerais, vem desenvolvendo projetos genomas dentre os quais um destes
projetos € o transcriptoma do Schistosoma mansoni. Através de estudos gendmicos, dentro dessa
Rede, nos identificamos uma proteina da biblioteca de cDNA de esquistossomulo de fase
pulmonar que se mostrou 100%, 88% e 79,9% similar a Sm22.6, Sh22.6 e Sj22.6,
respectivamente. As proteinas antigénicas associadas ao tegumento do Schistosoma
compreendidas entre 20-23 kDa estdo relacionadas a presenca de um motivo conservado
denominado “EF-hand” e outro conhecido como Dineina de cadeia pesada (Dyinein Light Chain
- DLC). O dominio “EF-hand” presente nestes antigenos estd localizado na sua por¢do N-
terminal, e entre Sm226, Sh22.6 e Sj22.6 é extremamente conservado chegando a até 100% de
similaridade (Fitzsimmons e cols., 2004). Este dominio EF-hand esta associado a ligacdo a calcio
e também € similar ao epitopo linear de reconhecimento pela IgE em alérgenos como Gadcl e
Cyn d 7, um alérgeno do pélen (Elsayed & Apold, 1983, Suphioglu e cols., 1997). Quanto ao
motivo DLC, seu mecanismo de acdo € ainda desconhecido, sendo consideradas importantes em
eventos do citoesqueleto como citocinese, movimento flagelar ou transporte vesicular (Milisav,
1998). Realizamos um ensaio de imunolocalizagédo no verme adulto e os resultados mostraram a
presenca da Sm22.6 no tegumento de vermes adultos. Um dado muito importante no que se refere
a Sm22.6, é que IgE de pacientes resistentes a reinfeccdo pos-tratamento reconhece a proteina
Sm22.6 em ensaio in vitro. Embora a imunizagdo com Sj22.6r ndo tenha conferido nenhuma
protecdo contra infeccdo experimental, ndo existia qualquer trabalho testando a capacidade
imunoprotetora da Sm22.6.

Como na esquistossomose o0 verme adulto ndo se multiplica no hospedeiro humano, nao se
faz necessario o desenvolvimento de uma vacina com 100% de protecdo. Protecdo parcial
induzida por uma proteina do parasita, seria um critério solido de escolha de uma molécula
candidata para compor uma vacina, ja que acredita-se que a vacina anti-esquistossomose sera

multi-protéica, em razdo do helminto passar por varios ciclos de desenvolvimento, e
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consequentemente expressar diferentes proteinas durante as diferentes fases do seu ciclo de vida.
Entretanto a Sm22.6r se mostrou um fraco imundgeno, pois protegeu parcialmente (34.5%)
apenas quando associada ao adjuvante de Freund.

Nossos resultados de imunizacdo com a Sm22.6 recombinante demonstram claramente a
influéncia das formulagdes adjuvantes utilizadas em protocolos de imunizagdo nos niveis de
protecdo alcancados. Imunizacdo realizada com a proteina recombinante na auséncia de
adjuvantes ndo foi capaz de induzir qualquer resposta imune protetora, embora elevados niveis de
anticorpos IgG anti-Sm22.6 foram encontrados. A utilizacdo de adjuvantes como o hidroxido de
aluminio, um adjuvante que tende a polarizar a resposta imune para um perfil Th2 (Grun &
Maurer, 1989) e que € a Unica formulagdo de adjuvante licenciada para uso em humanos, também
ndo se mostrou eficiente na inducdo de resposta imune protetora quando camundongos foram
vacinados com a Sm22.6 recombinante na presenca deste adjuvante. De maneira intressante, o
adjuvante completo de Freund que tende a polarizar a resposta imune para um perfil do tipo Thl
(Grun & Maurer, 1989), foi capaz de induzir um nivel de protecdo parcial de 34,5%. No entanto,
0 uso da vacina de DNA utilizando o vetor pCl, ndo foi capaz de induzir imunidade protetora
aliada a baixos niveis de IgG anti-Sm22.6 produzidos. O adjuvante completo de Freund é
composto por Oleos minerais livres de componentes aromaticos policiclicos acrescido de
micobactérias mortas pelo calor (Claassen et. al., 1992). Os componentes da parede de
micobactérias ativam macréfagos através da sinalizacdo por TLR2, a ligacdo destes componentes
ao TLR2 da superficie de macrofagos leva a secrecdo de TNF-a (Jones e cols., 2001). Embora o
adjuvante de Freund seja considerado o adjuvante mais efetivo, 0 seu uso esta diretamente
associado a reacOes adversas a saude humana (Broderson, 1989, Kleinman e cols., 1993, Claasen
e cols., 1992, Steiner J e cols., 1960). Sm22.6r/alum ndo induziu prote¢do parcial contra a
infecgdo experimental por cercaria. Ndo ha uma correlagéo aparente entre os titulos de anticorpos
gerados e a eficiéncia na protecéo, pois todos 0s grupos imunizados com proteina tiveram niveis
significativos dos isotipos IgG1 e IgG2a. Da’dara e cols. (2003) em vacina¢do com Sm23r na
presenca do hidroxido do aluminio também obtiveram elevados titulos de IgGl, mas sem
protecdo contra a infeccdo experimental. Uma hipOtese para tentar explicar a ndo protecao
mesmo com elevada producdo de IgG anti-Sm22.6 e seus isotipos IgG1 e 1gG2a, seria que apenas
a producdo de anticorpos para este antigeno em particular tenha sido insuficiente para induzir

protecdo contra a infeccdo ou que a resposta imune baseada somente em Th2 n&o foi protetora.
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Jankovic e cols. (1999) demonstraram usando camundongos knockout para célula B que a
vacinacdo efetiva contra esquistosomose depende da indugdo simultanea da resposta imune
celular e humoral. Adicionalmente, experimentos realizados com camundongos duplo knockout
sugerem que o estabelecimento de uma resposta celular e humoral eficientes seja a chave para a
geracdo de uma imunidade eficiente contra a esquistossomose murina (Wynn & Hoffmann,
2000).

Um modelo de resisténcia bastante estudado na esquistossomose € o que utiliza a cercéria
atenuada em imunizagfes. Uma Unica exposicdo a cercéria atenuada € capaz de induzir altos
niveis de protecdo em camundongos desafiados com cercéria ndo atenuada, e essa imunoprotecao
esta relacionada a producdo de IFN-y e a imunidade mediada por células (Vignali e cols., 1989;
Wilson e cols., 1996). Esses autores sugerem que a protecdo nesse modelo esta relacionada a um
perfil de resposta imune do tipo Thl. Em humanos a resposta do tipo Thl também tem sido
associada a resisténcia contra infecgdo pelo S. mansoni, ja que PBMC de individuos naturalmente
resistentes a infeccdo por este parasita produz altos niveis de IFN-y in vitro quando estimuladas
com antigenos das diferentes fases de desenvolvimento do S. mansoni (Viana e cols., 1994).
Nosso resultado de imunizacdo com a Sm22.6 recombinante demonstra o envolvimento de uma
resposta mista do tipo Th1l/Th2 na inducdo de protecdo parcial contra a infeccdo. Além da
imunidade mediada por células, a imunidade humoral parece exercer um papel importante na
resisténcia ao S. mansoni. No modelo de vacinagdo com cercaria atenuada, multiplas imunizagdes
causam um pequeno aumento no nivel de protecdo (Delgado e McLaren, 1990; Caulada-
Benedetti e cols., 1991) e envolvem um mecanismo de resisténcia dependente de anticorpo, uma
vez que a transferéncia passiva de anticorpos IgG desses camundongos transferem resisténcia a
um recipiente ndo primado (Mangold & Dean, 1986). Além disso, camundongos deficientes em
células B, quando vacinados com trés doses de cercaria irradiada apresentam uma reducao na
protecdo quando comparados com camundongos normais (Jankovic e cols., 1999). Em
camundongos, linfdcitos do tipo Thl estimulados sdo capazes de induzir a producdo de IgG2a
(Stevens e cols., 1988), sendo que o IFN-y € a citocina capaz de induzir a troca da cadeia pesada
no linfécito B para produzir esta subclasse de imunoglobulina (Snapper & Paul, 1987). Em
contraste, linfocitos do tipo Th2 induzem a producdo de IgG1 (Stevens e cols., 1988), sendo que
a mudanca na cadeia pesada para a producdo dessa subclasse parece ser induzida por IL-4
(Isakson e cols., 1982).
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Em nossos estudos, as diferentes formulagdes de adjuvantes induziram um perfil similar
de producdo das subclasses de IgG, especificas para Sm22.6r. Tanto na imunizacdo na presenca
dos adjuvantes de Freund e hidroxido de aluminio, quanto na auséncia do adjuvante, a Sm22.6r
induziu niveis elevados de 1gG1l quando comparados a IgG2a. Porém, sabemos que em
camundongos normalmente IgG1 encontra-se em maiores titulos do que os demais subtipos.
Tanto a IgG1 quanto a 1gG2a obtidas de soro de camundongos imunizados multiplas vezes com
cercaria atenuada mostraram-se capazes de transferir protecdo a um animal ndo primado
(McLaren & Smithers, 1988; Delgado & McLaren, 1990; Wynn e cols., 1996). Em camundongos
CBA, a IgG1 esta envolvida na eliminacdo de larvas na pele (McLaren & Smithers, 1988) e em
C57BL/6, na eliminacdo de larvas pulmonares (Mangold & Dean, 1986), sendo que a eliminacao
da larva na pele se da pela formacdo de imunocomplexos e envolve, assim como no pulmao,
células mononucleares (McLaren & Smithers, 1988). Apesar de todos os protocolos vacinais
utilizados nesse estudo induzirem IgG1 e 1gG2a, apenas a imunizagdo com adjuvante de Freund
conseguiu induzir protecdo parcial. Portanto, a protecdo de 34,5% conferida pela Sm22.6r
associada ao adjuvante de Freund, provavelmente deve-se em grande parte a imunidade celular,
pela producdo de IFN-y e IL-4, caracteristica de uma resposta mista do tipo Th1/Th2.

Outra estratégia utilizada, foi testar a capacidade do cDNA que codifica a Sm22.6 em
induzir protecdo no modelo experimental. Na imunizacdo génica, um gene que codifica um
antigeno especifico de um determinado patégeno é clonado em um plasmideo de expressao em
celulas de mamifero e administrado como vacina. O DNA inoculado entra na célula do
hospedeiro, e utiliza a maquinaria celular para a expressdo deste gene heterélogo. A proteina
resultante da expressdao génica sera entdo, processada e apresentada ao sistema imunolégico do
hospedeiro que ird reconhecé-la como um antigeno estranho e montard uma resposta especifica
contra este antigeno. Desta forma a vacina de DNA mimetiza diversos aspectos da infeccdo
natural.

Para imunizar camundongos com o gene que codifica a proteina Sm22.6, este foi
subclonado no vetor de expressao em celulas de mamiferos pClI. Esta construcao foi utilizada no
protocolo de imunizacdo que consistiu de quatro dose da vacina com intervalos de 15 dias entre
as doses. A imunizagdo com o gene Sm22.6 ndo foi capaz de induzir qualquer nivel de protecéo e
ainda ao contréario da imunizagdo com a proteina recombinante, a imunizacdo génica produziu

baixos niveis de 1gG anti-Sm22.6.
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O DNA bacteriano possui em sua seqliéncia regides contendo motivos CpG ndo metilados
que sdo capazes de se ligar ao TLR 9 (receptor do tipo Toll-9), em macrofagos e células
dendriticas, ativando a resposta imune inata e adquirida que resulta na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como a IL-12, TNF-a e IL-6 (Oliveira e cols.,1999; Ishii e cols, 2002, Hong e cols.,
2004), auxiliando a diferenciacao de linfocitos T em células T do tipo Thl. O uso da estratégia de
imunizacdo com DNA mostrou-se eficiente na inducdo de protecdo parcial contra a
esquistossomose, em alguns casos como Sm20.8 (Mohamed e cols., 1998), Sm23 (Da’dara ¢
cols.,, 2003), Sm14 (Fonseca e cols., 2006). Porém, utilizando a construgdo Sm22.6 essa
estratégia ndo foi promissora.

Para tentar explicar a protecdo parcial induzida pela Sm22.6r associada ao adjuvante de
Freund, especularemos sobre alguns possiveis mecanismos a seguir. O pulmé&o é o principal sitio
de eliminacdo do parasita ap6s uma infeccdo priméria, por um mecanismo dependente da
producdo de IFN-y e TNF-a que leva a um aumento na produgdo de NO por macréfagos, e
recrutamento de células inflamatdrias para o 6rgdo formando um foco inflamatério ao redor da
larva que pode bloquear sua migracao. Dessa forma, a Sm22.6 encontrada no esquistossémulo de
fase pulmonar, induziria a producdo de IFN-y que ativaria macrofagos a produzirem éxido
nitrico, que atuariam como agente téxico destruindo o parasita. IFN-y também induziria células B
a produzirem 1gG2a, que se ligaria ao esquistossémulo auxiliando na formacdo do foco
inflamatorio e o blogueio de sua migracdo. Por outro lado, a producdo de IL-4 estimularia
linfocitos B a produzirem IgE que juntamente com eosinofilos destruiriam o esquistossdémulo por
citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC).

Fonseca e cols. (2004) e Wilson e cols. (1996) mostraram que IFN-y estd envolvido na
resposta imune protetora induzida pela imunizacdo contra a infeccdo no modelo murino. Por
outro lado, altos niveis de IgE é encontrado em soro de pacientes resistentes a reinfec¢do (Dunne
e cols., 1992a, 1992b, Webster e cols., 1996). Resultados de muitos estudos em ratos e humanos
sugerem que uma vacina deve apresentar mecanismos efetores baseados na resposta Th2 (Capron
e cols., 1994, 1995), enquanto estudos de vacina¢gdo em camundongos indicam que a imunidade
envolvendo o perfil Thl, deve ser mais vantajoso (Wynn 1999, Wilson e Coulson, 1999). Em
imunizagOes utilizando o modelo de cercéria irradiada, a exposicdo uma vez a larva desenvolve
imunidade com produgdo de IFN-y (Thl). Entretanto, quando camundongos recebem duas

imunizagbes com a larva irradiada, eles desenvolvem uma resposta mista Th1/Th2 elevando
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ainda mais a protegdo (Wynn e Hoffman, 2000). Dessa maneira, o estabelecimento de uma
resposta humoral e celular, ou seja, a indugdo desse perfil misto (Th1/Th2) é provavelmente o
tipo de resposta imune desejada para se obter uma protecéo eficiente contra a esquistossomose
(Jankovic e cols., 1999, Hoffmann e cols., 1999, Wynn e cols., 1996).

Nosso laboratorio em colaboragdo com o grupo de pesquisa do Servigo de Imunologia do
Hospital das Clinicas da UFBA (coordenado pelo Dr. Edgar Carvalho e Dra. Maria llma Araujo)
estd desenvolvendo um projeto cuja principal objetivo € a investigacdo dos mecanismos
envolvidos na protecdo da asma alérgica durante a infeccdo pelo S. mansoni. Medeiros e cols.
(2003) mostraram que em &rea endémica para a esquistossomose mansonica, a prevaléncia e a
gravidade da asma é diminuida. Outro estudo também mostrou a associagdo inversa entre a
infeccdo por S. mansoni e resposta positiva aos aeroalérgenos (Aradjo e cols., 1999).
Desenvolvemos um modelo murino que mostrou que animais infectados pelo S. mansoni se
tornam protegido da asma alérgica experimental. Acredita-se que um dos mecanismos
responsaveis por essa modulacdo seja a 1L-10, uma citocina anti-inflamatéria (Moore e cols.,
2001) que € produzida na fase crénica da esquistossomose para controlar o granuloma causado
pela deposicdo do ovo no figado e intestino do paciente. A IL-10 tem diversas acdes como
citocina anti-inflamatoria, dentre elas a modulacdo da resposta Th2. A observacdo de Borish e
cols. (1996) de que individuos alérgicos tém deficiéncia em IL-10 reforgca a importancia desta
citocina na modulacdo da alergia. Surgiu entdo o interesse de estudar antigenos do parasita
envolvidos na modulacdo da alergia. Testamos a Sm22.6r quanto a sua capacidade em induzir a
producdo de IL-10. Camundongos C56BL/6 foram imunizados trés vezes com a Sm22.6r e ap0s
estimulagdo in vitro com o antigeno recombinante, esplenécitos primados produziram elevados
niveis desta citocina (Pacifico e cols., 2006). Os nossos colaboradores da UFBA estdo testando
alguns antigenos do S. mansoni (entre eles Sm22.6r) em cultura de células de individuos
moradores de area endémica e individuos asmaéticos. Paralelamente, utilizaremos também estes
antigenos no nosso modelo experimental de asma alérgica. Em conclusao, apesar da Sm22.6r
sozinha ndo ter induzido protecdo contra a infeccdo com o S. mansoni, esse antigeno tem o

potencial a ser explorado no estudo da modulacdo da asma alérgica.
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VII. CONCLUSOES

Experimentos de imunolocalizagdo por imunofluorescéncia confirmaram a proteina
Sm22.6 como uma proteina presente no tegumento do Schistosoma mansoni

A imunizagdo de camundongos com a forma recombinante da Sm22.6 na presenca de
adjuvante de Freund foi capaz de induzir protecdo de 34,5% contra a infec¢cdo com cercaria
do S. mansoni

A imunizacdo de camundongos com a Sm22.6r na presenca de adjuvante de Freund foi
capaz de induz um perfil de resposta celular mista do tipo Th1/Th2, com producdo de niveis
significativos de IFN-y e de IL-4.

A imunizacdo de camundongos com a Sm22.6r na auséncia de adjuvante ou na presenga
de hidroxido de aluminio, produziu niveis elevados de IgG anti-Sm22.6, mas ndo induz
protecdo contra infeccdo com cercéria do S. mansoni.

A imunizacdo de camundongos com a vacina de DNA pCl1/Sm22.6 ndo induziu protecao
contra a infecgdo pelo S. mansoni.

Apesar dos experimentos realizados neste estudo demonstrarem que a Sm22.6 sozinha
ndo induz protecdo contra infeccdo, essa molécula pode ser testada em outros ensaios de
imunomodulacdo, haja visto que a Sm22.6 € indutora de IL-10.
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